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Kurzfassung

Magnetische Separationsverfahren kénnen unter Verwendung spezieller magnetischer Mikrosorbentien in der
biotechnologischen Produktaufarbeitung dafiir eingesetzt werden, Bioprodukte in einem Prozessschritt selektiv
hinsichtlich geloster und feststoffhaltiger Storstoffe aus einer komplex zusammengesetzten Biosuspension zu
extrahieren. HierfUr wurden in der Arbeit geeignete Magnetseparatoren ausgelegt und konstruiert, die in der
Lage sind, Partikeln im Mikrometermal3stab selektiv von Zellen und Zelldebris zu trennen. Mathematische
Beschreibungen des Separationsvorgangs wurden entwickelt, Moglichkeiten zur Herstellung geeigneter magneti-
scher Mikrosorbentien aufgezeigt und das Separationsverhalten der Magnetseparatoren, die Sorptionsei genschaf -
ten der Partikeln und schliefdlich, an einem Beispiel, die Leistungsféhigkeit des Gesamtverfahrens charakterisiert.

Im Rahmen der Arbeit wurden die magnetischen Separationsverfahren der Hochgradientenmagnetseparation
(HGMYS), der Offenen-Gradienten-Magnetseparation (OGMS) sowie ein neuartiges Verfahren (Repulsive-Mode
Magnetseparation, RMMS) zur Separation magnetischer Mikrosorbentien untersucht, optimiert und verglichen.
Die HGMS wurde eingehender untersucht und fir eine Verwendung in der Bioproduktaufarbeitung optimiert,
wobel wesentliche Fortschritte hinsichtlich der erreichbaren Partikelkapazitét und Rickspuleffizienz erzielt
werden konnten. Um die L eistungsféhigkeit der Magnetseparation vorauszuberechnen, wurden zusétzlich theore-
tische Ansétze entwickelt und mit experimentellen Daten korreliert.

Magnetische Mikrosorbentien wurden im Gramm-Mal3stab hergestellt und fir die Verwendung als magnetische
Affinitétssorbentien optimiert. Die Sorptionseigenschaften, wie Kapazitdt und Kinetik, der hergestellten Parti-
keln wurden anhand weniger Modellproteine untersucht, wobei es gelang, hohe Sorptionskapazitéten und Affini-
téten zu erzielen. Schliefflich wurde aufbauend auf den HGM S-Untersuchungen eine optimierte Anlage entwi-
ckelt und charakterisiert, die eine Integration der Affinitatssorption, der Magnetseparation und der erforderlichen
Wasch- und Elutionsschritte ermoglicht. Unter Verwendung einer E. coli-Kultur wurde die Leistungsfahigkeit
dieses neuartigen Separationssystems fiir die Bioproduktaufreinigung demonstriert, wobei eine komplette Zellab-
trennung und hohe Produktreinheit des Zielmolekils erreicht wurden. Mit der vorliegenden Arbeit wurden somit
wesentliche Voraussetzungen dafiir geschaffen, magnetische Separationsverfahren als neuartigen Verfahrens-
schritt in der priméren industriellen Bioproduktaufarbeitung einsetzen zu kénnen.

Use of magnetic separation processes for the purification of bio-products
Abstract

Magnetic separation processes can be used in combination with magnetic adsorbent particles to purify bio-
products in asingle processing step from dissolved and particulate impurities out of a complex biosuspension. In
this work, different types of magnetic separators have been designed and built which were able to selectively
separate micron-sized particles from cells and cell debris. Mathematical separation models have been devel oped
and possibilities for the manufacture of appropriate magnetic adsorbents have been shown. The magnetic separa-
tion performance, adsorption properties and the performance of the overall process have been characterized.

The different magnetic separation technologies of High Gradient Magnetic Separation (HGMS), Open Gradient
Magnetic Separation (OGMS) and of a hew magnetic separation technology Repulsive Mode Magnetic Separa-
tion (RMMYS) have been characterized, optimized and compared for their separation performance. HGMS has
been investigated in more detail and optimized for the purification of biomolecules. Using HGMS particle
holding capacity as well as rinsing efficiency have been considerably improved. In order to predict the magnetic
separation performance, theoretical models have been developed and were correlated with experimental data.

Magnetic adsorbents particles were produced in gram scale and were optimized for use as magnetic affinity
adsorbents. Adsorption properties of the produced particles including capacity and kinetics, were characterized
using model proteins. High adsorption capacities and affinities were achieved with the fabricated magnetic
particles. Based on the HGMS results an optimized process was developed and characterized that allows an
integration of adsorption, magnetic separation and the necessary wash and elution steps. The performance of this
novel separation system was demonstrated using an E.coli cell culture. A complete cell removal and high prod-
uct purity could be achieved using the optimized process developed in this work. In conclusion, important
preconditions have been created in this work in order to establish magnetic separation technology in primary
industrial downstream processing of bio-products.
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Zusammenfassung v

,,Das ist so die Art der Natur: Sie {ibt sich an kleinen Dingen
und bietet im Geringsten Beispiele fiir Gewaltigstes.*
Lucius Annaeus Seneca, 4-65 n. Chr., rémischer Philosoph

Zusammenfassung

Magnetische Separationsverfahren konnen unter Verwendung spezieller magnetischer Mikro-
sorbentien in der biotechnologischen Produktaufarbeitung (,Downstream Processing’) dafiir
eingesetzt werden, Bioprodukte in einem Prozessschritt selektiv hinsichtlich geldster und
feststoffhaltiger Storstoffe aus einer komplex zusammengesetzten Biosuspension zu extrahie-
ren. Da bis heute allerdings nur wenige ernsthafte Versuche unternommen wurden, ein Upsca-
ling dieses im Labormafstab routinemifig eingesetzten Verfahrens der ,,Magnetoaffinitdtsex-
traktion* durchzufiihren, wurden in dieser Arbeit die Voraussetzungen hierfiir erarbeitet. Ziel
war die Entwicklung eines neuartigen Verfahrens, das durch die Kombination von Magnetse-
parationsschritten und hochselektiven Affinitéts-Sorptionstechniken eine Integration mehrerer
konventioneller Prozessstufen der primdren Bioproduktaufarbeitung wie Fest-Fliissig-
Trennung, Aufkonzentrierung und Aufreinigung ermoglicht.

Hierfiir wurden im Rahmen der Arbeit geeignete Magnetseparatoren ausgelegt und kon-
struiert, die in der Lage sind, Partikeln im Mikrometermal3stab selektiv von Zellen und Zell-
debris im gleichen Gréfenbereich zu trennen (siche Kapitel 3), mathematische Beschreibun-
gen des Separationsvorgangs entwickelt (Kapitel 4), Moglichkeiten zur Herstellung geeigne-
ter magnetischer Mikrosorbentien aufgezeigt (Kapitel 5) und das Separationsverhalten der
Magnetseparatoren, die Sorptionseigenschaften der Partikeln und schlieBlich, an einem Bei-
spiel, die Leistungsfahigkeit des Gesamtverfahrens charakterisiert (Kapitel 6).

Im Rahmen der Arbeit wurden die verschiedenen bereits bekannten magnetischen Separati-
onsverfahren, wie die Hochgradientenmagnetseparation (HGMS) und die Offene-Gradienten-
Magnetseparation (OGMS) zur Separation magnetischer Mikrosorbentien anhand eines Mo-
dellsystems mit PartikelgroBBen unterhalb 3 um untersucht, optimiert und verglichen. Da das
mit preiswerten Permanentmagneten realisierbare HGMS-Prinzip nur halbkontinuierlich
umgesetzt werden kann und das vollkontinuierliche OGMS-Verfahren den Einsatz von auf-
wendigen und teuren Supraleitermagnetspulen erforderlich macht, wurde zusitzlich ein neuar-
tiges Verfahren entwickelt, das eine vollkontinuierliche Separation unter Verwendung von
Permanentmagneten ermoglicht (,Repulsive-Mode Magnetseparation’, RMMS).

In den experimentellen Untersuchungen der drei Verfahren erwies sich die HGMS aufgrund
ihrer hohen Abscheideeffizienz, der hohen mdglichen Filtergeschwindigkeiten und des einfa-
chen und kostengiinstig realisierbaren Aufbaus trotz ihres diskontinuierlichen Charakters fiir
eine erste industrielle Einfithrung des Verfahrens als am Aussichtsreichsten. Den aufwendige-
ren Verfahren der OGMS und RMMS werden aber fiir solche Anwendungen ein hohes Poten-
tial zugemessen, bei denen das Grundprinzip der magnetischen Affinitdtsextraktion in groBem
Prozessmafistab in ein vollkontinuierliches Verfahren einschlieBlich kontinuierlicher Fermen-
tation umgesetzt werden soll.
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Die HGMS wurde in Folge dessen eingehender untersucht und fiir eine Verwendung in der
Bioproduktaufarbeitung optimiert, wobei wesentliche Fortschritte hinsichtlich der erreichba-
ren Partikelkapazitdt im Vergleich zu jiingsten Verdffentlichungen erzielt werden konnten.
Durch die Anwendung einer neuartigen ultraschall-unterstiitzten Kreislauf-Filterriickspiilung
konnten weiterhin klare Verbesserungen hinsichtlich der Partikelwiedergewinnung nach
erfolgter HGMS erzielt werden.

Um die Leistungsfahigkeit der Magnetseparation vorausberechnen und den Einfluss der phy-
sikalischen GrundgroBen quantifizieren zu kdnnen, wurden zusitzlich theoretische Ansétze
zur Beschreibung der Vorgénge in den verwendeten Magnetseparatoren entwickelt. Insbeson-
dere fiir das neuartige RMMS-Verfahren wurden theoretische Simulationsmethoden entwi-
ckelt, die eine Vorausberechnung des Abscheidegrads ermdglichen. Alle drei untersuchten
Verfahren lassen sich hinsichtlich der Abhédngigkeit ihrer EinflussgroBen gut mathematisch
beschreiben. Durch Verwendung dimensionsanalytisch gebildeter Kennzahlen ldsst sich die
Anzahl der Einflussparameter dabei reduzieren. Eine vollstindige Vorausberechnung des
Separationsverhaltens ohne Verwendung experimenteller Daten erscheint jedoch zweifelhaft,
da insbesondere eine mogliche Partikelagglomeration und die GroBenverteilungsfunktion der
entstandenen Agglomerate unter Einfluss des Magnetfelds, der Stromungsbedingungen und
des komplex zusammengesetzten Mediums inklusive der interpartikuldren Wechselwirkungen
nicht ohne weitere Anpassungsparameter beschrieben werden konnen. Lediglich fiir die
HGMS erhélt man fiir die in der Arbeit untersuchten Bedingungen eine hinreichend gute
Ubereinstimmung zwischen den theoretisch und experimentell ermittelten Abscheidegraden
auch ohne Anpassungsparameter. Allerdings ldsst sich die Kapazitit des Separators nur bei
bekannter Porositit der Anlagerungsbereiche abschitzen, die z.B. durch ein einfaches HGMS-
Experiment ermittelt werden kann. Fiir die OGMS und die RMMS ist der effektive Partikel-
agglomeratdurchmesser als Anpassungsparameter zu verstehen, der jedoch fiir ein gewihltes
Partikel-Fluid-System als konstant angenommen werden und ebenfalls durch ein einzelnes
Experiment bestimmt werden kann.

Aufgrund der erheblichen Kosten kommerziell erhiltlicher magnetischer Mikrosorbentien
wurden eigene magnetische Mikrosorbentien im Gramm-Malstab hergestellt und fiir die
Verwendung als magnetische Affinitdtssorbentien optimiert. Aufgrund der zahlreichen An-
forderungen, die an die Partikeln gestellt werden miissen (wie beispielsweise eine Partikel-
grofBe im Mikrometerbereich bei enger GroBenverteilung, eine hohe Sattigungsmagnetisie-
rung ohne Remanenz, eine hohe Selektivitit und Bindekapazitit fiir das Zielprotein, eine gute
Biokompatibilitdt und geringe Foulinganfilligkeit), wurden mehrere Partikelarten auf minera-
lischer und Polymer-Basis hergestellt und deren Oberfldchen funktionalisiert. Als breit ein-
setzbare Affinitdtsliganden wurden dabei Metallchelatbildner ausgewihlt und mittels geeigne-
ter chemischer Methoden kovalent auf die Partikeloberflichen immobilisiert.

Die Sorptionseigenschaften (wie Kapazitit und Kinetik) der hergestellten Partikeln wurden
anhand weniger Modellproteine untersucht, wobei es gelang, hohe Sorptionskapazititen und
Affinititen fiir Rinder-Hdmoglobin (Hb) zu erzielen. In weitergehenden Untersuchungen
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wurde ein in einer rekombinanten E. coli-Kultur exprimiertes Fusionsprotein (GFP) als Mo-
dellsystem untersucht, das eine speziell fiir die Aufreinigung in die Proteinstruktur eingefiigte
Histidin-Sequenz (,His-Tag’) besitzt und exemplarisch fiir eine Vielzahl rekombinanter Prote-
inprodukte angesehen werden kann. Hierbei wurden hohe Sorptionskapazitiaten und Affinita-
ten zu den magnetischen Triagerpartikeln gefunden und hohe Aufreinigungsfaktoren und
Produktausbeuten bei gleichzeitiger Aufkonzentrierung des Produkts erzielt.

SchlieBlich wurde aufbauend auf den HGMS-Untersuchungen eine optimierte Anlage entwi-
ckelt und charakterisiert, die eine Integration der Affinititssorption, der Magnetseparation und
der erforderlichen Wasch- und Elutionsschritte ermdglicht. Hierfiir wurde ein im Rahmen
einer Kooperation zwischen dem Forschungszentrum Karlsruhe und der Firma Elektromag-
netbau Steinert GmbH entwickelter, neuartiger Hochgradientenmagnetseparator eingesetzt.
Dieser HGMS basiert auf der Verwendung eines Permanentmagneten, ist scale-up-fahig,
transportabel und besitzt die fiir einen Permanentmagneten ungewdhnliche Eigenschaft, das
Magnetfeld ein- und ausschalten zu konnen. Anhand des Beispiels unter Verwendung einer
E. coli-Kultur wurde die Leistungsfahigkeit dieses neuartigen Separationssystems fiir die
Bioproduktaufreinigung demonstriert, wobei eine komplette Zellabtrennung und hohe Pro-
duktreinheit des Zielmolekiils erreicht wurden.

Mit der vorliegenden Arbeit wurden somit wesentliche Voraussetzungen dafiir geschaffen,
magnetische Separationsverfahren als neuartigen Verfahrensschritt in der primaren industriel-
len Bioproduktaufarbeitung einsetzen zu konnen. Damit steht ein neuartiges Verfahren zur
Verfiigung, das bisher unabhéngige Grundoperationen des Downstream Processings, wie die
Zellabtrennung, die Reduktion des Ausgangsvolumens und die Erzielung einer hohen Pro-
duktreinheit, in sich vereint.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Mehrheit biotechnologischer Prozesse fiir die Herstellung pharmazeutischer
oder diagnostischer Produkte beinhaltet die Reinigung (,Downstream Processing’) von
Proteinen und Peptiden aus einer Vielzahl von Quellen. Dazu zdhlen Kulturmedien mit
Bakterien, Hefen und tierischen Zellen. Insbesondere in der Produktion pharmazeutischer
und technischer Proteine ist die Aufarbeitung durch die Notwendigkeit vieler aufeinander-
folgender ,Unit operations’ gekennzeichnet, was einerseits maf3geblich zu den Investitions-
und Betriebskosten beitrdgt, in hohem MalBe aber auch die Gesamtausbeute beziiglich des
Zielproteins verringert. Aus diesem Grund konnen bis zu 80 % der Gesamtkosten einer
Proteinproduktion durch die Aufreinigung verursacht werden. Insbesondere in der
Anfangsphase der Aufarbeitungskette von Bioprodukten besteht dabei ein allgegenwértiges
Problem in der Isolierung der 16slichen Zielsubstanz aus einer komplexen, feststofthaltigen
Mischung, was sich in signifikanten Verlusten der Gesamtausbeute niederschlagen kann.

Zahlreiche aktuelle Forschungen der Bioverfahrenstechnik gehen daher in die Richtung so
genannter integrierter Aufarbeitungsverfahren, die versuchen urspriinglich unabhéngige
Verfahrensschritte in einer gemeinsamen Stufe zu kombinieren. Hierzu zéhlen die
,Expanded Bed Adsorption’ (EBA), die wissrige Zweiphasenextraktion (ATPS) und die
Magnetseparation (HGMS) unter Verwendung spezieller magnetischer Affinitatssorbentien
(siche Kapitel 2). Diese neuartigen Techniken haben zum Ziel, die 16sliche Zielkomponen-
te (z.B. ein Protein) in der Anfangsphase des Downstream Processings in einem Schritt aus
einer komplexen, feststoffhaltigen Mischung (i) von Feststoffen und Kontaminationen zu
befreien, (ii) stark aufzukonzentrieren und (iii) die Produktreinheit bereits deutlich zu
erhohen.

Wiéhrend die EBA und die ATPS bereits ihren Weg in die industrielle Anwendung zur
Herstellung von Bioprodukten gefunden haben, sind auf Magnetpartikeln basierende
Separationen bis heute ausschlieBlich eine verbreitete und routineméBig angewandte
Laboranwendung zur einfachen, schnellen und schonenden Aufreinigung einer grofen
Anzahl feststoffhaltiger Proben fiir vorrangig analytische Zwecke. Durch Immobilisierung
so genannter Affinitdtsliganden auf magnetischen Partikeln und Einmischen der
entstandenen magnetischen Affinitdtssorbentien in die Probe erreicht man hierbei die
hochselektive Sorption einer Zielkomponente aus einer rohen, zellhaltigen Biosuspension.
Danach konnen die Mikrosorbentien mittels einfacher Handmagnete magnetisch aus der
Suspension separiert und nach Entfernung des unerwiinschten Uberstands die Ziel-
komponente in konzentrierter und reiner Form eluiert werden. Hierdurch erdftnet sich die
Moglichkeit, Biomolekiile in einem Schritt selektiv hinsichtlich geloster und feststofthalti-
ger Storstoffe aus einer komplexen Biosuspension zu extrahieren.
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Bis heute wurden allerdings nur wenige ernsthafte Versuche unternommen, ein Upscaling
dieses Verfahrens der ,,Magnetoaffinititsextraktion unter Verwendung von aus der
Mineralaufarbeitung lange bekannter und dort im Tonnen-MaBstab angewandter Magnet-
separationsverfahren durchzufiihren.

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Voraussetzungen fiir ein

neuartiges Verfahren zu entwickeln, das durch die Kombination von Magnetseparations-
schritten und hochselektiven Affinitdts-Sorptionstechniken eine Integration mehrerer
konventioneller Prozessstufen der primidren Bioproduktaufarbeitung wie Fest-Fliissig-
Trennung, Aufkonzentrierung und Aufreinigung ermoglicht. Zu den bendtigten Voraus-
setzungen zdhlen die Auslegung und Konstruktion geeigneter Magnetseparatoren, die in
der Lage sind, Partikeln im Mikrometermafistab selektiv von Zellen und Zell-Debris im
gleichen GroBenbereich zu trennen (siehe Kapitel 3), die mathematische Beschreibung des
Separationsvorgangs (Kapitel 4), das Aufzeigen von Moglichkeiten zur Herstellung
geeigneter magnetischer Mikropartikeln (Kapitel 5) sowie die Charakterisierung der
Sorptionseigenschaften der Partikeln, der Separationseffizienzen der Separatoren und
schlieBlich, an einem Beispiel, der Leistungsfahigkeit des Gesamtverfahrens (Kapitel 6).

Im Rahmen der Arbeit sollten die verschiedenen bereits bekannten magnetischen
Separationsverfahren, wie die Hochgradientenmagnetseparation (HGMS) und die Offene-
Gradientenmagnetseparation (OGMS) zur Separation magnetischer Mikrosorbentien
anhand eines Modellsystems mit PartikelgroBen unter 3 pm untersucht, optimiert und
verglichen werden. Wéhrend dabei das mit preiswerten Permanentmagneten realisierbare
HGMS-Prinzip nur halbkontinuierlich umgesetzt werden kann, hat das vollkontinuierliche
OGMS-Verfahren den Nachteil, dass es den Einsatz von vergleichsweise aufwendigen und
teuren Supraleitermagnetspulen erforderlich macht. Es wurde deshalb zusitzlich die
Entwicklung ein neuartiges Verfahren angestrebt, das eine vollkontinuierliche Separation
unter Verwendung von Permanentmagneten ermoglicht.

Zusitzlich bestand der Wunsch, mit theoretischen Ansédtzen zur Beschreibung der
Vorginge in den verwendetem Magnetseparatoren, die Separationseffizienz vorausberech-
nen zu konnen und den Einfluss der physikalischen Grundgréfen auf die Magnetseparation
quantifizieren zu konnen.

Aufgrund der erheblichen Kosten kommerziell erhiltlicher magnetischer Mikrosorbentien
(die bisher ausschlieBlich fiir oben genannte analytische Zwecke im pg-Malstab
Verwendung finden), bestand die Notwendigkeit zur Herstellung eigener magnetischer
Mikrosorbentien im Gramm-Mafstab. Fiir die Verwendung als magnetische Affinitétssor-
bentien mussten diese zahlreichen Anforderungen geniigen, wie beispielsweise eine
PartikelgroBe im Mikrometerbereich bei enger Grofenverteilung, eine hohe Sattigungs-
magnetisierung ohne Remanenz, eine hohe Selektivitit und Bindekapazitit fiir das
Zielprotein, eine gute Biokompatibilitit und geringe Foulinganfalligkeit.
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Die Sorptionseigenschaften (wie Kapazitit und Kinetik) der hergestellten Partikeln sollten
schlieBlich anhand weniger Modellproteine untersucht und die Separationseigenschaften
der Partikeln fiir ein diskontinuierliches (HGMS) und zwei kontinuierliche Magnettrenn-
verfahren (OGMS und RMMS) beschrieben werden. Schlieflich sollte unter Verwendung
der sich am Besten eignenden Sorbentien und des aussichtsreichsten Magnetseparations-
verfahren eine optimierte Anlage entwickelt und charakterisiert werden, die eine
Integration der Affinitdtssorption, der Magnetseparation und des Wasch- und Elutions-
schritts ermoglicht.
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2 Grundlagen

2.1 Grundproblem

Ein allgegenwirtiges Problem bei biotechnologischen Separationen besteht in der

Isolierung l16slicher Substanzen (z.B. Proteine) von komplexen, feststofthaltigen

Mischungen (Hirschbein 1982). Dazu zihlen:

e Die primédre Enzym-/Proteingewinnung bei Anwesenheit von Zelldebris (Hirschbein
1982, O’Brien 1996, Amersham Pharmacia 1997, 1999b, Thommes 1997)

e die Riickgewinnung von Enzymen, die als Katalysator in organischen Synthesen bzw.
in der Lebensmittelverfahrenstechnik verwendet werden (Hirschbein 1982)

e die DNA-Isolierung direkt aus Zellsuspensionen fiir analytische und diagnostische
Anwendungen (Béhm 1999, Dynal 1998) und zur Gentherapie (Ribeiro 2001)

2.2 Konventionelle Verfahren zur Bioproduktaufarbeitung

Konventionell wird der erste Reinigungsschritt des Zielmolekiils hiufig {iber Adsorptions-
chromatographie im Festbett realisiert, wobei dies jedoch eine vollstindige Entfernung
aller suspendierter Feststoffanteile aus der Biosuspension voraus setzt. Hierfiir notwendige
Standardmethoden fiir die Entfernung von Zellen bzw. Zelldebris sind die Zentrifugation
und Mikrofiltration (Amersham Pharmacia 1997). Im Falle der Zentrifugation hiangt die
stationdre Sinkgeschwindigkeit und damit die Effizienz von der PartikelgroBe, der
Dichtedifferenz zwischen Partikel und umgebendem Medium sowie der Viskositit der
Suspension ab. Insbesondere fiir kleine Zellen (wie E.coli) oder Zellhomogenisate fithren
kleine PartikelgroBBen und hohe Viskosititen zu langen Zentrifugations(raum-)zeiten oder
gar zu nicht vollstindig gekldrten Fliissigkeiten. Um dennoch eine partikelfreie Losung zu
erhalten, muss in diesen Fillen der Zentrifugation ein Mikrofiltrationsschritt nachge-
schaltet werden (Amersham Pharmacia 1997). Obwohl sich hierdurch partikelfreie
Losungen gewinnen lassen, entstehen hierbei hdufig Probleme durch einen mit
zunehmender Filtrationszeit stark anwachsenden Druckverlust iiber die Membran und
einen dadurch bedingten Riickgang des Filtratvolumenstroms. AuBerdem stellt das
Membranfouling ein weiteres Problem dar, das zu hoheren Betriebskosten beitrdgt. Die
Kombination von Zentrifugation und Filtration fiihrt hdufig zu langen Prozesszeiten bzw.
zur Notwendigkeit von vergleichsweise grolen Apparaten verbunden mit hohen
Investitionen und Wartungskosten. Zusétzlich kann eine weitere Reduzierung der Produkt-
ausbeute durch lange Kontaktzeit mit in der Biosuspension enthaltenen Proteasen oder
Glykosidasen verursacht werden. Eine schnelle Produktabtrennung von produkt-
zersetzenden Enzymen, von Feststoffen, Zellen, Wasser und von den Hauptmengen an
Protein, Nukleinsduren und Kohlenhydraten ist fiir viele Produkte daher -eine
entscheidende Anforderung (Amersham Pharmacia 1997). Eine Vorstellung des Ausmalles
des Verlusts an Produkt in Folge vielstufiger Aufreinigungsverfahren gibt der in Abb. 2-1
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dargestellte theoretische Zusammenhang zwischen der Anzahl der Aufreinigungsschritte,
der Effizienz pro Schritt und der Produktausbeute (Fish 1984, Amersham Pharmacia
1999Db)

Yield (%) ADbb. 2-1: Auswirkung der Anzahl an
100— Aufreinigungsschritten auf die
= Produktausbeute
80 —
1\ 95% / step
60
il 90% / step
40 7
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2 T 75% [ step
0 T T T T T l 1 T [

1 2 3 4 5 6 7 8 Number of steps

In Abb. 2-2 sind die prinzipiellen Aufreinigungsschritte fiir den Fall der Proteinauf-
reinigung bis zur Erzielung pharmazeutischer Reinheiten in vier Hauptphasen eingeteilt:
Einer Praparationsphase, bei der Zellaufschluss und Fest-Fliissigtrennung stattfinden, einer
,primary capture’-Phase zur Konzentrierung, Stabilisierung und Priméraufreinigung, einer
,intermediate’-Phase zur Entfernung der Hauptverunreinigungen und der ,Polishing’-Phase
bei der die Endreinheit erzeugt wird. Eine etwas konkretere Vorstellung der dabei
auftretenden Verfahrensschritte liefert Abb. 2-3, in der ein allgemeines Schema des
konventionellen ,,Downstream Processings* in Abhéngigkeit vom Zielprodukt der Fermen-
tation dargestellt ist.
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: w
_Palishing Biornasse Phasentrennung Kulturfliissigkeit
Achieve final
k high level purity
Intermediate %
e Dissen-Separator
fnﬁﬂﬁﬁegum (Voreindickung) ZellaufschluB FI./F1.-Extraktion
re
%ta concentrate l l i
Preparation, and stabilise Flockung Phasentrennung Féllung
exiraction,
ification l l l
Step Dekanter .
(Nacheindickung) Fdllung Phasentrennung
Abb. 2-2 (oben) Vier Hauptphasen der Protein- l t l
.. . Trock Ph it Trock
aufreinigung; nach Amersham Pharmacia (1999b) rackmng aasmirennung rocknung
Chromatographie
Abb. 2-3 (rechts): Allgemeines Schema der : l
. . rocknung
konventionellen Aufarbeitung von
Bioprodukten in Abhingigkeit des v
. L Endprodukt Endprodukt Endprodukt
ZlelprOdUkteS der Fermentatlon’ Einzeller - intrazelluldres extrazelluldr gebildeter
nach Weide (1 991 ) Protein Enzym Sekundarmetabolit

2.3 Direkte Bioproduktabtrennung aus rohen Biosuspensionen

Der kommerzielle Erfolg biotechnologischer Produktionen hidngt zu einem hohen Anteil
von den Kosten ab, die mit der Bioproduktaufarbeitung (Downstream Processing, DSP)
verbunden sind (Spalding 1991). Insbesondere in der Produktion pharmazeutischer und
technischer Proteine ist die Aufarbeitung durch die Notwendigkeit vieler aufeinander-
folgender ,Unit operations’ gekennzeichnet, was einerseits maf3geblich zu den Investitions-
und Betriebskosten beitrdgt, in hohem Mafle aber auch die Gesamtausbeute beziiglich des
Zielproteins verringert. Aus diesem Grund konnen bis zu 80% der Gesamtkosten einer
Proteinproduktion durch die Aufreinigung verursacht werden. Mit zukiinftig verbesserter
Proteinexpression rekombinanter Organismen erhoht sich der Anteil der Aufarbeitung
aufgrund verringerter Fermentationskosten weiter (Fish 1984).

Zahlreiche aktuelle Forschungsarbeiten in der Bioverfahrenstechnik gehen daher in die
Richtung so genannter integrierter Aufarbeitungsverfahren, die versuchen, urspriinglich
unabhingige Verfahrensschritte in einer neuen Stufe zu kombinieren. Der gesamte
Aufarbeitungsprozess wird dadurch verkiirzt und die Gesamtausbeute erhoht. Neuere
Ansitze fiir eine integrierte Bioproduktaufarbeitung werden im Folgenden erldutert und
diskutiert.
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2.3.1 Expanded Bed Adsorption (EBA)

Eine Moglichkeit der Sorption von Zielmolekiilen ohne vorherige Abtrennung suspen-
dierter biogener Feststoffe besteht in der Verwendung der Fluidbett-Adsorption (EBA,
expanded bed adsorption) (Thommes 1997, Amersham Pharmacia 1997). Dieses Verfahren
erlaubt die Sorption von Zielmolekiilen direkt aus der partikelhaltigen Biosuspension ohne
vorherige Kldrung, Aufkonzentrierung oder Vorreinigung (Amersham Pharmacia 1997).
Durch die aufwirtsgerichtete Anstromung der Sorbenspartikeln erreicht man bei der EBA
eine Expansion des Bettes und dadurch einen gegeniiber dem Festbett erhdhten und
einstellbaren Hohlraumvolumenanteil, wodurch Zellen und Zellbestandteile ungehindert
das Bett durchstromen konnen, ohne zu einer Verstopfung zu fithren. Durch die
Verwendung von Sorbenspartikeln mit definierter Groen- und Dichteverteilung erreicht
man ihre Klassierung innerhalb des Wirbelbetts und somit eine eingeschrinkte Beweg-
lichkeit innerhalb des Betts. Dies ist zur Reduzierung der axialen Dispersion und zur
Erh6éhung der Anzahl theoretischer Trennstufen des Fluidbetts erforderlich (Thémmes
1997, Hubbuch 2001a). Nach einer Waschphase kann das Zielprotein eluiert werden, und
ein gereinigtes und geklartes Produkt wird in einer Prozessstufe erhalten. Das Prinzip ist in
Abb. 2-4 schematisch dargestellt.

Abb. 2-4: Prinzip der
‘ Proteinaufreinigung mittels EBA;
(nach Thommes 1997)

t 1 }

1. Sedimented 2. Fluidisation 3. Application of solids 5. Elution
stationary phase containing feed 6. Regeneration
4. Wash

Nachteilig bei diesem Verfahren ist ein eventueller Austrag von Partikelfeinanteilen.
AuBerdem miissen mit zunehmendem Durchsatz groBere Partikeln verwendet werden, um
nicht das komplette Bett auszutragen. Dies fiihrt bei nicht-porésen Sorbentien zu immer
geringeren spezifischen Partikeloberflichen und somit zu geringen Sorptionsleistungen.
Bei der Verwendung makropordser Sorbentien konnen sich dagegen Probleme wie Fouling
und ineffiziente Kapazititsausnutzung ergeben (vgl. Kapitel 2.4.8). Weiterhin sind
Probleme wie auftretende Kanalbildung innerhalb des Bettes und Riickvermischungs-
effekte, insbesondere bei groBen Bettdurchmessern (iiber ~ 1m) und hohen Biomasse-
konzentrationen, bisher nicht hinreichend geldst. Die maximale Biomassekonzentration im
Zulauf betrdgt etwa 10 bis 15% Biofeuchtmasse. Die bisher iibliche Verwendung von
perforierten Plattendistributoren (Porendurchmessern 60-70pm) zur homogenen Suspen-
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sionsverteilung fithrt zudem zur allméhlichen Ansammlung von partikuldren Stoffen,
Zellen und Nukleinsduren unterhalb des Distributors und somit zu einem Anstieg des
Druckverlusts, Verstopfung des Distributors und ungleichméBiger Fliissigkeitsverteilung
(Anspach 1999).

Trotz dieser Nachteile erscheint das EBA-Verfahren aufgrund der bereits frithen
Einfilhrung in den 1950er Jahren (Barthels 1958) die besten Erfolgsaussichten in der
unmittelbaren Zukunft aufzuweisen und wurde bereits in der industriellen Produktion von
rekombinantem humanem Serumalbumin (rHSA) implementiert (Hubbuch 2001a,
Kasumasa 1996). Eine erster Vergleich zwischen der Hochgradientenmagnetseparation
(HGMS) und EBA zur Bioproduktaufarbeitung findet sich bei Hubbuch et al. (2001a).

2.3.2 Magnetically Stabilized Fluidized Bed (MSFB)

Partikelriickvermischungen innerhalb des Bettes bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung einer
Wirbelschicht lassen sich in einer so genannten magnetisch stabilisierten Wirbelschicht
(MSFB, magnetically stabilized fluidized bed) vollstindig unterdriicken. Hierbei wird im
Vergleich zur EBA durch das zusitzliche Anlegen eines parallel zur Stromung gerichteten
homogenen Magnetfeldes unter Verwendung von magnetischen Partikeln ein expandiertes
Bett ohne Partikeldispersion erzeugt (Hausmann 2000). Nachteilig sind die auch hier
auftretende Kanalbildung, die Schwierigkeit eines Upscalings und die Notwendigkeit der
vergleichsweise aufwendigen und teuren Erzeugung des homogenen Magnetfeldes iiber
elektrische Spulen (Amersham Pharmacia 1997).

2.3.3 Aqueous Two Phase Systems (ATPS)

Waissrige Phasensysteme sind seit Mitte der fiinfziger Jahre als biokompatibles
Extraktionssystem bekannt. Lost man zwei hydrophile Polymere (z.B. Polyethylenglykol
und Dextran) oder ein hydrophiles Polymer und ein lyotrophes Salz (z.B. Polyethylen-
glykol und Kaliumphosphat) oberhalb gewisser Konzentrationen in Wasser, so tritt ein
Phinomen auf, das mit dem Begriff ,Inkompatibilitit® umschrieben werden kann. Es
entstehen zwei Phasen, die iiberwiegend Wasser enthalten (> 70%), und die eine der
phasenbildenden Komponenten jeweils anreichern. Im Falle von Polyethylenglykol und
Kaliumphosphat entstehen beispielsweise eine Polyethylenglykol-reiche Oberphase und
eine salzreiche Unterphase. Die Konzentrationen, oberhalb derer die Phasenbildung
auftritt, sind eine Funktion einer Reihe von Parametern. Als wichtige GroBen sind das
Molekulargewicht des Polymers, der Typ des eingesetzten Salzes, die Temperatur, sowie
der pH Wert zu nennen. Die beiden Phasen unterscheiden sich signifikant in ihren physiko-
chemischen Eigenschaften und eigenen sich daher ausgezeichnet als Extraktionssystem.
Durch dessen iiberwiegend wissrige Natur werden die Vorteile einer Extraktion (wie
schneller Stoffiibergang, hohe Kapazitit, leichte Mallstabsvergroerung, Toleranz gegen-
tiber der Anwesenheit von Feststoffen) mit der Biokompatibilitit vereint (Kula 1999).
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Eine fiir die Aufarbeitung von Proteinen besonders wichtige Eigenschaft ist die Fahigkeit,
partikuldre Bestandteile — beispielsweise Zellen oder Zelltrimmer — in die Unterphase
solcher Extraktionssysteme zu verteilen. Auf diese Art und Weise wird die Fest-Fliissig-
Trennung signifikant erleichtert, da Biomasse und Zielprotein in zwei unterschiedliche
Phasen verteilt werden konnen. Man erhidlt somit eine ,thermodynamisch kontrollierte
Trennung® von Feststoff und Zielkomponente. Dies ist insbesondere fiir schwer
separierbare Systeme, wie z.B. Zellhomogenisate, hilfreich. Derartige Systeme lassen sich
mit konventionellen Methoden wie Filtration und Zentrifugation infolge der geringen
PartikelgroBe in Homogenisaten nur sehr schwierig kldaren. Abb. 2-5 fasst diese Vor-
gehensweise schematisch zusammen.

Roher Zellaufschiuss: Abb. 2-5: Prinzip der wiissrigen Zweiphasen-

Zellen Zielprotein
. Begleitproteine
Zelltriimmer ||-

Nukleinsiuren

extraktion zur Aufreinigung eines Zielproteins
aus roher Biosuspension; nach (Kula 1999)

Zielprotein
Begleitprotein

Zellen, Zelltriimmer
Nukleinszuren, Begleitproteine

Vorteile des Verfahrens sind eine schnelle Stoffiibergangskinetik (Phasengleichgewicht
nach maximal 80 Sekunden erreicht), ein geringer Riihrleistungseintrag (gute Durch-
mischung und Bildung kleinster Tropfen) und die Mdglichkeit der Verwendung hoher
Biomassekonzentrationen (bis 50% w/w BFM).

Nachteil der ATPS-Extraktion sind die meist geringen Verteilungskoeffizienten (1.1 bis
10) und die damit verbundene Notwendigkeit einer vielstufigen Extraktion. Weiterhin ist
das Verteilungsverhalten wenig vorhersehbar und die Optimierung des Verfahrens sehr
zeitaufwendig, da weitgehend nur heuristisch mdglich (Selber 2000). Fiir jede Stufe sind
aufgrund des geringen Dichteunterschieds der beiden Phasen (0.1 bis 5%) aufwendige
Mixer-Settler-Extraktoren (z.B. Disk-Stack-Zentrifugen, Extraktionsdekanter) notwendig,
die hohe Kosten verursachen. SchlieBlich entstehen aufgrund des hohen Chemikalien-
bedarfs hohe Betriebskosten und Entsorgungsprobleme fiir die verbrauchten Losungen
(Kroner 1982).

2.3.4 Magnetseparation in der Biotechnologie

Auch der Einsatz magnetischer Mikrosorbentien in Kombination mit Magnettrenn-
technolgie stellt im LabormaBstab eine bekannte Technik zur direkten Biomolekiil-
abtrennung aus ungeklirten Suspensionen dar und wurde erstmals von Dunnill, Lilly und
Mitarbeitern beschrieben (Dunnill 1974). Abb. 2-6 zeigt fiir den Anwendungsfall der
Isolierung eines Biomolekiils schematisch die dabei auftretenden Arbeitsschritte.
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Uberstand Elutionsmittel Abb. 2-6: Pr Inzip
enﬁeme“/’ zugeben \ der Magnettrenn-

technologie im
—> ' — (i —> <§

Milliliter-MaBstab.
Zugabe der Spezifische Bindun ; Waschen und
Magnetbeads aﬁ die Magnetbeadi Magnetseparation Elution

Die Anwendungsbereiche im Labormafstab fiir diese Technik sind dabei vielfiltig, wie

folgende Liste zeigt:

e Isolierung, Sequenzierung und Amplifizierung von Nukleinsduren (Olsvik 1994,
Dynal 1998)

e Isolierung von Proteinen (Halling 1980, Hirschbein 1982, Morgan 1996, O’Brien
1996, 1997, Theodossiou 1997, Abudiab 1998, Schuster 2000, Hubbuch 2001a)

e Immobilisierung von Enzymen (Munro 1977, Halling 1979, Prenosil 1989, Pieters
1992)

o Zellsortierung (Ugelstad 1988, Dynal 1996, Miltenyi 2000) und Zelltypisierung
(Olsvik 1994) (vgl. Abb. 2-7)

e Immunoassays (Immunomagnetic separation-enzyme linked immunosorbent assay,
IMS-ELISA) (z.B. Cudjoe 1991, Gundersen 1992, Olsvik 1994, Dynal 1996)

Abb. 2-7: Eine an ein Magnetpartikel gebundene
— Blutzelle (nach Dynal AS 1999)

Die Abtrennung der magnetischen Partikeln kann im LabormalBstab je nach Anzahl der zu
prozessierenden Proben mit Hilfe von einfachen Stab-Handmagneten (Halling 1980), mit
magnetischen Racks oder im Fall einer Hochdurchsatzanalytik voll automatisiert in
Mikrotiterplatten (Vettese-Dadey 1999) erfolgen.

Wihrend die spezifische Bindung von Biomolekiilen an Magnetbeads sowie die Wasch-
und Elutionsschritte dabei im Prinzip direkt auf den technischen MaBstab iibertragbar sind,
lasst sich eine Abtrennung von Magnetbeads mit Durchmessern von etwa 1 um im grofen
MafBstab sicherlich nicht {iber das einfache Anbringen eines Permanentmagnetes an ein
Riihrgefd3 bewerkstelligen. Wéhrend sich aufgrund der geringen Partikelgrofe auch
magnetische Trommelseparatoren fiir solche Abtrennungen nicht eignen, ist die Anwend-
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barkeit so genannter Hochgradienten-Magnetseparatoren (HGMS) zur industriellen
Abtrennung magnetischer Mikropartikeln aus der Erzaufbereitung und der Umwelt-
technologie bekannt (Dixon 1980, Svoboda 1987, Bolto 1990). Eine direkte Ubertrag-
barkeit der dort eingesetzten Hochgradienten-Magnetseparatoren auf die Biotechnologie ist
jedoch aufgrund der stark differierenden magnetischen Eigenschaften und Anforderungen
nicht gegeben.

Umfangreiche Darstellungen zum Einsatz der Magnetseparation in der Biotechnologie
finden sich unter anderem bei Whitesides 1983, Setchell 1985, Pieters, 1992, O’Brien 1996
und Bohm 1999.

2.4 Immobilisierte Affinitatsliganden-Technologie (IALT)

2.4.1 Einleitung

Affinititsligandenmethoden stellen die zur Zeit wirksamste Trennmethode von Biomole-
kiilen dar. Affinitdtsverfahren (z.B. die Affinitdtschromatographie) beruhen auf der bio-
spezifischen Bindung zwischen den Komponenten eines biologischen Systems, z.B.
Antigen-Antikorper, Enzym-Inhibitor, Rezeptor-Hormon. Wird ein solcher Ligand (z.B.
ein Inhibitor) kovalent an die stationdre Triagerphase gebunden, so werden beim
Trennvorgang lediglich Enzymproteine sorbiert, die eine spezifische Affinitdit zum
Liganden haben. Die Elution kann beispielsweise durch den Wechsel des pH-Wertes oder
der Ionenstérke erfolgen (Hirschbein 1982, Weide 1991)

Affinitatsverfahren nehmen eine herausragende Rolle im Bereich der Separationstechnik
ein, da es die einzige Technik ist, die eine Aufreinigung vom Biomolekiilen aufgrund ihrer
biologischen Funktion oder individuellen chemischen Struktur erlaubt (Amersham
Pharmacia 1999a). Affinititsverfahren stellen das michtigste Werkzeug im Bereich der
Bioproduktaufreinigung (Downstream-Processing, DSP) sowohl hinsichtlich Selektivitit
als auch Ausbeute dar (O’Brien 1996). Die Technik steht seit den 1980er Jahren fiir
routineméfige Anwendungen zur Verfiigung und wird mittlerweile in jedem Labor, das
sich mit der Aufreinigung biologischer Substanzen beschiftigt, angewandt. Dies zeigt, dass
mit der Anwendung von Affinitdtsverfahren schnelle Separationen ermdglicht werden, die
bei der Verwendung anderer Techniken zeitaufwendig, schwierig oder gar unmoglich sind
(Amersham Pharmacia 1999a).

Wiéhrend in den Anfingen der IALT die Affinitits-Chromatographie im Vordergrund
stand, ist der chromatographische Aspekt inzwischen nur einer von vielen Anwendungs-
gebieten. Die Verwendung der IALT lésst sich in vier Hauptanwendungsfelder unter-
gliedern (Hermanson 1992, Amersham Pharmacia 1997):
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¢ Aufreinigungssysteme zur Isolierung von Zielmolekiilen aus komplexen Suspensionen
und Losungen (insbesondere fiir hohe Reinheitsanforderungen und/oder geringen
Reinheiten und Konzentrationen des Zielmolekiils in der Ausgangslosung)

e Verwendung als Fangerreagenzien (Scavengers) zur Entfernung unerwiinschter
Kontaminationen

e Chemische Modifikationen oder Katalyse zur Erzielung spezifischer Transformationen
(Enzym- oder Zellimmobilisierung)

e Trennmethoden fiir analytische Anwendungen

Der Aufreinigungsfaktor liegt hédufig im Bereich mehrerer Tausend und die
Produktausbeuten sind generell sehr hoch. Affinititsverfahren haben eine Aufkonzen-
trierungswirkung, wodurch die Reinigung groBer Volumina ermoglicht wird. Die hohe
Selektivitdt liegt in den natiirlichen Spezifititen der wechselwirkenden Molekiile
begriindet. Aus diesem Grunde kann die Affinitétssorption dafiir verwendet werden, um
Substanzen aus komplexen biologischen Mischungen zu separieren oder um nur kleine
Mengen einer Substanz aus groen Mengen von Kontaminationen zu gewinnen
(Amersham Pharmacia 1999a).

2.4.2 Das Prinzip

Bei der Affinititssorption wird das zu reinigende Zielmolekiil (S) spezifisch und reversibel
an eine komplementire Bindesubstanz (den Liganden L) gebunden, der auf einem festen
Trager (der Matrix M) immobilisiert wurde. Das Prinzip von Affinitdtsverfahren ist in
Abb. 2-8 zu erkennen. Eine erfolgreiche Separation erfordert also einen biospezifischen
Liganden und die Moglichkeit, diesen moglichst kovalent an eine geeignete Trager-
substanz zu immobilisieren. Weiterhin ist wichtig, dass der Ligand seine spezifische
Bindefdhigkeit durch den Immobilisierungsprozess nicht einbiifit und dass Methoden zu
Verfiigung stehen, um die gebundene Substanz in einer aktiven Form selektiv vom Trager
zu eluieren, nachdem ungebundenes Material und Kontaminationen durch Waschschritte
entfernt wurden.

o+ :f, - T ) Abb. 2-8: Das Prinzip von Affinititssorptionen
(nach Belter 1988, Amersham Pharmacia 1999a).
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Biologische Systeme, fiir die Affinititsverfahren am H&ufigsten verwandt werden, sind in

Tabelle 2-1 zusammengestellt und werden nachfolgend eingehender behandelt.

Tabelle 2-1: Beispiele fiir Affinitétsliganden und zugehorige Bindesubstanzen

Ligand Gegenligand

Enzyme: Substrat-Derivate, Inhibitoren, Kofaktoren

Antikorper: Antigene, Viren, Zellen

Lektine: Polysaccharide, Glyco-Proteine, Zelloberfldchenrezeptoren, Zellen
Nukeinséduren: Komplementire Basensequenzen, Histone, Nukleinsdure-Polymerase

Hormone, Vitamine: Rezeptoren, Tragerproteine

Zellen: Lektine, Zelloberflichenspezifische Proteine

2.4.3 Die Matrix

Unter "Matrix" versteht man in diesem Zusammenhang jedes Material, an das ein

biospezifischer Ligand (im Allgemeinen kovalent) gebunden werden kann. Das Material

sollte unldslich sein, wobei es sich in den meisten Fillen um einen Feststoff handelt

(Hermanson 1992). Hunderte von Substanzen wurden bisher als Tridger verwendet,

darunter gemahlene Krabbenschalen (Chitin), Glas, aufbereiteter Extrakt aus Meertang

(Agarose) und viele synthetische Materialien.

Die Anforderungen an eine Matrix fiir die IALT sind (Buchholz 1997, Subramanian 1998):

Mechanische Festigkeit

Hydrophilie

Chemische Resistenz

Hohe spezifische Oberfldche (durch kleine Partikelgroe oder hohe Porositit)

GroB3e PorengrofB3e (fiir pordse Trager)

Hohe Dichte an chemisch modifizierbaren Gruppen

Die "nicht-spezifische" Bindungsfihigkeit ("non-specific binding") muss gering sein.
Dafiir ist es essentiell, dass die Separation alleine aufgrund der Wechselwirkung
zwischen Protein und Ligand stattfindet. Die Matrix selbst sollte sich idealerweise
vollig inert verhalten, was im realen Fall nicht immer zutrifft. Hydrophobe Bereiche
auf der Matrix adsorbieren viele Proteine bei hohen Salzkonzentrationen unselektiv -
also genau bei Bedingungen, bei denen Proteine hdufig von Affinitdtssorbentien eluiert
werden. Deshalb besteht die ideale Matrix aus einer komplett hydrophilen, unge-
ladenen Oberfliche mit einer hohen Dichte an polaren (Hydroxyl-)gruppen
(Subramanian 1998).

Weiterhin konnen Eigenschaften wie Quellfdhigkeit, mikrobiologische Stabilitit,

morphologische FEigenschaften wie PartikelgroBe und GroéBenverteilung, Porengrofe,

13
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Druckfestigkeit und Elastizitdt je nach Anwendung eine entscheidende Rolle spielen. Bei
der spezifischen Oberflache ist darauf zu achten, dass die Oberfliche fiir den zu immo-
bilisierten Liganden und das Zielmolekiil auch zuginglich sein muss. Malgeblich ist
deshalb nicht die etwa nach dem BET-Verfahren (DIN66132, 1975) gemessene innere
Oberflache, sondern die zugéngliche Oberflache (Buchholz 1997).

Nattrliche Matrices sind beispielsweise

e Agarose; Agarose quervernetzt

e Cellulose

e Glas mit kontrollierter Porengréfe (controlled pore glass, CPG), nichtpordses Glas und
andere mineralische Triger wie Silika, Aluminiumoxid und Magnetit.

Mineralische Trdgermaterialien haben gegeniiber weichen Gelen wie Agarose und
Cellulose den Vorteil hoher mechanischer Festigkeit.

Beispiele fiir pordse oder nicht-pordse Trager auf Basis synthetischer Matrices sind:

e Polyacrylamid

e Methacrylat-Derivate (PMA, PMMA)

e HEMA-Copolymer

e FEupergit der Firma Rohm Pharma, Darmstadt (epoxyaktiviertes Copolymer; 250, 150
und 30 um pords und 1 um kompakt)

e Polystyrol und Derivate (PerSeptive, Cambridge, Mass.)

Néhere Informationen zu Herstellungsmethoden bzw. Bezugsquellen, mechanischen
Eigenschaften, Partikel- und PorengroBen, Quellung, Aktivierungs- und Immobilisierungs-
methoden, Stabilitdt und Handling sind in der Literatur eingehend beschrieben (Hermanson
1992, Amersham Pharmacia 1999a). Inzwischen existieren zahlreiche Verdffentlichungen
iiber die Verwendung von magnetischen Tragern fiir die IALT (Robinson 1973, Munro
1977, Halling 1979, Dekker 1989, Pieters 1992, O’Brien 1994, 1996, 1997, Morgan 1996,
Theodossiou 1997).

Exemplarisch ist in Abb. 2-9 die Struktur der am Hiufigsten verwendeten Agarose gezeigt.

Vorhandene Hydroxylgruppen der Zuckermonomere kdnnen leicht zur kovalenten Anbin-

dung eines Liganden derivatisiert werden (Amersham Pharmacia 1999a). Kugelformige

Agarose ist sehr oft das Mittel der Wahl fiir IALT, da sie ein Reihe von Vorteile in sich

vereint.

e Die Oberflidche ist hoch hydrophil mit wenigen (nicht-spezifischen) lonenaustausch-
gruppen.

e Es ist eine Vielzahl von funktionellen (Hydroxyl-)gruppen zur Immobilisierung vor-
handen (Subramanian 1998).
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e Bis zu 50 pmol Ligand je Gramm Partikel konnen immobilisiert werden (Subramanian
1998).

e Die offene Porenstruktur erlaubt ein Eindringen von Molekiilen mit Molmassen bis zu
1 Million Dalton (Subramanian 1998) bzw. bis 20 Millionen Dalton (Amersham
Pharmacia 1999a).

e Agarose ist chemisch resistent gegeniiber allen Prozessschritten, die fiir eine wieder-
verwendbare Affinitdtsmatrix notwendig sind, wie die Verwendung 1-molarer Natron-
lauge zur Depyrogenation und Sterilisierung. Agarose ist stabil gegeniiber polaren
Losungsmitteln wie Ethanol, Isopropanol, Aceton, Dioxan und Dimethylformamid
(DMF) (Subramanian 1998).

Agarose

o Abb. 2-9: Ausschnitt aus der Struktur von Agarose,

CHLOH /L\ J\ ) nach (Amersham Pharmacia 1999a)
HO / ~0 ~

L [Ze /
/01»/ \/ Y//T\\ 4

D-galactose 3-6 anhydro
L-galactose

Structure of Agarose gel

2.4.4  Aktivierungsmethoden

Unter Aktivierung versteht man den Prozess der chemischen Modifizierung der Matrix,
wobei sich bei der Aktivierung im Allgemeinen eine kovalente Bindung mit dem
gewdhlten Liganden ausbildet. Die gewihlte Aktivierungsmethode muss sowohl mit der
Matrix als auch mit dem gewéhlten Liganden kompatibel sein. Das Ziel der Aktivierung ist
die effektive und feste Bindung eines biospezifischen Liganden an eine unlosliche Matrix,
so dass weder die Matrix noch der Ligand in seinen Eigenschaften negativ verandert wird.
AuBerdem darf der Aktivierungsprozess keinerlei nicht-selektive Bindecharakteristiken
hervorrufen (Hermanson 1992). Bei der Verwendung von Enzymen als Liganden darf
keine Inaktivierung des Enzyms durch den Aktivierungsprozess entstehen (Buchholz
1997).

Aufgrund der Vielzahl an verfiigbaren Matrices und der groBen Anzahl an verschiedenen
Affinititsliganden werden in der Literatur zahlreiche Aktivierungsmethoden beschrieben
(z.B. Buchholz 1979, Hermanson 1992, Amersham Pharmacia 1999a). In Abb. 2-10 sind
Moglichkeiten zur Aktivierung Amin- und Aldehyd-terminierter Matrices aufgezeigt.
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Abb. 2-10: Methoden zur Derivatisierung von Amin- oder Aldehyd-terminierter Affinitiats-Matrices; nach

Thomas, 2002

Einige Aktivierungsmethoden (wie die so genannte Carbodiimidmethode) fiihren zu einer

direkten Anbindung des Liganden an die Matrixoberfliche, wahrend andere Methoden

gleichzeitig zur Einfilhrung eines ,,Spacers®

zwischen Matrix und Ligand fiihren

(Hermanson 1992). Wie Abb. 2-11 deutlich macht, ist die Einfiihrung eines Spacer-Arms
fiir einige Ligand-Zielmolekiil-Interaktionen erforderlich.



Grundlagen 17
Binding site Abb. 2-11: Verbesserung der Zuginglichkeit des Liganden
zur Bindestelle des Zielmolekiils durch Benutzung eines
Spacer-Arms (Hermanson 1992).
Direct ligand
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2.4.5 Immobilisierung des Liganden

Die Immobilisierung kann physikalischer oder chemischer Natur sein, wobei auch

gemischte Formen mdglich sind. Man unterscheidet folgende grundlegende Methoden, die

zum Teil in Abb. 2-12 schematisch aufgezeigt sind:

Das Vernetzen ("Crosslinking") von Liganden untereinander mit bifunktionalen
Reagenzien,

die Adsorption des Liganden an die Matrix; eine anschlieBende kovalente Immo-
bilisierung mit bifunktionalen Substanzen ist moglich

der Einschluss ("Entrapment") des Liganden in ein polymeres Gel,

der Einschluss des Liganden in Mikrokapseln ("Encapsulation") oder in Membranen,
die kovalente Bindung des Liganden an die Matrix tiber reaktive funktionelle Gruppen,
die nach der Aktivierung auf der Matrixoberflache vorhanden sind.

Entrapment
e o®Nee® o
® "® ® % @ ® ® Cross-linking ® armer binding
eH®
®® OHORN® ©
@ ® ® covalent adsorption
®® ® ® ®®

Abb. 2-12: Verschiedene Immobilisierungsmethoden fiir ein Enzymmolekiil (E) bzw. Ligand (nach Liese
2000)
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Die kovalente Bindung an die Matrix geschieht unter der Verwendung reaktiver Seiten-
gruppen des Liganden (z.B. Amino-, Hydroxyl-, Thiol- oder Phenylgruppen), die nicht an
einem seiner funktionellen oder aktiven Zentren beteiligt sind. Die kovalente Anbindung
beinhaltet die groBite Anzahl an verdffentlichten Immobilisierungsmethoden (Prenosil
1989). Unter normalen Bedingungen bleibt die kovalente Bindung stabil, so dass kein
Ligand remobilisiert werden kann ("Leakage").

2.4.6 Affinitatsliganden

2.4.6.1 Allgemeines

Die Auswahl eines geeigneten Affinitétsliganden ist von besonderer Bedeutung, da er die
Bindespezifitit und die Kosten der Affinititsmatrix bestimmt. Die Anforderungen an den
Liganden konnen folgendermafB3en zusammengefasst werden:

e Der Ligand muss eine spezifische und reversible Bindeaffinitit fiir das Zielmolekiil
aufweisen (Amersham Pharmacia 1999a)

e Der Ligand muss einfach derivatisierbar sein, um ihn an die Matrix zu binden, ohne
dass die Affinitdit zum Zielmolekiil negativ beeinflusst wird (Subramanian 1998,
Amersham Pharmacia 1999a).

e Der Ligand muss hinreichend stabil sein, um die Bedingungen der Kopplungsreaktion
zu iiberstehen (Subramanian 1998).

e Die Dissoziationskonstante Ky des bindren Ligand-Zielmolekiil-Komplexes (L-S-
Komplex) muss unterhalb 10~ mol/L liegen, um eine ausreichende Bindefihigkeit zum
Sorbens zu garantieren (Subramanian 1998, Amersham Pharmacia 1999a). Die
Dissoziationskonstante des L-S-Komplexes bestimmt den nicht-gebundenen Anteil des
Zielmolekiils im Giiltigkeitsbereich der Langmuir-Sorptionsisotherme, die man oft fiir
nicht zu hohe Gleichgewichtskonzentrationen ¢’, dh. solange keine Mehrschichten-
Adsorption auftritt, anwenden kann:

S .
q :ﬁ Gleichung 2-1

e Die Dissoziationskonstante Ky sollte oberhalb 10 mol/L liegen, um eine noch
effektive Desorption des Zielmolekiils zu ermdglichen (Subramanian 1998, Amersham
Pharmacia 1999a).

e Die Ligandendichte auf der Matrix muss so hoch wie mdoglich angestrebt werden, da
die Affinitdtssorption auf spezifischen Wechselwirkungen des Liganden mit dem
Zielmolekiil beruht (Amersham Pharmacia 1999a). Bei geringer Ligandendichte treten
haufig unerwiinschte nicht-selektive Wechselwirkungen auf. Umgekehrt ist die nicht-
spezifische Bindekapazitit bei hoher Ligandendichte gering. Die unterschiedlichen
Sorptionsmechanismen, die bei hoher und niedriger Ligandendichte auftreten, sind in
Abb. 2-13 am Beispiel einer immobilisierten Metall-Chelat-Affinitdts-Matrix gezeigt.
Cytochrom c ist hierbei das Zielmolekiil.
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Last liaod desaity High ligand density Abb. 2-13: Sorptionsmechanismus von

“far M0

e Mehrschichtadsorption ("Multi-layer binding"), das bei ungiinstigen Verhiltnissen von

Cytochrom c (und anderer Proteine) an
eine Metall-Chelat-Affinitéits-Matrix mit
unterschiedlicher Ligandendichte (nach
Thomas 2002).

oben: Mit Cu**-Ionen beladene Matrix
unten: Ohne Cu®*-Beladung

Affinitdtsmatrix und Zielmolekiil (Sorbens) auftritt, muss vermieden werden, da in
diesem Fall nicht-selektive Wechselwirkungen der Zielmolekiile untereinander oder
von gebundenen Zielmolekiilen mit Kontaminationen zum Tragen kommen. Ein
Verlust an Produkt beim Waschen des Trdgers im Anschluss an den Sorptionsschritt
oder eine Sorption von Kontaminationen kénnen die Folge sein.

Im Folgenden werden die verschiedenen Gruppen der verwendeten Affinititsliganden kurz
vorgestellt. Oft werden Verfahren bei denen Antikorper und Antigene als Liganden und
Zielmolekiile eingesetzt werden als "echte" Affinititsverfahren oder "Immuno-Affinitéts-
Verfahren" bezeichnet. Hierzu zdhlt auch die Wechselwirkung zwischen Hormon und
zugehorigem Rezeptor. Die Wechselwirkung der beiden Partner ist monospezifisch, d.h. fiir
einen bestimmten Antikérper kommt nur ein einziges Antigen als Bindepartner in Frage.
Viele anderen Affinititssorbentien haben eine Affinitdt zu einer ganzen Substanzgruppe
und werden deshalb haufig als "Gruppenspezifische Adsorbentien" oder "Pseudo-
Affinitdts-Sorbentien" bezeichnet (Amersham Pharmacia 1999a).

2.4.6.2 Monospezifische Affinitatssorbentien

Generell binden monospezifische Affinititsliganden ihren Gegenliganden fester als
gruppenspezifische Liganden. Raue Elutionsbedingungen sind deshalb haufig notwendig.
Beispiele fiir ausgesprochen stark bindende monospezifische Liganden sind Steroide und
ihre zugehdrigen Rezeptoren mit Dissoziationskonstanten von 10 bis 10™'° mol/L (Janson
1998). Ein weiteres Beispiel mit sehr hoher Affinitét ist das kleine (244 Dalton) Vitamin
Biotin, das seinen Gegenliganden Avidin (oder auch Streptavidin) mit einer
Dissoziationskonstante von 10> mol/L bindet (Janson 1998). Es ist die stirkste (bisher
bekannte) nicht-kovalente Bindung (Falbe 1995).
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Immunoaffinititsverfahren nutzen immobilisierte Antigene oder Antikorper als
Adsorbentien und werden oft als Immunosorbentien bezeichnet. Monoklonale Antikdrper
sind zur Aufreinigung von Antigenen ausgesprochen niitzlich, insbesondere wenn zur
Aufreinigung kein anderer komplementédrer Ligand vorhanden ist. Viele traditionelle
Immunosorbentien die auf der Verwendung polyklonaler Antikorper basierten, sind heute
durch monoklonale Antikorper ersetzt. Der Antigen-Antikorper-Komplex besitzt im
Allgemeinen eine sehr hohe Affinitit (Kq von 107 bis 10~ mol/L (Janson 1998)) und
erfordert in Folge dessen extreme Elutionsbedingungen. Eluierte Substanzen miissen
deshalb nach der Elution sofort wieder in normale Bedingungen zuriickgefiihrt werden.
Haufig wird zur Elution eine pH-Wert-Absenkung auf 1.5-3 verwendet. Nihere
Informationen iiber die Verwendung monoklonaler Antikorper fiir Affinitatsverfahren sind
in der Literatur zu finden (Amersham Pharmacia 1999a, Goding 1986).

2.4.6.3 Gruppenspezifische Affinitatssorbentien

Als Liganden fiir Affinitdtssorptionen bieten gruppenspezifische Affinitdtssorbentien oft
Vorteile gegeniiber Immunoaffinititsliganden. Es sind meist kleine, billige und chemisch
stabile Molekiile, die iiber einfache Kopplungsreaktionen mit hoher Ligandendichte an
Matrixoberflichen immobilisiert werden konnen. Man erhdlt dadurch sehr hohe Binde-
kapazititen. Dariiber hinaus kann die Elution meist unter milden Bedingungen durch-
geflihrt werden (O’Brien 1996). Im Folgenden werden die am Hiufigsten verwendeten
gruppenspezifischen Affinititsliganden kurz vorgestellt.

2.4.6.3.1 Immobilisiertes Protein A und Protein G

Protein A und Protein G sind baktericlle Proteine (aus Staphylococcus bzw.
Streptococcus), die selektiv an die Fc-Region von Antikorpern vom IgG-Typ binden. In
immobilisierter Form stellen sie ausgesprochen niitzliche, einfach handhabbare Sorbentien
mit hoher Kapazitit dar, die fiir viele Routineanwendungen geeignet sind, wie die
Aufreinigung monoklonaler IgG-Antikdrper.

Protein G bindet gegeniiber Protein A eine groBere Anzahl von Proteinen verschiedener
Herkunft (Amersham Pharmacia 1999a). Die Elution geschieht durch einen pH-Wechsel
von neutral nach 3.0-2.5.

2.4.6.3.2 Immobilisierte Lektine

Lektine stellen eine Gruppe von Proteinen dar, die die bemerkenswerte Eigenschaft
besitzen, reversibel und spezifisch an Zuckermolekiile gebunden zu werden. Die
Separation von Glykoproteinen, Glykolipiden, Polysacchariden, subzelluldren Partikeln
oder ganzer Zellen ist hierdurch mdglich. Insbesondere konnen Tumorzellen selektiv
gebunden werden (Amersham Pharmacia 1999a).
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Immobilisierte Lektine finden breite Anwendung bei einer Vielzahl von Separations-
problemen. Die Bindereaktion eines Lektins mit einem Zuckerrest ist analog zur Wechsel-
wirkung eines AntikOrpers mit einem Antigen. Die Elution gebundener Substanzen
geschieht im Allgemeinen durch Aufpriagung eines lonenstirkegradienten oder durch
Zugabe einer kompetitiven Bindesubstanz (Affinititselution) (Amersham Pharmacia
1999a) .

2.4.6.3.3 Immobilisierte Farbstoffe (Dyes)

Bestimmte synthetische, polyzyklische Farbstoffe stellen eine weitere Klasse
gruppenspezifischer Affinititssorbentien dar. Die im Bereich der Affinititsverfahren meist
verwandten sind Cibacron Blue und Procion Red. Diese Liganden zeigen bestimmte
strukturelle Ahnlichkeiten mit natiirlich vorkommenden Molekiilen wie die Cofaktoren
NAD" und NADP". Dies erméglicht eine starke und spezifische Bindung an Proteine, die
diese Cofaktoren bendtigen, z.B. Kinasen und Dehydrogenasen (Amersham Pharmacia
1999a, Shannessy 1996). Die Elution geschieht durch Zugabe des freien Cofaktors oder
durch Anderung des pH-Wertes bzw. der Ionenstirke.

2.4.6.3.4 Immobilisiertes Heparin

Heparin ist ein Polysaccharid mit der Fahigkeit, an eine groBBe Anzahl von Biomolekiilen
zu binden. Dazu gehoren Enzyme, Serinprotease-Inhibitoren, Wachstumsfaktoren,
nukleinsdurebindende Proteine (Restriktions-Endonucleasen, DNA Ligasen, DNA und
RNA Polymerasen), Hormonrezeptoren und Lipoproteine. Heparin interagiert auf zwei
Weisen mit Proteinen: Als Affinitdtsligand und aufgrund seiner hohen Anzahl an
Sulfatgruppen auch als Kationenaustauscher. Dadurch kann es beispiclsweise die
polyanionische Struktur von Nukleinsduren nachahmen. Da individuelle Proteine oft
aufgrund einer einmaligen Kombination von Affinitdt und lonenaustausch binden, sind
Trennungen aufgrund nur kleiner Unterschiede in der Proteinstruktur moglich.

Die Elution kann durch Zugabe von freiem Heparin erfolgen, wenn die Bindung
vornehmlich auf der Affinitit beruht. In Fillen bei denen Heparin als Kationenaustauscher
fungiert, erhoht man zweckmaBigerweise die Ionenstirke durch Zugabe von NaCl, KCl
oder (NHy4),SOy4 auf 1.5 bis 2.0 mol/L (Amersham Pharmacia 1999a) .

2.4.6.3.5 Immobilisierte kleine Liganden

Einige sehr kleine Molekiile (so genannte ,small ligands’) besitzen ein hohe Affinitit zu
Biomolekiilen hoher Molmasse. Benzamidin (para-Aminobenzoamidin) wird beispiels-
weise zur Isolierung von Trypsin und Trypsin-dhnlichen Serin-Proteasen verwendet. Es
kann fiir "positive" Affinitdtsverfahren, d.h. zur Isolierung der Protease als Produkt, oder
fiir die "negative" Affinititssorption, also zur Entfernung von Proteasen als Kontamination
dienen. Lysin wird als Ligand zur Isolierung von Plasminogen (16st Blutgerinnsel auf),
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Plasminogen Aktivator, ribosomaler RNA und doppelstringiger DNA verwendet
(Amersham Pharmacia 1999a).

2.4.6.3.6 Metall-Chelat Affinitatsverfahren

Bei den so genannten Metall-Chelat Affinitétssorptionen werden Proteine und Peptide
aufgrund ihrer Affinitit zu Metallionen separiert, die zuvor an chelatbildende
Ionenaustauscher immobilisiert wurden. Bestimmte Aminosduren (insbesondere Histidin)
im Protein bilden zusammen mit dem Metallion Komplexe bei pH-Werten zwischen 6 und
8 (vgl. Abb. 2-14). Die Anzahl der an der Molekiiloberfliche gelegenen Histidine im
Protein ist fiir die Bindefdhigkeit zum Metallion verantwortlich. Dadurch eignet sich das
Verfahren insbesondere zur Reinigung rekombinanter Proteine mit Poly-Histidin-Gruppen
(so genannte "His-tags") (Amersham Pharmacia 1999a). Das Adsorbens wird durch
kovalente Kopplung eines chelatbildenden Liganden (wie Iminodiessigsdure, IDA) an die
Matrix und anschlieBender Beladung mit Metallionen hergestellt. Als Metallionen kommen
Zn*", Cu**, Cd*", Hg*", Co™", Ni*" und Fe’" in Frage. Die Bindung ist pH-abhingig und
eluiert wird durch pH-Absenkung und Erhéhung der Ionenstdrke oder durch Affinitéts-
elution (z.B. mit EDTA oder Imidazol) (Spalding 1991, Janson 1998, Amersham
Pharmacia 1999a).

(o) Abb. 2-14: Bindemechanismus eines
\}3\\ Proteins an einen IMALT-Tréger iiber
/ 0 HN einen oberflachennahen Histidinrest.

/ \H C{) Das Metallion befindet sich im Zentrum
® | des Oktaeders (in der Abbildung nicht

H,C
@1\l
N """'NN*CH?C“
L 14 \— | dargestellt); nach Deckwer 1999.

Die Anwendung der so genannten Immobilisierten Metall-Affinitéts-Chromatographie
(IMAC) hat sich als hilfreiche und vielseitig verwendbare Technik zur Isolierung und
Aufreinigung von Proteinen erwiesen (Arnold 1991, Todd 1994, Martin 1994, O’Brien
1994, 1996, Janson 1998, Abudiab 1998, Jakubith 1998, Amersham Pharmacia 1999a). Als
Liganden fiir Affinititssorptionen bieten die als Liganden verwendeten Metallionen-
komplexe wichtige Vorteile gegeniiber biologischen Affinititsliganden wie Inhibitoren
oder Antikorper (siehe Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2: Vergleich der IMALT mit "biospezifischen" Affinitatsverfahren; nach Arnold 1991.

Eigenschaft IMALT "Biospezifisch”
Liganden-Stabilitit hoch gering
Protein-Beladung hoch gering
Elutionsbedingungen mild oft extrem
Ligandenwiedergewinnung nach Regeneration komplett 1.A. inkomplett
Selektivitat gering - hoch hoch
Kosten gering hoch

Aufgrund der hohen Affinitdt der hierbei verwendeten Liganden zu ihren Zielmolekiilen,
lasst sich die Sorption auch absatzweise betreiben, wobei nur eine theoretische Trennstufe
ausgenutzt wird. Der Vorteil dieser Betriebsweise besteht in erster Linie in der Mdéglich-
keit, auch komplexe, feststoffhaltige Biosuspensionen direkt, d.h. ohne vorherige
Abtrennung von Feststoffen und ohne viskositdtserniedrigende Mallnahmen, aufreinigen
zu konnen. Dadurch gelingt es, die Anzahl der benétigten Stufen zur Aufreinigung von
Proteinen zu reduzieren und so héhere Gesamtausbeuten zu erzielen. In der Erweiterung
der IMAC auf nicht-chromatographische Prozesse werden diese Verfahren im Folgenden
unter dem Begriff "Immobilisierte Metall-Affinitdtsliganden-Technologie" (IMALT)
zusammengefasst.

Die IMALT stellt insbesondere fiir rekombinante, d.h. gentechnisch hergestellter Proteine,
eine neue Dimension der Proteinaufreinigung dar (Arnold 1991). Hierbei kommen
gentechnisch erzeugte Hybrid-Proteine zum Einsatz, die speziell zu Aufreinigungszwecken
maBgeschneidert werden. Diese enthalten neben dem eigentlichen Zielprotein ein (oligo-)
Histidin-Affinitits-Peptid (,,His-Tag") zur selektiven Bindung an IMALT-Sorbentien.

Zu den neueren Anwendungen der IMALT zéhlen die Aufreinigung von rekombinantem
menschlichem Wachstumshormon (r-HGH), Gewebeplasminogenaktivator (TPA), o-
Amylasen, Glykophorine und die Separation ganzer Zellen (Arnold 1991).

Fir Metall-Chelat Affinititsverfahren kommen unterschiedliche meist zweiwertige
Metallionen zum Einsatz, die eine unterschiedlich starke Affinitit zum Zielprotein
aufweisen konnen. Allgemein giiltige Regeln fiir beliebige Proteine lassen sich jedoch
nicht aufstellen. Ausgewihlte Beispiele an Proteinen sowie den verwendeten Metallionen,
Binde- und Elutionspuffern finden sich z.B. bei Janson und Rydén (1998). Tabelle 2-3
zeigt qualitativ den Einfluss der fiir die Bindung verantwortlichen Aminosiuren und den
Metallionen, die eine Sorption ermdglichen.
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Tabelle 2-3: Vergleich der Metallionen, die eine Sorption von Proteinen bewirken; nach Janson 1998

Prasenz von Histidin oder Tryptophan an der Metallionen, die Sorption bewirken
Protein-Oberflache

Kein His/Trp —

Ein His Cu®*

Mehrere His Cu”" (starke Adsorption), Ni*"
His-Tag Cu*', Ni*", Zn*", Co*

Mehrere Trp, kein His Cu*

2.4.7 Elution des Zielmolekls

Es gibt kein allgemein giiltiges Elutionsschema fiir alle Affinitdtssorbentien. Die Elution
kann prinzipiell selektiv oder nicht-selektiv sein. Bei hoch selektiven Adsorbentien ist im
Allgemeinen keine selektive Elution notwendig, wihrend bei so genannten gruppen-
spezifischen Adsorbentien, die eine ganze Zielmolekiilklasse zu sorbieren vermag, hiufig
selektiv eluiert wird (Amersham Pharmacia 1999a). Oft muss ein Kompromiss zwischen
extremen Elutionsbedingungen und dem Risiko der Denaturierung des Zielmolekiils
gefunden werden. Die Elution kann durch eine schlagartige oder kontinuierliche Anderung
der Bedingungen erfolgen. Moglich sind hierbei:

e FEine pH-Wert-Anderung. Hierdurch kann die Anderung der Ladung bestimmter
Gruppen sowohl am Liganden als auch am Zielmolekiil erfolgen. Diese Anderung kann
die Affinitdt der Bindestelle direkt oder indirekt durch Konformationsianderung herab-
setzen. Die chemische Stabilitit der Matrix, des Liganden und des Zielmolekiils
begrenzt den pH-Bereich, der verwendet werden kann.

e Die Anderung der Ionenstirke: Die Ionenstirke wird hierbei im Allgemeinen durch
Zugabe von NaCl erhoht, wodurch Proteine meist bei Salzkonzentrationen unterhalb 1
mol/L eluieren. Bei sehr kleinen Dissoziationskonstanten von Ky < 107" mol/L muss
unter Umstidnden ein chaotropes Ion wie SCN™ oder I verwendet werden.

e FEine Affinititselution: Selektive Elutionsmittel werden hdufig dann verwendet, wenn
ein gruppenspezifisches Adsorbens verwendet wurde oder wenn die Affinitit gering ist
(Kg zwischen 10~ und 10 mol/L). Selektiv gebundene Zielmolekiile werden héufig
bereits durch gering konzentrierte Elutionssubstanzen, oft unterhalb 10 mmol/L, ver-
dréngt.

e Die Zugabe polarititsreduzierender Substanzen (wie Dioxan) fithrt durch Anderung
hydrophober Wechselwirkungen zur Elution von z.B. Antikorpern.

e Weitere Spezialmethoden fiir Fille, in denen die oben genannten Methoden nicht zum
gewiinschten Ziel fiihren, sind in der Literatur beschrieben (Amersham Pharmacia
1999a).
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Abb. 2-15: Elutionsmethoden fiir das Zielmolekiil.

Idealerweise reicht eine Anderung der
Pufferzusammensetzung zur Elution des gebundenen
Zielmolekiils, ohne dass es selbst oder der Ligand
geschédigt wird (1). Extreme Elutionsbedingungen (2)
kdénnen permanente oder veriibergehende Schiden
hervorrufen. Die spezifische Elution (3,4) durch Zugabe
einer Substanz, die selbst eine hohe Affinitét zur
Bindung aufweist, erhoht die Gesamtselektivitit. Nach

Amersham Pharmacia 1999a.

2.4.8 Porose und kompakte Matrices

2.4.8.1 Stofftransport und Kapazitat

Der Transport von Molekiilen durch die Poren eines konventionellen makropordsen
Materials wird (bis auf den Fall der Durchstromung einer Membran) durch Diffusion
kontrolliert (Svec 1996). Makromolekiile diffundieren dabei ausgesprochen langsam aus
einer freien Losung in die Poren eines porOsen Trigers, wo sie von einem
(Affinitéts-)liganden gebunden werden (vgl. Abb. 2-16). Sind die Sorptionszeiten zu kurz
gewdhlt, werden nur die Liganden beladen, die nahe an der Kornoberflache liegen. Ebenso
konnen sterische Behinderungen das Vordringen von Makromolekiilen an tiefer gelegene
Sorptionsstellen verhindern, so dass die theoretische Gesamtkapazitit nur zu einem
Bruchteil ausgenutzt wird.

Abb. 2-16: Ein pordses
Kationenaustauscherpartikel (70pm)
sittigt sich mit Rinderserumalbumin;
konfokalmikroskopische Aufnahme;
nach Ljunglof 1998.

Die Verwendung nicht-pordser, kompakter Partikeln ist eine mdgliche Losung dieses
Problems. Da kompakte Partikeln keine Poren aufweisen, treten auch keine
intrapartikuldren Diffusionslimitierungen auf. Leider ist mit einer geringen Porositét
jedoch in der Regel gleichzeitig eine geringe Kapazitit verbunden. Um die typischen
spezifischen Oberflichen von makroporosen Polymeren (10 bis einige 100 m%/g) auch mit
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kompakten Partikeln zu erreichen, sind ausgesprochen kleine Partikeln von Noéten: Fiir eine
spezifische Oberfliche von 100 m*/g ist bei der Verwendung kompakter, kugelformiger
Magnetit-Partikeln beispielsweise ein Partikeldurchmesser von nur 12 nm notwendig.

Derart kleine Partikeln konnen nicht in einem Festbett durchstromt werden, da der hohe
Druckverlust nur extrem kleine Durchflussraten zulassen wiirde. Selbst 2 bis 5 pm grof3e
kompakte Adsorbentien sind gepackt in Saulen ausschlieBlich fiir analytische
Anwendungen von Nutzen (Svec 1996).

2.4.8.2 Fouling

Die starke Neigung kommerziell erhéltlicher poroser Trigermaterialien zum "Fouling"
aufgrund der Anwesenheit biologischer Bestandteile und die Schwierigkeit, derartige
Verunreinigungen wieder zu entfernen, schrinkt die Verwendung pordser Matrices
vielfach ein (Munro 1977, Halling 1979, O’Brien 1996). Nicht-pordse Partikeln sind im
Vergleich dazu weniger fouling-anfillig, leichter zu reinigen und daher deutlich besser fiir
eine Aufreinigung aus komplexen Biosuspensionen geeignet (Munro 1977, O’Brien 1996).

Zwei Arten des Foulings werden unterschieden, ndmlich (i) intrapartikulidres Fouling
poroser Triager und (ii) interpartikulires Fouling von sowohl pordsen als auch kompakten
Tragern (Munro 1977). Fiir Festbetten ist (ii) oft dominierend. Auf der Oberfldche der
Materialien anhaftendes Foulingmaterial reichert sich mit der Zeit aufgrund geringer
Scherkréfte an und kann schlielich die Partikelzwischenrdume ausfiillen. Dies fiihrt unter
anderem zu Kanalstromungen mit hoher axialer Dispersion (und als Folge zu einer
Reduzierung der Anzahl theoretischer Trennstufen), einem Anstieg des Druckverlusts und
einer Verringerung der Sorptionskapazitit. Festbett-Chromatographiesdulen koénnen
deshalb nicht mit ungekldrten Biosuspensionen beaufschlagt werden.

In stark fluidisierten Wirbelschichten mit hoher Partikelriickvermischung ist interparti-
kuldres Fouling sehr unwahrscheinlich, wéhrend es in Fluidbetten stark vom Grad der
Fluidisierung abhingt (Munro 1977). Die im ,Downstream Processing’ eingesetzten
stabilisierten Wirbelschichten EBA und MSFB (vgl. Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2) streben
allerdings eine weitgehende Unterdriickung der Partikelriickvermischung bei einer
vergleichsweise geringen Bettexpansion an, wodurch interpartikuldres Fouling begiinstigt
wird. Ameskamp etal. (1999) berichten iiber eine Biomasseriickhaltung innerhalb des
Betts wihrend der Beladungsphase einer EBA-Aufreinigung des Immunglobulins IgG1 aus
einer Hybridoma-Zellkultur. Die Biomasse konnte auch im Waschschritt nicht vollstdndig
entfernt werden. Ein Grofiteil der verbleibenden Partikeln gelangte ins Eluat, so dass das
gereinigte Antikorperkonzentrat immer noch Partikeln enthielt und einer weitergehenden
Kldrung unterzogen werden musste, bevor weitere Aufreinigungsschritte erfolgen konnten.
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In Riihrbehaltern tritt interpartikuldres Fouling nicht auf. Munro et al. (1977) charakteri-
sierten ein fortschreitendes Fouling geriihrter pordser und nicht-poroser Triager durch den
enzymatischen  Aktivititsverlust des zuvor auf den Trigern immobilisierten
Chymotrypsins. Wéhrend bei kompakten Nickelpartikeln, die iiber 48 Stunden in Voll-
milch geriihrt wurden, kein signifikanter Aktivititsriickgang zu verzeichnen war, ging die
Aktivitdt bei pordsen Cellulose-basierten Partikeln innerhalb 6 Stunden auf 53% der
Ausgangsaktivitidt zuriick. Nach 48 Stunden betrug die Aktivitdit nur noch 40% des
Anfangswerts. Ahnliche Aktivititsverluste ergaben sich fiir die porosen Cellulose-
Partikeln, wenn sie statt in Milch in einem geklarten Hefehomogenisat suspendiert wurden.

2.5 Grundlagen des Magnetismus und der Magnetseparation

Im folgenden Kapitel werden zunéchst fiir die Magnetseparation wichtige physikalische
Grundgrofen sowie das Verhalten von Materialien im Magnetfeld kurz erldutert. Die
physikalischen Erklarungen fiir die verschiedenen Erscheinungsformen des Magnetismus
finden sich in Lehrbiichern und sollen hier nicht wiederholt werden (z.B. Gerthsen 1993).
In den darauf folgenden Abschnitten werden die Grundprinzipien der in der Arbeit
untersuchten magnetischen Separationsverfahren dargestellt.

2.5.1 Definition magnetischer KenngroéfRen

Magnetische Flussdichte bzw. Induktion

In der Umgebung eines stromdurchflossenen Leiters herrscht ein Magnetfeld, dessen
Feldlinien auf einer zum Stromleiter senkrechten, ebenen Fliache konzentrische Kreise
bilden. Bringt man den Leiter in ein fremdes Magnetfeld, so iiberlagern sich die beiden
Felder. Das superpositionierte Feld {ibt auf den Leiter eine Kraft F aus, die senkrecht zu
den Feldlinien des Magnetfeldes und zur Stromrichtung steht. Den Quotienten:

F
1L

B= Gleichung 2-2

nennt man den Betrag der magnetischen Induktion oder Flussdichte des magnetischen
Felds. Wenn ein Leiter der Lange L =1 m, der von einem Strom I = 1 A durchflossen
wird, in einem Magnetfeld die Kraft 1 N erfdhrt, so besitzt das Feld die Stirke 1 Tesla. Die
magnetische Flussdichte B ist ein Vektor, dessen Richtung derjenigen des Magnetfeldes
entspricht und der senkrecht zur Kraft- und Stromrichtung steht. Das magnetische Feld
kann somit durch die Wirkung beschrieben werden, die es auf einen stromdurchflossenen

Leiter ausiibt. Fiir die Einheit der magnetischen Flussdichte folgt demnach:
N Vs

l——=1—-21 Tesla Gleichung 2-3
A-m m



28 Grundlagen

Magnetische Feldstarke und Permeabilitat
Ursache des magnetischen Feldes ist die magnetische Feldstirke H. Innerhalb einer
stromdurchflossenen Spule wird ihr Betrag wie folgt definiert:

H=1 Gleichung 2-4

n
T
Hierbei driickt L die Léange der Spule und n die Anzahl der Windungen aus. Die Einheit
von H ist A/m und die Richtung von H entspricht derjenigen der magnetischen Flussdichte
B. Zwischen der magnetischen Flussdichte und der magnetischen Feldstdrke besteht ein
linearer Zusammenhang. Es gilt:

B=p,-n -H Gleichung 2-5

Dabei ist po die magnetische Feldkonstante (auch Vakuumpermeabilitdt genannt) und p,
die Permeabilititszahl. p, ist eine Mallzahl und beschreibt den verstirkenden oder
abschwichenden Einfluss der innerhalb der Spule befindlichen Materie. Liegt innerhalb
der Spule Vakuum vor, wird die Permeabilititszahl zu eins.

Polarisation und Suszeptibilitat

Bringt man eine Substanz in ein magnetisches Feld, so &ndert sich die magnetische
Flussdichte innerhalb der Materie von dem Anfangswert By,xum auf einen neuen Wert
BMaterie- J& nachdem, ob die magnetische Flussdichte innerhalb des Stoffes erhoht oder
erniedrigt wird, bezeichnet man den Stoff als paramagnetisch oder als diamagnetisch. Die
Anderung der magnetischen Induktion AB wird magnetische Polarisation J genannt. Es
gilt:

J = Byyerie = Ho - H Gleichung 2-6

Mit Ausnahme ferro- bzw. ferrimagnetischer Substanzen ist die Polarisation bei allen
Stoffen zu der Feldstirke, die sie hervorruft, proportional:

J=x-y,-H Gleichung 2-7
Der Proportionalitidtsfaktor heiflt magnetische Suszeptibilitdt «:
k=n,—1 Gleichung 2-8

Je nach GroBe der Permeabilititszahl p, werden die Stoffe mit konstanter Suszeptibilitdt in
zwei Gruppen eingeteilt:

Stoffe mit pu, > 1 bzw. k > 0 heillen paramagnetisch und verstirken das Magnetfeld.
Stoffe mit p, < 1 bzw. k <0 heilen diamagnetisch und schwéchen das Magnetfeld.

Bei den ferro- bzw. ferrimagnetischen Stoffen ist die magnetische Polarisation J nicht
proportional zu der Feldstirke H, sondern strebt bei groen Feldstirken einem Maximal-
wert zu. Die Permeabilititszahl p, ist damit eine Funktion der Feldstirke H.
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Magnetisierung und Magnetisierungskurve

Anstelle der Polarisation J wird in der Technik der Einfluss eines Magnetfeldes auf ferro-
bzw. ferrimagnetische Substanzen meist mit der scheinbaren Erhohung der Feldstirke, der
Magnetisierung M, beschrieben.

M = AH = HMaterie - HVakuum GleiChung 2_9

Die FEinheit der Magnetisierung ist A/m. Den Maximalwert der Polarisation bzw.
Magnetisierung bei ferro- bzw. ferrimagnetischen Stoffen bezeichnet man als
Séttigungspolarisation J; bzw. Sittigungsmagnetisierung M. Er kommt durch eine
vollstindige Ausrichtung der atomaren magnetischen Dipole unter der magnetischen
Kraftwirkung des Magnetfeldes zustande. Die Magnetisierung wichst mit zunehmender
Feldstérke so lange, bis eine vollstdndige Ausrichtung aller Dipole vorliegt.

Neben Angaben zur Suszeptibilitdt lassen sich die magnetischen Eigenschaften von
Substanzen wesentlich detaillierter aus den Magnetisierungskurven dieser Stoffe ablesen.
In Abb. 2-17 ist eine solche Kurve exemplarisch dargestellt. Wird die Feldstirke
ausgehend von einem zur magnetischen Séttigung ausreichenden Wert bis auf einen Wert
von Null verringert, verbleibt in der Regel eine Remanenz J;,, d.h. die Polarisation
verschwindet auch ohne dufleres Feld nicht vollstindig. Um die Polarisation bzw. die
Magnetisierung auf Null abzusenken bedarf es eines, dem urspriinglichen Feld
entgegengesetzten, Feldes der Stirke H,, die als Koerzitivfeldstirke bezeichnet wird. Die
Form der Magnetisierungskurven ist normalerweise neben den Materialeigenschaften auch
stark von der eingesetzten Probenform und deren Ausrichtung zum Magnetfeld abhéngig.
Von der Form unabhédngige Magnetisierungskurven lassen sich durch die Verwendung
ringformig geformter Materialproben gewinnen.

Abb. 2-17: Magnetisie-

rungskurve einer ferro-

magnetischen Substanz

ausgehend vom Zustand der
i oMg magnetischen Sattigung.
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Einfluss der Partikelform
Unter Einwirkung eines dufleren homogenen Magnetfelds der Stirke Hy ergibt sich fiir ein
isotropes Material im einfachsten Fall folgende Magnetisierung bzw. Polarisation entlang

der Feldrichtung:

M=x-H, Gleichung 2-10
bzw.

J=p,-x-H, Gleichung 2-11

Die Suszeptibilitit ist hierbei jedoch keine reine Stoffeigenschaft, sondern sie ist neben der
Partikelgrofe auch von der Partikelform abhédngig. Die Formabhéngigkeit wird {iber den so
genannten Demagnetisierungsfaktor Dy, beschrieben, wobei gilt: 0 < Dy, < 1. Eine Auswahl
von Demagnetisierungsfaktoren verschiedener Korper finden sich bei Svoboda (1987).

Die Suszeptibilitit eines Probekorpers ldsst sich bei Kenntnis des Demagnetisierungs-
faktors wie folgt aus der intrinsischen Suszeptibilitdt berechnen:

K, i
= 1s Do Gleichung 2-12

Die intrinsische Suszeptibilitét «; entspricht der Suszeptibilitit, die an einem Probekdrper
gemessen wird, der keinerlei Selbstentmagnetisierung zeigt. Beispiele hierflir sind ein in
axialer Richtung magnetisierter, sehr langer Zylinder oder ein aus dem Probenmaterial
bestehender geschlossener Ring. Aus Gleichung 2-12 ergeben sich folgende Grenzfille fiir
ein stark magnetisches Material wie Magnetit:

T 1 1
H, << =+ = K, >> = K~ —
“O Dm Dm
J, 1
H, >> = K << — = K~ K,
H'O Dm

2.5.2 Physikalische Grundlagen der Magnetseparation
Grundlage fiir alle Typen von Magnetseparatoren bildet die Eigenschaft magnetischer

Felder auf Materie eine Kraft auszuiiben. Der allgemeine Zusammenhang fiir diese
Magnetkraft F,, lautet:

E, =u,V,M, VH Gleichung 2-13

mit der Permeabilititskonstante des Vakuums py, dem Partikelvolumen V,, der
Partikelmagnetisierung M, und dem Gradienten der magnetischen Feldstirke VH am Ort
des Partikels. Die Partikelmagnetisierung ldsst sich wiederum iiber die magnetische

Volumensuszeptibilitit k und die magnetische Feldstirke H ausdriicken:
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M, =xH Gleichung 2-14

wobei die Volumensuszeptibilitit « fiir dia- und paramagnetische Substanzen im
interessierenden Feldbereich eine Konstante darstellt, wogegen sie fiir ferri- und
ferromagnetische Substanzen unter anderem eine Funktion der Partikelform und -groBe
sowie der Feldstirke ist. Fiir unterschiedliche Substanzen variieren die Volumen-
suszeptibilititen liber mehrere Groflenordnungen. Da die Art der abzutrennenden Partikeln
in der Regel vorgegeben ist, bilden die Einflussgroflen auf die innerhalb eines Separators
erzielbare Magnetkraft die vorherrschende Feldstirke und insbesondere deren Gradient
(siche Gleichung 2-13).

2.5.3 Grundprinzip der Hochgradientenmagnetseparation (HGMS)

Das in Abb. 2-18 erlduterte Grundprinzip der Hochgradienten-Magnetseparation ist einfach
und dhnelt dem der Tiefenfiltration. In den Bereich eines duBleren Magnetfelds wird eine
mit einer magnetisierbaren Abscheidematrix gefiillte Filterkammer eingebracht. Diese
Abscheidematrix, in der Abbildung durch einen einzelnen Drahtquerschnitt symbolisiert,
besteht zum Beispiel aus einer lockeren Packung grober Stahlwolle oder einem Stapel
Drahtnetze. Die Matrixdrdhte biindeln das duBlere Magnetfeld in ihrer Umgebung und
schaffen so auf ihrer Oberfliche Bereiche, die auf para-, ferri- bzw. ferromagnetische
Partikeln stark anziehend wirken. Die Partikeln werden an die Oberfliche der Matrix
angelagert und die gereinigte Suspension verldsst das System. Die Form der Anlagerungs-
bereiche ist in Abb. 2-20 fiir die so genannte transversale Filteranordnung an einem
magnetisierten Einzeldraht zu erkennen. Die Abmessungen iibersteigen im Allgemeinen
den Drahtquerschnitt um ein Vielfaches. Ist die Aufnahmekapazitit der gesamten
Filtermatrix erschopft, wird die Zufuhr der Suspension gestoppt, der Magnet ausgeschaltet
und die abgeschiedenen Partikeln werden (im Allgemeinen im Gegenstrom) ausgespiilt.
AnschlieBend kann ein neuer Abscheidezyklus beginnen.
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Ablauf

Abb. 2-18: Grundprinzip der
Hochgradienten-

magnetische
Feldlinie
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Nachdem mit dem Frantz-Scheider (Frantz 1937) und dem Jones-Separator (Iannicelli
1976) bereits seit den 1940-er bzw. 60-er Jahren Vorldufer dieser Technik bekannt waren,
wurde der erste wirkliche Hochgradienten-Magnetseparator mit einer Abscheidematrix aus
feinen Filamenten eines ferromagnetischen Materials Anfang der 70-er Jahre von Kolm
vorgeschlagen (Kolm 1971). Bereits rasch nach der Entwicklung des Prinzips wurden erste
Bautypen zur Kaolin-Reinigung, zur Wasseraufbereitung in Stahlwerken, zum
Kondensatpolishing in Kraftwerken und zur Anreicherung schwach magnetischer Erze
eingesetzt. Gute Ubersichten zu den Grundlagen der Hochgradienten-Magnetseparation
und ihrer Anwendung in den genannten Anwendungsgebieten finden sich unter anderem
bei Pfister (1979), Gerber (1983) und Svoboda (1987).

Hinsichtlich der Anordnung zwischen Fliissigkeitsstromung, Draht und Magnetfeld lassen
sich prinzipiell 3 Konfigurationen unterscheiden (Svoboda 1987). In einer so genannten
longitudinalen Anordnung verlduft die Stromung parallel zur Magnetfeldrichtung, die
wiederum senkrecht auf der Drahtachse steht. Die induzierten Magnetpole des Drahts
liegen damit zentral auf der stromungszugewandten bzw. der stromungsabgewandten
Drahtseite, wobei es im Falle nicht zu hoher Reynoldszahlen nahezu ausschlielich zu
Partikelanlagerung auf der Staustromseite kommt (siche Abb. 2-19). Neben der longi-
tudinalen Anordnung sind als Grenzfille des geometrischen Aufbaus in HGMS noch die
transversale und die axiale Anordnung zu nennen. Bei der transversalen Anordnung stehen
die Stromungsrichtung, das Magnetfeld und die Drahtachse jeweils senkrecht aufeinander.
Die Partikelabscheidung erfolgt in diesem Fall in zwei Anlagerungsbereichen, die
gegeniiber dem Staupunkt an der stromungszugewandten Drahtseite um + 90° verdreht
sind. Abb. 2-20 zeigt ein Foto der Anlagerungsbereiche an einem magnetisierten
Einzeldraht in transversaler Anordnung. SchlieBlich ist eine Partikelabscheidung auch bei
axialer Anordnung moglich, bei der die Stromung parallel zur Drahtachse verlduft. Die
Anlagerungen bilden sich hierbei in der Magnetfeldebene entlang des Drahts.
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Abb. 2-19: Geometrische

Longitudinal Transversal Axial
Grundkonfigurationen der
Vo \ Anordnung zwischen Draht,
— Vo ..
Magnetfeld und Stromungs-
THO 2a THO 2a THO 24 rlch‘Fung sowie zugehorlge
Vo Partikelanlagerungsbereiche.

- Abb. 2-20: Foto der Anlagerungsbereiche von
magnetithaltigen Kupferhydroxidflocken an einem
magnetisierten Einzeldraht (der hier nur im

Querschnitt zu sehen ist) in transversaler Anord-

Flow direction
- nung (Franz 1997).

single wire

2.5.4 Grundprinzip der Offenen-Gradienten Magnetseparation (OGMS)

Im Unterschied zu Hochgradienten-Magnetseparatoren besitzen so genannte Offene-
Gradienten Magnetseparatoren (OGMS) keine Abscheidematrix, sondern die auf die
Partikeln wirkende Magnetkraft basiert allein auf der Feldstirke und dem Gradienten des
auBeren Magnetfelds. In der Regel werden dabei magnetische bzw. unmagnetische
Partikeln entlang ihrer Stromungs- oder Flugbahn unterschiedlich ausgelenkt und dadurch
separiert. Ein "Open Gradient"-Magnetscheider hat also einen Zulauf aber zwei oder mehr
Ablaufe. Bei der OGMS handelt es sich um ein echt kontinuierliches Verfahren, da es
innerhalb des Magnetscheiders zu keiner Partikelakkumulation kommt. Den in der Erzauf-
bereitung und der Miilltrennung eingesetzten, trocken arbeitenden OGMS ist dabei
gemeinsam, dass zumindest eine Teilkomponente der aus den Feldgradienten resultieren-
den Magnetkraft senkrecht zu den Flugbahnen des aufgegebenen Partikelgemischs wirkt.
Hierdurch kommt es innerhalb des OGMS zu einer allméhlichen Entmischung
magnetischer und unmagnetischer Komponenten.
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Ein von diesem Prinzip abweichender OGMS wurde erstmals von van Kleef (1984) vorge-
stellt. Bei dem von ihm beschriebenen, einfachen Aufbau wirkt die Magnetkraft innerhalb
einer gewissen Zone antiparallel zur Stromungsrichtung (siche Abb. 2-21).

partikelfreier Abb. 2-21: Grundprinzip
bzw. mit unmagn. _ der Offenen-Gradienten
Partikeln Hydrodynamischer .
beladener Ablauf Widerstand Magnetseparation
\ ..
R (nach dem Prinzip der
Q";,?{;?S--S_Che AVGES magnetischen Barriere).
Separator T
Zulauf -
—_— 5« %
Solenoidmagnet o /*\ .
(nur teilweise
sichtbar) / / \
Magnet-
kralft Gewichts-
Konzentrat ‘ kraft
magnetischer

Partikel

Ubersteigt die auf ein Partikel einwirkende Magnetkraft die entgegengesetzten
hydrodynamischen Widerstandkréfte, wird das Partikel innerhalb des Magnetfeldbereichs
zuriickgehalten. Die Zone hoher Magnetkrifte wirkt auf diese Partikeln wie eine Barriere,
die nicht tiberwunden werden kann, weshalb von Franzreb et al. fiir diese Art von Magnet-
separator der Begriff ,,Magnetische Barriere® gewidhlt wurde (Franzreb 1997, 1998).
Wiahrend des Betriebs reichern sich die magnetisierbaren Partikeln innerhalb des Magnet-
separators immer mehr an. Aufgrund der dadurch stark zunehmenden Kollisionswahr-
scheinlichkeit zwischen den Partikeln bewirkt die Magnetische Barriere neben der
eigentlichen Abtrennung auch eine Verbesserung der Agglomeration und damit eine
weitere Erhohung des Abscheidegrads. Um einen stationdren Betrieb des Separators zu
erreichen, ist es notwendig, die akkumulierten Partikeln {iber einen Konzentratabzug aus
dem Magnetfeldbereich abzuziehen. Hierbei ergibt sich das Problem, dass auch im Verlauf
des Konzentratabzugs die Partikeln eine Magnetische Barriere iiberwinden miissen. Dieses
Problem wird dadurch geldst, dass der Querschnitt des Konzentratabzugs sehr klein gegen-
tiber dem Separatorquerschnitt gewihlt wird, wodurch die aus der hohen Stromungs-
geschwindigkeit resultierenden starken hydrodynamischen Widerstandskrifte die Magnet-
kréfte tiberwinden konnen.

2.5.5 Grundprinzip der Repulsive-Mode Magnetseparation (RMMS)

Wird ein ferromagnetischer zylindrischer Draht in ein Magnetfeld gebracht, so wird das
Feld dadurch stark verzerrt und es bilden sich in Feldrichtung Zonen aus, die auf para- und
ferromagnetische Partikeln anziehend wirken. Dieses Prinzip wird zur Abscheidung von
Partikeln in der Hochgradientenmagnetseparation (HGMS) angewendet.
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Gleichzeitig bilden sich senkrecht zur Feldrichtung Zonen verringerter Feldstirke aus, die
auf ferromagnetische Partikeln abstolend wirken. Unter Ausnutzung dieser abstolenden
Bereiche magnetisierter Dréhte kann ein kontinuierliches Magnetseparationsverfahren
realisiert werden, bei dem kontinuierlich ein mit Partikeln abgereichertes 'Filtrat' und mit
magnetischen Partikeln angereichertes 'Konzentrat' anfdllt (Takayasu 1984, Gerber 1989,
Franzreb 1999). Dieses Verfahren wird als kontinuierliche axiale Hochgradienten-
magnetseparation (Gerber 1989) oder im Folgenden mit Repulsive-Mode Magnetsepa-
ration (RMMS) bezeichnet.

Abb. 2-22 zeigt das Grundprinzip des Verfahrens. Ein Stromungskanal wird in der Nihe
des abstoBenden Bereichs eines magnetisierten Drahts/Stabs angeordnet. Der Kanal
verhindert, dass Partikeln in den anziehenden Bereich des Stabs kommen und dadurch
abgeschieden werden konnen. Wird eine Suspension durch den Kanal geleitet, so werden
para- und ferromagnetische Partikeln vom Stab abgestoBen. Durch den Einbau von Trenn-
winden am Ende der Separationsstrecke erhilt man eine Filtrat- und Konzentratfraktion.

Ebenso kann das Verfahren zur selektiven Separation unterschiedlicher Feststoffe aus
Suspensionen verwendet werden. Takayasu et al. (2000) berichten iiber die kontinuierliche
Separation zwischen weiflen und roten Blutzellen iiber einen RMMS mit 3.6 m Lénge.
Hierbei werden paramagnetische rote Blutzellen vom Draht abgestofen, wiahrend diamag-
netische weille Blutzellen angezogen werden.

Ablauf Abb. 2-22: Grundprinzip der Repulsive-Mode Magnet-
T T separation (RMMS).
I

Die Stromung verléduft parallel zu einem senkrecht dazu
magnetisierten Draht, wodurch eine Kraft auf magnetisierbare
Partikeln senkrecht zu Strémung und Magnetfeld hervorge-
rufen wird.
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In einem neuartigen Verfahren wird ein Stromungskanal zwischen zwei magnetisierten
Stdben angeordnet (Franzreb 1999). Werden magnetisierbare Partikeln in den Bereich
zwischen den Drédhten eingebracht, so bewegen sie sich aus dem abstolenden Bereich
heraus in Richtung der anziehenden Bereiche. Durch diese Anordnung werden magneti-
sierbare Partikeln zunéchst abgestoBen, so dass sie ins Zentrum des Stromungskanals
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gelangen. Aufgrund des Einflusses der anziehenden Bereiche der Stibe werden die
Partikeln aber zusitzlich zur Seite ausgelenkt, so dass die Trennwinde zur Aufteilung der
Fraktionen anders angeordnet werden miissen (vgl. Kapitel 3). Zum genauen Verstindnis
des Verlaufs der Partikelbahnen innerhalb des RMMS ist die Berechnung der Feldver-
teilung um die beiden magnetisierten Drihte notwendig. Hierauf wird im Kapitel 4 ndher
eingegangen. Im Rahmen der Arbeit wurde ein diesem Prinzip folgender RMMS gefertigt
und hinsichtlich seiner Eignung zur Separation magnetischer Mikropartikeln untersucht.
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3 Konstruktiver Teil

In diesem Kapitel werden die in der Arbeit verwendeten Magnetseparationssysteme von
der konstruktiven Seite her vorgestellt. Hierzu zdhlen insbesondere neue Separatorentwick-
lungen fiir die drei untersuchten Separationsverfahren HGMS, OGMS und RMMS, die
hierfiir verwendeten Magnetfeldquellen und Berechnungen zur Auslegung der Systeme.

3.1 Verwendete Magnetfeldquellen

3.1.1 Supraleitende Solenoidspule

Um den Einfluss auch vergleichsweise hoher Magnetfelder auf die Magnetseparation
(HGMS und OGMS) magnetischer Mikrosorbentien untersuchen zu kdnnen, wurde ein
supraleitendes Magnetsystem verwendet, das maximale Flussdichten bis 5 Tesla ermog-
licht (Fa. Cryogenic Ltd., England). Das System besteht aus einer (unterhalb etwa 14 K)
supraleitenden Nbs;Sn-Spule, die sich in einem evakuierten Kryostaten befindet. Die
Kiihlung erfolgt ohne Verwendung von fliissigem Helium (,cryogenfree’) unter Einsatz
eines so genannten Gifford-McMahon-Cryocoolers. Die technischen Daten des Magnet-
systems sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1: Spezifikationen des verwendeten supraleitenden Magnetsystems

Zentrales Feld (Feldkonstante) 0.0444 T/Ampere
Maximaler Strom innerhalb der Spule 120 Ampere
Maximales Feld 5.0 Tesla

Anzahl der Wicklungen 6900
Durchmesser der Raumtemperatur-Bohrung 80 mm
Durchmesser der Magnetspule 204 mm

Linge der Magnetspule 175mm

Zeit zum Erreichen der maximalen Flussdichte 45 sec
Durchmesser des Kryostaten 510 mm

Hohe des Kryostaten 268 mm

Das verwendete System ist in Abb. 3-1 schematisch im Querschnitt und in der Aufsicht
dargestellt.
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Seitenansicht Aufsicht
Spulen- .
aufhangung Kalteschild Zweite Stufe
= I
1
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Nb3Sn—SpuIeI Erste Stufe Erste Stufe
Raumtemperatur- i Stromzufiihrun
Zweite Stufe 9
bohrung (Messing)

Stromzufiihrung
(HTS)

Abb. 3-1: Schematische Seitenansicht und Aufsicht des supraleitenden Magnetsystems

Eine genaue Berechnung des Feldverlaufs gestattet es, den durch die Spule erzeugten
Feldgradienten und damit die im Falle der OGMS auf magnetische Partikeln einwirkende
Magnetkraft zu berechnen. Die Berechnung der Flussdichte entlang der Achse der Raum-
temperaturbohrung ldsst sich aus der Integration des Biot-Savart’schen Gesetzes
vereinfacht berechnen gemif3 (Michalowsky 1995):

n b-z b+z

1
B(z) ==p,l— +
27 2b \/a2+(b—z)2 \/az+(b+z)2

Gleichung 3-1
mit der Stromstérke I, der Windungszahl n, dem mittleren Spulenradius a und der halben
Spulenlédnge b. Die Flussdichte entlang der Spulenachse, der Flussdichtegradient, und das

fiir die Magnetkraft ma3gebliche Produkt der beiden GroBen ist fiir die supraleitende Spule
in Abb. 3-2 dargestellt.
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Abb. 3-2: Flussdichte, Flussdichtengradient und ihr Produkt entlang der Spulenachse fiir den maximalen
Spulenstrom von 120 Ampeére.

Die Verbreitung supraleitender Systeme fiir Aufgaben der Magnetseparation ist bisher
gering, da die Vorteile von Flussdichten {iber 2 Tesla oftmals den zusétzlichen Aufwand
nicht rechtfertigen. Zum Einen erreichen ferro- und ferrimagnetische Substanzen schon bei
geringeren Feldstirken ihre magnetische Sittigung, zum Anderen lassen sich hohere
Magnetkréifte neben einer Erhohung der Feldstirke auch durch eine Erhohung des
Gradienten des magnetischen Feldes erzielen. Ein Gebiet auf dem zukiinftig supraleitende
Systeme an Interesse gewinnen werden, ist die Offene-Gradienten-Magnetseparation, da in
diesem Fall der verfiigbare Feldgradient proportional zur Feldstirke ansteigt.

3.1.2 Permanentmagnet

Fir Versuche mit dem ,Repulsive mode’ Magnetseparator und fiir wenige HGMS-
Versuche wurde ein Hufeisen-Permanentmagnetsystem mit Eisenjoch und NdFeB-Perma-
nentmagneten verwendet. Die technischen Daten sind in Tabelle 3-2 aufgefiihrt.

Tabelle 3-2: Technische Daten des verwendeten Permanentmagneten

Maximale Flussdichte der Seltenerdmagnete 0.5 Tesla
Flussdichte im Zentrum des Luftspalts 0.43 Tesla
Energieprodukt des NdFeB-Werkstoffs 270-320 kJ/m?
Polflache 150102 mm

Polabstand 62 mm
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3.2 Zylindrischer HGMS-Laborseparator fir longitudinale Anordnung

Fiir Versuche mit einem HGMS-Laborseparator wurde ein zylindrisches Filtergehduse aus
Messing oder Plexiglas mit Innendurchmesser 30 mm mit so genannten Filterronden dicht
befiillt. Das Filtergehduse wurde mit gedichteten Stutzen beiderseits verschlossen und die
Anordnung nach Anschluss des Zu- und Ablaufschlauchs koaxial und mittig in die supra-
leitende Spule eingebracht. Es standen Filtergehduse mit verschiedenen Léngen zur
Verfiigung. Die Filterronden wurden aus ferromagnetischem Edelstahl (X8Crl7
entsprechend DIN 1.4016 bzw. AISI SS430) gefertigt und mit einer 3 mm breiten
Aluminium-Einfassung versehen (s. Abb. 3-3). StandardméBig wurde ein Gewebe mit
lichter Maschenweite 1 mm und Drahtdurchmesser 0.224 mm verwendet. Die Ronden-
dicke betrug 1.25 mm. Die effektive Filterfliche ergibt sich zu 4.53 cm®. Die gemessene
Magnetisierungskurve des Materials ist in Abb. 3-4 gezeigt.

Abb. 3-3: (links) Separator mit Matrixelementen., hier nur zum Teil gefiillt; 1. Zulaufstutzen, 2. Innenraum

mit Filterelementen, 3. Ablaufstutzen. (rechts) Filterronde

200 Abb. 3-4: Magnetisierungskurve

] des Matrixmaterials vom Typ
150 f‘ X8Crl7 entsprechend DIN 1.4016.
100 - (Die gemessene Probe war ein

] 5 mm langer Draht vom Durch-
50 | messer 0.224 mm, Masse 1.898 mg,
Draht parallel zur Feldrichtung)

0,
i
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3.3 HGMS - Typ HGF-10

Zum Zeitpunkt der Arbeit verfiigte das Institut fiir Technische Chemie des Forschungs-
zentrums Karlsruhe bereits iiber mehrjédhrige Erfahrungen in der Entwicklung und
Anwendung kontinuierlich arbeitender so genannter Karussell-HGMS unter Verwendung
von Permanentmagneten (Franzreb 1998, 2000). Um die hierfiir notwendige gleichzeitige
Filtration und Filterriickspiilung an unterschiedlichen Stellen zu ermdglichen, muss dabei
die rotierende Filtermatrix an zahlreichen Stellen abgedichet werden. In Anbetracht der fiir
biotechnologische Herstellungsprozesse geltenden strengen GMP-Anforderungen (good
manufacturing practice) der FDA (US food and drug administration) und der EU (US-
CFR-21, 2001 und ICH-Guideline 2000) erschien das Design eines Karussell-HGMS mit
groBflichigen Dichtungen und Totrdumen jedoch ungeeignet. Deshalb wurde in der
Arbeitsgruppe ,Magnetseparation’ ein neuer Typ eines Hochgradientenmagnetseparators
entwickelt, der einen ,schaltbaren’ Permanentmagneten als Feldquelle benutzt (Franzreb
2001a, 2001b, Hoffmann 2002). Der Separator arbeitet diskontinuierlich und ist insbeson-
dere fiir geringe und mittlere Feststoffkonzentrationen geeignet. Abb. 3-5 zeigt eine
schematische Darstellung der Separators im Querschnitt. Der Hauptteil dhnelt einem
konventionellen Permanentmagneten mit Eisenjoch. Zwischen die Polschuhe wird ein
rechteckiges Filtergehduse eingebracht, in das wiederum die eigentliche Filtermatrix einge-
setzt wird. Diese besteht aus einem Stapel aus Drahtnetzgewebe.

Im Betrieb wird die Suspension durch den Filter geleitet, bis ein beginnender Filterdurch-
bruch auftritt. Der Zufluss wird darauthin gestoppt, das Magnetsystem wird ,ausgeschaltet’
und die Filtermatrix wird durch einen kurzen Spiilstof3 gereinigt. Das Magnetsystem wird
wieder ,angeschaltet’ und ein neuer Filtrationszyklus beginnt.

discharge .
discharge collection : Abb. 3-5: Schematische Darstellung des schaltbaren
chamber I Permanentmagnetsystems
filter matrix + [

iron yoke
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distribution
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supply.
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Im Gegensatz zu dem von Watson (1997) beschriebenen Prinzip wird die ungewdhnliche
Eigenschaft, einen Permanentmagneten ein- und auszuschalten dadurch erreicht, dass die
eigentlichen Magneteinheiten im Zentrum eines Zylinders angeordnet sind, der um seine
Achse gedreht werden kann. Die Fotos in Abb. 3-6 und Abb. 3-7 zeigen die beiden, von
der Firma Steinert Elektromagnetbau GmbH, K&ln, gefertigten, Separatortypen HGF-10
und HGF-50 zusammen mit Antrieb und Getriebe.

Der Separatortyp HGF-50 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet, die
Konstruktion und erste Versuche mit diesem industriellen Typ zeigen jedoch, dass ein
Upscaling des Grundprinzips eines schaltbaren Permanentmagneten als kostengiinstige
Magnetfeldquelle moglich ist.

Abb. 3-6: HGMS auf Permanent-  Abb. 3-7: Industrieller Typ (Steinert HGF 50) nach gleichem
magnetbasis (Steinert HGF-10);  Funktionsprinzip; Polabstand 65 mm; Polschuhfliche 505x80 mm;
Polabstand 25 mm; Polschuh- Gewicht 1300 kg; Motorleistung 2.2 kW.

flache 120x80 mm; Gewicht 60

kg; Motorleistung 0.12 kW.

3.3.1 Berechnung der Magnetfeldverteilung

Berechnungen der Magnetfeldverteilung wurden fiir die beiden Separatortypen HGF-10
und HGF-50 mit dem Finiten Elemente Programm QuickField™ (Tera Analysis Ltd.
Svendborg, Danemark) durchgefiihrt. Der Effekt der Drehung der Magneten ist aus den
Abb. 3-8 und Abb. 3-9 zu erkennen, in denen die rdumliche Flussdichteverteilung fiir die
,Feld an’ und ,Feld aus’ Position dargestellt ist. In der ,an’ Position gleicht das System
einem herkommlichen Permanentmagneten mit einer Flussdichten von etwa 400 mT
zwischen den Polschuhen. Wird dagegen der Zylinder um 90° verdreht, so werden die
Nord- und Siidpole der Magneten iiber den Zylinder und das Eisenjoch kurzgeschlossen.
Nahezu alle Feldlinien verlaufen dadurch durch den hinteren Teil des Magnetjochs.
Zusiétzlich sind die schwachen verbleibenden Pole, die an der Stelle der Abscheidematrix
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noch vorhanden sind, vom gleichen Vorzeichen, d.h. die Feldlinien werden aus diesem
Bereich verdriangt. Aus Abb. 3-9 wird ersichtlich, dass das geringste Feld in der unmittel-
baren Umgebung des Systems genau an der Stelle der Abscheidematrix auftritt.

Das iiber eine Hall-Sonde (Typ FHS51, Fa. Magnetphysik-Steingroever, Deutschland)
gemessene Feld im Zentrum des Luftspalts ist in Abb. 3-10 dargestellt. Das Verhéltnis der
gemessenen maximalen und minimalen Flussdichte im Abscheidebereich betrdgt somit
mehr als 1000. Beim Vergleich mit den berechneten Flussdichten fallt auf, dass sowohl die
Flussdichte fiir die ,an’ als auch fiir die ,aus’ Position in den Berechnungen etwas iiber-
schétzt wird. Aufgrund der nur zweidimensionalen Feldberechnung gelten diese exakt nur
fiir sehr tiefe Magnetjochs. Fiir kurze Jochs (hier 12 cm) liefern die 2D-Berechnungen
dagegen etwas {iiberschitzte Flussdichten. Fiir das lingere Joch des Typs HGF-50 mit
50 cm Jochtiefe ist die Diskrepanz zwischen mittels 2D-FEM berechnetem und gemes-
senem Feld vernachlissigbar.

Abb. 3-8: Magnetfeldverteilung fiir
die ‘Feld an’-Position.
Skalierung 0-1000 mT.

B (mTes)” Abb. 3-9: Magnetfeldverteilung fiir
die ‘Feld aus’-Position
Skalierung 0-10 mT.




44 Konstruktiver Teil

400 2 Abb. 3-10: Gemessene
300 J’.N ] Flussdichte im Zentrum
] des Luftspalts in
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100 ] Die maximale Flussdichte
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-100 gemessene Flussdichte.
Die eingesetzte Grafik
-200 - vergrofert den Bereich
um 90°.
-300
-400

Winkelposition in Grad

3.3.2 HGF-10 - Separationsmatrix

Im Gegensatz zum Labor-HGMS mit longitudinaler Filterkonfiguration (Feldlinien ver-
laufen parallel zur Stromung) wurde fiir den Permanentmagnet-basierten Separator HGF-
10 eine andere Anordnung gewéhlt. Der Aufbau eines longitudinalen Systems in einem
Permanentmagneten ist zwar prinzipiell moglich, fithrt aber aufgrund der notwendigen
zweimaligen Fluidumlenkung innerhalb des Felds zu einer schlechten Ausnutzung des
Feldvolumens. Um eine maximale Ausnutzung des Feldvolumens zu erzielen, wurde fiir
die Matrix des HGF-10 eine ,transversale’ Anordnung gewdhlt. Realisiert wurde die
Filtermatrix durch abwechselndes Schichten von ferromagnetischem Drahtgewebe
(DIN1.4016 von Haver&Boecker, Deutschland) und Abstandsrahmen aus unmagnetischem
Edelstahl. Die Drahtdicke betrug 0.224 mm, die Dicke der Abstandsrahmen entsprach der
Maschenweite des Drahtgewebes vom 1 mm. Die Schichten wurden am Rand durch Laser-
schweiflen zu einem kompakten und mechanisch stabilen Matrixpaket mit den Abmes-
sungen 19x80x120 mm (Filtervolumen 182 mL, Filterfliche 15.2 cm”) zusammengeheftet
(vgl. Abb. 3-11).

Abb. 3-11: Foto eines Matrixpakets (Aufsicht)
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3.3.3 Filtergehdause und Ultraschalleinheit

Das Filtergehduse samt Gehdusedeckeln wurde aus V4A-Stahl (DIN 1.4571) gefertigt.
Abb. 3-12 zeigt eine Zeichnung des Filtergehduses mit genauen Abmessungen. Um eine
verbesserte Riickgewinnung der Partikeln wéhrend der Riickspiilphase zu erzielen, wurde
seitlich an das Separatorgehduse iiber ein Feingewinde ein Ultraschallwandler (vgl. Tabelle
3-3) angebracht. Das Filtergehduse fungiert dadurch als Sonotrode des Schallwandlers und
ibertrdgt die Schallleistung ins Innere des Filtergehéduses.

Tabelle 3-3: Eigenschaften des Ultraschallprozessors

Hersteller Dr. Hilscher, Teltow, Deutschland
Typ Industrieprozessor UIP 250
Nennleistung 250 W
Frequenz 24 kHz
Max. Amplitude 1.4 —2.5 um (gemessen: Oberfliche Separatorgehéduse)
?85
Gehausedeckel Separatorgehause ”
31
155 820 i
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8.5
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Abb. 3-12: Zeichnung des Filtergehduses des HGF-10 mit angeschraubtem Ultraschallprozessor (nur
angedeutet)
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3.4 OGMS-Separatoren

3.4.1 OGMS-Laborseparator

Fiir Separationsversuche mittels der Offenen-Gradienten Magnetseparation (OGMS) nach
dem Prinzip der ,Magnetischen Barriere“ wurde standardmidfig die in Abb. 3-13
dargestellte Separationszelle verwendet. Das Volumen des Separators betrdgt 100 mL. Von
oben wird die zu trennende Suspension {iiber einen diinnen Zulaufschlauch in die
Trennzone eingegeben. Das Filtrat lduft iiber einen Ablauf frei nach oben ab. Das
Konzentrat kann nach unten abgezogen werden. In Abb. 3-14 ist die Standard-
einbauposition innerhalb der supraleitenden Magnetspule dargestellt.

BemafBungsdarstellung

185

195

ﬂ*
i\
|
|
|
ok |
833

Zusammenbau

2 m%'
——— e e e -
i A 3

27@_;;—5;___

Abb. 3-13: OGMS-Separator @33mm; 1 Zulaufstutzen, 2 Filtratabzug, 3 Interner Zulaufschlauch,
4 Separationsgebiet, 5 Konzentratabzug

ANN
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Abb. 3-14: OGMS-Separator & 33mm und Standard-Einbauposition im Supraleiter.

3.4.2 OGMS-Separator mit Schlammraumer-Konstruktion

Um die starken Schwankungen der Konzentratkonzentration unter der Verwendung des
OGMS-Laborseparators zu beheben, wurden Versuche mit einem OGMS-Separator durch-
geflihrt, der eine Schlammrdumer-Konstruktion gemdf Abb. 3-15 besitzt. Durch das
rotierende Riumerschild am unteren Ende des Separators sollen am Boden anhaftende
Partikeln in den Konzentratabzug befordert werden (Franzreb 1998b).
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Filtrat

Hoéhen-
verstellung

Hohlwelle K 2
ryostat
Querk" - gehause

Schlamm-
zone

Schlamm-
raumer

&/ Konzentrat

Magnetspule

Abb. 3-15: OGMS mit
Hohlwelle und Schlamm-

Ausschnittvergroerung des raumerkonstruktion
kombinierten Beaufschlagungs- !
und Schlammréaum-Systems
; Innendurchmesser: 74 mm,;
Vertikaler Abstand von

Spulenoberkante bis
Schlammabzug: 75 mm;
Maximalhohe innen: 162 mm;
Konusoffnungswinkel: 108°.

3.5 Repulsive Mode Magnetseparator (RMMS)

Im Rahmen der Arbeit wurde ein neuartiger kontinuierlicher Magnetseparator nach dem

Prinzip der RMMS entwickelt und konstruktiv in einem Laborseparator umgesetzt

(Franzreb 1999).

3.5.1 Konstruktion des RMMS-Laborseparators

Abb. 3-16 zeigt ein Foto des entwickelten RMMS-Laborseparators mit zwei Dréhten von

je Smm Durchmesser und einem dazwischen liegenden Stromungskanal mit ebenfalls

5 mm Innendurchmesser. In Abb. 3-17 ist der Aufbau im Lings- und Querschnitt darge-

stellt.

Abb. 3-16: Fotografie des Labor-,Repulsive Mode’
Magnetseparators. Im Bild ist ein ferromagnetischer
Draht mit Durchmesser 5 mm zu erkennen. Unterhalb
des Stromungskanals befindet sich symmetrisch
angeordnet ein zweiter Draht. Die zulaufende
Suspension wird beim Durchlaufen des Separators in
ein Filtratfraktion (F) und zwei Konzentratfraktionen
(K) aufgetrennt.
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Abb. 3-17: Aufbau des Repulsive Mode Magnetseparators mit einem Stromungsrohr und zwei
magnetisierbaren Dréhten.

3.5.2 Auslegung der RMMS-Trennwandposition

Um eine moglichst hohe Autkonzentrierung der dem RMMS zulaufenden Suspension zu
erreichen, sollte der Konzentratvolumenstromanteil am Gesamtvolumenstrom moglichst
klein sein. Wird der Konzentratvolumenstrom allerdings zu gering gewihlt, besteht die
Gefahr der Verstopfung des Konzentratablaufs. Nimmt man beispielsweise einen Konzen-
tratanteil am Gesamtvolumenstrom von 20% an, so ldsst sich unter Annahme eines
laminaren Stromungsprofils innerhalb des Separators die Position der Trennwinde
berechnen. Abb. 3-18 zeigt schematisch den Querschnitt des Stromungskanals im Bereich
der Trennwénde.
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Abb. 3-18: Querschnittsgeometrie des
RMMS im Bereich der Trennzonen
(Schnitt B-B” in Abb. 3-17)

<)

In kartesischen normierten Koordinaten gilt fiir die Stromungsgeschwindigkeit v bezogen
auf die mittlere Stromungsgeschwindigkeit

Gleichung 3-2

v(x,,.) :{2-(1—&2—.\/32) firr (x,” +y,” <1)
v

0 sonst

Der Volumenstrom durch das Filtrat abfiihrende Mittelsegment (MS) des Separators ergibt
sich hieraus zu

v(x,,y,) dx,dy, Gleichung 3-3

[SY E—

1
VMS :I
0

Der Anteil am Gesamtvolumenstrom hidngt demnach von der Position der Trennwand ab

gemal
1 h
) 2V‘HV( *‘_’ya)dxadyq b,
vy=Jws o0V _8 [ V(Xa_’ya) dx,dy, Gleichung 3-4
\4 v. " oo v
4

Um 20% des Gesamtvolumenstroms als Konzentrat abzuziehen (vr=0.8), ergibt sich
somit ein Abstand der Trennwand vom Rohrmittelpunkt von h,= 0.54. Die Position einer
0.25 mm starken Trennwand bei 5 mm Rohrdurchmesser liegt dann bei h,= 0.59. Die
zugehorige Winkelposition bei der die Trennwand bei r,=1 in die Separatorwand

einmiindet, wird im Folgenden als Grenzwinkel ¢g bezeichnet. Dieser ergibt sich zu

¢ = arccos(h, ) =54° Gleichung 3-5
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3.5.3 Auslegung der RMMS-Separatorléange

Die Lédnge der Einlaufstrecke L., gibt eine minimale Separatorlinge vor, um eine
ausgebildete laminare Stromung realisieren zu konnen. Fiir die laminare Stromung gilt
(Zierep 1993):

L, ~0.03-Re, mit Re, = VT Gleichung 3-6
Bei einem Rohrdurchmesser von 5 mm findet fiir Wasser als Medium der Umschlag zur
turbulenten Rohrstromung erst bei einer Stromungsgeschwindigkeit von 1660 m/h
(542 mL/min) statt. Da derart hohe Stromungsgeschwindigkeiten zu keiner sinnvollen
Separationsleistung mehr fiihren, kann durchweg ein laminares Rohrstromungsprofil
angenommen werden.

Fiir eine Stromungsgeschwindigkeit von 100 m/h (entspricht 33 mL/min) ergibt sich eine
Einlaufstrecke von 21 mm. Die Linge der Dridhte wurde zu 150 mm, entsprechende 60
Drahtradien gewdhlt, so dass der Anteil Einlaufstrecke mit 14 % vergleichsweise gering
bleibt. Bei hoheren Stromungsgeschwindigkeiten erhoht sich der Anteil der Einlaufstrecke
an der Separationsldnge allerdings bis dieser bei einer Stromungsgeschwindigkeit von
720 m/h (235 mL/min) eins wird. Der Druckverlust fiir die ausgebildete Stromung
innerhalb des Separationsrohrs ergibt sich bei dieser Geschwindigkeit zu:

Ly 64

P2 .
Ap==V ~38Pa -
Y > D Re, Gleichung 3-7
bzw. zu
Ap = 3%V2 ~ 60Pa Gleichung 3-8

fiir die nicht ausgebildete Stromung (unter Beriicksichtigung des Einlaufdruckverlustes)
und kann somit vernachldssigt werden.
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4  Theoretischer Teil

Mit theoretischen Ansidtzen zur Beschreibung der Vorgéinge in einem Magnetseparator
wird letztlich das Ziel verfolgt, die Separationseffizienz vorauszuberechnen, zumindest
aber den Einfluss der Variation einer Einflussgrof3e quantifizieren zu konnen. Im folgenden
Kapitel werden bekannte und neuartige mathematische Ansédtze zur Berechnung der
Abscheideeffizienz der untersuchten magnetischen Separationsverfahren HGMS, OGMS
und RMMS vorgestellt und diskutiert.

4.1 Durchbruchskurven fur zyklisch arbeitende Magnetseparatoren
(HGMS)

Unter dem Einfangradius Rc eines Einzeldrahts versteht man nach Watson (1973) den
Abstand zwischen der Staustromlinie und der Grenzpartikelbahn, die gerade noch auf der
Drahtoberfliche endet (vgl. Abb. 4-1). Der Abstand wird dabei in einem weit vom Draht
entfernten Bereich definiert, in dem sdmtliche Partikelbahnen noch parallel verlaufen. Alle
Partikelbahnen mit einem geringeren Abstand von der Staustromlinie als Rc enden auf der
Drahtoberfliche, die anderen passieren den Draht. Der Einfangradius Rc ist damit eine
wichtige Grofle, mit der bei gegebener Zulaufsuspension und Filtergeschwindigkeit vy
Aussagen iiber den Abscheidegrad eines noch unbeladenen HGMS gemacht werden
konnen.

4.1.1 Bestimmung des Einfangradius eines Einzeldrahts

Neben einer gewissen Abhdngigkeit von dem Abstand X,; vom Drahtmittelpunkt, fiir den
Rc bestimmt wird (vgl. Abb. 4-1), ist der Einfangradius insbesondere vom Verhéltnis
zwischen der so genannten magnetischen Geschwindigkeit vy, und der Filtergeschwindig-
keit vo abhdngig. Die magnetische Geschwindigkeit vy, ergibt sich aus einer ndherungs-
weisen Berechnung der maximalen Magnetkraft in unmittelbarer Drahtnéhe und der unter
Annahme der Giiltigkeit des Stokes’schen Gesetzes (Stokes 1851) daraus resultierenden
Relativgeschwindigkeit zwischen Partikel und Fluid (Herleitung sieche Anhang der Arbeit):
2 b2

Vm:g'“o -Ax-M_,-H, .H Gleichung 4-1
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Abb. 4-1: Definition des Einfangradiuses Rc, fiir den
Rca Fall einer transversalen Anordnung.

Unter Verwendung von auf den Drahtradius a normierten GroBen (Index ,a’) ergibt sich
fiir die schleichende Zylinderumstromung nach Franz (1997) folgende implizite
Néherungslosung fiir den Einfangradius:

R 2-x,-R
2-Re, ~1n(«/xii +Rca2 )—Rcal +%—§R- AL Xa‘—c“z
x; +Rc, \A [Xz_ +Re 2]
Gleichung 4-2

1 1 .
=31, -Inr,, ——-1, +——|-sin O

2 2-1,
mit:

2
2-r356 -(Inr,)? +ras6 ‘Int, —ras4 Inres—2-R [Vij =0 Gleichung 4-3
VO
VO 1 3 1 .
cos®, =—|— ‘T 2-Inn +1-— Gleichung 4-4
) vl 4R ) I,

R =2-InRe, Gleichung 4-5
Xy +Re; =15 Gleichung 4-6

4.1.2 Berechnung von Filterdurchbruchskurven

Die Modellvorstellung zur Berechnung von Filterdurchbruchskurven (DBK) basiert auf
einer Verknilipfung globaler Massenbilanzen mit einer Theorie zur Berechnung der
Partikelbahnen in der Néhe eines ferromagnetischen Drahtes. Unter Vernachldssigung der
Dispersion ergibt sich die folgende Partikelmassenbilanz fiir ein differentielles Filter-
element:

oo dc )
= + v, >, =0 Gleichung 4-7
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mit

(¢

S

T=

Cavo by Gleichung 4-8
Als kinetischer Ansatz wird ein aus der Modellierung von Tiefenfiltern bekannter
Zusammenhang verwendet, wonach die Beladungszunahme direkt proportional der pro
Zeiteinheit in ein Filterelement eintretenden Partikelmenge ist (Iwasaki 1937):

aa—(::k-vo-c Gleichung 4-9
Die Proportionalitdtskonstante A ist ein Mal} fiir die Filterwirksamkeit und wird als
Filterkoeffizient bezeichnet. Der Filterkoeffizient ist dabei jedoch keine Konstante,
sondern er ist zumindest von der Matrixbeladung und damit von der betrachteten
Filterposition und der Zeit abhdngig. Unter der Annahme, dass der Filterkoeffizient
unabhingig von der Partikelkonzentration ist, ergeben sich nach einer Einlaufphase
Konzentrations- und Beladungsprofile mit konstantem Muster. Im einfachsten Fall lasst
sich eine lineare Abhingigkeit formulieren:

()

s

A=, (1 —3] Gleichung 4-10

Die dimensionslose Konzentration am Filterende ldsst sich in diesem Fall wie folgt
beschreiben:

c exp{cglcovokor} Gleichung 411
B eichung 4-
C, exp{cglcovokor} + exp{A,L}—-1 ienung

Fiir die relative Durchbruchskonzentration zu Beginn der Filtration erhélt man hieraus:

c
—| = exp{-A,L} Gleichung 4-12

Co t=0

Um diese Gleichungen jedoch zu einer Vorhersage des Filterverhaltens zu nutzen, muss
zusitzlich ein Zusammenhang zwischen dem Filterkoeffizienten und den magnetischen
Eigenschaften des Filters und der Partikeln gefunden werden. Auch fiir diesen Zusammen-
hang existieren zahlreiche Modellvorstellungen und empirische Ansétze. Fiir eine
geordnete Matrix ergibt sich beispielsweise nach Watson (Watson 1973) und Svoboda
(Svoboda 1987) sowohl fiir longitudinale als auch fiir die transversale Anordnung:

Re,
a

b =

-(I—SF)~

2 Gleichung 4-13
T

In Abb. 4-2 sind exemplarisch die relativen Filtratkonzentrationen zu Beginn der Filtration,
d.h. fiir einen vollkommen unbeladenen HGMS als Funktion der Filtergeschwindigkeit fiir
verschiedene Partikelgrofen im Mikrometerbereich dargestellt. Mochte man einen
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Anfangsabscheidegrad von mindestens 99.9% erreichen, so sollte fiir ein 1 pm groBes
Partikel unter den gegebenen Bedingungen eine Filtergeschwindigkeit von etwa 25 m/h
nicht iiberschritten werden. Fiir groBere Partikeln lassen sich entsprechend hohere Filterge-
schwindigkeiten realisieren.

1.E+00 4 'R -

] Abb. 4-2: Berechnete

] /o/ Anfangsdurchbruchskon-
1.E-01 5 .o .. .

E = ):/ zentration in Abhingigkeit
1E02 ] N der Filtergeschwindigkeit v

und des Partikelradius b mit
folgenden Daten:
By=0.4T,a=125 pm,

1.E-03 / /

1.E04 5 g M, = 34 Am’/kg,
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clc, (t=0)

0
NN

Abb. 4-3 zeigt Berechnungen der kompletten Durchbruchskurven fiir die selben Beding-
ungen bei einer Filtergeschwindigkeit von 24 m/h. Zu erkennen ist der starke Einfluss der
PartikelgroBe auf das Separationsverhalten. Partikeln unterhalb 1pum Durchmesser lassen
sich unter den gegebenen Bedingungen nicht mehr effektiv separieren.

10 - Abb. 4-3: Berechnete DBK in
0.9 ] f;: ? Abhingigkeit des Partikel-
] / / radius b fiir v =24 m/h,

0.8 [// C o By=0.4 T,a=125 um,
0.7 7’% M, =34 Am’/kg,
Jsa=1.7T, L=40mm,

s 0 M”VWM 0.96, ¢, = 2 kg/m’
S E Ep= VL. , Cp = g m,
) Ei | fﬂ% | e=100 kg/m’, n— lmPas
o —— 0.1um=b
031 T 02um
2| T S
] —_— 1. m
01 chpdﬂde ///! —— 2.0 tm
0.0 W«J/ !

Filtervolumina

4.2 Kennzahl zur Charakterisierung der OGMS

Anhand theoretischer Uberlegungen lisst sich zeigen, dass die Strdmungsgeschwindigkeit
und die magnetische Flussdichte in einem OGMS nicht als unabhéngige Einflussgroflen
beziiglich des Abscheidegrads betrachtet werden miissen. Wie im Folgenden gezeigt wird,
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lassen sich die beiden Einfliisse durch eine (neu zu definierende) dimensionslose Kennzahl
beschreiben.

Fiir die auf eine Partikel wirkende Magnetkraft gilt:

A%
F =k gy Gleichung 4-14
Ho
Die Suszeptibilitdt y, ist im Falle ferrimagnetischer Partikeln nicht konstant, sondern hangt
selbst von der Feldstdrke ab. Naherungsweise gilt:
D, H, firH, <D, -M,,
M fir Hy>D, -M_,

5,p

M, =y H, = { Gleichung 4-15
mit dem Demagnetisierungsfaktor D, = 1/3 fiir kugelférmige Partikeln.

Legt man fiir die Sattigungsmagnetisierung der Partikeln den Literaturwert von Magnetit
von 475 kA/m (95 Am?/kg) zu Grunde, so befinden sich die Partikeln ab einer Feldstirke
von 158 kA/m bzw. ab einer Flussdichte von 0.2 T in der magnetischen Séttigung. Fiir
hohere Feldstirken als Dn-Ms, hidngt die abscheidende Kraft also nur noch vom Fluss-
dichtegradienten VB ab. Gemall Gleichung 3-1 nimmt der Flussdichtegradient der Spule
ebenso wie die Flussdichte selbst an jedem festen Ort linear mit dem Spulenstrom zu.

Fiir ferrimagnetische Partikeln iiberwiegt der Einfluss der Magnetkraft gegentiber der
Gewichtskraft um ein Vielfaches, so dass im stationdren Fall nur die hydrodynamische
Widerstandskraft als der Magnetkraft entgegenwirkende Kraft beriicksichtigt werden muss.
Es gilt:

rel

F, = %vz -b” ¢y, (Re) Gleichung 4-16

bzw. fiir laminare Strémung mit Reynoldszahlen unterhalb eins gilt mit cyw = 24 Re ™.
F, =6mbv,, Gleichung 4-17

Fiir Flussdichten oberhalb 0.2 T ist also eine lineare Zunahme der Magnetkraft mit der
Flussdichte gegeben. Die Widerstandskraft auf die Partikeln steigt hingegen bei laminarer
Stromung linear mit der Relativgeschwindigkeit zwischen Fluid und Partikel.
Um eine allgemeine Beschreibung der Abscheideeffizienz im Falle der OGMS nach dem
Prinzip der Magnetischen Barriere zu erzielen, wird eine dimensionslose Kennzahl M
eingefiihrt, die aus dem Verhéltnis aus maximaler Magnetkraft und hydrodynamischer
Widerstandskraft gebildet wird. Somit ergibt sich:
2b2MS‘p (VB) ) )
M= ————== Gleichung 4-18
IMv,

Die Kennzahl wird in Kapitel 6.2 zur einheitlichen Darstellung der Ergebnisse der OGMS
verwendet.
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4.3 Massenbilanzen ftr kontinuierliche Magnetseparatoren (OGMS,
RMMS)

4.3.1 Bilanz fur eine kontinuierliche Separationsstufe

Zur Charakterisierung der Leistung einer Separationsstufe werden der Konzentrierungs-
faktor Ck und die relative Filtratkonzentration Cy definiert geméalB:

Ce=—, Ci=— Gleichung 4-19
Vg =— Gleichung 4-20

T=— Gleichung 4-21
ergibt sich damit fiir die Massenbilanz:

d

Vi Cx + (1= )Gy = 1—{i—c} Gleichung 4-22
c, dt

Im stationdren Zustand ist Ck iiber vk mit der relativen Filtratkonzentration Cr gekoppelt.

Es gilt:

_1=v Gy

C; Gleichung 4-23

I-vy

4.3.2 Bilanz fur zwei kontinuierliche Separationsstufen

Um das Konzentrat einer Separationsstufe weiter aufzukonzentrieren, bzw. das Filtrat
weiter von Partikeln zu befreien, konnen mehrere Separationsstufen in Serie geschaltet
werden. Im Folgenden wird ein System aus drei kontinuierlichen Separatoren im
stationdren Zustand, die geméfl Abb. 4-4 verschaltet sind, betrachtet. Der Konzentrierungs-
faktor Cx und der Konzentratanteil vk seien fiir alle drei Separatoren gleich.
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Crx

’ ‘
o | .
<, K ' Cer
— |
Crk
Ck

Abb. 4-4: Zweistufige
Anordnung mit Filtrat- und
Konzentratnachbehandlung

Die Volumenstréme des zweifachen Konzentrats V,, bzw. Filtrats V,, ergeben sich zu:

. ) -
Vik =V Vy

2

VFF :(I—VK) VO

Gleichung 4-24

Gleichung 4-25

Fir die relativen Ablaufkonzentrationen des zweifachen Konzentrats Cxx bzw. Filtrats Crr

erhilt man:

Cyq =C,° bzw.

2
1—
Crr :[ 1 VKCKJ
—Vvy

Gleichung 4-26

Gleichung 4-27

4.3.3 Bilanz fur zwei kontinuierliche Separationsstufen mit Ruckflihrung

Da auch bei zwei Separationsstufen in der Regel nur je ein Filtrat- und Konzentratstrom
gewonnen werden soll, ist es sinnvoll die beiden Strome FK und KF zuriickzufiihren. Dies

kann z.B. so geschehen, wie in Abb. 4-5 dargestellt.

Crk
Ce .
Cx Yk >
Co v & K Cer
—

Cri

Cy |

Ckr

Aus der Volumenstrombilanz um den Knotenpunkt:

Abb. 4-5: Zweistufige Anordnung
mit Filtrat- und Konzentratnach-
behandlung und Riickfithrung
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V, =V, +(1=v Ve -V + v (1=v)-V, Gleichung 4-28
ergibt sich

v, .

2 =1-2(1-v)vg Gleichung 4-29

und fiir die Volumenstrome nach der zweiten Stufe gilt analog zum Fall ohne Riickfiihrung

Vi = vK2 \Y Gleichung 4-30

VFF = (1 —Vk )2 Vl Gleichung 4-31
Fiir die Konzentration am Knotenpunkt gilt damit
(4,/)

C = Gleichung 4-32
1-2v, (1-v,Cy )Cy

Fir die relativen Ablaufkonzentrationen des zweifachen Konzentrats Cxx bzw. Filtrats Crr
erhilt man damit:

Ci =C,-C.° bzw. Gleichung 4-33
1-vC )
C, =C 1(&J Gleichung 4-34
I-vyg

In Abb. 4-6 sind die berechneten relativen Ablaufkonzentrationen fiir eine und zwei
Stufen, mit und ohne Riickfiihrung fiir vk = 20% dargestellt. Die Konzentratkonzentration
mit Riickfiihrung erreicht fiir diesen Fall hohere Werte solange Ck unterhalb 4 liegt. Aus
der Bedingung C;=1 (d.h. ¢; = ¢y) ergibt sich diese Grenze allgemein geméiB:

1
Cy = > (1+‘/1—4vK (I—VK)) Gleichung 4-35

Vk
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Abb. 4-6: Berechnete relative Ablaufkonzentrationen fiir eine und zwei Stufen, mit und ohne Riickfithrung
(RF) fiir v =20%.

4.4 Modellrechnungen fir die RMMS

Das stark inhomogene Magnetfeld, das durch das Einbringen magnetisierbarer Drihte in
ein homogenes Hintergrundmagnetfeld hervorgerufen wird, ist die Ursache der Magnet-
kraft im HGMS und RMMS (vgl. Kapitel 2.5.2). Aus der Kenntnis der Magnetfeldver-
teilung lassen sich die Trajektorien magnetisierbarer Partikeln unter dem Einfluss des
Magnetfelds berechnen. Im folgenden Abschnitt werden die Magnetfeldverteilungen um
magnetisierte Dridhte berechnet, die resultierenden Partikelbahnen und Abscheidegrade
ermittelt und Einflussfaktoren diskutiert. Berechnungsgrundlagen der Magnetfeldver-
teilung sind hierbei die analytische Losung fiir den magnetisierten Einzeldraht bzw. Finite-
Element-Berechnungen (FEM) fiir komplexere Anordnungen.

4.4.1 Feldverteilung um einen zylindrischen Einzeldraht

Fiir die Komponenten des Magnetfeldes auBerhalb eines zylindrischen Einzeldrahtes gilt in
normierter x- und y-Richtung (Straton 1941, Svoboda 1987):

M 22
Hx(Xa’Ya)=H0+_d X“ ya

2 T 2 ¢ Gleichung 4-36a
(x7+v.)

_ A
Hy(x,y) =M, ——— Gleichung 4-36b
(x+v.)
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Fiir die Magnetisierung My eines zylindrischen Drahtes aus einem Material mit Sattigungs-
magnetisierung Mg 4 gilt hierbei ndherungsweise:

H, firH, <D, ,, M, . 1
M, (Ho) =1 Dunzy mit D, ,, = 2 Gleichung 4-37

M,, sonst
Fiir den Betrag des Magnetfeldes gilt:
H(x,,y,)=yH + Hy2 Gleichung 4-38

Abb. 4-7 zeigt die Flussdichteverteilung um einen zylindrischen Einzeldraht gemal3
Gleichung 4-36 bei den in den Experimenten verwendeten Bedingungen. In Abb. 4-8 ist
die Flussdichte entlang der beiden Symmetrieebenen durch den Draht dargestellt.
Zusétzlich wurden die Ergebnisse einer Vergleichsrechnung mittels FEM dargestellt, die
eine gute Ubereinstimmung mit der analytischen Feldberechnung aufweisen.

Abb. 4-7: Berechnetes
Magnetfeld um einen
magnetisierten Einzel-
draht. Dargestellt sind
Linien gleicher Fluss-
dichte B fiir Bo=0.5 T;
Jsa=1.7T.
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17 Abb. 4-8: Feld entlang
0.9 1 der Symmetrieachsen
durch den Einzeldraht
0.8 1 mit Hintergrundfeld
0.7 - By =0.5T. Linien:
] Berechnet nach
c 0.6 - .
? 1 Gleichung 4-36, Punkte
'; 0.5 8 | e | sind {iber FEM
o 04 berechnet. (o) parallel zu
1 By, (0) senkrecht zu By
0.3 1
0.2 1
0.1
0 ] T T T T T T T
8 -6 4 -2 0 2 4 6 8
Xa, Ya

4.4.2 Feldverteilung um zwei magnetisierte Drahte (Doppeldraht)

4.4.2.1 Feldberechnung durch Superposition

Zur Berechnung von Partikelbahnen im Repulsive-Mode Magnetseparator ist die Kenntnis
der (ebenen) Magnetfeldverteilung Hy (x,y) wichtig. Zundchst wurde die Feldverteilung
durch vektorielle Superposition der Felder zweier Einzeldrdhte approximiert. Fiir die
Komponenten der Feldstirke in der Umgebung einer Doppeldrahtanordnung mit einem
Abstand der Drihte von 2a ergibt sich:

HY (xy) = H,(x, ~2,y) +H, (x, ~2,y) - H, Gleichung 4-39a

H? (x,y)=H, (x, -2,y)+H,(x,-2,y) Gleichung 4-39b
00 00 2 00 2

H® (x,,y,) =/(H?) +(H) Gleichung 4-40

In der folgenden Abb. 4-9 ist die durch Superposition berechnete Feldverteilung anhand
Linien gleicher Flussdichte dargestellt:
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ADb. 4-9: Durch Superposition berechnete Feldverteilung fiir zwei magnetisierte Drahte im Abstand 2a,
By=0.5T.

4.4.2.2 Feldberechnung durch Finite-Element-Methode (FEM)

Zur Berechnung des Magnetfeldverteilung iiber Finite-Element-Methode (FEM) wurde die
kommerzielle Software Quickfield™ (Tera Analysis, USA) verwendet. Die Software
berechnet zweidimensionale Grenzwertprobleme fiir so genannte elliptische partielle Dif-

ferentialgleichungen (sieche Anhang). Abb. 4-10 zeigt die Magnetfeldverteilung um den
Doppeldraht.

B (Tesla)
0.80
0.74
0.68
0.62
0.56
0.50
0.44

1038

1 0.32

| 0.26

-1 0.20

Abb. 4-10: Berechnete Verteilung der magnetischen Flussdichte (FEM), By=0.5T
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Die folgenden Abbildungen zeigen einen Vergleich der Feldberechnungen durch Super-
position bzw. FEM entlang der in Abb. 4-11 skizzierten Schnittebenen. Abb. 4-12 stellt die
Flussdichte entlang der Verbindungslinie der beiden Dréhte dar, Abb. 4-13 zeigt den Feld-
verlauf entlang der beiden vertikalen Schnitte. Die durch Superposition berechnete
Feldverteilung des Doppeldrahts stimmt in hinreichender Entfernung des jeweils anderen
Drahts sehr gut mit der genaueren FEM-Berechnung iiberein. Insbesondere in Bereichen
zwischen den Dréhten treten dagegen Abweichungen der beiden Berechnungen auf, was
auf die gegenseitige Beeinflussung des Magnetfelds eines Drahts auf die Magnetisierung
des jeweils Anderen zuriickzufiihren ist. Dieser Einfluss wird nur in der FEM-Berechnung
beriicksichtigt. Wie aus den Abbildungen ersichtlich wird, ist dieser Einfluss aber
geringfligig, so dass die Verwendung der analytisch darstellbaren superpositionierten
Feldverteilung zur Berechnung der Partikelbahnen im RMMS gerechtfertigt erscheint.

B C Abb. 4-11: Schnittebenen durch die Doppeldraht-
anordnung fiir den Vergleich der beiden Berech-
A A’ nungsmethoden.
B’ C
0.6
: Abb. 4-12: Feld entlang der
] Verbindungslinie zweier
0.5 Drihte (A-A’), senkrecht
1 zum Hintergrundfeld von
g 047 By=0.5T.
a 1 Linie: Berechnet durch
'; 0.3 1 Superposition; Punkte: FEM
0 ]
0.2
0.1 -
O ] T T T T T T T T 1T T T T T 7T T T T T 7 T T T T [ T T T T [ T T T T ] T T 17T

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

Xa
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1.0 Abb. 4-13: Magnetfeld
0.9 ; entlang Linien parallel zum
] Hintergrundfeld B;
0.8 ] Linien: Berechnet durch
0.7 5 Superposition, Punkte sind
‘_Uu) 0.6 - iiber FEM berechnet.
S 05§
£ ]
m 04-
0.3 1
0.2 1
01 - °cc
00 +—rrrrrr T T T T T T T T T T T T

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Ya

4.4.3 Partikelbahnen im RMMS

Die Berechnung von Partikelbahnen innerhalb eines RMMS verlduft bis zu einem
bestimmten Punkt analog zur Berechnung der Partikelbahnen im Bereich eines
Einzeldrahts mit axialer Anordnung (Birss 1976; Uchiyama 1976, 1977, sieche auch
Anhang der Arbeit). In beiden Féllen besitzt die Magnetkraft keine Komponente in
Stromungsrichtung, so dass eine zunidchst vereinfachte Berechnung der Projektion der
Partikelbahnen in die xy-Ebene mdglich ist (siche Abb. 4-14). Im Unterschied zu den
bekannten Einzeldrahtldsungen aus der Literatur miissen fiir die Betrachtung eines RMMS
jedoch das Magnetfeld eines Doppeldrahtsystems sowie die Stromungsbedingungen
innerhalb eines zwischen den Dridhten angeordneten Rohrs betrachtet werden.

Abb. 4-14: Definition des

yla
Koordinatensystems fiir axiale
Projektion der Anordnung.
\, Partikelbahn in
\ die xy-Ebene
Ho 1
U
7/
. v
Vo - 3
x/a
Draht Partikelbahn

zla

Unter Vernachldssigung der Partikeltragheit ergibt sich in der xy-Ebene fiir beliebiges z:

0=F +F, Gleichung 4-41
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d.h. die Magnetkraft und die hydrodynamische Widerstandskraft sind vom Betrag her
gleich und entgegengesetzt gerichtet. Hierbei gilt in x-Richtung:

Fy, =-6mb-— Gleichung 4-42

E.. (%y)=V,uM, aixH(x,y) Gleichung 4-43

Die analogen Gleichungen gelten in y-Richtung. Es ergibt sich folgendes ebenes
Differentialgleichungssystem fiir die Partikelbahn:

dx, 1 10H(x,,y, .
m = Vppo s R ; (6x ) Gleichung 4-44
d a 1 1 aH Xa’ ya .
% = VoM, (ay ) Gleichung 4-45

In den folgenden Abbildungen sind die numerisch berechneten Trajektorien fiir die
Flussdichten 2, 1 und 0.5 Tesla fiir jeweils die gleichen Startpositionen dargestellt. Mit
abnehmender Feldstérke erfahren die Partikeln in der Néhe des abstoBenden Bereichs eines
Drahtes geringere Magnetkréifte und werden in Folge dessen weniger stark vom Draht
abgestolen. Die Partikelbahnen verlaufen entsprechend flacher. Diese Tatsache hat
insbesondere einen Einfluss auf die Grenzpartikelbahn und damit auf den maximal
moglichen Abscheidegrad des RMMS.

Abb. 4-15: Projektion von
Partikelbahnen in die xy-Ebene;

, ::2;9" Anfangswerte: r,0= 0.9. Der Winkel 0,
—_gge ist in der Legende angegeben. Bo=2
—85° \ Tesla
1 )
] ’4‘ By >
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Abb. 4-16: Projektion von Partikelbahnen

3
in die xy-Ebene; By=1 Tesla
—89.9°
2 —89°
—_gg°
—85°
| %
s 0 Bo >
o1 4
-2 4
3 T
0 1 2
| 0 1 2

w

Xa

Abb. 4-17: Projektion von Partikelbahnen
in die xy-Ebene; By= 0.5 Tesla

-3 -2 -1
—89.9°

2 —89°

—88°

—85°

N

Xa

3

4.4.4 Berechnung des Abscheidegrads

Magnetpartikeln, die dem Repulsive-Mode Magnetseparator zulaufen, sollen moglichst
vollstindig ins Konzentrat gelangen, das Filtrat hingegen sollte weitgehend keine Magnet-
partikeln enthalten. Damit ein in den RMMS eintretendes Partikel wéihrend seiner Aufent-
haltszeit im Separator ins Konzentrat gelangen kann, muss es am Ende der Separations-
strecke radial moglichst nahe an die Separatorwand gewandert sein (r, = 1), zusédtzlich
muss seine Winkelkoordinate aber auch unterhalb dem Grenzwinkel ¢g liegen (vgl.
Abschnitt 3.5.2).

Partikeln werden als abgeschieden betrachtet, sofern sie am Ende des Separators (bei
Beginn der Trennwiénde fiir Konzentrat und Filtrat) folgende Bedingungen erfiillen :
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=1 und 0<6, Gleichung 4-46

a

Fiir die weiteren Uberlegungen geniigt die Betrachtung eines Quadranten, da die Anord-
nung beziiglich beider Achsen symmetrisch ist. Weiterhin kommt es zu keinen Uber-
schneidungen der in die xy-Ebene projizierten Partikelbahnen.

Wird ein Partikel nicht abgeschieden, so konnen dafiir zwei Mechanismen verantwortlich

sein:

e Die Projektion der Partikelbahn in die xy-Ebene endet nicht im Winkelbereich, der
durch die Trennwiénde festgelegt ist. Der Abscheideanteil unter Beriicksichtigung nur
dieses Mechanismusses ist folglich unabhingig von der Stromungsgeschwindigkeit. Es
resultiert der maximale Abscheidegrad bei gegebener Feldstérke.

e Die Partikelposition bei Erreichen der Trennwénde erreicht in radialer Richtung nicht
den Bereich des Konzentratabzugs. Der Abscheideanteil kann in diesem Fall durch eine
Verringerung der Stromungsgeschwindigkeit erhoht werden.

Interessanterweise sind die beiden Mechanismen voneinander unabhingig, sofern nicht so
hohe Stromungsgeschwindigkeiten gewidhlt werden, die nur noch zu einem minimalen
Gesamtabscheidegrad fithren wiirden. Dies liegt daran, dass Partikeln, die bei einer
Winkelkoordinate grofer O auf die Separatorwand auftreffen nur eine geringe Strecke in
z-Richtung zuriicklegen, wéhrend Partikeln, die bei kleiner Winkelkoordinate in die
Konzentratzone gelangen wiirden, eine lange Strecke in z-Richtung bendtigen, um an die
Separatorwand zu gelangen (und in Folge dessen ins Filtrat ausgetragen werden kdnnen).
Bei den Partikeln, die in Folge eines der beiden Mechanismen nicht in die Konzentratzone
gelangen, handelt es sich also um unterschiedliche Teilmengen ohne Uberschneidung, so
dass bei der Berechnung des Abscheidegrads die beiden Mechanismen additiv verkniipft
werden konnen.

4.4.4.1 Maximaler Abscheidegrad

Zur Bestimmung des bei gegebener Feldstirke maximal méglichen Abscheidegrads gentigt
die zweidimensionale Betrachtung des Problems in der xy-Ebene. Da es nicht zu Uber-
schneidungen von einzelnen Partikelbahnen kommen kann, kénnen bestimmte Partikeln,
die sich zwischen der Separatorwand und einer Grenzpartikelbahn befinden, prinzipiell
nicht in die Konzentratzone gelangen. In Abb. 4-18 sind berechnete Grenzpartikelbahnen
fiir drei unterschiedliche magnetische Flussdichten dargestellt.



Theoretischer Teil

69

14 Abb. 4-18: Einfluss der Flussdichte auf die
] Grenzpartikelbahn. Dargestellt sind die
0.8 | Grenzpartikelbahnen fiir 0.5, 1 und 2 Tesla.
] Bo
0.6 1
= i
0.4 -
0.2 -
0 1 T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Xa

Der prinzipiell nicht abscheidbare Anteil der Partikeln ist abhdngig von der Feldstérke und
vom Grenzwinkel 6. Die entsprechende Grenzpartikelbahn verschiebt sich mit zunehmen-
der Flussdichte zur Separatorwand. Da damit der Anteil der Fliche zwischen Separator-
wand und Grenzpartikelbahn abnimmt, verringert sich der nicht abscheidbare Anteil der
Partikeln und verbessert sich entsprechend der Abscheidegrad. Aufgrund des parabolischen
Geschwindigkeitsprofils ist der nicht-abscheidbare Anteil der Partikeln nicht identisch mit
dem Fliachenanteil des von der Grenzpartikelbahn und der Separatorwand abgegrenzten
Fliache bezogen auf die Flache des Viertelkreises. Vielmehr ist dieser Anteil aufgrund der
geringeren Stromungsgeschwindigkeit am Rohrrand geringer.

Der Einfluss der Flussdichte auf den nicht-abscheidbaren Anteil der Partikeln im Zulauf-
strom ist in Abb. 4-19 dargestellt. Er ergibt sich aus dem Volumenstromanteil, der durch
die von Grenzpartikelbahn und Separatorwand abgegrenzten Flidche fliet bezogen auf den
Gesamtvolumenstrom. Somit gilt fiir den Maximalabscheidegrad @y :

4 ¢ v
=0, =— [ —dAq Gleichung 4-47

Ag

Dabei muss iiber die durch die von Grenzpartikelbahn und Separatorwand abgegrenzten
Flache integriert werden; v stellt die lokale Stromungsgeschwindigkeit gemial3 Gleichung
4-48 dar.
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5% Abb. 4-19: Der nicht abscheidbare
_ Anteil der Partikeln in Abhéngigkeit
g 4% | der Flussdichte. Hieraus ergibt sich
< ] der maximale Abscheidegrad, der bei
% 3% | sehr geringen Stromungsgeschwin-
% digkeiten erreicht wird.
S 2% | Modellparameter: b= 12.5 um,
3 Jog=17T,1,=0.15T,
% 1% - Berechnungsgitter 10x10
z i

%+

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
B,in Tesla

4.4.4.2 Gesamtabscheidegrad

Um den Gesamtabscheidegrad berechnen zu kdnnen, spielt auler der ebenen Bewegung
der Partikeln die Frage eine Rolle, ob ein betrachtetes Partikel wéhrend seiner Aufenthalts-
zeit im Separator iiberhaupt die Separatorwand erreicht und damit als abgeschieden gelten
kann. Wird die Stromungsgeschwindigkeit zu hoch gewéhlt, so reicht die Zeit zum
Erreichen der Konzentratzone nicht aus, und das Partikel gelangt in den Filtratstrom.

Um diese Frage beantworten zu konnen, muss die Partikelbahn im dreidimensionalen
Raum berechnet werden. Im engen Querschnitt kann selbst bei sehr hohen Stromungsge-
schwindigkeiten (bis etwa 1700 m/h) ein laminares Stromungsprofil angenommen werden.
In z-Richtung wirkt keine Magnetkraft auf das Partikel, so dass folgende Differen-
tialgleichung resultiert. Die Differentialgleichungen in x- und y- Richtung bleiben unver-
andert giiltig.

dz, _ {Vm (1=x-y?) i (e +y <1) mit v, =27 Gleichung 4-48

dt 0 sonst

Die dreidimensionale Partikelbahn ldsst sich aus dem Differentialgleichungssystem und
entsprechenden Anfangswerten (t,Xo,y0,Zo) numerisch berechnen. Eine iiber ein Runge-
Kutta-Verfahren 4. Ordnung berechnete Partikelbahn und die entsprechende Projektion in
die xy-Ebene ist in Abb. 4-20 exemplarisch dargestellt.
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Abb. 4-20: Partikelbahn innerhalb des RMMS, Anfangsbedingungen: r,y=1, 6,=1°, z,;=0. Die beiden Dréhte
oberhalb und unterhalb des Stromungskanals sind im Bild nur angedeutet.

Nimmt man eine Gleichverteilung der Partikeln iiber den Eintrittsquerschnitt des RMMS
an, so konnen durch eine Monte-Carlo-Simulation die Koordinaten bei Auftreffen auf die
Separatorwand fiir eine Vielzahl von Partikeln berechnet werden. Da die genaue End-
position jedes Partikels am Austrittsquerschnitt bekannt ist, 1dsst sich hierdurch bei gege-
benen Randbedingungen sowohl der maximale Abscheidungsgrad als auch der von der
Stromungsgeschwindigkeit abhidngige Gesamtabscheidegrad bestimmen. Die Verteilung
der Partikeln liber den Eintrittsquerschnitt kann dabei rein zuféllig erfolgen oder tiber ein
Raster, das die Partikeln homogen iiber die Querschnittsfliche verteilt. Fiir einen groflen
Stichprobenumfang ergeben sich fiir beide Methoden die gleichen Abscheidegrade. Fiir
einen geringeren Stichprobenumfang erscheint jedoch die Vorgabe eines homogenen
Rasters die geeignetere Methode, da keine zufidlligen Ungleichverteilungen auftreten. In
Abb. 4-21 sind die Koordinaten von 294 Partikeln im Eintrittsquerschnitt und kurz vor
Auftreffen auf die Separatorwand dargestellt. Abb. 4-22 zeigt zusitzlich die Winkel-
positionen am Endpunkt der Partikelbahn in Abhidngigkeit von der Winkelposition am
Separatoreintritt fiir das gleiche Partikelkollektiv. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Partikeln maximal ihre Winkelposition beibehalten, vielfach jedoch eine kleinere Winkel-
position anstreben und somit in die Konzentratzone gelangen.
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Abb. 4-21: Position von 294 Partikeln am Separatoreingang (links) und kurz vor ihrem Auftreffen auf die
Separatorwand (rechts). By=2 T, v =305 m/h, b =12.5 pm; 4.1 % der Partikeln treffen in einem Winkel
groBer als der Grenzwinkel auf. 19.7 % der Partikeln treffen nicht innerhalb der vorgegebenen Separator-

lange von z,= 60 auf. Der berechnete Gesamtabscheidegrad betriagt 76.2 %.
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Abb. 4-22: Auftreffwinkel O in Abhéngigkeit vom
Startwinkel 0,

In den beiden folgenden Abbildungen sind der Auftreffwinkel (Abb. 4-23) und die
z-Koordinate am Auftreffpunkt (Abb. 4-24) in Abhingigkeit der Startkoordinaten
(Xa0,Ya0,0) dargestellt. Kleine Endwinkel Og erreichen insbesondere Partikeln mit Start-

positionen entlang der Achsen bzw. im Zentrum des Querschnitts. Kleine z, ;-Koordinaten

erreichen dagegen verstérkt Partikeln, die sich zu Beginn am Rohrrand befinden. Partikeln

im Rohrzentrum legen den ldngsten Weg in axialer Richtung zuriick und laufen Gefahr, ins

Filtrat zu gelangen.
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Abb. 4-23: Auftreffwinkel in Abhidngigkeit von der Position am Separatoreintritt.
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Abb. 4-24: z-Koordinate des Auftreffpunkts in Abhangigkeit von der Position am Separatoreintritt
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Grundlage der theoretischen Bestimmung jedes Abscheidegrads ist die dreidimensionale
Berechnung von je n = 69 Einzelpartikelbahnen, deren Startpositionen (,Index 0’) {iber ein
10x10-Raster gleichverteilt iiber den Eintritt des Separators angeordnet sind. Die
Koordinaten am Separatorende sind mit ,E’ indiziert. Zur Beriicksichtigung der paraboli-
schen Geschwindigkeitsverteilung wurde jedes dieser Partikeln bei der Berechnung des
Abscheidegrads mit seiner Geschwindigkeit am Eintrittsquerschnitt v,y bezogen auf die
mittlere Stromungsgeschwindigkeit v gewichtet. Fiir den Gesamtabscheidegrad ¢ ergibt
sich demnach der Ausdruck:

0= 1—% %‘);{(GE >04)-(r: < 1)}} Gleichung 4-49

wobei die boole’schen Ausdriicke (6, >0, ) und (r, . <1) fiir jede Partikelbahn den Wert 0

oder 1 annehmen konnen.

4.4.4.3 Einfluss der Feldstarke auf den Abscheidegrad

Wie bereits dargestellt, hat die magnetische Feldstirke Einfluss auf den Verlauf der
Grenzpartikelbahn, so dass sich der Anteil der Partikeln, die den Grenzwinkel
tiberschreiten mit zunehmender Feldstirke verringert. Aber auch der Anteil der ins Filtrat
ausgetragenen Partikeln hiangt stark von der Feldstirke ab, wie aus Abb. 4-25 ersichtlich
wird. Der Riickgang dieses Anteils ldsst sich direkt aus dem mit zunehmender Feldstirke
verdnderten Verlauf der Partikelbahnen erkldren. Wie aus den Abb. 4-15 bis Abb. 4-17
ersichtlich wird, verlaufen die Partikelbahnen mit zunehmender Feldstirke immer steiler
vom abstoBBenden Bereich der Drihte weg und gelangen damit verstirkt in die Konzentrat-
zone. Bei sehr hohen Feldstirken iiber etwa 1 Tesla werden wieder etwas mehr Partikeln
ins Filtrat ausgetragen, was dadurch zu erkldren ist, dass sich Partikeln auf sehr steil
verlaufenden Bahnen ldngere Zeit bendtigen um die Separatorwand zu erreichen, was die
Wahrscheinlichkeit eines Austrags erhoht.

Der in Abb. 4-26 dargestellte Gesamtabscheidegrad ldsst sich direkt aus den beiden
Anteilen berechnen.
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4.4.4.4 Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf den Abscheidegrad

Der maximale Abscheidegrad wird nur bei vergleichsweise geringen StrOmungs-
geschwindigkeiten erreicht. Ab einer Grenze, die unter anderem von Partikelgrofe und
Feldstirke abhéngt, kann der Gesamtabscheidegrad durch den Austrag von Partikeln ins
Filtrat merklich zuriickgehen. Der Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf den
Gesamtabscheidegrad wurde exemplarisch fiir eine Flussdichte von 0.5 Tesla und einen
Partikelradius von 12.5 um berechnet und ist in Abb. 4-27 dargestellt. Fiir die gewéhlten
Bedingungen wird ab einer Stromungsgeschwindigkeit von etwa 75 m/h ein Teil der
Partikeln ins Filtrat ausgetragen. Der Riickgang des Abscheidegrads mit zunehmender
Stromungsgeschwindigkeit ldsst sich ndherungsweise durch einen exponentiellen Abfall
beschreiben. In Abb. 4-28 sind die Anteile der abgeschiedenen, ausgetragenen und ober-
halb des Grenzwinkels auftreffenden Partikeln fiir verschiedene Stromungsgeschwindig-

keiten gezeigt.
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4.4.4.5 Einfluss der Partikelgrof3e auf den Gesamtabscheidegrad

Der Einfluss der PartikelgroBe auf den Gesamtabscheidegrad ist in Abb. 4-29 aufgezeigt.
Néherungsweise ergibt sich eine quadratische und somit starke Abhdngigkeit des
Abscheidegrads vom Partikelradius b. Dies spiegelt die quadratische Abhdngigkeit der
Relativgeschwindigkeit eines Partikels im Magnetfeld wider, die aus der b’-Abhingigkeit
der Magnetkraft und der b'-Abhingigkeit der hydrodynamischen Widerstandskraft im
Stokes-Bereich herriihrt.

100% Abb. 4-29: Einfluss der Partikelgrofie auf

den Gesamtabscheidegrad.
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g 7 yo=-0.133,a=0.117, b = 0.028,
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5 Experimenteller Teil

5.1 Chemikalien

Die Materialien 3-Aminopropyltriethoxysilan (A3640), Iminodiessigsdure (Dinatriumsalz,
17881), Imidazol (10125), Ethanolamin (E9508), Bradfordreagenz (B6916), N-Bromo-
succinimid (B9252), Dimethylsulfoxid (D5879) wurden von Sigma Chemical Co. Ltd.
bezogen. Glutardialdehyd (34085-5), 1,4-Butandioldiglycidylether (22089-2), Glycerin
99+% (13487-2) wurden von Aldrich Chemicals bezogen. BSA Albumin (Fraction V,
>96%) wurde von Carl Roth GmbH, Deutschland bezogen. Allyl-glycidylether (05959)
wurde von Fluka Chemie AG, Deutschland bezogen. Weitere Chemikalien waren von
Merck KGaA, Darmstadt. Sdmtliche Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung ver-
wendet.

5.2 Herstellung von magnetischen IMALT-Mikrosorbentien

5.2.1 Magnetische Partikelseparation

Magnetische Triagerpartikeln wurden sowohl in allen Priparationsstufen als auch in der
Verwendung als Affinititssorbentien im mL-MafBstab mittels Magnetseparationsracks
(Merck KGaA, Darmstadt) wiedergewonnen. Die Racks sind mit Neodym-Eisen-Bor-
Permanentmagneten ausgestattet und fithren zu einer optisch vollstindigen Abscheidung
der Magnetpartikeln in einem 2 mL-Reaktionsgefdll innerhalb etwa 2 Minuten. In allen
Schritten wurden Abscheidezeiten von 10 Minuten eingehalten.

Fiir die Herstellung in Suspensionsvolumina oberhalb 2 mL wurde eine Magnetplatte
(30x30cm) aus Neodym-Eisen-Bor-Permanentmagneten (Eigenanfertigung) mit einer
maximalen Flussdichte an der Oberfliche von 0.6 Tesla verwendet. Um eine irreversible
Aggregation der Magnetpartikeln zu vermeiden, wurde stets ein Mindestabstand von
30 mm von der Plattenoberfldche eingehalten.

5.2.2 Herstellung von synthetischem Magnetit (Mm)

Synthetischer Magnetit (Bezeichnung ,Mm’”) wurde routinemifBig in einem geriihrten 5L-
Glasreaktor mit einer theoretischen Ausbeute von 154 g hergestellt. Hierzu wurde eine
Losung aus Fe(IIl)- und Fe(II)-Salzen mit einem molaren Fe(III)/Fe(I1)-Verhiltnis von 2
durch Zugabe von Natronlauge auf etwa pH 12 gebracht (Welo 1925). Der so hergestellte
Magnetit ist aufgrund der schnellen Fillung wenig kristallin und teilweise zu Maghéamit
oxidiert (Schwertmann 1991) und erreicht deshalb nicht die Séttigungsmagnetisierung von
reinem Magnetit. Die folgenden Reaktionsgleichungen zeigen die Magnetitbildung aus
einer Mischféllung von Eisen(II)- und Eisen(I1I)-hydroxid vereinfacht:
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FeSO, +2 NaOH — Fe(OH), + Na,SO, Gleichung 5-1
2 FeCl, +6 NaOH — 2 (FeOOH -H,0)+6 NaCl Gleichung 5-2
2 (FeOOH -H,0)+Fe(OH), — Fe,0, +4 H,0 Gleichung 5-3

Als Nettoreaktion ergibt sich also:

2 Fe** + Fe* +80H ™ —> Fe,0,+4H,0 Gleichung 5-4

185.3 g FeSO47H,0 und 360.4 g FeCl;-6H,O wurden in deionisiertem Wasser gemeinsam
unter Rithren gemischt und gelost. Die Losung wurde in den SL-Reaktor iiberflihrt und
unter Rithren mit deionisiertem Wasser auf 4.5 L aufgefiillt. Die rotbraune Losung wurde
unter heftigem Riihren ziigig mit 550 mL Natronlauge (11 mol/L) versetzt. Eisen(II)- und
Eisen(Ill)-ionen reagieren spontan mit den zugegebenen Hydroxidionen zu schwarzem
Magnetit. Nach 5-miniitigem Weiterrithren wurde die Suspension aus dem Reaktor in
mehrere Imhoff-Trichter abgelassen. Nach erfolgter Sedimentation der Partikeln wurde der
Uberstand dekantiert und verworfen und die Partikeln 5-6 mal mit deionisiertem Wasser
gewaschen, bis der pH-Wert des Uberstandes auf etwa 8-9 abgesenkt war. Die Partikeln
wurden in einen 5L-MaBkolben iiberfiihrt, mit deionisiertem Wasser aufgefiillt und die
Konzentration fiir den Ansatz gravimetrisch ermittelt.

5.2.3 Herstellung aminosilanisierter Magnetbeads (MJH)

Aminosilanisierte Magnetbeads wurden routinemifig in einem Ansatz von 10 g herge-
stellt. Diese Partikeln vom Typ ,MJH’ besitzen einen Kern aus superparamagnetischen
Eisenoxidkristallen und eine kovalent gebundene Beschichtung aus einem Aminosilan-
Polymer, an das durch weitergehende Aktivierungsreaktionen Liganden gebunden werden
konnen (Whitehead, 1993). Die Eisenoxidkristalle entsprachen in ihren wesentlichen
Eigenschaften denen des Typs Mm, stellen also keinen reinen Magnetit dar.

3+ 2+
2Fe + Fe NaOH Abb. 5-1: Prinzip der Herstellung amino-
~ silanisierter Magnetpartikeln vom Typ ,MJH’
Fe,O,
1-Fe,0,
FeO(OH)

Silanisierung

\b
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Eine Losung S1 wurde angesetzt aus 200 mL 0.25 mol/L FeCl,-4H,O und 0.5 mol/L
FeCl;-6H,0. Eine Losung S2 bestand aus 200 mL 5 mol/LL NaOH, entsprechend einem 2.5-
fachen stochiometrischen Uberschuss. 100 mL deionisiertes Wasser wurde im Becherglas
intensiv geriihrt und gleichzeitig S1 und S2 ziigig eingegossen, worauf sofort schwarzer
Magnetit ausfiel. Nach 5-miniitigem Riithren wurden die Partikeln durch magnetisches
Abscheiden und Zugabe von Wasser gewaschen. Dieser Waschschritt wurde solange
wiederholt bis der hohe pH-Wert auf etwa 8 abgesunken war. Zum Schluss wurde mit 1 L
Kochsalzlosung (0.2 mol/L) gewaschen. Das Volumen wurde auf 800 mL reduziert und
mit 1 L Methanol aufgefiillt. Das Methanol wurde abdekantiert und die Partikeln zwei
weitere Male mit Methanol gewaschen. Durch die Methanolwaschungen sollte eine
Wasserrestkonzentration von unter 1 % erreicht werden. Die Partikeln wurden schlieBlich
in 250 mL Methanol aufgenommen, und bei 2000 U/min in einem Rotor-Stator-System
(Polytron PT6100, Kinematica AG, Schweiz) mit Dispergieraggregat 40 mm (Stator-
AuBendurchmesser 40 mm, 2-Zidhne-Rotor, maximaler Umfangsgeschwindigkeit 36 m/s,
Kinematica AG, Schweiz) homogenisiert (vgl. Abb. 5-1). Es wurden 5 mL FEisessig
zugegeben, dann 10 mL 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES). Die Mischung wurde 10
Minuten lang bei 13000 U/min homogenisiert. Anschlieend wurde fiir 120 Minuten bei
6000 U/min homogenisiert.

Ein Becherglas wurde mit 200 ml Glycerin gefiillt. Die Partikelsuspension wurde
zugegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde unter Stick-
stoffatmosphire weitere 12 Stunden bei 110°C geriihrt. Das Methanol verdampfte dabei
vollstindig und die Partikeln wurden in Glycerin tiberfiihrt. Durch die Behandlung bei
hoher Temperatur reagiert APTES mit der Partikeloberfliche wodurch die Partikeln
silanisiert und gleichzeitig Aminogruppen eingefiihrt wurden. Die Mischung wurde
anschlieBend 30 Minuten lang auf 160°C aufgeheizt, wodurch liberschiissiges APTES ver-
dampfte. Die Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und 5 mal mit 1 L Wasser
gewaschen. Die so erhaltenen ,,Magnetbeads* ermoglichen {iber weitergehende Funktion-
alisierungsreaktionen eine Immobilisierung von aktiven Gruppen auf der Oberfldche.

5.2.4 PGA-Beschichtung von aminosilanisierten Magnetbeads

Aminogruppen-terminierte Tragerpartikeln MJH wurden mit einer Schicht Polyglutar-
aldehyd (PGA) beschichtet, analog zur von Halling und Dunnill (1979) beschriebenen
Methode (vgl. Abb. 5-2). Obwohl auch Liganden direkt an amino-terminierte Partikeln
gekoppelt werden konnen, erwies sich die Kopplung an PGA-beschichtete Partikeln als
deutlich langzeitstabiler (Halling 1980).

10 g silanisierte Partikeln wurden in 1.75 L wiéssriger 2%-ige (v/v) Glutaraldehydlosung
bei Raumtemperatur im Abzug geriihrt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von NaOH-
Losung (1 mol/L) konstant auf 11 gehalten. Nach Ablauf der Reaktion wurde weitere 60
Minuten weitergeriihrt. Der Uberstand wurde verworfen und die Partikeln vier weitere
Male mit deionisiertem Wasser gewaschen. Die Partikeln wurden zwei weitere Male mit
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1.0-molarer NaCl-Losung und zwei weitere Male mit deionisiertem Wasser gewaschen.
Die Partikeln wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

B\a)
\S'\rKCY\’D“N
~ 2\
O (ID Glutaraldehyd
; —S,i—(CHZ)n—NH2 NaBH,, pH 11
o
e
/I~
7 ~(Cy
2)/7\/V/~/2

Abb. 5-2: Polyglutaraldehyd-Coating von aminosilanisiertem Magnetit MJH

5.2.5 Immobilisierung von Iminodiacetat (IDA) an PGA-beschichtete Magnet-
partikeln

Polyglutaraldehyd-beschichtete Magnetpartikeln wurden auf zwei verschiedene Arten mit
IDA funktionalisiert. Der Unterschied zwischen den resultierenden Metallchelat-Sor-
bentien besteht primir in der Aktivierungschemie und in der Lénge des eingefiihrten
,Spacer-Arms’ zwischen Matrixoberflaiche und Affinitatsligand (11 bzw. 7 Atome).

a) Epoxy-Aktivierung mittels BDE

Das Ziel der Epoxy-Aktivierung ist die Bereitstellung reaktiver Epoxy-Gruppen auf der
Partikeloberflache zur Immobilisierung von Affinititsliganden.

Gleichzeitig wird ein 11-atomiger Spacer-Arm eingefiihrt. Verschiedene Methoden zur
Epoxidierung von mit PGA beschichteten Partikeln wurden von O'Brien etal. (1996)
untersucht. Die hochsten Bindekapazititen fiir bovines Hamoglobin von 105 mg/g fanden
die Autoren bei der so genannten direkten Epoxidierungsmethode. Hierbei geschieht die
Reduktion der Aldehyd- zu Hydroxylgruppen und die Addition des homofunktionalen
Reagenzes 1,4-Butandiol-Diglycidylether (BDE) nicht nacheinander sondern in einem
Schritt. In Folge dessen wurde hier ausschlieBlich diese direkte Methode angewandt. Als
Reduktionsmittel wurde Natriumborhydrid verwendet.

StandardmiBig wurden 25 mg Partikeln in 0.75 mL 1-molarer NaOH mit 1.34 mg/mL
NaBH,4 suspendiert. Es wurden 0.75 mL 90% (v/v) BDE zugesetzt und genau 6 Stunden
bei Raumtemperatur intensiv geschiittelt (Eppendorf Thermomixer comfort, 1000 rpm).
Die Partikeln wurden 8 mal intensiv mit Wasser gewaschen, dann 2 mal mit einem Puffer
der 20 mmol/L NaH,PO4 pH 6.8 und 1 mol/L NaCl enthielt. Die Kopplung von Amino-
terminierten Liganden sollte moglichst umgehend nach der Pridparation erfolgen, da die
Epoxy-Gruppen in wissrigen Medien hydrolysieren und somit die erreichbare Liganden-
dichte abnimmt.

Im Anschluss an die Epoxy-Aktivierung wurde der Chelatbildner IDA an die Magnet-
partikeln gebunden. Hierzu wurden die Partikeln in einer Losung aus Dinatrium-IDA (30%
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w/v), 0.8 mol/L Natriumcarbonat und 0.6 mg/mL NaBH4 bei 60°C fiir 24 Stunden in einem
thermostatisierten Mixer (Eppendorf Thermomixer) bei 1000 rpm geschiittelt. Das
Reaktionsschema zur Immobilisierung nach Epoxy-Aktivierung ist in Abb. 5-3 dargestellt.

9 NaOH OH

’»C/H 4 Ctla= CH=CH,mO~(CH) O~ CHymCH-CH, - NaBH, '~CH2‘ O~ CH;~GH-0~(CHy)7 O~ CH,~CH-CH,
N,
O
Diglycidylether (BDE) Epoxy-aktivierte Magnetpartikeln

BDE-Aktivierung

} ,CHz-COO0 IDA

—_0)— — —_ —)— — - _N _
CH,= 0~ CH,~CH~ CH~ 0~ CH,~CH~CH, \CH-COO —
OH OH

IDA-funktionalisierte Magnetpartikeln

Abb. 5-3: Reaktionsschema zur Immobilisierung von IDA an magnetische Mikropartikeln mittels BDE

b) Allyl-Aktivierung mittels AGE

In einer weiteren Aktivierungsmethode wurde IDA an Polyglutaraldehyd-beschichtete

Partikeln iiber einen 7-atomigen hydrophilen Spacer-Arm gebunden (Thomas 2002). Die

dafiir notwendigen Reaktionsschritte umfassten:

- Allyl-Aktivierung unter basischen, reduzierenden Bedingungen: PGA-beschichtete
Partikeln (2.2 g) wurden in 120 mL einer Mischung aus 50%(v/v) Allyl-glycidyl-ether
(AGE), 75 mmol/L NaOH, 25%(v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) und 11.4 mmol/L
NaBH; fiir 48 h bei Raumtemperatur geriihrt.

- Bromierung der eingefiihrten Allylgruppen mit N-Bromo-Succinimid (NBS): Nach
intensivem Waschen der Partikeln (10 mal mit Wasser) wurden die AGE-aktivierten
Partikeln bromiert durch Riihren in 200 mL NBS (28.1 mmol/L) fiir 1 Stunde bei Raum-
temperatur, so dass eine Bromohydrin-Funktion erhalten wurde. Die Partikeln wurden
intensiv gewaschen (4 mal mit Wasser, 3 mal mit Puffer)

- IDA-Kopplung: AGE-aktivierte Partikeln wurden durch nukleophile Substitution der
Bromohydrin-Funktion mit IDA gekoppelt. Hierflir wurden die bromohydrin-aktivierten
Partikeln (~25 g/L) in 1.75 mol/L IDA, 1 mol/L Na,COs fiir 72 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt.

Das Reaktionsschema zur Immobilisierung mittels AGE ist in Abb. 5-4 gezeigt:
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Abb. 5-4: Reaktionsschema zur Immobilisierung von IDA an magnetische Mikropartikeln mittels AGE

Alle IDA-gekoppelten Triger wurden zwei mal mit Wasser gewaschen. Uberschiissige
reaktive Gruppen wurden durch Resuspendierung in 1-molarer Ethanolamin-Losung fiir
48-72 Stunden bei 4°C "blockiert". Danach wurde {iberschiissiges Ethanolamin durch drei-
maliges Waschen mit Wasser entfernt. Der Triger wurde bis zur Verwendung in
wassrigem Phosphatpuffer (20 mmol/L NaH,PO4 pH 6.8 und 1 mol/L NaCl) bei 4°C
gelagert.

5.2.6 Epoxy-aktivierte Polyvinylalkohol-Magnetbeads (PVA)

Kommerziell erhiltliche Polyvinylalkohol-Magnetbeads (M-PVA) mit Epoxy-Gruppen
(Fa. Chemagen, Aachen) wurden ebenfalls untersucht. Diese wurden in Aceton suspendiert
in 10 mL-Chargen in einer Konzentration von 50 mg/mL angeliefert und bei 4°C gelagert.
Die Funktionalisierung mit IDA erfolgte wie fiir BDE-funktionalisierte Magnetpartikeln
(vgl. Abschnitt 5.2.5).

5.2.7 Synthese von magnetischen Polymermikropartikeln (PMA, PMMA und
PVACc) durch Emulsionspolymerisation

5.2.7.1 Herstellung eines magnetischen Gels

In einem 1L Erlenmeyerkolben, der mit einer Heizplatte, Fliigelrithrer und Stickstoff-
anschluss versehen war, wurde eine Mischung aus Eisen(Il)-chlorid-Tetrahydrat (8.6g),
Eisen(IlI)-chlorid-Hexahydrat (23.5 g) bei 70°C in 500 mL deionisiertem Wasser unter
Riihren geldst und stdndig unter Stickstoffatmosphire gehalten. 30 mL Ammoniaklésung
(25% w/v) wurde schnell und unter intensivem Riihren zugegeben. Sofort wurde iiber eine
Biirette langsam Olsdure zur Magnetitsuspension zugegeben bis ein klarer Uberstand
gebildet war. Die Zugabe dauerte etwa 10 min und die zugegebene Menge an Olsiure
betrug etwa 10-12 mL. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 25 min auf 90°C erhitzt.
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Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der Uberstand dekantiert und das schwarze
magnetische Gel wurde 5 mal mit deionisiertem Wasser gewaschen.

5.2.7.2 Herstellung eines magnetischen Fluids

Zur Herstellung eines stabilen 0l-basierten magnetischen Fluids wurden 3 g des magneti-
schen Gels in einem organischen Losungsmittel (z.B. 20 mL Hexan) unter Riihren aufge-
16st.

Zur Herstellung eines stabilen wasser-basierten magnetischen Fluids wurden Ammoniak
(25%) oder ein Tensid (wie Olsidure oder Natriumdodecylsulfat, SDS) langsam zu der
Mischung aus magnetischem Gel (3g) und Wasser (50mL) unter Riithren und Beheizen auf
50°C zugegeben bis das magnetische Gel sich komplett gelost hatte. Zur Kontrolle wurde
ein NdFeB-Permanentmagnet fiir 1 min tiber die Losung gehalten. Hierbei darf keine
Separation von Partikeln von der Losung auftreten, so dass ein stabiles magnetisches
Kolloid in wéssriger Phase gewonnen wurde.

5.2.7.3 Emulsionspolymerisation

Zur Herstellung der Wasserphase wurden in einen zylindrischen 1L 4Hals-Glasreaktor, der
mit Strombrechern, Heizplatte, Fliigelriihrer und Riickflusskiihler, Thermometer und Stick-
stoffbegasung ausgestattet war, 5g Polyvinylalkohol als Stabilisator (PVA,
M=22000 g/mol, Hydratationsgrad 88%) in 500mL Wasser bei 60°C aufgelost und inten-
siv fiir 30min geriihrt.

Fiir die Olphase wurden 10 g des magnetischen Gels in der Mischung aus 90 mL
hydrophobem Monomer und 10-20 mL Crosslinker (55% Divinylbenzol) durch Riihren bei
Raumtemperatur suspendiert, so dass ein 6l-basiertes magnetisches Fluid gebildet wurde.

Die Ol-in-Wasser-Emulsion wurde durch Mischen und intensives Riihren der beiden
Phasen bei 60°C gewonnen. Die Emulsionspolymerisation wurde im gleichen Glasreaktor
durchgefiihrt. Der wasserlosliche Inhibitor Methylenblau (10 mg) und der 6ll6sliche
Initiator Benzylperoxid (8g, BDO) wurden bei 60°C zur Emulsion zugegeben und
anschlieBend fiir 4 Stunden bei 80°C und 2 weitere Stunden bei 90°C intensiv unter
Stickstoff geriihrt. Nach der Polymerisation wurden die magnetischen Polymermikroparti-
keln durch magnetische Separation abgetrennt und mehrfach mit Ethanol und heiflem
Wasser gewaschen.

5.2.7.4 Funktionalisierung der emulsionspolymerisierten Magnetbeads

a) PMMA Magnetbeads

Zur Durchfithrung einer Esteraustauschreaktion wurden 5 g magnetische PMMA-Mikro-
partikeln in 100 mL Ethylenglykol resuspendiert, 1 g Natriummethanolat (CH;ONa) wurde
als Katalysator zugegeben und unter Unterdruck fiir 8 Stunden bei 90°C geriihrt.
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Zur Epoxyaktivierung wurden 5 g der nun hydroxyl-terminierten Partikeln zu 100 mL
einer Reaktionsmischung aus 50 mL Epichlorhydrin, 50 mL Dimethylformamid (DMF)
oder Aceton und 1 g NaOH gegeben. Die Reaktion wurde bei 35°C fiir 24 Stunden
ausgefiihrt.

Zur Kopplung von Iminodiessigsdure (IDA) wurden 5 g epoxy-aktivierte Magnetpartikeln
zu einer wassrigen Losung zugegeben, die aus 10 g IDA und 0.5 g NaOH bestand. Die
Reaktionsmischung wurde fiir 8 Stunden bei 70°C gehalten.

b) PVAc Magnetbeads

In einer Alkoholysereaktion wurden 5 g magnetischer PVAc-Mikropartikeln in einer
Reaktionsmischung aus 96 mL Ethanol, 6 mL Wasser und 15 g NaOH resuspendiert. Die
Mischung wurde 6 Stunden bei 50°C geriihrt.

Die weiteren Funktionalisierungsschritte zur Kopplung von IDA entsprechen den Schritten
der PMMA-Partikeln.

b) PMA Magnetbeads

In einer Ammonolysereaktion wurden 5 g magnetischer PMA-Mikropartikeln in 100 mL
Ethylendiamin fiir 8§ Stunden bei 100 °C geriihrt.

Uber eine IDA-Synthesereaktion wurden im Anschluss 5 g der nun aminoterminierten
PMA-Partikeln in 100 mL wéssriger Losung resuspendiert, die 20 g des Natriumsalzes von
Chloressigsdure und 1 g NaOH enthielt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 8 Stunden bei
60 °C gehalten.

5.2.8 MagPrep Silica Partikeln

Magnetische ,MagPrep Silica’ Partikeln wurden von der Firma Merck KGaA (Darmstadt)
zur Verfligung gestellt. Genaue Informationen zur Herstellung liegen nicht vor. Bekannt
ist, dass ithr Durchmesser zwischen 0.5 und Sum liegt und sie zu 80% aus Eisenoxid
bestehen. Sie werden benutzt, um DNA und RNA an sich zu binden und dadurch
aufzureinigen, da sie aufgrund ihrer Silica-Oberflichenbeschichtung dafiir sehr gut
geeignet sind. 10pL einer Suspension dieser Partikel (¢ = 50 mg/mL) binden 2 ng DNA an
sich.

5.2.9 Beladung von IDA-funktionalisierten Magnetpartikeln mit Cu(ll)-lonen

Aufgrund der stets in der Pufferlésung vorhandenen hohen NaCl-Konzentration liegt die
chelatbildende IDA-Gruppe nach der Priparation in der Na'-Form vor. Zur Erzeugung
eines flir Histidin-Reste selektiven Sorbens, muss der Trager mit zweiwertigen Metallionen
beladen werden. Im Rahmen der Arbeit wurden ausschlie8lich Kupferionen zur Beladung
des IDA-Supports verwendet, da diese in vielen Untersuchungen bessere Binde-
charakteristika als Ni- und Zn-Ionen aufwiesen (vgl. Kapitel 2.4.6).

Die Tréagerpartikeln wurde durch magnetisches Abtrennen vom Lagerpuffer befreit,
gewaschen und in 0.1 mol/L Natriumacetatpuffer pH 3.8 mit 1 mol/L NaCl {iberfiihrt.
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10 mg Tragerpartikeln wurden durch Resuspendierung in 1.5 mL 0.1-molarer Natrium-
acetatlosung, pH 3.8, 1 mol/L NaCl, 5 mg/mL CuCl,-6 H,O (21 mmol/L Cu*") mit Kupfer-
ionen beladen. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Suspension 2 Stunden bei
Raumtemperatur geschiittelt. Der beladene Trager wurde drei mal mit dem entsprechenden
Kupfer-freien Acetatpuffer gewaschen um nichtgebundene Kupferionen zu entfernen. Vor
dem Einsatz wurde der Tréiger in 20 mmol/L Natriumphosphatpuffer pH 6.8 mit 1.0 mol/L
NaCl iiberfiihrt. Kontrollversuche wurden stets der gleichen Prozedur unterzogen, wobei
keine Kupferionen zugesetzt wurden.

o
n

7o\ O /C\
cH, © CH, )
AN
CH,= 0= CH,=CH=0~(CH,) 0= CHy=GH=CH,~NI —> CH,- o-CH2 CH- O'(CHz) O-CH,=CH=CH,~ N'>@<
OH CH, © OH  CH
OH \é’o 2 ,0

G
IDA-funktionalisierte Magnetpartikeln o cf"™-1DA-funktionalisierte Magnetpartikeln o

Abb. 5-5: Beladung von IDA-Supports mit Cu”"-Ionen (am Beispiel BDE-funktionalisierter Magnetpartikeln)

5.3 Partikeleigenschaften

Fir Immobilisierungs-, Sorptions- und Separationsversuche wurden jeweils unter-
schiedliche magnetische Mikropartikelarten untersucht. Einige Partikelarten wie "Mm"
sind flir eine Immobilisierung und Sorption nicht direkt zugénglich, da sie keine
modifizierbaren Oberflachengruppen aufweisen. Sie stellen allerdings hinsichtlich ihres
magnetischen Separationsverhaltens — wie im Folgenden noch dargestellt — eine gute
Modellsubstanz fiir viele kommerziell erhiltliche "Magnetbeads" dar, die aus Kosten-
griinden oder des bisher nicht gelosten Upscalings der Herstellung nicht fiir eine halb-
technische Magnetseparationsanlage verwendet werden konnten. In Tab. 4-1 sind die
verwendeten Partikelsorten aufgelistet. Im Folgenden werden die Partikeln eingehender
charakterisiert, um eine Ausgangsbasis fiir eine Modellierung der Magnetseparation zu
erhalten.

Tabelle 5-1: Verwendete Magnetpartikeln

Bezeichnung | Kurzbeschreibung

Mm Synthet. Magnetit, hergestellt durch Mischen von Fe*", Fe’", NaOH
MJH superparamagnetischer Magnetit, silanisiert mit 3-APTES
MJH-PGA | MIJH, Polyglutaraldehyd gecoatet

M-PVA Superparamagnetische Polyvinylalkohol-Partikeln der Fa. Chemagen
Silica Silica-Magnetit-Einkristalle der Fa. Merck KGaA




86 Experimenteller Teil

5.3.1 GroRe, Form und spezifische Oberflache der Partikeln

Um einen Eindruck tiber PartikelgroBe und Form zu gewinnen, wurden licht- und
rasterelektronenmikroskopische Bilder angefertigt. Abb. 5-6 zeigt eine lichtmikroskopi-
sche Aufnahme PGA-beschichteter MJH-Partikeln und eine REM-Aufnahme eines Einzel-
partikels. Die enge PartikelgroBenverteilung und die aus FEinzelkristallen aufgebaute
Struktur der Partikeln sind gut zu erkennen. In Abb. 5-7 zeigt sich dagegen der deutlich
erhohte Feinanteil des nicht-agglomerierten synthetischen Magnetits Mm gegeniiber den
beschichteten MJH-Partikeln in Abb. 5-8. Die emulsionspolymerisierten Magnetpartikeln
sind durchweg sphérisch, wie man am Beispiel der PVA-Partikeln in Abb. 5-9 erkennt. Die
Silica Magnetit-Partikeln der Firma MERCK (Abb. 5-10) sind oktaedrisch geformte
Magnetiteinkristalle mit deutlich groBerer Kristallitgroe (~300nm) als die selbst
erzeugten synthetischen Magnetite (~10 nm). Die KristallitgroBe von etwa 10 nm fiir Mm-
und MJH-Partikeln ergibt sich dabei nicht aus REM-Aufnahmen, sondern aufgrund der
superparamagnetischen Eigenschaften dieser Partikeln (siehe Abschnitt 5.3.4). Die sich aus
der PartikelgroBe und Oberflachenstruktur ergebenden Eigenschaften werden nachfolgend
genauer diskutiert.

Fiir einige Partikeln wurden die spezifischen Oberflachen durch Stickstoffadsorption nach
der Methode von Haul und Diimbgen (Haul 1975) ermittelt. Partikeln vom Typ Mm
wiesen eine Oberfliche von 56 m*/g auf. Partikeln vom Typ ,MJH’ wiesen je nach
Préparationsstufe eine Oberfliche von 93 (nach der Féllung), 123 (nach der Silanisierung)
und 110 m*/g nach der PGA-Beschichtung auf. Durch den Homogenisierschritt wird die
Oberflédche also trotz gleichzeitig stattfindender Agglomeration vergrofBert, durch die PGA-
Beschichtung allerdings wieder etwas reduziert. Durch die stirkere Ubersittigung im
Féllungsschritt der MJH-Partikeln im Vergleich zu den Mm-Partikeln werden kleinere
Primérkristalle und somit hohere Oberflichen gebildet. Alle Partikeln weisen eine deut-
liche hohere spezifische Oberfliche auf als kommerziell erhdltlicher Magnetit mit 1.8
(Aldrich Chemicals) und Magnetit aus einer natiirlichen Lagerstitte von 4.9 m*/g.
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Abb. 5-6: Lichtmikroskopische Aufnahme der MJH-Partikeln (links) und elektronenmikroskopische Aufnahme
eines MJH-Einzelpartikels (rechts).
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Abb. 5-9: Chemagen M-PVA-N12 (REM) Abb. 5-10: MERCK MagPrep Silica-Partikeln (REM)

5.3.2 Sedimentationsmessungen

Um eine besser quantifizierbare Aussage hinsichtlich der Partikelgroenverteilung zu
gewinnen, wurde ein Verfahren entwickelt, um die Sedimentationsgeschwindigkeit in
3 mL-Photometerkiivetten verfolgen zu kénnen.

Bernhardt (1990) liefert unter Annahme eines iiber den Groflenbereich hinweg konstanten
Extinktionskoeffizienten eine einfache Beziehung fiir die Oberflachenverteilung. Da die in
dieser Arbeit verwendeten Mikropartikeln stets relativ enge Partikelgrofenverteilungen
aufweisen (gilt fir "Mm" eingeschrinkt), erscheint die Annahme eines konstanten
Extinktionskoeffizienten gerechtfertigt. Zur Kontrolle wurden Messungen durch
Laserbeugung (LALLS) durchgefiihrt und hinreichend genaue Ubereinstimmungen
gefunden. Fiir konstante Extinktionskoeffizienten gilt:

CIn(1, /1) E@®)-E,

QZ(X)_ ln(lw—lo) = E,-E, Gleichung 5-5

Aus der Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der Extinktion, z.B. bei 500 nm, kann also
die Verteilungsfunktion des Flichendquivalentdurchmessers ermittelt werden. Da die
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Sedimentationszeiten fiir Partikeln unterhalb 0.5 um sehr gro3 werden (>18 h), konnten
nur PartikelgroBen oberhalb etwa 0.5 pm erfasst werden. Die Sedimentationsmessungen
wurden fiir jede Partikelsorte einmal mit unmagnetisierten Partikeln und einmal mit
1 Tesla aufmagnetisierten Partikeln gemessen. Die gewonnenen GroBendichteverteilungen
sind in Abb. 5-11 dargestellt.

1.4 4
1.2 7 —o— MJH-PGA (0 T)
—e— MJH-PGA (1 T)
1.0 4 —— Silica (0 T)
. ] —— Silica(1 T)
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Abb. 5-11: Partikelgroen-Dichteverteilungen des Flachendquivalentdurchmessers verschiedener
Magnetpartikeln; mit und ohne Vormagnetisierung; Partikelkonzentration 30 mg/L; Suspensionsvolumen
3.0 mL in 0.1 mol/L Natriumphosphatpuffer; pH 7.0 bei 25.0 °C; Sedimentationsweg 15 mm

Ausgehend von den Verteilungsfunktionen wurden Kenngrofen der Verteilung ermittelt.
Diese sind im Wesentlichen der Sauter-Aquivalentdurchmesser bzw. die daraus ableitbare
spezifische Oberflache des Partikels und die Verteilungsbreite bzw. Varianz der Vertei-
lung. Es gelten folgende Zusammenhinge:

My, = ZYVsz (X,)Ax, Gleichung 5-6

- o 2. (o
s = Z(Xv - XLZ) A, (X, )Ax, =M,, -M/, Gleichung 5-7

14

Der Sauter-Aquivalentdurchmesser M, gibt den Durchmesser einer oberflichengleichen
Kugel an. Fiir die spezifische Oberflache gilt:

S=——"— Gleichung 5-8
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Insbesondere fiir die Silica-Partikeln zeigt sich nach einmaligem Aufmagnetisieren eine
Verschiebung des Maximums der Verteilungsdichtefunktion Xy.x um 40% hin zu groferen
PartikelgroBen, was auf eine irreversible Agglomeration hinweist.

Tabelle 5-2: Parameter der Groflenverteilungen fiir unmagnetisierte und aufmagnetisierte Partikeln aus
Sedimentationsmessungen; die Werte in Klammern wurden aus LALLS-Laserbeugungsmessungen
(MALVERN Mastersizer) gewonnen.

Partikelsorte Magneti- Xmax M, NS S
sierungsfeld [um] [um] [nm?] [m%/g]
Mm 0T 0.72 (1.50) 2.5(2.3) 5.1 0.68
1T 0.75 (2.00) 3.1 (3.5) 5.8 0.56
MIJH-PGA 0T 0.60 (2.65) 1.3 (3.5) 1.2 1.66
1T 0.66 1.5 1.8 1.43
Silica 0T 2.21 23 3.5 0.53
1T 3.05 2.8 29 0.43
M-PVA N12 0T 1.17 2.5 3.5 1.31
1T 1.12 3.4 5.1 0.98

5.3.3 pH-Wert-Einfluss auf die Sedimentationsgeschwindigkeit

Fiir polyglutaraldehyd-beschichtete MJH-Beads wurde der Einfluss des pH-Wertes bei
konstanter Temperatur und Ionenstdrke auf die Sedimentationsgeschwindigkeit untersucht.
Hieraus kann eine unter Umstédnden auftretende Aggregation der Partikeln durch Neutrali-
sation der Oberflichenladungen erkannt werden. pH-Bereiche bei denen eine Aggregation
auftritt, sind fir den Sorptions- und Elutionsvorgang zu meiden, da die Partikeln fein
dispergiert vorliegen sollen, um eine maximale spezifische Oberflédche zu erreichen.

In Abb. 5-12 wurde die gemessene Extinktion bezogen auf die Extinktion zum Zeitpunkt
null bei 500 nm Wellenldnge und einer Partikelkonzentration von 30 mg/L in 0.1 mol/L
NaH,PO, -Puffer pH 7.0 bei 25.0°C dargestellt. Wie zu erkennen, unterscheidet sich das
Sedimentationsverhalten auch iiber lange Zeitrdume von bis zu 18 Stunden kaum
voneinander. Nur bei pH 5.0 tritt vermutlich eine geringe Agglomeration ein. Da Proteine
hdufig im sauren pH-Bereich vom Trdger eluiert werden, kann durch eine
Partikelaggregation unter Umstéinden die Elutionseffizienz verschlechtert werden. Dies
sollte von Fall zu Fall tiberpriift werden und gegebenenfalls eine andere Elutionsmethode,
z.B. eine Affinitatselution, gewéhlt werden.
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10 Abb. 5-12: Sedimentation von MJH-PGA-
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5.3.4 Magnetische Eigenschaften

Die Partikelmagnetisierungen in Abhingigkeit der angelegten Feldstirke wurden mit
einem Alternating-Gradient Magnetometer (AGM) gemessen (Typ. Micromag 2900, Fa.
Princeton, NJ, USA).

MERCK MagPrep Silica Partikeln sind ausgesprochen gut magnetisierbar. Die Sattigungs-
magnetisierung liegt mit 89 Am?/kg nahe am Literaturwert fiir reinen Magnetit (92-
93 Am?’/kg nach Svoboda (1987) und gemessene Mdossbauerspektren (Ergebnisse nicht
dargestellt) zeigen, dass es sich um nahezu reinen Magnetit Fe;O4 handelt. Hinsichtlich der
Separationseffizienz sollten diese Partikeln also ideale Eigenschaften aufweisen. Diese
Silca-gecoateten Partikeln weisen sogar eine hohere Magnetisierung auf als der untersuchte
kommerzielle Magnetit (Fa. Aldrich, WI, USA) mit 84 Am’/kg und einer Remanenz von
22 % der Sattigungsmagnetisierung.

Jedes einzelne Partikel besteht, wie auf den REM-Aufnahmen zu erkennen, aus einem
einzigen oktaedrischen Kristalliten. Aufgrund dieser vergleichsweise groBen Kristallit-
groBBe weisen die Partikeln eine hohe Remanenz von bis zu 33 % der Sittigung auf (siehe
Abb. 5-13). Diese Eigenschaft erweist sich als ausgesprochen ungiinstig fiir die Wieder-
verwendung der Partikeln, da sie nach dem Aufmagnetisieren irreversibel magnetisch
aggregieren und an nutzbarer Oberfliche verlieren. AuBlerdem wird die Abreinigung einer
HGMS-Matrix durch die magnetische Wechselwirkung zwischen Matrix und abgeschiede-
nen Partikeln deutlich erschwert.
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Abb. 5-13: Magnetisierungskurve fiir Merck MagPrep Silica Beads

Fiir die selbst hergestellten silanisierten und polyglutaraldehyd-beschichteten Magnetit-
partikeln MJH-PGA ergibt sich ein grundlegend verschiedenes Bild. Wie in Abb. 5-14 zu
erkennen, betrigt die Sattigungsmagnetisierung nur knapp 40 % des reinen grobkristallinen
Magnetits. Der geringere Wert kann durch deutlich geringere Kristallitgroe von nur
wenigen Nanometern, aber auch durch Beimengungen an anderen Eisenoxiden, insbeson-
dere Maghémit, herrithren. Obwohl der Durchmesser des Magnetpartikels im Mikrometer-
bereich liegt, konnten die superparamagnetischen Eigenschaften, die nur unterhalb einer
kritischen PartikelgroBe von wenigen Nanometern auftreten, erhalten werden. Die
Verbundpartikeln weisen keine (messbare) remanente Magnetisierung auf, was sowohl fiir
die Wiedergewinnung der Partikeln nach der Magnetseparation als auch fiir die Wieder-
verwendung als Sorbens nach der Aufmagnetisierung von essentieller Bedeutung erscheint.
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Abb. 5-14: Magnetisierungskurve fiir superparamagnetische Magnetpartikeln MJH-PGA

Da die superparamagnetischen Partikeln bisher nur im Produktionsmaflstab weniger
Gramm herzustellen sind, wurde fiir Separationsversuche im halbtechnischen Mafstab
nach einer Modellsubstanz gesucht, die dhnliche magnetische und hydrodynamische
Eigenschaften aufweist wie diese so genannten "Magnetbeads".

Durch Mischen von Eisen(Il) und Eisen(I1I)-salzen und Zugabe von Natronlauge gelang es
reproduzierbar Magnetit in einem Suspensionsvolumen von 5 L und einer Ausbeute an
Magnetpartikeln von 150 g zu erzeugen, die dhnliche Eigenschaften aufweisen wie
Magnetbeads auf anorganischer oder Polymerbasis. Die Partikeln besitzen eine
Restremanenz von etwa 1%, das fiir einen verfahrenstechnischen Einsatz als hinreichend
gering erachtet werden kann. Die Verwendung dieser mit "Mm" bezeichneten Partikeln
lasst eine "worst case" - Abschidtzung zu, da die PartikelgroBenverteilung breiter ist, ein
hoherer Feinanteil vorliegt und die Remanenz hoher ist als fiir "echte" Magnetbeads. Die
Sattigungsmagnetisierung liegt hingegen auf &dhnlichem Niveau wie handelsiibliche
Magnetbeads.
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Abb. 5-15: Magnetisierungskurve fiir ferrimagnetischen synthetischen Magnetit Mm
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5.3.5 Zusammenfassung der Partikeleigenschaften

+B00E+3

Die wichtigsten Partikeleigenschaften der untersuchten magnetischen Mikropartikeln auf
Magnetit-Basis sind in Tabelle 5-3 zusammengefasst.

Tabelle 5-3: Zusammenfassung wichtiger Partikeleigenschaften der untersuchten Magnetbeads

Funktion Einheit | Mm MJH MJH-PGA M-PVA Silica
Produktionsansatz 150g 10g 10g 500 mg 50 mg VE
Mg Am’/kg | 493 338 33.8 42.8 89.3
M,/M; - 0.012 - - 0.010 0.297
dp (X12) pum 1.70  2.20 2.75 1-2 0.2
Dichte kg/m® | 3500 2800 2800 1800 5000

S (BET) m?/g 56 123 110 n.b. 20
Aminierungsgrad | umol/g — 100 — 60 —
Qmon (Protein) mg/g — ~100 ~100 3-15 —

q (Plasmid-DNA) mg/g — — — — ~50

5.4 Verwendete Modellproteine

Als Modellproteine fiir die Charakterisierung der Sorption an die hergestellten magneti-

schen Affinitdtssorbentien wurden Rinder-Hamoglobin (Hb), a-Chymotrypsinogen aus
Rinderpankreas (Chy) und ein selbst fermentiertes und in E.coli exprimiertes rekombi-
nantes Griin-Fluoreszierendes Protein (GFP) verwendet. Néhere Einzelheiten zu den

verwendeten Proteinen und die verwendeten Bestimmungsmethoden finden sich im
Anhang der Arbeit.
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5.5 Bestimmung von Sorptionsisothermen

Alle Proteinldsungen wurden in Binde-/Equilibrierpuffer (20 mmol/L NaH,PO,4, 1 mol/L
NaCl, pH 6.8) bei Raumtemperatur angesetzt.

5.5.1 Beladung mit Metallionen

Zur Beladung mit Metallionen wurden die Metallchelat-Trigerpartikeln zundchst magne-
tisch abgetrennt und der iiberstehende Aufbewahrungspuffer verworfen. Die Partikeln
wurden in Natriumacetatpuffer (0.1 mol/L Natriumacetat, 1 mol/L NaCl, pH 3.8) resuspen-
diert. Nach Magnetseparation wurden die Partikeln in dem gleichen Natriumacetatpuffer
resuspendiert, der zusétzlich 20.6 mmol/L CuCl, 6 H,O enthielt. Als Kontrolle wurden
parallel Partikeln nicht mit Kupfer beladen und stattdessen erneut mit dem Natrium-
acetatpuffer versetzt. Die Partikeln wurden 1 Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurden die Partikeln 3 mal mit Wasser gewaschen und schlieBlich mit
Bindepuffer equilibriert.

5.5.2 Sorption von Protein

Zur Sorption von Protein wurden jeweils 1.5 mL Proteinlosung unterschiedlicher Konzen-
tration zu je 1-2 mg Partikeln gegeben. Die Partikeln wurden intensiv resuspendiert und 30
min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Partikeln wurden danach magnetsepariert und
der Uberstand auf Protein analysiert. Die Menge an gebundenem Protein wurde aus der
Differenz von zugegebenem und iiberstehendem Protein errechnet. Wenn moglich wurden
Adsorptionsisothermen gezeichnet. Im Bereich geringerer Gleichgewichtskonzentrationen
konnte vielfach ein Sorptionsverhalten nach Langmuir zu Beschreibung der
Gleichgewichtsbeladung verwendet werden:

*
* — qmax -C

a K, +¢

Gleichung 5-9

Bei hoheren Gleichgewichtskonzentrationen wurde eine Mehrschichtadsorption ("multi-
layer-binding") beobachtet. Um diesen Bereich mathematisch beschreiben zu konnen,
wurde die Sorptionsisotherme nach Brunauer-Emmett-Teller (BET) verwendet:

.
q — qun.K.CmaX.C
(cmax —c*)(cmax -c' + K~c*)

Gleichung 5-10

5.5.3 Elution gebundenen Proteins

Zur Elution des gebundenen Proteins wurden die Partikeln zwei mal mit Bindepuffer
gewaschen, um ungebundenes oder nur schwach gebundenes Protein zu entfernen. Die
Waschiiberstinde wurden auf Protein analysiert. Schlielich wurde als Elutionsmittel
100 mmol/L Imidazolpuffer pH 7.0 mit 1 mol/L NaCl zugegeben, die Partikeln resus-
pendiert und 30 min lang geschiittelt. Dieser Schritt wurde 1-2 weitere Male durchgefiihrt.
Die FElutionsiiberstinde wurden auf Protein untersucht.
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5.6 Magnetseparation

5.6.1 Bestimmung der Partikelkonzentration

Gravimetrische Bestimmung

Zur gravimetrischen Bestimmung der Gesamtpartikelkonzentration wurde ein definiertes
Volumen der zu messende Suspension unter Wasserstrahlvakuum durch Membranfilter aus
Cellulosenitrat mit 0.45 um Porenweite filtriert. Aus der Differenz der leeren Filtermasse
und der Masse des luftgetrockneten beladenen Filters wurde die Partikelmasse der Probe
bestimmt. Keine der filtrierten Proben zeigte ein Durchbruch durch diese Filter, wihrend
Filter mit 0.8 um Porenweite, die versuchsweise verwendet wurden, fiir Partikeln vom Typ
»~Mm* einen Feinanteil ins Filtrat entlieBen. Dies wurde durch Braunfiarbung sichtbar.

Nephelometrische Bestimmung

Um eine genauere zeitliche Auflosung des Durchbruchsverhaltens bei der HGMS bzw. der
Filtratkonzentration bei der OGMS zu erhalten, wurde zusétzlich zu den gravimetrischen
Proben kontinuierlich die Triibung des Filtrats gemessen und iiber einen Rechner
protokolliert. Die Triibungsmessung hat den weiteren Vorteil, dass sie insbesondere im
unteren Konzentrationsbereich von wenigen mg/L sehr empfindlich ist. Die
Triibungsmessung versagt bei hoheren Konzentrationen im Bereich von g/L, da dann das
Messsignal, die Lichtintensitdt, zu stark geddmpft wird. In diesem Bereich ist die
Gravimetrie sehr genau, so dass sich die beiden Verfahren sehr gut erginzen. Anhand der
gemessenen Triilbungswerte (OD, optical density) ldsst sich ndherungsweise die relative
Partikelkonzentration ermittelt:

Zx OD-OD, Gleichung 5-11
¢, OD,-0D,

OD, bezeichnet hierbei die Triibung, die fiir Wasser gemessen wurde, OD,, bezeichnet den
Triibungswert, der nach vollstindigem Durchbruch des HGMS erreicht wurde. Der
Zusammenhang zwischen Partikelkonzentration und Triibung ist allerdings iiber einen
groBeren Bereich hinweg nicht-linear. Die relative Filtratkonzentration bei beginnendem
Durchbruch (bei niedrigen Filtratkonzentrationen) wird durch Gleichung 5-11 dadurch
etwas iliberbewertet.

Eisenbestimmung

Zur sehr genauen Bestimmung der Filtereffizienz in der Anfangsphase eines
Filtrationszyklus eignet sich die Bestimmung der Eisenionen nach Auflésen der
Magnetpartikeln in 65%-iger HNO3 mittels Atomemissionsspektroskopie (ICP-OES). Sind
in der Suspension neben magnetischen Partikeln auch unmagnetische Partikeln vorhanden,
so lassen sich durch die Methode in Kombination mit der gravimetrischen Analyse beide
Anteile bestimmen.
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Die Eisenbestimmung versagt im Falle hydrophober magnetithaltiger Polymerpartikeln, da
diese durch Salpetersdure nicht vollstindig aufgelost werden und die Séure den Eisenanteil
auf Grund des hydrophoben Charakters des Polymers auch nicht zu eluieren vermag.

5.6.2 Labor-HGMS-Anlage

Mit Hilfe einer Labor-HGMS Anlage konnte der Einfluss von Stromungsgeschwindigkeit,
Feldstirke, Partikelkonzentration, Filterldinge, Matrixmaterial, Partikelart und weiterer
Einflussgrofen auf Separationseffizienz und Filterkapazitit charakterisiert werden. Abb.
5-16 zeigt ein FlieBbild und eine Fotografie der verwendeten Anlage.

Das zylindrische Separatorgehduse wurde vor einem Versuch mit den Filterelementen
dicht gefiillt, verschlossen und dann koaxial und symmetrisch beziiglich der Spulen-
mittelebene in die Raumtemperaturbohrung des Supraleiters eingebaut. Die Anschliisse des
Separatorgehduses wurden entsprechend dem FlieBbild mit Schlauchpumpe und Triibungs-
messgerit verbunden. Die Filtrationsrichtung war stets von unten nach oben. Der geriihrte
Vorlagebehélter wurde mit der zu separierenden Suspension und ein weiterer Behélter mit
Wasser gefiillt. Der Separator konnte durch Umschalten eines Ventils wahlweise mit
Suspension oder Wasser beaufschlagt werden. Der Ablauf des HGMS wurde durch ein
Triibungsmessgerdt und ein Durchflussmessgerit geleitet. Beide Messgerdte waren mit
einem Computer verbunden, der die Messdaten zeitlich aufnehmen konnte.

Vor Einschalten der Stromversorgung des Supraleiters wurde mit Hilfe eines integrierten
Thermoelementes die Temperatur die Spulentemperatur tiberpriift. Diese darf, um den
supraleitenden Zustand zu erhalten, eine Temperatur von etwa 12 Kelvin nicht
tiberschreiten. War die korrekte Spulentemperatur vorhanden, wurde der Magnet ,.hoch-
gefahren®, d.h. der Strom durch die Spule von einem Netzteil langsam gesteigert, bis die
gewiinschte magnetische Flussdichte erreicht war.

Die Partikelriickgewinnung konnte durch Kreislaufspiilen unter hoher Stromungs-
geschwindigkeit im Gleich- oder Gegenstrom beziiglich der Filtrationsrichtung erfolgen.
Fiir das ultraschall-unterstiitzte Riickspiilen des HGMS wurde ein handelsiibliches Labor-
Ultraschallbad (Fa. Retsch, Deutschland) mit einem Fassungsvermodgen von etwa 1.5 L,
einer Frequenz von 35 kHz und gemessener elektrischer Leistungsaufnahme von 60 W ver-
wendet.



Experimenteller Teil

97

Suspension  \Wasser

Ava Av4

O

Separator
im Magnet

O

Produkt  Abfall

Abb. 5-16: FlieBbild und Fotografie der Labor-HGMS-Anlage mit Supraleiterspule

5.6.3 HGMS-Anlage HGF-10

Abb. 5-17 zeigt das FlieBbild und ein Foto der HGMS-Anlage HGF-10 einschlieBlich
Schlauchpumpe, Magnetventilen, Ultraschallwandler und Schaltelektronik. Die Elektronik
des Magneten erlaubt zusammen mit Antrieb, zwei Endschaltern und Motorbremse ein
gezieltes und genaues Anfahren zweier Endpositionen des drehbar gelagerten Zylinders, in
dem NdFeB-Permanentmagnete angeordnet sind. Die Endpositionen entsprechen der ,,Feld
an“ bzw. ,,Feld aus® -Position des Systems. Der Antrieb des schaltbaren Magneten, Pumpe,
Schallwandler und sdmtliche Ventile sind {iber eine Schnittstelle durch einen Computer
steuer- und regelbar. Dadurch sind unterschiedliche Prozessschritte programmierbar, die
z.B. der Filtrationsphase, der Riickspiilphase, Wasch- oder Elutionsphase entsprechen. Die
Programmierung der Prozessschritte erfolgte mit dem kommerziellen Softwarepaket
Labview 7.0 (Fa. National Instruments, Austin, TX, USA). Fiir das ultraschall-unterstiitzte
Riickspiilen des HGMS wurde ein an das Filtergehduse fest montierter Industrieprozessor
(Typ UIP250, Fa. Hilscher, Teltow, Deutschland) verwendet. Nidhere Angaben hierzu
finden sich im konstruktiven Teil der Arbeit. Die Anlage wurde bewusst kompakt und
mobil gehalten, um einen industriellen Testbetrieb zu ermoglichen.
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Abb. 5-17: FlieBbild und Fotographie der HGF-10 Magnetseparationsanlage

5.6.4 HGMS-Versuche und Auswertung

5.6.4.1 Versuchsdurchfiihrung

Nach Montage der Filterkammer innerhalb des Supraleiters wurde am Netzteil die
gewiinschte Feldstiarke und an der Pumpe der gewlinschte Volumenstrom eingestellt. Um
die Leitungen der Anlage und die Filterkammer vollstindig luftfrei zu bekommen, wurde
zuerst 2 min lang Wasser bei hoher Stromungsgeschwindigkeit durch die Anlage gepumpt.
Erst dann wurde die zu separierende Suspension durch den Magnetseparator geleitet und
die Messdatenerfassung gestartet. Die Suspension gelangt tiber den Zulaufstutzen in den
Separator, wobei sich die Feststoffteilchen auf den Drdhten der magnetisierten Filter-
elemente anlagern. Das so gereinigte Filtrat wird iiber den Ablaufstutzen abgezogen, durch
ein Triibungs- und Durchflussmessgerit geleitet und anschlieBend im Filtratbehilter
aufgefangen. Wihrend des Versuches wurden mehrfach Proben des Filtrats genommen, um
den Verlauf der Separation verfolgen zu konnen. Zur Aufnahme kompletter Durchbruchs-
kurven blieb die Anlage solange in Betrieb, bis die Filterelemente vollkommen beladen
waren. Danach wurde das System bei eingeschaltetem Magnetfeld noch solange mit
Wasser durchgespiilt, bis es partikelfrei war. Dann wurde das Magnetfeld heruntergefahren
und die Leitungen und der Separator 4 mal je 1 min lang mit Wasser im Kreislauf gespiilt,
um die Matrix weitgehend von den Partikeln zu befreien. Anschliefend wurde mit einem
definierten Volumen von z.B. 200 mL ausgespiilt. Am Ende wurde die Filterkammer
ausgebaut und die verbleibenden Partikeln aufgefangen. Hierzu wurden die Filterelemente
im Ultraschallbad gereinigt.
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5.6.4.2 Filterdurchbruchskurven

Zur Charakterisierung des Filtrationsverhaltens wurden Durchbruchskurven (DBK)
aufgenommen und unter Konstanthaltung tibriger EinflussgroBen die zu untersuchende
EinflussgroBe variiert. Die Konzentrationen im Zu- und Ablauf des Filters wurde nach
Zweckmafigkeit nephelometrisch, gravimetrisch oder iiber Eisenbestimmung nach Auf-
16sen der Partikeln bestimmt (siehe Abschnitt 5.6.1). Zur Charakterisierung von Proben mit
magnetischen und unmagnetischen Partikeln wurden aus Kombination von Gravimetrie
und Eisenbestimmung die Konzentrationen der beiden Fraktionen ermittelt.

Die auf die Zulaufkonzentration bezogenen Ablautkonzentrationen (c/cp) wurden nach
ZweckmafBigkeit liber der Filtrationszeit t oder iiber den durchgesetzten Filtervolumina
(BV) aufgetragen. Es gilt der Zusammenhang;:

BV = % = VTt Gleichung 5-12
Zur Ermittlung der Filtrationszeit t wurde die Versuchszeit stets um die Totzeit tr
reduziert. Die Totzeit tr ergibt sich aus dem ,,toten* Volumen der Rohrleitungen V1 (vom
Vorlagebehilter bis zum Triibungsmessgerit) und dem Volumenstrom geméB:

ty =— Gleichung 5-13

5.6.4.3 Ermittlung des Abscheidegrads

Zur Bestimmung der Filtereffizienz wurde zum Vergleich zu gravimetrischen Bestim-
mungen auch die Triibungsmessungen herangezogen. Diese so ermittelten Abscheidegrade
(Filtereffizienzen) sind aus oben genannten Griinden geringer, da kleinere Partikeln stirker
in die Gewichtung eingehen. Die aus den Triilbungsmessungen ermittelten Abscheidegrade
lassen sich aber als Maf3 fiir den Verlust an Partikeloberfliche auffassen, was bei
Sorptions- oder heterogenen Reaktionsprozessen das gegeniiber dem Verlust an Partikel-
masse wichtigere Maf} darstellt. Fiir den Filter-Abscheidegrad ¢ gilt:

C
o=1- [C—j Gleichung 5-14
0
Fiir einige Anwendungen ist weniger der Abscheidegrad zu einem bestimmten Zeitpunkt
des Filtrationsprozesses, als vielmehr der mittlere Abscheidegrad ¢ bis zum Erreichen
einer bestimmten Filtratkonzentration ¢ interessant, die nicht tiberschritten werden soll. Es

gilt:
1 At
o= EJ‘ e(t)dt Gleichung 5-15
0

Der mittlere Abscheidegrad ldsst sich anhand der ermittelten Ablaufkonzentration c(t) aus
Gleichung 5-14 und Gleichung 5-15 ermitteln. In der Arbeit wurde At so bemessen, dass
nach dieser Filtrationszeit ein 5%- oder 10%-iger Durchbruch auftrat, d.h. ¢/cy = 0.05 bzw.
0.1.
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5.6.4.4 Ermittlung der Filterbeladung

Unter der Filterbeladung o versteht man die im Filter abgeschiedene Partikelmasse
bezogen auf das Filtervolumen. Aus der DBK lédsst sich die Beladung des Filters in
Abhingigkeit der Filtrationszeit berechnen. Aus der Massenbilanz fiir den Gesamtfilter

¢, Vdt=cVdt+V, do(t) Gleichung 5-16

erhdlt man durch Integration:
o(t)=—[V(e,—c)dt Gleichung 5-17

Da fiir jeden Versuch sowohl der Volumenstrom als auch die Filtratkonzentration ¢ iiber
die Zeit erfasst wurden, ldsst sich leicht die Beladung zu jedem Zeitpunkt berechnen. Die
Beladung steigt zu Beginn des Filtrationszyklus linear mit der Filtrationszeit an. Mit dem
Filterdurchbruch erreicht die Beladung im Allgemeinen einen Plateauwert. Diesen Wert
bezeichnet man als Séttigungsbeladung o, des Filters.

5.6.4.5 Filterkoeffizient

Zur Charakterisierung der Filtration kann auch die dimensionslose Kennzahl A¢L heran-
gezogen werden. Sie ist das Produkt des Filterkoeffizienten A, des Tiefenfiltermodells und
der Filterlinge L. Die Kennzahl kann als Fit-Parameter der nichtlinearen Regression von
Gl. 4-11 (Durchbruchskurve) an die Messwerte bestimmt werden. Fiir eine effiziente
Filtration sollte AoL mindestens einen Wert von etwa 5 betragen, da sonst die Durchbruchs-
kurve zunehmend flacher verlduft und sich die moglichen Filtrationszeiten zunehmend ver-
kiirzen.

5.6.5 OGMS-Anlage

Zum Betrieb der beiden verwendeten OGMS-Typen wurden ein zur Labor-HGMS-Anlage
(siche Abschnitt 5.6.2) analoger Aufbau verwendet, wobei die Suspension iiber eine
Schlauchpumpe dem OGMS zugefiihrt wurde. Zusitzlich wurde die Saugseite einer
zweiten Schlauchpumpe mit dem Konzentratabfluss des OGMS verbunden, so dass sowohl
der Gesamtvolumenstrom als auch der Konzentratvolumenstrom iiber die beiden Pumpen
gesteuert werden konnten. Das Filtrat des OGMS konnte frei abflieBen. Als Magnetfeld-
quelle wurde fiir beide OGMS-Typen das supraleitende Magnetsystem verwendet (vgl.
Abschnitt 3.1.1).

5.6.6 RMMS-Anlage

Die Verschaltung der RMMS-Anlage entsprach der der OGMS (vgl. Abschnitt 5.6.5). Die
beiden Konzentratabfliisse wurden direkt nach dem RMMS {iber ein Y-Stiick vereinigt und
iber eine zweite Schlauchpumpe mit definiertem Volumenstrom abgezogen. Als Magnet-
feldquelle wurde der in Abschnitt 3.1.2 beschriebene Permanentmagnet verwendet.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Hochgradientenmagnetseparation (HGMS)

Die Untersuchungen zur Separation von magnetischen Mikropartikeln wurden zunéchst
mit dem HGMS-Laborseparator (siche Kapitel 3.2) durchgefiihrt, um die Separationseffi-
zienzen und Filterkapazititen unter unterschiedlichen Bedingungen fiir verschiedene
Partikelarten zu betrachten. Durch den variablen Aufbau und die Verwendung eines supra-
leitenden Magnetsystems als Magnetfeldquelle erlaubt der Laborseparator eine Variation
der Filterlinge und insbesondere eine Variation der magnetischen Flussdichte auch iiber
sonst fiir die HGMS iibliche Flussdichten hinaus. Auf den hieraus gewonnenen Ergeb-
nissen aufbauend wurde das industriell einsetzbare System HGF-10 entwickelt, das auf
kostengiinstigen Seltenerd-Permanentmagneten als Feldquelle basiert, mehr als die 3-fache
Filterflache besitzt und vollautomatisch computergesteuert werden kann.

6.1.1 Labor-HGMS

Unter der Verwendung des Labor-HGMS mit zylindrischer Filterkammer wurden die
physikalischen Haupteinflussgroen auf das Filtrationsverhalten magnetischer Mikroparti-
keln variiert. Hierzu zihlen insbesondere

die verwendete Filtermatrix (Porositét e, Drahtradius a, Maschenweite)

die Filterldnge L

die Partikelzulaufkonzentration cg

die (Leerohr-) Filtergeschwindigkeit vy

die duBere magnetische Flussdichte By bzw. Feldstiarke Hy

Filterkonfiguration (longitudinal/transversal/axial)

die Partikelsorte und ihre Eigenschaften wie Partikelradius b, Partikelgro3enverteilung,

Séttigungsmagnetisierung M, und Remanenz M, ,

die Anwesenheit von unmagnetischen Partikeln und

die Viskositit des Mediums n

6.1.1.1 Filtermatrix und Reproduzierbarkeit

Das ausschlieBlich verwendete Matrixmaterial war ein rostfreier magnetischer Chromstahl
vom Typ DIN 1.4013. In Vorversuchen wurden zundchst mehrere Versuche unter gleichen
Versuchsbedingungen mit vergleichsweise feiner Maschenweite von 1 mm und einer
Drahtstirke 0.224 mm durchgefiihrt (,,feine Matrix*). Die Versuchsbedingungen sind in
Abb. 6-1 genannt. Die Durchbruchskonzentrationen wurden iiber eine Online-Triibungs-
messung erfasst. Wie in Abb. 6-1 zu erkennen, sind die DBK fiir die feinere Matrix mit
geringen Schwankungen reproduzierbar. Probleme mit der Reproduzierbarkeit wurden
dann beobachtet, wenn die Filterkammer vor einer Beaufschlagung mit Suspension nicht
vollstindig entliiftet wurde. Bypass-Stromungen sind die Folge und flihren zu verfriihten
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Filterdurchbriichen. StandardméBig wurden die Separatoren vor Versuchsbeginn deshalb
langere Zeit unter hoher Stromungsgeschwindigkeit mit Wasser beaufschlagt, um einge-
schlossene Luft weitgehend zu entfernen. Bei Bedarf wurde die Filterkammer zusétzlich
mit Hilfe eines Gummihammers erschiittert, bis in Folge der Erschiitterung kein Anstieg
der Triibung im Ablauf mehr verzeichnet wurde.

Bei Verwendung eines groberen Matrixgewebes (2 mm Maschenweite, 0.5 mm Draht-
durchmesser) werden gleich hohe Separationseffizienzen erreicht. Allerdings ist die Filter-
kapazitit um etwa 35% reduziert.
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Abb. 6-1: Einfluss des Matrixmaterials auf das Filterdurchbruchsverhalten; Magnetit Mm in
Leitungswasser; ¢co=2 g/L; By = 0.4 T; vy = 24 m/h; L = 40 mm; Labor-HGMS-Separator; mit der feinen
Matrix wurden 3 Versuche mit gleichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt

Die Reduktion der Filterkapazitit mit der Erhéhung des Drahtradiusses erkldrt sich
qualitativ aus der Verringerung des kritischen Einfangradiusses Rc,. Da das Verhiltnis der
Drahtoberflichen zu Matrixvolumeneinheit fiir die beiden verwendeten Matrices konstant
ist, bewirkt die Verringerung des kritischen Einfangradiusses eine geringere Ausdehnung
der Anlagerungszone fiir jeden Draht. Der Einfluss des Drahtradiusses auf den kritischen
Einfangradius Rc, und auf die Kennzahlen v,/vp und A¢L ist in Abb. 6-2 fiir die dort
angegebenen Bedingungen exemplarisch gezeigt.
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Zum genannten Einfluss kommt der weitere Effekt, dass durch feinere Drdhte hohere
lokale Magnetkriafte an der Drahtoberfliche hervorgerufenen werden. Fiir die Radial-
komponente der Magnetkraft gilt an der Drahtoberflache (vgl. Gleichung 8-3 im Anhang
firr=a):

1
E,.(r=2a)l— Gleichung 6-1
a

Durch die hohere Magnetkraft wird eine stirkere Kompaktierung der bereits auf der Draht-
oberfliche abgeschiedenen Partikeln verursacht. Dieser Sachverhalt wurde experimentell
tiberpriift, indem Suspensionen magnetischer Partikeln im Supraleitermagneten ohne
Magnetfeldgradienten sedimentierten. Nach der Sedimentation und der Bestimmung der
Schiittdichte des Sediments wurde der Magnetfeldstiarkegradient erhoht und nach
Erreichen eines Gleichgewichts erneut die Schiittdichte bestimmt. Dieses Vorgehen wurde
sukzessive bis zum maximalen Gradienten der Spule von 46 T/m wiederholt. Die Sedi-
mentporositidt in Abhédngigkeit des angelegten Feldgradienten ist in Abb. 6-3 gezeigt.
Sowohl die Magnetitpartikeln Mm als auch die magnetischen Silica-Partikeln zeigen ein
deutliche Kompaktierung mit zunehmendem Feldgradienten. Die Partikeln sind aufler bei
ausgeschaltetem Feld stets in der magnetischen Séttigung. Zum Vergleich sind praktisch
unmagnetische Goethit-Partikeln (a-FeO(OH)) mit aufgefiihrt, bei denen keine Kompak-
tierung nach Anlegen eines Feldgradienten auftritt.

Obwohl der maximale Gradient der Spule deutlich unterhalb der Feldgradienten liegt, die
in der HGMS erzielt werden, scheint die maximal mogliche Kompaktierung der verwen-
deten magnetischen Partikeln bereits bei etwa 50 T/m weitgehend abgeschlossen zu sein.
Legt man als maximal erreichbare Sedimentdichte den Plateauwert der Fitkurve in Abb.
6-3 zugrunde, so ldsst sich damit unter der Voraussetzung eines hinreichend grofen
Einfangradiusses Rc, die Kapazitit eines HGMS abschitzen. Da in 50% des nicht von
Drihten ausgefiillten Separatorvolumens eine anziehende Magnetkraft auf ferromagnet-
ische Partikeln wirkt, ergibt sich folgende Abschitzung:
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Ohoms ~ E'SF "Osegmax = 131 kg /m’ Gleichung 6-2

Dieser Wert entspricht sehr gut der erreichten Kapazitit unter Verwendung des feinen
Matrixmaterials bis zum Erreichen eines 5%-igen Filterdurchbruchs (vgl. Abb. 6-1):

Gy, & ¢, BVy, 130 kg/m’ Gleichung 6-3
300 Abb. 6-3: Sedimentdichte in
| A Abhingigkeit des magnet-
ischen Feldgradienten;
250 ~
“c 7 Die entsprechenden Sediment-
) : porositéten liegen bei:
=~ Magnetit M
< 1 ¢ Vagnett im 0.92 - 0.96 (Mm),
200 -+ A MagPrep Silica i
3 1 Goethit 0.93 - 0.97 (Silica),
o 0.96 (Goethit).
150 o o o o Empirische Fitkurve vom Typ
3( y(x) = yota:(1-exp (-bx));
| yo =130, a= 143, b =0.0800,
e e L B A R”=0.981.
0 10 20 30 40 50
VB in T/m

6.1.1.2 Einfluss der Filterlange

Zur Untersuchung des Einflusses der Linge des HGMS wurden zylindrische Filter-
kammern unterschiedlicher Linge mit Filterronden vollstindig gefiillt. Mit jeder Filter-
kammer wurde ein Separationsversuch durchgefiihrt und die Ablaufkonzentrationen durch
eine Online-Triibungsmessung zeitlich verfolgt. Die Abfolge der Filterdurchbriiche erfolgt
in der erwartungsgeméfen zeitlichen Abfolge. Die Durchbruchskurven sind in Abb. 6-4
zusammen mit den gewihlten Versuchsbedingungen als Funktion der durchgesetzten
Filtervolumina dargestellt. AuBler fiir den sehr kurzen Filter von 1 cm weisen die Durch-
bruchskurven sigmoidale Verldufe auf, wie sie nach dem Tiefenfiltermodell (vgl.
Gleichung 4-11) vorausgesagt werden. Wie an der Abbildung zu erkennen ist, ldsst sich die
Durchbruchskurve fiir sehr kurze Filter dagegen nicht durch das Tiefenfiltermodell
wiedergeben. In diesem Fall ist der Anteil der Filterkammer, der nicht mit der Matrix
ausgefiillt ist, nicht mehr zu vernachlissigen. Ein Anteil des Gesamtvolumens wird zur
Verteilung der Zulaufsuspension auf die Filterfliche bzw. zum Sammeln des Filtrats nach
Durchstromen der Matrix benétigt. Da auch in diesen Zonen ein (inhomogenes) Magnet-
feld wirkt, konnen Partikeln {iber ,,offene* Magnetfeldgradienten abgeschieden werden.
Die Filterlinge erhoht sich hierdurch scheinbar. Dieser Effekt kommt in Abb. 6-5 (rechts)
in einem Anstieg der Sattigungs- und nutzbaren Kapazitdt unterhalb 2 cm Filterlinge zum
Ausdruck und sollte beim Auslegen von HGMS beriicksichtigt werden, insbesondere wenn
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Fliissigkeitsdistributionssysteme zum Einsatz kommen, deren Volumen im Vergleich zum
Matrixvolumen nicht zu vernachldssigen ist. Ab einer Filterlinge von 2 cm bleibt die
Sattigungskapazitit mit 120 kg/m’ konstant. Die nutzbare Kapazitat (bis zum Erreichen
eines 10%-igen Filterdurchbruchs) steigt ab einer Filterlinge von 2 cm wieder deutlich an,
d.h. die Filterausnutzung erhoht sich. Dieser Sachverhalt begriindet sich iiber die mit
zunehmender Filterlinge bei einer Auftragung tiber die durchgesetzten Filtervolumina
immer steiler verlaufenden Durchbruchskurven, was sich in der Zunahme der Kennzahl
Aol widerspiegelt (vgl. Abb. 6-5 links). Der experimentell ermittelte Filterkoeffizient A ist
dabei mit einem Mittelwert von 278 m' weitgehend konstant, was im Einklang mit dem
Tiefenfiltermodell steht, nach dem der Filterkoeffizient A, lediglich vom Einzeldraht-
Einfangradius Rc, vom Drahtradius a und von der Filterporositit € abhiangt (vgl. Gleichung
4-13 in Kapitel 4).

Der experimentell fiir eine Filterlinge von 4 cm ermittelte Wert fiir oL von 8.6 stimmt
exakt mit dem theoretisch anhand des Einzeldrahtmodells (vgl. Kapitel 4) berechneten
Wert iiberein, wenn man einen Partikeldurchmesser 2b von 1.06 um annimmt. Dieser Wert
liegt wiederum genau im Bereich des GroBenverteilungsmaximums (0.72 pm Sedimenta-
tionsmessung bzw. 1.5 um LALLS-Messung, vgl. Kapitel 5.3). Betrachtet man alle vier
Durchbruchskurven in Abb. 6-4 kommt man auf diese Weise auf Partikeldurchmesser
zwischen 1.1 und 1.4 um. Die in Kapitel 4 dargestellte theoretische Beschreibung des
Abscheidemechanismusses im HGMS ldsst sich also sehr gut auf die experimentellen
Befunde abbilden. Dies ist insofern erstaunlich, als magnetisch induzierte Agglomerations-
vorgédnge der Partikeln nach Eintritt in den HGMS im Modell nicht beriicksichtigt wurden.
Bei den verwendeten Partikelkonzentrationen und Verweilzeiten der Partikeln im Magnet-
feld scheinen diese daher nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abb. 6-4: Einfluss der Filterlange auf das Durchbruchsverhalten eines HGMS; Magnetit Mm in Leitungs-
wasser; ¢o=2 g/L; By=0.4 T; vo = 24 m/h; a = 0.12 mm; & = 0.96; Labor-HGMS; Nach dem Tiefenfilter-
modell berechnete Kurven sind durchgezogen dargestellt (o, und A¢L sind Anpassungsparameter der
Fitkurven an die Messpunkte).
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Abb. 6-5: Kennwert AL des Tiefenfiltermodells (links); Sattigungskapazitéten o, und nutzbare Kapazitét bis
zu einem 10%-igen Filterdurchbruch ¢, in Abhéngigkeit der Filterldnge (rechts).

6.1.1.3 Einfluss der Partikelkonzentration

Durch Experimente unter Verwendung des Laborseparators mit einem Filtervolumen von
18 mL (L=4cm) wurde der Einfluss der Zulaufkonzentration der Magnetpartikeln
charakterisiert. Verwendet wurden Magnetitpartikeln Mm in Leitungswasser. Weitere
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Versuchsbedingungen sind in Abb. 6-6 genannt. Die Ablaufkonzentration wurde zeitlich
iber eine Online-Trilbungsmessung verfolgt.

Der Durchbruchszeitpunkt und die Partikelkonzentration verhalten sich erwartungsgemaf
annidhernd umgekehrt proportional (sieche Abb. 6-7). Im untersuchten Konzentrations-
bereich zwischen 0.5 und 3 g/l Magnetit lésst sich kein signifikanter Einfluss der Konzen-
tration auf die Filterkapazitit feststellen. Aus der Steigung der Ausgleichsgeraden lésst
sich die nutzbare Kapazitit (bis zu einem 10%-igen Durchbruch) abschétzen. Der Wert
von 88 kg/m’ ist gegeniiber dem ,4 cm-Versuch’ in Abb. 6-5 (rechts) etwas erhoht, was
vermutlich durch die Verwendung einer neuen Magnetpartikel-Charge mit etwas hoherer
Magnetisierung zu erkléren ist.
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Abb. 6-6: Filterdurchbruchskurven fiir verschiedene Partikelzulaufkonzentrationen; Labor-HGMS, Magnetit
,Mm’ in Leitungswasser, By =0.4 T, vo = 24 m/h, L =40 mm.
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6.1.1.4 Einfluss der Filtergeschwindigkeit

Durch Experimente unter Verwendung des Laborseparators mit einem Filtervolumen von
9 mL (L =2 cm)wurde der Einfluss der Filtergeschwindigkeit im Bereich zwischen 13 und
133 m/h ermittelt. Verwendet wurden Magnetitpartikeln Mm in Leitungswasser. Weitere
Versuchsbedingungen sind in Abb. 6-8 genannt. Die Ablaufkonzentration wurde zeitlich
tiber eine Online-Triibungsmessung verfolgt. Bei der verwendeten kurzen Filterlinge
kommt es bei Filtergeschwindigkeiten {iber etwa 40 m/h zu einem spontanen Anfangs-
durchbruch. In Abb. 6-9 sind die Séttigungskapazitit 65 und die nutzbare Kapazitit sy, als
Funktion der Filtergeschwindigkeit dargestellt. Mit zunehmender Filtergeschwindigkeit
nehmen die Widerstandskrifte auf noch nicht abgeschiedenen Partikeln, insbesondere aber
auch Scherkrifte auf die bereits ausgebildeten Partikelanlagerungszonen zu, was sich in
der anndhernd linearen Abnahme der Kapazitit widerspiegelt.

Die vergleichsweise kurze Filterlinge von nur 2 cm fiihrt zu einer schlechten Kapazitits-
ausnutzung, d.h. zu einer hohen Diskrepanz zwischen nutzbarer Kapazitit und Sattigungs-
kapazitit (siche Abb. 6-9).
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Abb. 6-8: Einfluss der Filtergeschwindigkeit auf das Durchbruchsverhalten; Magnetit ,Mm’ in Leitungswas-
ser; co=2g/L, By =0.4 T, L = 2cm; Labor-HGMS-Separator; Nach dem Tiefenfiltermodell berechnete
Kurven sind durchgezogen dargestellt (o und A¢L sind Anpassungsparameter der Fitkurven an die Mess-
punkte).
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In Abb. 6-10 sind die Parameter der nach dem Tiefenfiltermodell gefitteten Durchbruchs-
kurven der Abb. 6-8 dargestellt. Mit Ausnahme des Ausrei3ers bei 24 m/h nimmt der Para-
meter o, der die Séttigungskapazitit wiedergibt, linear mit der Stromungsgeschwindigkeit
ab. Der Parameter A¢L, der die Steilheit der Durchbruchskurven und damit die nutzbare
Kapazitit beeinflusst, nimmt insbesondere im Bereich zwischen 13 und 60 m/h stark ab.
Fiir noch hohere Geschwindigkeiten bleibt der Parameter auf geringem Niveau um 2. Fiir
alle untersuchten Geschwindigkeiten erscheint der Parameter A¢L mit maximal 5.3 zu
gering. Fiir eine effiziente Kapazititsausnutzung des Filters sollten mindestens Werte um
10 angestrebt werden, um vergleichsweise steile Durchbruchskurven zu erzielen. Dies
kann wie Abschnitt 6.1.1.2 zeigt, fiir eine Filtergeschwindigkeit von 24 m/h mit einer
Filterldinge von mindestens 4 cm erreicht werden. Fiir hohere Stromungsgeschwindigkeiten
miissen entsprechend langere Filter verwendet werden.
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6.1.1.5 Einfluss der magnetischen Flussdichte

Durch die Verwendung einer supraleitenden Spule konnte der Einfluss der magnetischen
Flussdichte tiber einen weiten Bereich zwischen 0 und 5 Tesla untersucht werden. In Abb.
6-11 sind DBK als Funktion der durchgesetzten Filtervolumina fiir verschiedene Fluss-
dichten dargestellt. Qualitativ ergibt sich eine Erhéhung der Filterkapazitit mit zunehmen-
der Flussdichte. Allerdings ist der Einfluss zwischen 0.2 und 1.0 Tesla relativ gering (vgl.
Abb. 6-12). Interessant ist die weitere Zunahme der Kapazitit fiir Flussdichten oberhalb 2
Tesla. Diese Kapazititserhohung ldsst sich nicht anhand der HGMS-Theorie erkléren, da
sich ab 1.7 Tesla sowohl Abscheidematrix als auch Magnetpartikeln in der magnetischen
Séttigung befinden. Eine Erhohung der Flussdichte oberhalb 1.7 Tesla diirfte demnach
keinen Einfluss auf das Filtrationsverhalten haben. Allerdings steigen durch die Erhhung
der Flussdichte die durch die Magnetspule hervorgerufenen ,,offenen” Gradienten linear
mit der Flussdichte an. Auch hier ist vermutlich der Sekundareffekt einer Abscheidung
aufgrund offenen Feldgradienten die Ursache fiir eine verbesserte Abscheidung im
Hochfeldbereich.

Da fiir die Versuche zur Variation der Flussdichte eine groBere Filterlinge von 4 cm
gewdhlt wurde, liegt der Anteil der nutzbaren Kapazitit an der Gesamtkapazitit deutlich
hoher als bei den Versuchen zur Variation der Filtergeschwindigkeit.
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Abb. 6-11: Einfluss der Flussdichte auf das Durchbruchsverhalten; Magnetit ,Mm’ in Leitungswasser;
co=2 g/L; vo = 24m/h; L = 4 cm; Labor-HGMS
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6.1.1.6 Filter-Konfigurationen

Zur technischen Umsetzung eines magnetischen Separationssystems erscheint die Verwen-
dung von elektrischen Spulen als Feldquellen nur bedingt sinnvoll. Insbesondere die
Verwendung von supraleitenden Spulen ist mit hohen Investitionskosten verbunden.
Deshalb wurde versucht, die gleiche zylindrische Filterkammer in einem einfachen Per-
manentmagneten zu verwenden. Dabei dndert sich die Filterkonfiguration, da das Magnet-
feld dann nicht mehr parallel zur Stromung angeordnet ist. Vielmehr befinden sich etwa
50% der Abscheidedrihte in einer transversalen Anordnung wéhrend die andere Hilfte in
Richtung der Feldlinien angeordnet ist und keinen Beitrag zur Abscheidung leistet (,,tote*
Anordnung). Sowohl im Falle, in dem eine Spule als Feldquelle eingesetzt wurde
(longitunale Anordnung), als auch im Falle eines Permanentmagneten als Feldquelle
(transversale und ,tote’ Anordnung) wurden hohe Abscheidegrade erreicht (vgl. Tabelle
6-1). Allerdings ist die erreichbare Filterkapazitit bei der Verwendung im Permanent-
magneten deutlich reduziert. Dies liegt an der Tatsache, dass 50% der Drahte nicht fiir eine
Abscheidung genutzt werden und zusitzlich zu einem magnetischen ,,Kurzschluss* fiihren,
d.h. sie biindeln die Feldlinien in ihrem Innern und setzen dadurch die Flussdichte in ihrer
unmittelbaren Umgebung herab. Diese beiden Effekte fiihren fast zu einer Halbierung der
nutzbaren Kapazitit im Vergleich zur longitudinalen Filteranordnung (siche Abb. 6-13).

Tabelle 6-1: Vergleich zweier Filterkonfigurationen fiir die gleiche Filterkammer

Versuchsbedingungen Ergebnisse Referenz
Partikeln voin Bpin Anord- Lin . P10y IN C10% i§1
m/h T nung mm % kg/m
Mm 24 0.4 LY 50 096| 99.8 120 diese Arbeit
Mm 24 04 T/ 50 096| 99.1 66 diese Arbeit

1)  geordnete longitudinale Anordnung
2)  50% der Drihte in transversaler, 50% in ,,toter” Anordnung (Dréhte stehen in Richtung des Magnetfelds)
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Um diese nachteiligen Effekte zu verhindern, muss bei der Verwendung eines Permanent-
magneten als Feldquelle idealerweise eine Konfiguration angestrebt werden, bei der sich
die Dréihte in einer transversalen und/oder in einer axialen Anordnung befinden. Eine
gemischte transversal-/axiale Anordnung erreicht man durch Schichten von Drahtgewebe,
dessen Ebenen senkrecht zu den Feldlinien des Permanentmagneten stehen. Diese
Anordnung wurde fiir das integrierte HGMS-System vom Typ HGF-10 verwendet (siche
Abschnitt 6.1.2).
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Abb. 6-13: Durchbruchskurven fiir die Feldrichtung parallel (o) and senkrecht zur Stromung (o). Die beiden
Experimente wurden bei gleicher Feldstérke in einer Spule bzw. in einem Permanentmagneten durchgefiihrt.
Das eingesetzte Diagramm stellt den anfanglichen Durchbruch vergrofert dar. Magnetit-Partikeln ,Mm’,
co=2.0g/L,vo=24 m/h, Bj=0.4 T, L =50 mm, € = 0.96, Konzentrationsbestimmung mittels ICP-OES.

6.1.1.7 Verschiedene Partikeltypen

In den bisher beschriebenen HGMS-Versuchen wurden nur Modellpartikeln vom Typ
,Mm’ verwendet. Diese Partikeln haben den Vorzug, dass sie einfach, schnell und kosten-
giinstig in groBeren Chargen hergestellt werden konnen. Allerdings sind die Partikeln nur
bedingt als Modellsystem fiir echte so genannte ,,Magnetic beads™ geeignet, wie sie als
Affinitiatssorbentien oder Enzymtrégerpartikeln in der Biotechnologie Verwendung finden.
Nachteilig ist insbesondere die deutlich breitere PartikelgroBenverteilung der Partikeln
vom Typ ,,Mm*. Die spezifische Magnetisierung ist dagegen durchaus vergleichbar, wobei
die Mm-Partikeln allerdings eine geringe magnetische Remanenz besitzen, wihrend viele
»magnetic beads” superparamagnetisch sind. Die Oberfldchen der unfunktionalisierten
,Mm’-Partikeln unterscheiden sich auBlerdem deutlich von denen der funktionalisierten
magnetischen Affinitétssorbentien.
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Um die Auswirkungen dieser Eigenschaftsunterschiede auf die HGMS der Partikeln zu
untersuchen, wurden Versuche mit verschiedenen Partikeltypen unter sonst gleichen Ver-
suchsbedingen durchgefiihrt. Verwendet wurden neben ,,Mm*“-Partikeln solche vom Typ
»MJH“ und ,,Silica“. Die DBK fiir die drei Partikeltypen sind in Abb. 6-14 dargestellt.
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Abb. 6-14: Durchbruchskurven fiir unterschiedliche Magnetpartikeln; Filtergeschwindigkeit 24 m/h,
Flussdichte 0.4 T, Partikelkonzentration 2 g/L, L = 50mm. Konzentrationsbestimmung mittels I[CP-OES.

Zu erkennen ist, dass alle Partikeln mit hohen Abscheidegraden separiert werden konnen.
Die mittleren Abscheidegrade ;¢ bis zum Erreichen eines 10%-igen Durchbruchs sind in
Tabelle 6-2 aufgefiihrt und liegen fiir alle Partikeln iiber 98.5%.

Die Modellpartikeln ,,Mm* erlauben im Unterschied zu den ,,Magnetic beads* von Typ
MIJH allerdings nur eine um etwa 11% geringere nutzbare Kapazitit. AuBlerdem ist
erkennbar, dass die Ablaufkonzentration fiir die Mm-Partikeln nicht zur Génze die Zulauf-
konzentration erreicht. Selbst nach erfolgtem Filterdurchbruch werden etwa 10% der
Partikeln im Zulauf im Separator zuriickgehalten. Dies spricht fiir eine breite Verteilungs-
funktion der magnetischen Eigenschaften und/oder der Partikelgrofen. Vermutlich ent-
stehen bei der Herstellung der Partikeln vom Typ Mm mehrere mineralogische Phasen wie
Magnetit, Maghdmit und andere Eisenoxide mit unterschiedlicher Sattigungsmagneti-
sierung, so dass ein Anteil mit hoher Magnetisierung selbst nach Durchbruch der Haupt-
fraktion noch separiert werden kann. Das vollstindige Durchbrechen der Partikeln MJH
und Silica auf die Zulaufkonzentration spricht fiir eine enge PartikelgroBenverteilung und
eine homogene Zusammensetzung der Partikeln.
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Heeboll-Nielsen et al. (2002) erreichten unter Verwendung des gleichen Matrixstahls in
weitgehend ungeordneter Filteranordnung bei gleichen Partikeln MJH und sonst gleichen
Versuchsbedingungen (gleiche Filtergeschwindigkeit, Flussdichte, Wasser als Medium)
aber sogar hoherem Matrixanteil von 10% im Vergleich zu 4% und groBerer Filterlinge
(70 mm) nur etwa 50% der Kapazitit, die in dieser Arbeit fiir eine geordnete Matrix in
longitudinaler Konfiguration erreicht wurde (vgl. Tabelle 6-2). Ahnlich geringe Werte
wurden von Hubbuch (2001) fiir die gleiche ungeordnete Anordnung berichtet. Dieser
Sachverhalt deckt sich mit der in Abschnitt 6.1.1.6 gewonnenen Erkenntnis, dass sich
Drahtanteile, die in Feldrichtung angeordnet sind, bei guten Abscheidegraden stark negativ
auf die Filterkapazitit auswirken.

Tabelle 6-2: Vergleich des mittleren Abscheidegrads und der nutzbaren Kapazitit, jeweils fiir By=0.4 T und
Vo = 24 m/h.

Versuchsbedingungen Ergebnisse Referenz
. Anord- Lin . C10% G1ov% /P
Partikeln nung  mm ¢ Prose In % in kg/m’ in %V/\Ij

Mm LY 50 0.96 99.1 120 3.75 diese Arbeit
MIH LY 50 0.96 98.5 135 4.82 diese Arbeit
Silica LY 50 096 99.2 220 ~43 diese Arbeit

MIH A/TAY 65  0.90 n.b. 70% 2.50 Hubbuch (2001)
MIH AT 70 0.90 n.b. 67 2.39 | Heeboll-Nielsen (2002)
Mm  A/TY 120 0.96 99.9 96 3.00 diese Arbeit

1) geordnete longitudinale Anordnung

2) ungeordnete Anordnung mit axialen, transversalen und unwirksamen Drahtanteilen, Maschen-Gewebe, b~55um, gerollt
3) vorbeladener Filter, fiir neuen oder gereinigten Filter lagen die Kapazitaten um ~30% hoher.

4) geordnete axial-/transversale Anordnung (unter Verwendung des HGF-10-Separators; vgl. Abschnitt 6.1.2.1)

Die sehr hohe (Massen-)Kapazitit fiir die Silica-Magnetit-Partikeln kann vermutlich im
Wesentlichen durch die hohe Feststoffdichte der kompakten Magnetit-Einkristalle erklart
werden. Nimmt man fiir deren Dichte den Literaturwert flir reinen Magnetit an, so ist die
Kapazitit vergleichbar mit den MJH-Magnetbeads (vgl. Tabelle 6-2).

6.1.1.8 Partikelwiedergewinnung

Die Verwendung magnetischer Affinititstriger in der Biotechnologie macht eine
Partikelwiederverwendung aufgrund der vergleichsweise hohen Herstellungskosten der
Partikeln zwingend notwendig. Aber auch um eine effiziente Elution gebundener
Zielmolekiile zu gewéhrleisten oder um Waschschritte durchzufiihren, ist eine intermediére
Partikelwiedergewinnung zwischen verschiedenen Prozessschritten von Noten. Im
Folgenden sind daher die Ergebnisse der Untersuchungen dargestellt, die zum Ziel hatten
Partikeln von vorbeladenen HGMS-Matrices moglichst vollstindig wiederzugewinnen. Die
Wiedergewinnung der Partikeln erfolgt sinnvollerweise stets unter Abschaltung des
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Magnetfeldes. Neben den Magnetkriften werden die auf der Matrix abgeschiedenen
Partikeln allerdings durch weitere physikalische Kréfte an der Matrix gehalten, wie Van-
der-Waals- und elektrostatischen Kréften. Im Allgemeinen werden hohe Stromungsge-
schwindigkeiten zur Erzeugung hoher Scherspannungen angewandt. Zur Verlingerung der
Einwirkzeit der Scherkrifte konnte die Spiilfliissigkeit mehrfach im Kreislauf durch den
HGMS gespiilt werden. Im Rahmen der Arbeit wurde zusétzlich der Einfluss von Ultra-
schall (US) auf die Effizienz der Partikelwiedergewinnung untersucht.

In den folgenden Abbildungen sind die Partikelwiedergewinnungsanteile nach 1 bis 4
Spiilzyklen fiir verschiedene Spiilstrategien dargestellt. Hierzu zdhlen (i) die Anwendung
einer Spiilung im Kreislauf mit hoher Stromungsgeschwindigkeit, (ii) der Eintrag von
Ultraschall und (iii) die Kombination der beiden. Nach jedem Spiilzyklus erfolgte das Aus-
spiilen von 200 mL Suspension und eine Probenahme bevor sich ein weiterer Spiilzyklus
anschloss. In Abb. 6-15 sind die Wiedergewinnungsanteile mehrerer Versuche dargestellt,
bei denen die Filtermatrix nach Vorbeladung unter 0.4 T und 24 m/h Filtergeschwindigkeit
tiber Kreislaufspiilen wahlweise mit und ohne zusitzlichen Ultraschalleintrag gespiilt
wurde. Durch alleiniges Kreislaufspiilen werden nur durchschnittlich 65% der abgeschie-
denen Partikeln nach 4 Spiilzyklen wiedergewonnen. Durch die zusitzliche Anwendung
von Ultraschall kann der Wiedergewinnungsanteil auf iiber 99% gesteigert werden. Wie
Abb. 6-16 zeigt, liefert auch der alleinige Eintrag von Ultraschall ohne Kreislaufspiilen nur
geringfiigig hohere Anteile an wiedergewonnenen Partikeln als das alleinige Kreislauf-
spiilen. Erst durch die Kombination der beiden MaBBnahmen wurde eine nahezu voll-
standige Reinigung der vorbeladenen Matrix erzielt.

Der Einfluss des verwendeten Filtermatrixmaterials ist in Abb. 6-17 aufgezeigt. Eine
Matrix mit 1 und 2 mm Maschenweite wurde durch Kreislaufspiilen unter Ultraschallein-
trag regeneriert. Unter Verwendung der groberen Matrix wurden um 10% geringere
Gesamtwiedergewinnungen erzielt als fiir die Matrix mit 1 mm Maschenweite. Dies ist
vermutlich auf die geringeren Scherkrifte am Ort der Anlagerungen der Partikeln auf der
Drahtoberflache zuriickzufiihren.
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6.1.1.9 HGMS von Hefe/Magnetit-Suspensionen

Zur Charakterisierung der Separation von Magnetpartikeln aus Biosuspensionen wurden
als Modellsystem Suspensionsmischungen von Hefezellen (Saccharomyces cervisiae) und
Magnetit ,,Mm* in Phosphatpuffer (pH 7.0) verwendet. Zur Bestimmung der Einzelkon-
zentrationen der Filterablaufproben, wurde die Gesamtkonzentration gravimetrisch nach
Filtration durch 0.45 um Cellulosenitratfilter und Trocknung bestimmt. Die Bestimmung
der Magnetpartikeln erfolgte durch Eisenanalytik (ICP-OES) nach Auflésen der Proben in
HNO:s.

Separation und Riickgewinnung

In Abb. 6-18 sind die relativen Ablaufkonzentrationen fiir Magnetit und fiir die Hefezellen
im Verlauf eines Separationsexperiments dargestellt. Die Kapazitit und Effizienz der
Separation unterscheidet sich nicht signifikant von der Separation zellfreier Magnetit-
Suspensionen. Die mittlere Separationseffizienz bis zum Durchbruch von 1 % liegt bei
99.2 % wobei eine Kapazitit von 87 kg/m’ erreicht wird. Lasst man einen Durchbruch von
5% zu, so wird eine mittlere Effizienz von 98.4 % bei einer Kapazitit von 108 kg/m’
erreicht. Die Sittigungskapazitit nach vollstindigem Durchbruch betrigt 158 kg/m’.
Obwohl Schwankungen der Hefe-Ablaufkonzentration auftreten, lésst sich anhand Abb.
6-18 keine signifikante Akkumulation an Hefezellen innerhalb des Separators feststellen.
Die mittlere Hefeablaufkonzentration entspricht nahezu dem Zulauf.

Die Wiedergewinnung der abgeschiedenen Partikeln erfolgte durch Kreislaufspiilen unter
Ultraschalleintrag. Bereits nach 2 Spiilzyklen konnten 98.05% der Partikeln aus der Matrix
wiedergewonnen werden. Nach 4 Zyklen wurden mit 99.52% nahezu siamtliche Partikeln

wiedergewonnen.
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Abb. 6-18: DBK fiir Magnetit und Hefe; cym = 2g/L, chere = 2 g/L, Phosphatpuffer (0.1 mol/L NaH,PO,,
pH 7.0), L =45mm, By = 0.4 T, vy = 24 m/h, Filterporositét 0.96; Partikelwiedergewinnung durch
zyklisches Kreislaufspiilen bei 210 m/h unter US-Eintrag.
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Einfluss der Gesamtpartikelkonzentration

Die Gesamtpartikelkonzentration wurde im Vergleich zum vorangegangenen Experiment
verringert, die Hefe- und Magnetitkonzentration betrugen je 0.9 g/L. Im Vergleich zu oben
werden geringere Schwankungen der Hefeablaufkonzentration beobachtet, der Durchbruch
der Hefezellen ist von Beginn an nahezu vollstindig. Die Kapazitit fiir den magnetischen
Partikelanteil ist im Vergleich zur héheren Gesamtkonzentrationen um etwa 40% erhoht.
Legt man die modellierte Durchbruchskurve zugrunde betrigt die Erhohung der Kapazitit
allerdings nur etwa 10%. Die Effizienz bis zum Durchbruch von 1% ist mit 99.42%
vergleichbar mit dem Versuch bei hoherer Gesamtkonzentration.

1.1 4 Abb. 6-19: DBK fiir Magnetit
1.0 f 5 0 o o ° . s und Hefe; ¢y, = 0.9 g/L,
0.9 - © © Chere= 0.9 g/L, Phosphatpuffer
0.8 1 0.1 mol/L (pH 7.0), L =50
075 mm, By =0.4T, vy =24 m/h,
Filterporositit 0.96
S 0.6 ]
S 05
04 - 0417 @
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1 : Hef
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O-O L T T T T L T T T T T T T T T T T T T T
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Filtervolumina (BV)

Einfluss der Zellkonzentration

Die HGMS der magnetischen Modelltragerpartikeln Mm aus einer Hefezellsuspension
filhrte zu nahezu ebenso hohen Abscheidegraden wie bei der Separation der zellfreien
Suspension (vgl. Abb. 6-20). Nur bei der Verwendung sehr hoher Zelldichten von 500 g/L
BFM trat ein sofortiger Durchbruch von 1.4% der Zulaufkonzentration auf, gefolgt von
einem flachen Durchbruchsverhalten.
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Abb. 6-20: Durchbruchskurven fiir die Separation von 1pm grolen Magnetit Partikeln ‘Mm’ von Hefezellen
(Saccharomyces cervisiae) mit einer in der Legende angegebenen Biofeuchtmassekonzentration; das Fluid
war 20 mmol/L Natriumphosphatpuffer bei pH 7.0; Magnetpartikelkonzentration 2.0 g/L, Stromungs-
geschwindigkeit 24 m/h, Flussdichte 0.4 T, Filterldnge 50 mm, longitudinale Filteranordnung (Solenoid).

Hubbuch (2001) berichtet fiir ungepufferte Hefezellsuspensionen in Wasser unter
Verwendung von Polyglutaraldehyd-beschichteten MJH-Tragern von einer Adsorption der
positiv geladenen Magnetpartikeln an die negativ geladenen Zellwénde. Dadurch wurde
eine Koagulation der Gesamtsuspension (Heterokoagulation) verursacht, die in einem
HGMS-Experiment zu einem sofortigen Filterdurchbruch ohne Abscheidung der Magnet-
partikeln fiihrte. Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit unter Verwendung gepufferter
Suspensionen aus Hefezellen und Magnetpartikeln nicht gemacht werden. Auch fiir
gepufferte Suspensionen aus E. coli-Zelldebris mit Magnetpartikeln wurde eine gute Sepa-
rierbarkeit mittels HGMS erzielt (vgl. Kapitel 6.4).

Dieser Vergleich zeigt, dass das Puffermedium sowohl fiir die Partikel-Zell-Interaktion als
auch fiir die Wechselwirkung zwischen den gleichartigen Partikelarten entscheidend ist.
Einheitliche Partikeln besitzen die selbe Oberflichenladung, die {iber eine Zetapotential-
messung charakterisiert werden kann. Die Oberflichenladung ist bei hoheren pH-Werten
negativ, bei geringen pH-Werten positiv. Der Vorzeichenwechsel findet beim so genannten
isoelektrischen Punkt statt. Der korrespondierende pH-Wert wird haufig mit pl (isoelektri-
scher Punkt) bezeichnet. Die Stabilitét der Suspension gleichartiger Partikeln wird durch
die DLVO-Theorie (Derjaguin 1941, Verwey 1948) beschrieben, die eine zunehmende
Destabilisierung der Suspension mit zunehmender Ionenstirke und abnehmender Ober-
flichenladung voraussagt. Zur Verhinderung einer Koagulation gleichartiger Partikeln
(Homokoagulation) sollte demnach der pH-Wert nicht nahe am pI-Wert liegen und sollte
die Salzkonzentration nicht zu hoch gewahlt werden.
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In Suspensionen mit zwei unterschiedlichen Partikelarten spielen die pl-Werte beider
Partikelsorten eine Rolle. Hefezellen besitzen einen pl-Wert von etwa 3 (Dauer 1991),
wiahrend der pI-Wert fiir PGA-beschichtete Magnetpartikeln bei etwa 7.2 liegt (Hubbuch
2001). Dies fiihrt dazu, dass bei einem meist verwendeten pH-Wert um 6.8 die Hefezellen
eine negative, die Magnetpartikeln aber eine positive Oberflichenladung tragen und
deshalb in ungepufferten Medien koagulieren konnen. Wird allerdings die Ionenstédrke der
Losung erhoht, so kdnnen die Oberflichenladungen durch eine Ionenhiille um die Partikeln
maskiert werden, so dass keine Koagulation der unterschiedlich geladenen Partikeln mehr
eintritt. Um gleichzeitig eine Homokoagulation gleichartiger Partikel zu verhindern, darf
die Salzkonzentration aber auch nicht zu hoch gewihlt werden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Phosphatpuffer (NaH,POs, pH 7.0, eingestellt durch NaOH) in den Konzen-
trationen zwischen 20 und 100 mmol/L PO,> lieBen keine Heterokoagulation bzw.
Beeintriachtigung der Magnetseparation beobachten.

Die folgende Abb. 6-21 zeigt den Einfluss der Zellkonzentration bzw. der damit verbun-
denen Viskositdt der Suspension auf die Sittigungskapazitit der HGMS-Matrix. Die
Viskositidtsmessungen der Zellsuspensionen in Natriumphosphatpuffer wurden ohne
Magnetitanteil mittels eines Hoeppler-Kugelfallviskosimeter bei 25°C durchgefiihrt.

Bis zu einer Zellkonzentration von etwa 10 g/l BFM lésst sich kein signifikanter Riick-
gang der Kapazitit feststellen (vgl. Abb. 6-20 und Abb. 6-21 links), fiir noch hohere
Konzentrationen von 100 g/L wird vermutlich ein Teil der Zellen in die HGMS-Anlager-
ungsbereiche im Filter mit eingeschlossen. Diese ,mechanische’ Einlagerung ist aber nicht
mit einer Koagulation, zu vergleichen, bei der ein sofortiger Durchbruch auftreten wiirde
(vgl. Hubbuch 2001). Die teilweise Einlagerung von Zellen in die Anlagerungsbereiche
macht aber deutlich, dass sich fiir die Aufreinigung von Biomolekiilen nach der Magnet-
separation ein Waschschritt der Partikeln anschlieBen muss, um noch den Partikeln anhaf-
tende Zellen vollstindig zu entfernen.
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Abb. 6-21: Einfluss der Zellkonzentration auf die Sattigungskapazitit des HGMS
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Der Einfluss der Zellkonzentration bzw. der Suspensionsviskositit auf die relative
Anfangsdurchbruchskonzentration zeigt Abb. 6-22. Unterhalb einer Zellkonzentration von
100 g/L BFM liegt diese stets unterhalb 0.2%, steigt bei hoherer Zellkonzentration jedoch
deutlich an. Bei der sehr hohen Zellkonzentration von 500 g/L tritt entsprechend ein
sofortiger Durchbruch von 1.4% der Zulaufkonzentration auf. Die Tatsache, dass selbst bei
derart hohen Zellkonzentrationen noch eine effektive Magnetseparation moglich ist,
bestdtigt nochmals die Vermutung, dass unter den gewéhlten Pufferbedingungen keine
Heterokoagulation eintritt, sondern die verminderte Kapazitit und Abscheideeffizienz
alleine auf die erhohte Viskositit der Zellsuspension zuriickzufiihren ist, durch die sich die
Magnetpartikeln in Richtung Abscheidedrahte bewegen miissen.
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Abb. 6-22: Einfluss der Zellkonzentration auf die (Anfangs-)Abscheideeffizienz des HGMS

6.1.2 Integriertes HGMS-System HGF-10

Ziel der Konstruktion und der Fertigung eines integrierten HGMS Systems war es, die
zuvor unter der Verwendung des Labor-HGMS gewonnenen Kenntnisse in ein upscale-
fahiges industrielles System zu iibertragen und die speziellen Erfordernisse wie Kosten-
effizienz (durch Verwendung eines neuartigen schaltbaren Permanentmagnetsystems) und
Automatisierung der Prozessschritte (durch Computersteuerung von Ventilen, Pumpen,
Ultraschallwandler und Magnetmotor) zu erfiillen.

Wie bereits in Abschnitt 6.1.1.6 erortert, lassen sich durch Verwendung einer kombinierten
Filteranordnung, bei der sich je 50% der Dréhte in einer transversalen bzw. in einer axialen
Anordnung befinden, hohe Filterkapazititen zusammen mit einer maximaler Feldausnutz-
ung erzielen. Ndhere Angaben zu dem verwendeten Matrixpaket und zum Aufbau des
Magnetseparators finden sich im konstruktiven Teil der Arbeit.

6.1.2.1 Vergleich zwischen HGF-10 und Labor-HGMS

Zunichst wurde ein Vergleich der Separation zwischen dem Labor-HGMS und dem neuen
System HGF-10 gezogen. In Abb. 6-23 sind DBK des Labor-HGMS sowie des HGF-10
gegeniibergestellt. Die Kapazitit des HGF-10 ist um etwa 30% geringer als die des Labor-
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HGMS, wobei dies vermutlich in der weniger homogenen Durchstromung der quader-
formigen HGF-10 Matrix begriindet liegt. Eine gleichméBige Fliissigkeitsaufgabe ist im
Vergleich zur zylindrischen Filterkammer des Labor-HGMS schwieriger, so dass
bestimmte Bereiche des Matrixpakets vermutlich nur unzureichend mit Suspension durch-
stromt werden. AuBlerdem erreicht die Flussdichte im Luftspalt des HGF-10 mit 0.32 T
nicht ganz die Flussdichte, die standardmiafig fiir den Labor-HGMS verwendet wurde. Die
unter Verwendung des Labor-HGMS gewonnenen prinzipiellen Abhingigkeiten erschei-
nen fir den industriellen Prototyp trotz verdnderter Matrixkonfiguration jedoch ihre
Gltigkeit zu behalten.

Die Filtereffizienz fiir den HGF-10 Typ erreicht in der Anfangsphase der Separation
hohere Werte, was in der groBeren Filterlinge des HGF-10 von 12 cm im Vergleich zu
5 cm begriindet liegt (vgl. Abb. 6-23 rechts). Sie betrdgt im Mittel bis zum Erreichen eines
1%-igen Durchbruchs 99.88% fiir den HGF-10 und 99.5% fiir den Labor-HGMS.
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Abb. 6-23: Vergleich der beiden HGMS-Systeme; v, = 24 m/h, ¢y = 2 g/L, Mm-Partikeln,
feiner Matrixtyp (1x0.224 mm)

6.1.2.2 Partikelwiedergewinnung (HGF-10)

Die Partikelwiedergewinnung nach erfolgter Separation erfolgte durch einminiitiges
Kreislaufspiilen bei Maximalgeschwindigkeit der Pumpe entsprechend einer Filterge-
schwindigkeit von 70 m/h und gleichzeitigem Eintrag von Ultraschall in das Filtergehduse.
Danach wurde mit 1L deionisiertem Wasser ausgespiilt und der nédchste Spiilzyklus
gestartet. Nach 4 Regenerationszyklen wurde die Matrix ausgebaut und im Ultraschallbad
vollstidndig gereinigt. Die im Ultraschallbad zuriickbleibende Partikelmenge dieser Reini-
gung wurde ebenfalls bestimmt. In Abb. 6-24 ist die Gesamtriickgewinnung in Abhéngig-
keit der angewandten Spiilzyklen aufgetragen. Nach 4 Spiilzyklen verblieben immer noch
tiber 30% auf der Separationsmatrix. Die ungeniigende Wiedergewinnung der Partikeln
liegt zum FEinen sicherlich an der bautechnisch bedingten vergleichsweise niedrigen
Riickspiil-Filtergeschwindigkeit von maximal 70 m/h, zum Anderen aber auch an einer
geringen Ultraschall-Amplitude von nur 1-2 um (gemessen an der Filterkammerober-
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fliche). Hinzu kommt, dass die Leistungsaufnahme des verwendeten Ultraschallprozessors
von 130 W nicht die Nennleistung von 250 W erreichte. Auflerdem ist vermutlich die
Schallabsorption innerhalb der Matrix nicht homogen und damit die Wirkung des Ultra-
schalls im Matrix-Inneren nicht ausreichend, um eine vollstdndige Partikelablosung zu
bewirken. Dies ist beim Labor-HGMS weniger relevant, da die erforderliche Eindringtiefe
hier maximal 15 mm betrégt, wihrend beim HGF-10 bis zu 80 mm notwendig sind und die
Leistung tiber eine Lénge von 120 mm eingebracht wird.

100%

Abb. 6-24: Partikelwiedergewinnung im
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Fiir eine gute Partikelwiedergewinnung sollte in technischen Magnetseparationsanlagen
daher auf eine ausreichende Riickspiilgeschwindigkeit oberhalb etwa 200 m/h und auf
effiziente zusitzliche Malnahmen fiir einen Energieeintrag geachtet werden. Neben
Ultraschall bieten sich hierfiir mechanische Vibrationen bzw. eine Fliissigkeitspulsation an.
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6.2 Offene-Gradienten Magnetseparation (OGMYS)

Neben der diskontinuierlich betriecbenen HGMS wurde als weiteres Separationsverfahren
die kontinuierlich arbeitende Offene-Gradienten Magnetseparation (OGMS) auf eine
Eignung zur Separation magnetischer Mikropartikeln hin untersucht. Zur Charakteri-
sierung des Einflusses der relevanten physikalischen Groflen auf die Separationseffizienz
wurde zundchst der OGMS-Laborseparator (siche Abschnitt 3.4.1) unter Verwendung von
Magnetitpartikeln ,Mm’ untersucht. Zur Realisierung eines Upscalings und zur Verbes-
serung des Konzentratabzugs wurde weiterhin ein OGMS-Separator mit Schlammriumer-
Konstruktion verwendet (sieche Abschnitt 3.4.2). SchlieBlich wurde die kontinuierliche
Separation magnetischer Mikropartikeln aus einer Hefezell-Suspension untersucht.

6.2.1 Absatzweise betriebene OGMS (ohne Konzentratabzug)

Anhand des Labor-OGMS wurden zunéchst Parameterstudien durchgefiihrt, um den Ein-
fluss der geometrischen Anordnung, der Stromungsgeschwindigkeit, der Flussdichte und
der Verwendung unterschiedlicher Partikeln auf den Abscheidegrad zu bestimmen. Ein
Konzentratstrom wurde dabei nicht abgezogen, so dass sich die Partikeln am Boden des
Separators zunehmend ansammelten. Die Kapazitit des Moduls war jedoch stets ausreich-
end, so dass es im Versuchszeitraum zu keiner Riickwirkung der Ansammlung auf die Fil-
tratkonzentration kommen konnte.

6.2.1.1 Variation der Einbauhthe

Zur Auffindung der optimalen Einbauposition wurde die axiale Einbauhdhe variiert und
jeweils die Ablaufkonzentration im Filtrat bestimmt. Parallel wurde die Triibung des
Filtrats mitaufgezeichnet. In Abb. 6-25 kann man erkennen, dass die minimale Filtrat-
konzentration bei einer Einbauhdhe 2 cm unterhalb der Standardhoéhe erreicht wurde. Dies
entspricht etwa einer Aufgabe der Suspension auf die Ebene der Spulenmitte und damit der
Gleichgewichtsposition der Partikeln, da auf der Spulenmitte kein Feldgradient auftritt.

Bei der verwendeten Filtergeschwindigkeit von 4.3 m/h und einer Flussdichte von 1.0 T
wurde eine minimale Filtratablaufkonzentration von 0.24 % der Zulaufkonzentration er-
reicht.
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6.2.1.2 Einfluss der Filtrationsgeschwindigkeit und der Flussdichte

Die wichtigsten Einflussfaktoren auf das Separationsverhalten sind neben konstruktiven
Faktoren und StoffgréBen (der Partikeln und des Mediums) die Filtrationsgeschwindigkeit
und die Flussdichte des Feldes. Der Einfluss der Flussdichte auf die relative Filtrat-
konzentration ist in Abb. 6-26 fiir verschiedene Filtergeschwindigkeiten bei der Verwen-
dung von Magnetit Mm dargestellt. Bei sehr geringen Stromungsgeschwindigkeiten von
0.85 m/h werden selbst bei minimalen Flussdichten von nur 0.1 T Filtratkonzentrationen
von maximal 3% der Zulaufkonzentration erreicht. Bei Flussdichten oberhalb 3 Tesla
konnten gravimetrisch keine Partikeln mehr im Filtrat nachgewiesen werden. Um gute
Filtrationseffizienzen bei Filtergeschwindigkeiten von einigen m/h realisieren zu konnen,
muss die Flussdichte auf mehrere Tesla erhoht werden. Fiir eine Filtergeschwindigkeit von
2.6 m/h gelangen bei 1.0 T Flussdichte etwa 3.2 % der Partikeln im Zulauf ins Filtrat.
Dieser Wert lésst sich jedoch bei Anwendung von 5 Tesla halbieren. Bei einer Filterge-
schwindigkeit von 4.2 m/h lassen sich auch bei 5 T nur noch etwa 2.8% des Zulaufs
erreichen.
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Abb. 6-26: Variation von Flussdichte und Filtrationsgeschwindigkeit fiir die absatzweise betriecbene OGMS

von Magnetit Mm. (Fiir geringe Flussdichten von 0.1-0.25 T treten hohere Filtratkonzentrationen auf, die in
der Abbildung nicht dargestellt sind, siche Abb. 6-27)

Um eine allgemeine Beschreibung der Abscheideeffizienz im Falle der absatzweise
betriebenen OGMS zu erzielen, wurde im Theorieteil (Abschnitt 4.2) eine dimensionslose
Kennzahl M eingefiihrt, die aus dem Verhiltnis aus maximaler Magnetkraft und hydro-
dynamischer Widerstandskraft gebildet wird:

M= 2b°M, , (VB)

max

Gleichung 6-4
mv,

Trégt man die relative Ablaufkonzentration C = c/cy liber der M-Zahl doppel-logarithmisch
auf, so erhdlt man die in Abb. 6-27 gezeigte Darstellung. Man erhélt einen einheitlichen
Zusammenhang der Abscheideeffizienzen durch:

C,

C(M)= 7T Gleichung 6-5

Hierbei wurde die relative Ablaufkonzentration C; bei der M-Zahl von 1 zu 0.017
ermittelt. Dass fiir diesen Fall gleicher Magnetkraft und Widerstandskraft noch Abscheide-
effizienzen von liber 98 % erzielt werden, ldsst sich dadurch erkldren, dass M-Zahlen stets
mit den Radien b unmagnetisierter Partikeln gebildet wurden. Beim Einbringen ins
Magnetfeld tritt allerdings eine magnetische Agglomeration der unterschiedlichen
Partikeln ein. Die M-Zahl steigt damit quadratisch mit dem Agglomeratdurchmesser an,
wodurch die Abscheideeffizienz gemil3 Gleichung 6-5 entsprechend erhdht wird.
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Abb. 6-27: Variation von Flussdichte und Filtrationsgeschwindigkeit fiir die absatzweise betriebene OGMS
von Magnetit ,Mm’

6.2.1.3 Verschiedene Partikelsorten

Zur Untersuchung des Einflusses der Partikelart auf die Abscheideeffizienz wurden drei
verschiedene Partikelsorten (Mm, Silica und MJH) untersucht. Bei einer konstanten Stro-
mungsgeschwindigkeit von 2.6 m/h wurde daneben die magnetische Flussdichte zwischen
0.05 und 5 Tesla variiert. Die Zulaufkonzentration betrug stets 2 g/L. In Abb. 6-28 ist die
relative Ablautkonzentration im doppelt-logarithmischen Diagramm {iber der verwendeten
magnetischen Flussdichte dargestellt. Es ergeben sich deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Partikelsorten. Bei den Silica-Magnetit-Partikeln lag die Ablaufkonzentra-
tion bei 0.25 T bereits bei 0.1% der Zulaufkonzentration. Ab 0.5 T konnten keine Partikeln
mehr im Filtrat nachgewiesen werden. Bei MJH-Magnetit wurde diese Effizienz erst bei 5
T erreicht. Bei 1 T betrug die Ablaufkonzentration 1% des Zulaufs, bei 0.1 T 25%. Die
schlechteste Abscheidung wurde bei Verwendung von Mm-Magnetit erzielt. Selbst bei
einer Flussdichte von 5 T wurde noch 1% des Zulaufs im Filtrat gefunden. Bei 1 Tesla
stieg die relative Ablaufkonzentration auf 3.2% an.

Um auch bei Verwendung unterschiedlicher Partikelsorten zu einer einheitlichen Dar-
stellung zu gelangen, wurde die relative Ablaufkonzentration wiederum tiber der dimen-
sionslosen M-Zahl aufgetragen (Abb. 6-29). Allerdings wurde die M-Zahl hier nicht mit
dem Radius unmagnetisierter Einzelpartikeln gebildet, sondern die realistischere Annahme
einer Partikelagglomeration im Magnetfeld getroffen. Der Partikelagglomeratdurchmesser
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wurde fiir jede Partikelart jeweils so abgeschétzt, dass gerade gilt C(1) = 0.5. Fiir den Fall,
dass die Magnetkraft gerade der hydrodynamischen Widerstandskraft entspricht, gelangen
also gleiche Anteile an Partikelmasse ins Filtrat und ins Konzentrat. Diese Annahme
erscheint insofern sinnvoll, da fiir Partikeln, die sich im Kréftegleichgewicht befinden, die
Wahrscheinlichkeit ins Filtrat bzw. Konzentrat zu gelangen, gleich gro8 ist.
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Abb. 6-28: Vergleich verschiedener Partikelsorten bei v =2.6 m/h
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Abb. 6-29: Vergleich verschiedener Partikelsorten bei v =2.6 m/h
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Im doppelt-logarithmischen Diagramm der Abb. 6-29 erhdlt man also Geraden, die durch
den Punkt (C =0.5; M = 1) laufen. Die Steigungen der Geraden unterscheiden sich aller-
dings fiir die drei Partikelarten. Da fiir einen "idealen" Separator und monodispersen
Partikeln eine Sprungfunktion gemal

Gleichung 6-6

[0 firM<1
1 firM>1

zu erwarten wire, liegt die Vermutung nahe, dass die Abweichungen vom idealen
Verhalten durch die Polydispersitit des Partikelkollektivs (mit-)verursacht wird. In Abb.
6-30 ist der Exponent a der Funktion

Cl
Ma

C(M) = Gleichung 6-7
in Abhédngigkeit der Varianzen der Flachendichteverteilungen qy(x) fiir die verschiedenen
Partikelsorten dargestellt. Insbesondere fiir die nicht-magnetisierten Partikeln ergibt sich
ein linearer Zusammenhang zwischen den beiden GréBen. Ein Anteil der Nichtidealitét des
Separators kann also auf die Polydispersitdt des Partikelkollektivs zuriickgefiihrt werden.
Fiir den Grenzfall 6° — 0 ergibt sich formal ein absolutes Maximum der Steigung o in
Gleichung 6-7 von 1.44.

14 - Abb. 6-30: Abhéngigkeit des Exponenten o von der
. A Varianz der Verteilungsfunktion q,(x). Unmagneti-

1.2 1 sierte Partikeln (@), bzw. magnetisiert bei 1T (A).

o ]

. A® 2

1.0 ] a=1.44—0—2,giltﬁir 1.1 pm® < 6% < 5.1 pm?.
] A 8.97um

0.8 ] T T T r T T T T

0 2 4 6 8
2

c2
Trégt man C {iber M* auf, so erhilt man fiir alle untersuchten Partikelarten die einheitliche
Darstellung in Abb. 6-31. In guter Niherung gilt:

C-M" =konst Gleichung 6-8

Die Konstante in Gleichung 6-8 wurde hier durch die Annahme C(1) = 0.5 festgelegt. Zur
Auslegung eines OGMS-Apparates mit einer unbekannten Partikelsorte sollte diese
Konstante durch ein 1-Punktexperiment ermittelt werden. Wird beispielsweise fiir M* = 10
die relative Ablaufkonzentration C;y experimentell ermittelt, so kann iiber den Zusammen-
hang

CIO

C(M*) =
(M) 10-M*

Gleichung 6-9

das Verhalten des Separators bei jeder Feldstirke und Filtergeschwindigkeit ermittelt
werden.
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Abb. 6-31: Vergleich verschiedener Partikelsorten bei v =2.6 m/h

Aus der Bedingung, dass fiir unterschiedliche Partikelarten bei gleicher M*-Zahl gleiche
Abscheideeffizienzen erreicht werden, lassen sich die mittleren Agglomeratdurchmesser
aufgrund der magnetischen Aggregation der Primérpartikeln innerhalb des Separators
ermitteln. In Tabelle 6-3 sind die Partikeldurchmesser X« bei der die Dichteverteilung
gz2(x) der unmagnetisierten Partikeln maximal wird und die Durchmesser der magnetischen
Agglomerate gegeniiber gestellt. In Abb. 6-32 ist die relative Partikelgroendnderung
durch Magneto-Agglomeration und die relative irreversible PartikelgroBenénderung durch
dauerhafte Aufmagnetisierung oder von Van-der-Waals-Kréften verursachte Agglomera-
tion dargestellt. Hohe Magneto-Agglomeration ist flir jede magnetische Separations-
methode aufgrund der quadratischen Abhidngigkeit der M-Zahl vom Partikeldurchmesser
von Vorteil. Die Vermeidung einer hohen irreversiblen Agglomeration ist dagegen in
vielen Fillen, insbesondere fiir biotechnologische Verfahren, bei denen hohe spezifische
Oberfldachen bereitgestellt werden miissen, von essentieller Bedeutung. Ein hoher Anteil
irreversibler Agglomeration erschwert die Wiederverwendung der Magnetbeads oder
macht sie gar unmdoglich. Neben der Verringerung der spezifischen Oberfldche, konnen
auch Fouling-Probleme entstehen, da die Partikeln unter Umstinden nicht mehr effektiv
gereinigt bzw. sterilisiert werden konnen. Selbst wenn die innere Phasengrenzfldche bei
makropordsen Agglomeraten noch zugénglich ist, entstehen zusitzliche Stofftransport-
widerstinde, die die Vorteile der Verwendung von Mikropartikeln zum Teil wieder
autheben konnen.
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Tabelle 6-3: PartikelgroBen unmagnetisiert und auf M, , magnetisiert

Partikelsorte  Xmax (Unmagnetisiert) x (in derSattigung) x (nach Magnetisieren)
MIJH 0.60 20.2 0.66
Mm 0.72 14.8 0.75
Silica 2.21 53.6 3.01
50 7 05 Abb. 6-32: Relative Zunahmen der
5 . Ineversible partikelgroRenzunahme S Pantkeleroen durch Binbringen
'g 40 1 04 g ins Magnetfeld (Magneto-Agglo-
2 ] - % £ meration, linke Achse) und
o 807 r03 5 irreversible Vergroferung des
§ 0 7 o % Partikeldur.ch.messers nach
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qg)) 10 * r 0.1 g
g 7 R
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6.2.2 Kontinuierliche Separation

Bei der voll-kontinuierlichen Betriebsweise mit Konzentratabzug wurden mitunter deutlich
hohere Filtratkonzentrationen gefunden. In Abb. 6-33 sind die relativen Filtrat- und
Konzentratkonzentrationen, bezogen auf die Zulaufkonzentration von 2 g/L, aufgetragen.
Die Filtergeschwindigkeit betrug 4.2 m/h, die Flussdichte 1.0 Tesla. 5% des Gesamt-
volumenstroms von 50 mL/min wurden als Konzentratstrom abgezogen. Die relative Fil-
tratkonzentration liegt mit 5-19 % tiber den Werten, die ohne Konzentratabzug gefunden
wurden. Im stationdren Zustand einer kontinuierlich betriebenen OGMS erhilt man fiir die
relative Konzentratkonzentration (siche Abschnitt 4.3.1):

Z—i=i{1—(1—\’;{)z—j Gleichung 6-10
Fiir den vorliegenden Fall liefert Gleichung 6-10 bei einer mittleren relativen Filtratkon-
zentration von 0.12 eine theoretische relative Konzentratkonzentration von 17.7.

Der stationdre Zustand kann sich zu Beginn der Separation nicht sofort einstellen, da eine
Riickvermischung im Separatorraum auftritt. Nach einer Zeit von 10 t = 20 min sollte das
instationdre Verhalten aufgrund der Riickvermischung jedoch verschwinden.

Waihrend sich fiir die Filtratkonzentration ndherungsweise ein stationdrer Zustand einstellt,
verhdlt sich die Konzentratkonzentration instationdr. Die experimentell ermittelten Kon-
zentrationen liegen zum Teil oberhalb, aber auch deutlich unterhalb der theoretischen
stationdren Konzentratkonzentration. Gravimetrisch wurde nach Versuchsende ein Ver-
bleib von 14.8 g Partikeln im Separator ermittelt. Obwohl hohe Aufkonzentrierungen bis
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iiber 20 erreicht werden, scheint der hohe Verbleib an Partikeln im Separator von hier 56%
der zugefiihrten Menge, gegeniiber der HGMS-Separation nachteilig zu sein.

Durch Erhohung des Konzentratanteils vk lieB sich die relative Filtratkonzentration deut-
lich senken, allerdings traten auch hier starke Schwankungen der Konzentratkonzentration
auf, die nicht nur zu einer allméhlichen Zunahme der Filtratkonzentration fiihrten, sondern
nach 360 min Betriebszeit schlieBlich in einer Verstopfung des Konzentratabflusses
endeten (vgl. Abb. 6-34).
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Abb. 6-33: OGMS von Magnetit Mm, ¢y =2 g/L, v=4.2m/h, By=1.0 T, vk = 5%
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Abb. 6-34: OGMS von Magnetit Mm, ¢y =2 g/L, v=4.2m/h, By=1.0 T, vk = 15%

6.2.2.1 OGMS-Separator mit Schlammraumer-Konstruktion

Um das Feldvolumen des Supraleiters besser auszunutzen, wurde der im konstruktiven Teil
beschriebene OGMS mit einem Innendurchmesser von 74 mm verwendet. Er besitzt
gegeniiber dem Labor-OGMS eine 5-fach groBere Filterfliche und zusétzlich einen
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mechanischen Schlammrdumer, so dass geringere Schwankungen der Konzentratkonzen-
trationen im Vergleich zum Labortyp zu erwarten waren.

Wie aus Abb. 6-35 hervorgeht, wurden fiir eine Flussdichte von 1 T geringe Filtratkonzen-
trationen von 1.6% der Zulaufkonzentration erreicht, was vergleichbar mit dem Labor-
separator ist, fiir den fiir 15% Konzentratanteil im gleichen Zeitraum eine mittlere relative
Filtratkonzentration von 1.4% erreicht wurde. Ein Upscaling des urspriinglichen Labor-
separators bei konstanter Filterflichenbelastung (Zulaufvolumenstrom / Filterfldche)
erscheint demnach gerechtfertigt. Die Schwankungsbreite der Konzentratkonzentrationen
war allerdings nahezu unverindert gegeniiber dem Laborseparator ohne Schlammriumer.
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Abb. 6-35: OGMS unter Verwendung des Schlammraumer-OGMS, Magnetit Mm, ¢, =2 g/L., v=4.2 m/h,
By=1.0T, vk =20%

6.2.3 Separation von Magnetit aus Hefezellsuspensionen

Um eine Aussage treffen zu konnen, in wieweit magnetische Mikropartikeln von
biologischen Zellen mittels OGMS voneinander zu separieren sind, wurden Versuche mit
Mischungen aus Bidckerhefe (S. cervisiae) und Magnetitpartikeln Mm durchgefiihrt.
StandardmiBig betrugen die Konzentrationen von Magnetit und Hefe je 2.0 g/L. Die
Partikeln wurden in wéssrigem Natriumphosphatpuffer NaH,PO4 0.1 mol/L, der mit
Natronlauge auf pH 7.0 eingestellt wurde, suspendiert. In Abb. 6-36 sind die Konzen-
trationsverldufe der Hefe ("Tails") und des Magnetits ("Mags") in Filtrat und Konzentrat
dargestellt. Die Gesamtkonzentrationen wurden jeweils gravimetrisch bestimmt. Das
Mengenverhéltnis von Magnetit und Hefe wurde zusétzlich magnetometrisch bestimmt.
Die Versuchsbedingungen waren eine Flussdichte von 1.0 T, eine Stromungsgeschwindig-
keit von 4.2 m/h und ein Volumenstromverhéltnis vk von 5 %.

Die relative Filtratkonzentration entspricht mit durchschnittlich 10% ungefdhr dem Wert
ohne Hefe. Die Wiederfindung der Hefe im Filtrat liegt durchschnittlich bei 98%. Im
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Vergleich zur Separation von Magnetit ohne Hefe scheint die Zeit bis zum Erreichen einer
stationdren Magnetitkonzentration im Konzentrat erhoht (140 Min gegeniiber 80 Min.).
Dies ist unter Umstidnden auf einen verdnderten Dispersionsgrad des Magnetits durch das
verwendete Puffermedium zuriickzufiihren. Durch eine Erhdhung der magnetischen
Flussdichte auf bis zu 5 Tesla konnte die relative Filtratkonzentration der Magnetpartiklen
auf 1% gesenkt werden (vgl. Abb. 6-37).

Die Abtrennung des Magnetits von Béckerhefe mittels OGMS ist somit mdglich.
Koagulations- und Anlagerungseffekte zwischen den beiden Partikelsystemen scheinen
unter den gewihlten Versuchsbedingungen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. In
wieweit eine Abtrennung auch mit funktionalisierten Magnetbeads gelingt, muss noch
untersucht werden.
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6.3 Repulsive Mode Magnetseparation (RMMS)

Neben der OGMS wurde ein weiteres vollkontinuierliches Magnetseparationsverfahren,
die Repulsive Mode Magnetseparation (RMMS), entwickelt und untersucht, das im Gegen-
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satz zur OGMS ohne den Einsatz von vergleichsweise aufwendigen und teuren Supraleiter-
magneten auskommt. In diesem Kapitel werden die Einflussgroflen anhand experimenteller
Untersuchungen und anhand den in Kapitel 4 dargestellten theoretischen Uberlegungen
diskutiert.

6.3.1 Qualitative Uberpriifung des Modells

Zur qualitativen Uberpriifung des in Kapitel 4 postulierten Abscheidemechanismuses
wurde der RMMS einige Zeit mit Magnetit vom Typ ,Mm’ in einer Konzentration von
0.2 g/L beaufschlagt. Abb. 6-38 zeigt eine Fotographie des Inneren des Stromungsrohres
nach Versuchsende. Deutlich zu erkennen sind die Partikelablagerungen am linken und
rechten Rand des Rohres. Die nicht abgebildeten Metallstibe befinden sich ober- und
unterhalb des Stromungsrohres. Die magnetischen Feldlinien verlaufen in horizontaler
Richtung. Dieser qualitative Versuch zeigt, dass die Magnetpartikeln von den magneti-
sierten Stdaben abgestoflen werden und durch den Einfluss der anziehenden Bereiche der
Stibe zur Seite abgelenkt werden. Der prinzipielle Verlauf der berechneten Partikelbahnen
entspricht also dem experimentellen Ergebnis (vgl. Abb. 4-21). Eine Quantifizierung der
Filtrat- und Konzentratkonzentrationen bzw. des Abscheidegrads bei unterschiedlichen
Versuchsbedingungen erfolgt in den ndchsten Abschnitten.

Abb. 6-38: Fotografie des Inneren des Stromungsrohres
(Innendurchmesser 5 mm) nach dem Ende eines Separa-
tionsversuchs mit einer Magnetit-Suspension. Deutlich zu
erkennen sind die Partikelablagerungen am linken und
rechten Rand des Rohres. Die nicht abgebildeten Metall-
stibe befinden sich ober- und unterhalb des Stromungs-
rohres. Die magnetischen Feldlinien verlaufen in horizon-
taler Richtung.

6.3.2 Einfluss der Partikelkonzentration

Zur Charakterisierung des Einflusses der Partikelkonzentration auf das Separationsver-
halten des RMMS wurden Versuche mit variabler Partikelkonzentration bis zum Erreichen
einer konstanten Filtrat- und Konzentratkonzentration durchgefiihrt. Die Flussdichte betrug
jeweils 0.5 Tesla, die Filtergeschwindigkeit 305 m/h und der Konzentratvolumenstrom-
anteil 20 %. Die relativen Konzentrat- und Filtratkonzentrationen sind in Abb. 6-39 darge-
stellt. Fiir sehr geringe Zulaufkonzentrationen von 0.2 g/L ist die Filtratkonzentration etwa
30% geringer als bei Konzentrationen iiber 1.2 g/L. Bei einer weiteren Verdoppelung der
Zulaufkonzentration bleibt das Separationsverhalten jedoch weitgehend unverindert. Die
Zeit bis zum Erreichen konstanter Ablaufkonzentrationen im Konzentrat und im Filtrat ist
in guter Nidherung umgekehrt proportional zur Zulaufkonzentration. Dies lédsst sich
dadurch erkldren, dass sich zundchst Anlagerungszonen innerhalb des Stromungsrohrs in
0°-Position ausbilden. Erst wenn diese Anlagerungen eine bestimmte Dicke erreicht haben,
findet aufgrund der Scherkrifte der Stromung keine weitere Anlagerung statt, und es bildet
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sich ein stationdrer Zustand aus. Die Zeit bis zum Erreichen dieses Zustands hingt dem-

nach von der Menge der bereits zugelaufenen Partikeln, aber auch von der Stromungs-

geschwindigkeit ab.
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Abb. 6-40: Zeit bis zum Erreichen
konstanter Ablaufkonzentrationen
(abziiglich Totzeit); v =305 m/h,
By=05T,v=0.2

Die Stromungsgeschwindigkeit wurde fiir sonst konstante Bedingungen zwischen 150 und
800 m/h variiert. Die Zulaufkonzentration betrug 2 g/L, die Flussdichte 0.5 Tesla und der
Konzentratvolumenanteil 20%. Fiir eine Stromungsgeschwindigkeit von 305 m/h ist in

Abb. 6-41 exemplarisch der zeitliche Verlauf der relativen Ablaufkonzentrationen gezeigt.

Die als konstant ermittelten Ablaufkonzentrationen sind in Abb. 6-42 in Abhdngigkeit der

Stromungsgeschwindigkeit dargestellt. Erwartungsgeméll nimmt die Filtratkonzentration
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mit zunehmender Stromungsgeschwindigkeit zu. Die Konzentratkonzentration nimmt
allerdings erst ab etwa 450 m/h entsprechend ab, so dass die Massenbilanz gemal3 Gl. 4-23
geschlossen ist. Fiir kleinere Stromungsgeschwindigkeiten schlieBt sich im betrachteten
Zeitraum die Massenbilanz auch fiir weitgehend konstante Ablaufkonzentrationen nicht.
Vielmehr existiert ein Verbleib von Partikeln innerhalb des Separators, d.h. ein echt
stationdrer Zustand wurde noch nicht erreicht. Fiir die in Abb. 6-41 dargestellten Versuchs-
bedingungen (305 m/h) ergibt sich eine Senke von 19% des Zulaufs im quasi- stationiren
Fall. Dieser Anteil steigt fiir geringere Stromungsgeschwindigkeiten weiter an und erreicht
bei 150 m/h 35% des Zulaufs. Der Anteil des Zulaufs, der im quasi-stationdren Zustand im
Separator verbleibt (Senkterm) ist in Abb. 6-42 mit dargestellt. Eine mogliche Erklarung
fiir dieses Verhalten ist das selektive Abscheiden magnetisch stark suszeptibler Partikeln
aus dem Feedstrom. Ein analoges Verhalten wird auch bei der HGMS beobachtet. Hier tritt
nach Durchbruch des HGMS ein quasi-stationdrer Zustand auf, ohne dass die
Ablaufkonzentration die Zulaufkonzentration erreicht (c/co < 1).

3.0 : : : Abb. 6-41: Zeitliches Verhalten
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In Abb. 6-43 ist der experimentell ermittelte Abscheidegrad (¢ = 1-Cg) in Abhéngigkeit
der Stromungsgeschwindigkeit dargestellt (Punkte im Diagramm). Aufler dem Versuch bei
137 m/h, bei dem ein Abscheidegrad von 91.0% erreicht wurde, betrug die Zulaufkonzen-
tration stets 2.0 g/L. Der Abscheidegrad bei 137 m/h erscheint fiir eine Konzentration von
2.0 g/L nach den Ausfiihrungen zu Abb. 6-39 demnach etwas zu hoch bewertet. In Abb.
6-43 ist der aus der Modellierung des Separators berechnete Abscheidegrad als Funktion
der Stromungsgeschwindigkeit (durchgezogene Linie) mit aufgetragen (vgl. Kapitel 4.4.4
im Theorieteil).

Fiir die theoretische Berechnung des Abscheidegrads wurden fiir 13 Stromungsgeschwin-
digkeiten zwischen 0 und 800 m/h Abscheidegrade gemdll Gl. 4-49 berechnet. Fiir jeden
dieser 13 Abscheidegrade wurden 69 raumliche Partikelbahnen fiir eine Flussdichte von
0.5 Tesla numerisch berechnet. Fiir jede dieser 69 Einzelpartikelbahnen wurden wiederum
100 rdumliche Koordinaten zeitabhingig berechnet, so dass fiir die Darstellung des
theoretischen Abscheidegrads in Abb. 6-43 knapp 90000 Partikelkoordinaten berechnet
werden mussten. Fiir die Modellierung wurde ein Partikelradius von 12.5 pm ange-
nommen. Da die Partikeln nach Eintritt in den Separator sofort aufmagnetisiert werden,
tritt eine magnetische Agglomeration der Einzelpartikeln auf. Ein effektiver Durchmesser
dieser Agglomerate konnte nicht bestimmt werden, da die Partikeln nach Verlassen des
Separators ihre Magnetisierung nahezu vollstdndig verlieren und auch nicht mehr den
Scherkriften der Stromung ausgesetzt sind. Der ins Modell eingehende Partikelradius b ist
deshalb als Anpassungsparameter zu verstehen, der jedoch fiir alle Strémungsgeschwindig-
keiten gleich ist. Insgesamt stehen Modell und Experiment hinsichtlich eines Einflusses der
Stromungsgeschwindigkeit in sehr gutem Einklang.
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Abb. 6-43: Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf das Separationsverhalten des RMMS,
vi=0.2, ¢cy=2.0 g/L (auBBer 91.0%-Wert: ¢, =0.2 g/L), Bg=0.5T

6.3.4 Einfluss des Konzentratanteils

Nimmt man ein laminares Stromungsprofil innerhalb des Stromungsrohrs an, so ergibt sich
fiir den Volumenstrom der beiden Konzentratabziige ein Wert von vk =20% des Zulauf-
volumenstroms. Prinzipiell sind kleinere Konzentratanteile erstrebenswert, da sich damit
der Konzentrierungsfaktor erhoht. Allerdings sind mit der Verringerung des Trennwand-
abstands von der Separatorwand ein erhohter konstruktiver Aufwand und ein hoheres
Risiko der Verstopfung der kleiner werdenden Konzentratkanile verbunden.

Da sich wihrend der instationdren Anfangsphase der Separation Anlagerungszonen im
Bereich des Konzentratabzugs ausbilden, verringert sich der Konzentratabzugsquerschnitt
allerdings durch diese Partikelanlagerungen, so dass ein Abzug von 20% des Zulaufs als
Konzentrat nicht optimal erscheint. Um ein optimales Verhalten des RMMS hinsichtlich
des Konzentratanteils zu finden, wurde deshalb beim verwendeten RMMS-Prototypen (bei
konstantem Trennwandabstand) der Konzentratanteil zwischen 5 und 20% variiert.

In diesen Versuchen wurden die Konzentrat- und Filtratverldufe je 30 Minuten lang
verfolgt, wobei nach etwa 10 Minuten konstante Werte erreicht wurden. Ein typischer
Verlauf ist in Abb. 6-44 fiir vg = 0.1 dargestellt. Der berechnete Verbleibs-Massenanteil ist
zu jedem Zeitpunkt mit dargestellt. Dieser geht innerhalb etwa 10 Minuten auf null zurtick
und wird einige Zeit sogar negativ, es kommt zu einer Art Uberschwingen, d.h. ein Teil der
Anlagerungen wird vermutlich wieder abgeldst, bzw. langsam aufgrund der angreifenden
Scherkrifte entlang des Stromungsrohrs in Richtung Konzentratabzug transportiert. Dies
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kann z.B. durch sukzessives Ablosen von Partikeln und erneutem Anlagern verursacht
werden.

Die konstanten Ablaufkonzentrationen (jeweils die Mittelwerte zwischen 10-30 min) sind
in Abb. 6-45 als Funktion des Konzentratanteils abgebildet. Durch Halbierung des
Konzentratanteils auf 10 % konnte die Konzentratkonzentration anndhernd verdoppelt
werden. Durch erneute Verringerung auf einen Wert von 5 % der Zulaufkonzentration
wurde sogar ein Konzentrierungsfaktor von 8.2 erreicht. Die relative Filtratkonzentration
durchlduft mit Verringerung des Konzentratanteils ein Minimum. Der urspriingliche Wert
von 0.58 verringert sich mit Halbierung des Konzentratanteils zuniachst um 30 %, steigt
mit weiterer Reduzierung aber wieder leicht an. Es deutet sich hier vermutlich eine
beginnende Verstopfung des Konzentratabzugs an, die bei weiterer Verringerung des
Konzentratanteils zu erwarten ist und zu einer Erhohung der Filtratkonzentration fiihren
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Abb. 6-44: Versuchsergebnis fiir ein Konzentratvolumenstromanteil von vg = 10 %, v =458 m/h, ¢, = 2.0 g/L,
By=0.5T.
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Abb. 6-45: Einfluss des Konzentratvolumenstromanteils auf das Separationsverhalten des RMMS,
v=458 m/h,cy=2.0g/L,B,=0.5T
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6.3.5 Kaskadierung von zwei Separationsstufen

Die im Vergleich zur HGMS nur méfBigen Abscheidegrade der RMMS lassen sich durch
ein Verschalten von mehreren RMMS-Stufen in Kaskade erhéhen. Es wurde ein Versuch
durchgefiihrt, bei dem sowohl das Filtrat als auch das Konzentrat einer ersten Separation
erneut einer RMMS zugefiihrt wurden. Da nur ein Separator zu Verfligung stand, erfolgten
die drei Separationen zeitlich nacheinander. Dabei wurden die Feedvolumenstrome der
zweiten Stufe so gewdhlt, dass sie dem Filtrat- bzw. Konzentratvolumenstrom der ersten
Stufe entsprachen. Um noch einen hinreichenden Konzentratvolumenstrom nach der
zweiten Stufe realisieren zu konnen, wurde die Stromungsgeschwindigkeit fiir die ersten
Stufe mit 600 m/h recht hoch gewihlt. Das Separationsergebnis der ersten Stufe ist in Abb.
6-46 gezeigt. Um ein hinreichendes Konzentratvolumen fiir die zweite Stufe (Konzentrat-
nachbehandlung) zu gewinnen, wurde der erste Versuch mit 130 min vergleichsweise
lange durchgefiihrt. Die Separationsergebnisse der Konzentrat- und Filtratnachbehandlung
(2. Stufe) sind in den Abb. 6-47 und Abb. 6-48 dargestellt. Insgesamt lie sich unter den
gewidhlten Bedingungen eine Konzentrierung um den Faktor 7 realisieren, die relative
Filtratkonzentration nach der 2. Stufe war mit 0.4 aber vergleichsweise hoch, was zum
Einen an der hohen Strdmungsgeschwindigkeit und zum Andern auch am hohen Konzen-
tratanteil von 20% lag. Sicherlich ldsst sich durch Optimierung sowohl die Aufkonzen-
trierung als auch die Abreicherung des Filtrats fiir eine zweistufige Anordnung verbessern.
Die Konzentrationen und Stromungsgeschwindigkeiten der unterschiedlichen Strome der
zweistufigen RMMS sind in Tabelle 6-4 zusammengefasst.
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Tabelle 6-4: Konzentrationen und Strémungsgeschwindigkeiten der 2-stufigen RMMS

Strom cin g/L C/Cein (Stufe) c/co (gesamt) v in m/h
Feed 2.5 - — 600
F 1.4 0.58 0.58 480
K 7.8 3.1 3.1 120
FF 1.0 0.73 0.40 384
FK 3.1 2.15 1.24 96
KF 3.8 0.51 1.52 96
KK 17.9 2.73 7.16 24
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6.4 Sorption an magnetische IMA-Mikrosorbentien

Anhand der Sorption von Modellproteinen an verschiedene im Rahmen der Arbeit
synthetisierte magnetische Immobilisierte-Metallchelat-Affinitits- (IMA) Mikrosorbentien
wurden die Trager miteinander verglichen und auf eine Eignung zur Aufreinigung eines
Zielproteins hin untersucht.

6.4.1 Sorption von Kupferionen an IMA-Trager

Zur Bestimmung der Ligandendichte an IDA auf der Oberfliche der IMA-Sorbentien
wurde die Beladungskapazitit der Partikeln fir Cu’"-Ionen bestimmt. Wie in den
folgenden Kapiteln dargestellt wird, sind hohe Dichten des Affinititsliganden auf der
Partikeloberflache wichtig, um ausreichende Proteinbindekapazititen, insbesondere aber
auch um ein geringes nicht-selektives Bindevermdgen zu erzielen. Die ermittelten Kupfer-
kapazititen sind ein MaB} fiir die IDA-Ligandendichte der synthetisierten magnetischen
Trégerpartikeln. Die Kupferionen reagieren stochiometrisch und dquimolar mit IDA-
Gruppen. Die Sorption wurde durch Zugabe von CuCl,-Losungen variabler Konzentration
zu einer konstanten Partikelmasse durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Beladung mit Kupfer
zum Zwecke der Proteinsorption wurden keine weiteren Elektrolyte wie NaH,PO4 oder
NaCl zugesetzt, da sonst Cu®” und Na'-Ionen in Konkurrenz um die Sorptionsplitze stehen
wiirden. Abb. 6-49 zeigt Sorptionsisothermen mit logarithmischer Auftragung der Kupfer-
kapazitit iiber der Gleichgewichtskonzentration im Uberstand. Die Séttigungskapazititen
der Langmuir-Ausgleichskurven sind der Tabelle 6-5 auf Seite VI-149 zu entnehmen.
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Abb. 6-49: Sorptionsisothermen fiir Kupfer(II)-lonen an magnetische IMA-Mikrosorbentien.
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Die gegeniiber den MJH-AGE-Partikeln um den Faktor 4.5 mal so hohe Kupfer-Kapazitét
der PVA-Trigerpartikeln (vgl. auch Tabelle 6-5) erscheint zunédchst erstaunlich, da die
PVA-Partikeln bei dhnlichem Durchmesser eine glatte und damit geringere Partikelober-
fliche besitzen (vgl. REM-Aufnahme in Kapitel 5). Die hohe Kupferkapazitit lasst sich
allerdings durch eine komplexierende Wirkung des PVA-Polymers selbst erklaren (Godard
1989, vgl. Abb. 6-50). Der Komplex zwischen PVA und Kupfer ist allerdings sehr
schwach, so dass die iiber PVA gebundenen Kupferionen bereits durch einen Pufferaus-
tausch wieder mobilisiert werden konnen (Pitfield 1992).

CH/ \CH Abb. 6-50: Komplexierung von Cu”'-Tonen durch
2\ }]I I'I ,H }'{ / 2 PVA; nach Pitfield (1992)
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6.4.2 Sorption von Hamoglobin (Hb)

6.4.2.1 Sorptionskinetik

Zur Untersuchung der Kinetik der Sorption von Proteinmolekiilen an magnetische IMA-
Mikrosorbentien wurde Rinder-Hdmoglobin als Sorptiv.  und kupferbeladene
Metallchelatpartikeln vom Typ MJH-BDE als Sorbens verwendet. 25 mg der Partikeln
wurden unter Riihren in 20, 50 bzw. 100 mL einer bei 25°C thermostatisierten Hb-Losung
von 25 mg/L in Phosphatpuffer pH 6.8 zugegeben und in Abstinden Proben der Suspen-
sion von 1 mL entnommen. Die in den Proben vorhandenen Sorbenspartikeln wurden
sofort durch kurze Zentrifugation bei 16000g (Eppendorf Centrifuge 5415D) entfernt und
Hb im Uberstand photometrisch bestimmt. Die auf die Ausgangskonzentration bezogenen
Héamoglobinkonzentrationen in Abhédngigkeit der Kontaktzeit sind fiir die drei Protein-zu-
Partikel-Verhiltnisse in Abb. 6-51 gezeigt. Regressionskurven vom Typ c/co=cg+
exp(- t/t) wurden miteingezeichnet. Die Zeitkonstanten betragen Tjge,= 1.05 min, Tso, =

0.33 min, Ty, = 0.19 min.
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Abb. 6-51: Sorptionskinetik fiir Hb an kupferbeladene Metallchelatpartikeln MJH-BDE bei 25°C

Die Sorption eines Proteins an die magnetischen Mikrosorbentien findet im Vergleich zu
pordsen Trigern wesentlich schneller statt. Wihrend die Sorption fiir die Mikropartikeln
nach wenigen Minuten abgeschlossen ist, kann die Einstellung des Sorptionsgleich-
gewichts fiir Proteine an pordse Trager mehrere Stunden betragen (vgl. Kapitel 2).

Aus den Kurven der Abb. 6-51 lésst sich der Stoffiibergangskoeffizient i des Protein-
transports an die Sorbensoberfliche abschidtzen. Aus der Massenbilanz fiir einen Riihr-

behilter mit linearem kinetischen Ansatz folgt fiir unbeladene Tragerpartikeln (t — 0):

dc

dt

=B, a, ¢, C Gleichung 6-11

t—0

bzw. nach Integration:

c
In—
CO

=B, a,c,t Gleichung 6-12

t—0

Die Anfangssteigung des Logarithmus der c/co-Werte entspricht demnach gerade Prascy,
Diese Anfangssteigungen lassen sich im linken Diagramm von Abb. 6-52 ablesen. Trégt
man diese Anfangssteigungen wiederum tiiber der Partikelkonzentration c, auf, so ergibt
die Steigung den Kinetikparameter [ras. Fiir die Sorption von Himoglobin an den kupfer-
beladenen MJH-BDE-Triiger erhilt man einen Wert von 0.0657 m’s 'kg '. Nimmt man fiir
die spezifische (Film-)oberfliche mit d, ~ 2 pm einen Wert von:

6 2

m
a, = ~1.07— Gleichung 6-13
d,p, g

an, so ergibt sich ein Stoffiibergangskoeffizient von . = 6.1x10° ms '
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Abb. 6-52: Ermittlung des Kinetikparameters der Sorption von Himoglobin an MJH-BDE

Eine Abschitzung des Diffusionskoeffizienten des Hdmoglobins mit der Stokes-Einstein-
Beziehung (Atkins 1990) ergibt:

kT
3nndy,

i ~6.7x10™"" m’s”" Gleichung 6-14
Der Stoffiibergangskoeffizient B, folgt allgemein aus der Sherwoodzahl Sh, dem
Diffusionskoeffizienten D und dem Partikeldurchmesser d, gemaf:

D
P = Sh? Gleichung 6-15
p
Fiir geriihrte Suspensionen gilt fiir Partikel-Reynoldzahlen Re, < 1 (Friedlander 1961,
Herndl 1981) der Zusammenhang:

Sh=2+0.991-Re,”-Sc'"’ Gleichung 6-16

Da die Reynoldszahl sowohl aufgrund des geringen Durchmessers der Mikropartikeln als
auch aufgrund der verschwindenden Relativgeschwindigkeit zwischen Fluid und Partikel
gegen null geht, nimmt die Sherwood-Zahl in diesem Fall den minimalen Wert 2 an.
Daraus ergibt sich fiir den Stoffiibergangskoeffizienten gemall Gleichung 6-14 einen Wert
von P = 6.7x107° ms™". Der theoretische Wert steht somit in sehr gutem Einklang mit dem
gemessenen Wert.

Die tatsdchliche Sorptionsoberflédche steht nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit der
,glatten’ Filmoberflache. Dies zeigt bereits die BET-Oberflaichenbestimmung, die etwa um
den Faktor 100 iiber der spezifischen Diffusionsgrenzfliche liegt. Die fiir die Protein-
sorption nutzbare Sorptionsoberflache ldsst sich wie folgt abschétzen:

Nimmt man eine hexagonal-dichteste Packung der Proteinmolekiile auf der Oberfldche an
(vgl. Abb. 6-53), so ergibt sich ein Belegungsgrad von
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Der Fliachenbedarf fiir ein Hamoglobinmolekiil mit Durchmesser 6.4 nm betrdgt somit
35.5 nm” bzw. 2.1x10"" m*mol. Bei einer Sorptionskapazitit von 50 mg/g bzw. 0.775
umol/g ergibt sich eine nutzbare Sorptionsoberfliche von 16.6 m*/g. Diese fast 16-fach
hohere Sorptionsoberfldche erklért sich aus der brombeerartig-rauen, aus Einzelkristallen
aufgebauten Oberfliche der verwendeten Partikeln (vgl. REM-Aufnahmen in Kapitel 5).

4z 328 P 95510 nm
Na (39/) W Potenmoryg Ty A
dp = 1ym

Abb. 6-53: GroBenvergleich zwischen Partikel, einem hydratisierten Natriumion und einem typischen
Proteinmolekiil (links) und hexagonale Anordnung der sphérisch angenommenen Molekiile auf der
Oberflache (rechts)

6.4.2.2 Gleichgewicht der Sorption von Hamoglobin

Zur Charakterisierung der Affinitdt und Kapazitdt der hergestellten magnetischen
Affinitétssorbentien fiir die Bindung von Hdmoglobin wurden Sorptionsisothermen bei
25°C aufgenommen. Die Gleichgewichtsbeladung q" ist in Abb. 6-54 iiber der Gleichge-
wichtskonzentration ¢ im Uberstand dargestellt. Die Dissoziationskonstanten Kq liegen fiir
alle Partikelarten unterhalb 1 pmol/L, d.h. alle Trégerpartikeln weisen eine hohe Affinitét
fiir die Sorption von Hb auf. Fiir h6here Gleichgewichtskonzentrationen lassen einige Iso-
thermen bereits eine Mehrschichtadsorption (,multi-layer binding’) mit sigmoidaler Sorp-
tionsisotherme erkennen. Die Messdaten wurden deshalb in Abb. 6-54 mit BET-Isother-
men beschrieben. Abb. 6-55 zeigt die Beladungen fiir geringe Gleichgewichtskonzentra-
tionen genauer (Hochaffinititsbereich). Die Isothermen in diesem Bereich wurden mit
Langmuir-Isothermen beschrieben. Die Parameter der Langmuir-Regressionen sind in
Tabelle 6-5 zusammengefasst. Die Sattigungskapazitit fiir die MJH-BDE-Partikeln deckt
sich fast exakt mit dem von O’Brien et al. (1996) bestimmten Wert von 108 mg/g, was fiir
eine sehr gute Vergleichbarkeit der selbst nach weitgehend gleicher Methode hergestellten
Partikeln dieses Typs spricht.

Die Partikeln vom Typ MJH-AGE sind vom Standpunkt der Sorptionskapazitit und
Affinitdt am Besten flir die Hb-Sorption geeignet. Die gleichen Partikeln, die mit BDE
funktionalisiert wurden, erreichen nur etwa 60% der Kapazitit der mit AGE funktionali-
sierten Partikeln. Es wird vermutet, dass die hohere IDA-Ligandendichte der AGE-
Partikeln fiir die hoheren Proteinkapazititen verantwortlich sind (vgl. Abb. 6-49). Ein
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dhnlicher Trend ldsst sich fiir PMA-Partikeln beobachten. Die PMA-Partikeln mit der
hoheren Kupferkapazitit erreichen auch eine um ein Drittel hohere Proteinkapazitit. Die
Kupferkapazititen korrelieren in grober Nédherung linear mit den Proteinkapazititen (vgl.
Abb. 6-56), wobei sich die PVA-Partikeln aufgrund ihrer Eigenkomplexierung von
Kupferionen nicht in diesen Trend einordnen lassen (vgl. Abschnitt 6.4.1).

Die gegeniiber den emulsionspolymerisierten Partikeln (PMA, PMMA, PVAc, PVA)
deutlich hoheren Kapazititen der gecoateten Magnetitpartikeln MJH liegt vermutlich in der
rauen Oberflachenbeschaffenheit der MJH-Beads begriindet. Eine raue, brombeerartige
Partikeloberflache erweist sich also gegeniiber einer sphirischen Partikelform als vorteil-
haft.

Die kommerziell erhiltlichen PVA-Partikeln mit 2 um Durchmesser erreichen die
geringste Hb-Kapazitét. Dies ist vermutlich auf die geringe spezifische Oberflidche auf-
grund der glatten und ideal-sphirischen Partikeloberflache zuriickzufiihren.

Anhand der PVA-Partikeln ist aber deutlich der Einfluss der Partikelgrofe abzulesen. Die
Partikeln mit 1 pm Durchmesser erreichen eine 77% hohere Kapazitit gegeniiber den
Partikeln mit doppeltem Durchmesser.
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Abb. 6-54: Sorption von bovinem Hiamoglobin an verschiedene Cu**-beladene IDA-funktionalisierte
,Magnetic Beads’ und BET-Fitkurven
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Abb. 6-55: Sorption von bovinem Hiamoglobin an verschiedene Cu*'-beladene IDA-funktionalisierte
,Magnetic Beads’ und Langmuir-Fitkurven (Symbole entsprechend Abb. 6-54)

Tabelle 6-5: Langmuir-Parameter der Sorption von Hb an magnetische IMA-Mikrosorbentien und Cu-

Sattigungskapazitit

Partikelsorte Jmax 1IN Mg/g K4 in pmol/L dcy In pumol/g
MJH-AGE 182 0.16 74
PMA (high IDA) 112 0.24 58
MJH-BDE 108 0.83 69
PMA (low IDA) 83.9 0.85 7.2
PMMA 58.7 0.37 7.1
PVA (1um) 54.6 0.20 331
PVAc 52.2 0.16 14
PVA (2um) 31.1 0.39 n.b.
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6.4.2.3 Nicht-selektive Bindung von Hamoglobin

Um eine effiziente Affinititsaufreinigung mit gleichzeitig hoher Ausbeute und Reinheit
bzgl. des Zielproteins zu erreichen, ist es erforderlich, dass die Bindung an den Affinitits-
trager ausschlieBlich tiber die selektive Wechselwirkung zwischen Protein und Affinitéts-
ligand erfolgt. Tragen daneben weitere Sorptionsmechanismen (wie ionische und hydro-
phobe Wechselwirkungen) zu einer Bindung bei, so spricht man von nicht-selektiver
Bindung. Ein nicht-selektiver Bindungsanteil fiihrt dazu, dass

ungewiinschte Proteinanteile an nicht-selektiven Sorptionspldtzen gebunden werden,

d.h. die Produktreinheit nach Elution sinkt,

und das Zielprotein zum Teil an nicht-selektiven Sorptionspldtzen gebunden wird und

damit nicht oder erschwert eluiert werden kann, d.h. die Produktausbeute sinkt.

Die Sorptionskapazitdt beziiglich des Zielproteins reicht zur Beurteilung der Qualitédt des
Affinitdtstragers somit nicht aus. Zur Beurteilung inwieweit die Bindefdhigkeit der magne-
tischen Sorbentien auf die selektive Wechselwirkung zwischen Affinititsligand und
Histidinrest des Proteins zuriickzufiihren ist, wurden zusitzlich Sorptionsversuche mit
Trégerpartikeln durchgefiihrt, die nicht mit Kupfer-, sondern mit Natriumionen beladen
wurden. Abb. 6-57 zeigt die Beladung an Hb in Abhédngigkeit der Gleichgewichts-
konzentration fiir die verschiedenen Partikelarten. Die Darstellung zeigt, dass die hydro-
phoben Polymerpartikeln PVAc und PMA einen nicht vernachlissigbaren Anteil an Hb
unspezifisch binden. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf den hydrophoben Charakter
der Polymermatrix zurilickzufithren. Offensichtlich ist die Ligandendichte an IDA nicht
ausreichend hoch, so dass Hb iiber hydrophobe Wechselwirkungen direkt an der
Polymermatrix gebunden werden kann.

Die Partikelsorten MJH, PMMA und die hydrophilen Polymerpartikeln PVA zeigen
dagegen keinerlei nicht-selektive Bindefdhigkeit fiir Hb.
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Abb. 6-57: Sorption von Hb an Na'-beladene Triger zur Charakterisierung der nicht-selektiven Bindung von
Protein an magnetische IMA-Sorbentien

6.4.2.4 Elution von Hamoglobin

Aufgrund der hohen Affinitit des Liganden zum Zielmolekiil wurde zur Wiedergewinnung
des Hb eine Affinititselution mit Imidazol (Imidazol 0.1mol/L, pH 7.0, NaCl 1mol/L)
durchgefiihrt. Eine Erhohung der Imidazol-Konzentration fiihrte im Fall der MJH-BDE-
Partikeln zu keiner Verbesserung der Wiedergewinnung (Ergebnisse nicht dargestellt). Der
eluierte Anteil zwischen 30 s und 30 min nach Zugabe des Elutionspuffers blieb konstant
(MJH-BDE-Partikeln, Ergebnisse nicht dargestellt). Die Kinetik der Elution ist demnach
ausgesprochen schnell.

Abb. 6-58 zeigt die wiedergewonnenen Anteile an Hb fiir die verschiedenen Partikelsorten
nach 1 bzw. 2 Elutionsschritten. Die Partikeln wurden relativ gering mit 10-12 mg/g
beladen, so dass eine nahezu vollstindige Entfernung des Hb aus der Ausgangsldsung
beobachtet wurde. AnschlieBend wurden die Partikeln je zweimal mit Bindepuffer
gewaschen und schliefSlich mit Elutionspuffer (Imidazol 0.1mol/L, pH 7.0, NaCl 1mol/L)
eluiert. Die Anteile an eluiertem Protein sind jeweils bezogen auf die errechnete Beladung
der Partikeln nach zweimaligen Waschen. Der Verlust durch Waschen lag fiir die
verschiedenen Partikelsorten gemittelt bei 14%.

Insgesamt zeigen die polymeren Magnetpartikeln nur geringe Wiedergewinnungen. Die
hydrophilen Polyvinylalkoholpartikeln zeigen darunter vergleichsweise hohe Anteile.
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Im Vergleich zu den hydrophoben Polymerpartikeln ldsst sich gebundenes Hb von den
gecoateten Magnetitpartikeln MJH sehr gut wiedergewinnen. Die mit AGE funktionali-
sierten MJH-Partikeln erlauben sogar eine vollstindige Elution des zuvor sorbierten Hb.

Die enormen Unterschiede in der Elutionsfdhigkeit gebundenen Proteins legen die
Vermutung nahe, dass die hochaffine Bindung nicht der einzige Sorptionsmechanismus
darstellt. Insbesondere die hydrophoben Polymeroberflichen kénnen Protein bei geringer
IDA-Ligandendichte iiber hydrophobe Wechselwirkungen binden. Uber hydrophobe
Wechselwirkungen gebundenes Protein ist aber nicht {iber eine Affinititselution mittels
Imidazol desorbierbar, da das hydrophile Imidazol lediglich eine Bindung mit den
oberflichengebundenen Cu-lonen eingeht und nur daran gebundenes Protein verdréngt.
Dem Vorteil einer negativen Oberflaichenladung von PMA und PMMA und die damit
verbundene geringe ionische Wechselwirkung mit (negativ geladenen) Proteinen steht also
der Nachteil ihres hydrophoben Charakters gegeniiber (Pieters 1992). Eine Mdglichkeit
ihren hydrophoben Charakter zu reduzieren, ist die Co-Polymerisation zusammen mit
hydrophilen Polymeren wie Hydroxyethyl-Methacrylat (HEMA; Pieters 1992), die im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

In der folgenden Abb. 6-59 ist der Zusammenhang zwischen der Kupferkapazitit und dem
in zwei Elutionsschritten eluierbaren Proteinanteil dargestellt. Die Kupferkapazitit wurde
hierbei auf das Partikelvolumen bezogen, da die spezifische Oberflache nicht fiir alle
Partikelsorten bekannt ist. Der eluierte Anteil bezieht sich auf die Beladung mit Hb nach
Waschen der Partikeln.

Der Elutionsanteil steigt ndherungsweise logarithmisch mit der Kupferkapazitit. Da die
Kupferkapazitit ein Mal} fiir die IDA-Ligandendichte darstellt, wird deutlich, dass nur
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vergleichsweise hohe Immobilisierungsdichten des Affinitdtsliganden eine vollstindige
Eluierbarkeit des Zielproteins erlauben.

100% o7 Abb. 6-59: Wiedergewinnung d
MJH-AGE/ . N g Wlnnung €S
90% Zielmolekiils Hb nach zwei Elutions-
PYA|(1] dm) . . .. .
80% MJIH-BDE o schritten in Abhédngigkeit der
= partikelvolumenbezogenen Kupfer-
a§ 70% sorptionskapazitit (vgl. Abschnitt
E 60% PMA (hjgh IDA 6.4.1) fir die magnetischen IMA-
< / Mikrosorbentien
0,
; 50%
S a0% /
£ PVAC &
o 30%
3
w  20%
/PMMA
10%
PMA (low IDA
0%
10 100 1000

U¢, in pmol/mL

6.4.2.5 Zusammenfassung der Hdmoglobin-Experimente

Die in diesem Kapitel 6.4.2 dargestellten Ergebnisse der Sorption und der Wiederge-
winnung des Modellproteins Hdmoglobin an kompakte magnetische Mikrosorbentien
lassen sich folgendermalB3en zusammenfassen:
Hohe Bindekapazitaten fiir die Sorption von Protein an magnetischen Trigerpartikeln
lassen sich durch hohe spezifische Oberflachen erzielen. Diese lassen sich durch kleine
Partikeldurchmesser und/oder eine raue Partikeloberfldche erreichen.
Da fiir hohe Produktausbeuten eine hohe Beladung im Sorptionsschritt angestrebt
werden muss, sind geringe Dissoziationskonstanten Ky erforderlich, um das Ziel-
molekiil in einem Sorptionsschritt moglichst vollstindig zu binden und eine hohe
Ausbeute zu erzielen. Fiir sémtliche untersuchten Partikeln wurden fiir die Sorption von
Hb Kg-Werte unter 10 mol/L erzielt. In dieser Hinsicht liegt K4 im fiir Affinitéts-
sorptionen notwendigen Bereich zwischen 10® und 10~ mol/L (vgl. Kapitel 2).
Geringe nicht-selektive Wechselwirkungen wurden durch hohe Immobilisierungsdichten
des Affinititsliganden bei moglichst hydrophiler Partikelmatrix erreicht. Dieser Aspekt
erscheint zur Erzielung hoher Produktreinheiten nach dem Elutionsschritt aber auch fiir
eine moglichst vollstandige Elution des Zielmolekiils essenziell.
Hiamoglobin erweist sich als gutes Modellprotein fiir die Metallaffinitdtssorption. Zur
Untersuchung der Elution ist Hb aufgrund des relativ komplizierten Enfaltungs-
mechanismuses des tetrameren Hb nicht repridsentativ fiir ,harte und monomere
Proteine.
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In Abb. 6-60 wurden die untersuchten magnetischen IMALT-Sorbentien grob in zwei
Gruppen eingeteilt. Dargestellt ist das Verhéltnis der Sattigungsbeladungen fiir Hb und
Kupfer in Abhéngigkeit der Kupferbeladung in einem doppelt-logarithmischen Diagramm.
Partikeln mit hohem Hb-zu-Cu-Verhiltnis bei gleichzeitig geringer Kupfer-Beladung legen
die Vermutung nahe, dass das Zielprotein nicht-selektiv gebunden wurde, wahrend ein
geringes Kapazititsverhéltnis bei hoher Cu-Beladung fiir eine weitgehend selektive
Bindung des Proteins spricht. Dieser Sachverhalt geht einher mit dem in Abb. 6-59
dargestellten eluierbaren Anteil des Himoglobins.

1.000 1 Abb. 6-60: Verhiltnis der Hb- und Cu-Beladung
] fiir unterschiedliche magnetische Tréger.

g 1 (low IDA)
S 0100 4 PV

o 1

S ]

g ] MJIH-AGE
3 PMA (high MJH-BDE
£ 0.0104

2 3

jox

0.001

1 10 100 1000

Qg in pmol/mL

6.4.3 Sorption von a-Chymotrypsinogen (Chy)

Rinder-a-Chymotrypsinogen (Chy) besitzt keinen oberflichennahen Histdinrest
(Sulkowski 1987) und zeigt in Folge dessen auch keine Sorptionswechselwirkung mit
Metallchetatbildnern. Chymotrypsinogen wurde deshalb als Modellsubstanz verwendet,
um nicht-selektive Wechselwirkungen zwischen magnetischen Mikrosorbentien und
Protein festzustellen. Abb. 6-61 zeigt Sorptionsisothermen fiir Chy an vier verschiedene
Partikelsorten. Fiir alle vier getestete Sorten ldsst sich keine signifikante Sorption an die
Partikeln feststellen. Die Proteinkonzentration im Uberstand blieb nach Zugabe der
Partikeln unveréndert.
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6.4.4 Sorption von Hb-Chy-Mischungen

Um die Sorption eines einzelnen Proteins aus Proteinmischungen in einem zundchst

tiberschaubaren System aus wenigen Proteinen zu untersuchen, wurde eine 1:1 (w/w)-
Mischung von Hb und Chy verwendet. Zu der Mischung wurden Partikeln vom Typ MJH-

BDE zugegeben. Abb. 6-62 zeigt die Konzentrationen von Hb und Chy im Uberstand in

Abhingigkeit der verwendeten Partikelkonzentration. Vollstindige Sorption des Hb ist

auch aus der Mischung moglich. Das Chymotrypsinogen verbleibt erwartungsgemal
vollstindig im Uberstand.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, inwieweit sich eine Erhéhung der Chy-
Konzentration bei gleichbleibender Hb- und Partikelkonzentration auswirkt. Wie aus Abb.
6-63 ersichtlich, wird Chy selbst bei sehr hohen Konzentrationen iiber 150 pmol/L

(~4 g/L) nicht an den Tréiger gebunden, wéihrend die Kapazitit fiir Hb unverindert bleibt.
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6.4.5 Aufreinigung von rekombinantem his-getaggtem GFP aus E.coli-Homogenisat

Im folgenden Abschnitt ist die Aufreinigung eines Proteins aus der komplex zusammen-

gesetzten Proteinmischung einer rekombinanten E.coli-Kultur dargestellt. Das Zielprotein

ist ein 5x-his-getaggtes griin fluoreszierendes Protein (GFP, siche Kapitel 5). Nach der

Fermentation wurden die geernteten E.coli-Zellen durch Hochdruckhomogenisation aufge-

schlossen und anschlieend zum Teil durch Zentrifugation geklért, zum Teil aber direkt

das ungeklarte Homogenisat verwendet

6.4.5.1 Sorption und Elution aus zellfreiem E.coli-Homogenisat

Zur Untersuchung der Sorption des GFP an magnetische Mikrosorbentien wurde zunéchst
das geklarte Homogenisat (ohne Zellen und Zellbruchstiicke) verwendet. Das geklarte
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Homogenisat wurde mit Phosphatpuffer (NaH,PO4 20 mmol/L, pH 6.8, NaCl 1 mol/L)
1:1000 verdiinnt.

Abb. 6-64 zeigt die Gleichgewichtskonzentration an GFP im Uberstand nach Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen an magnetischen IMA-Mikrosorbentien. Jede verwen-
dete Partikelsorte erlaubt eine vollstindige Entfernung des Zielproteins aus der Ldosung.
Die AGE-funktionalisierten MJH-Partikeln weisen sich dabei durch eine besonders hohe
Sorptionskapazitét aus.

14 Abb. 6-64: Sorption von GFP
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durch Zentrifugation geklart
und 1:1000 verdiinnt.

Abb. 6-65 zeigt die Sorptionsisothermen bei Raumtemperatur, wobei der geteilte Mafstab
der Ordinatenachse zu beachten ist. Die Tragerpartikeln vom Typ BDE, PVA und PMA
zeigen bereits bei geringen Gleichgewichtskonzentrationen eine beginnende Mehrschicht-
adsorption, wihrend die AGE-Partikeln eine Séattigungskapazitdt auf deutlich hoherem
Niveau um 380 mg/g aufweisen.

Tabelle 6-6 stellt die Langmuir-Parameter der Sorption von Hb und GFP gegeniiber. Fiir
die Sorption von GFP werden fiir alle Trager deutlich geringere Dissoziationskonstanten
(im Mittel um den Faktor 60) im Vergleich zu Hb gefunden. Dies erklédrt sich im
Vorhandensein des 5xHis-Tags des rekombinanten GFPs.

Die geringere Kapazitit der Triger BDE, PVA und PMA fiir GFP im Vergleich zu Hb
erklart sich sehr wahrscheinlich durch eine erfolgte Alterung der Trigerpartikeln. Zum
Zeitpunkt der GFP-Sorption waren diese Tridger bereits etwa 6 Monate alt und seit der
Herstellung bei Raumtemperatur gelagert. Es wird ein teilweiser mikrobieller und/oder
chemischer Abbau der Affinitdtsliganden vermutet. Die Partikeln vom Typ AGE waren
dagegen frisch synthetisiert bzw. bei 8°C gelagert.
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Tabelle 6-6: Langmuir-Parameter der Sorption von GFP und Hb an magnetische IMA-Tréger

Partikelsorte K4 (GFP) Jmax (GFP) K4 (HDb) Jmax (HD)
in pmol/L in mg/g in pmol/L in mg/g
MJH-AGE 0.0228 376 0.16 182
MJH-BDE 0.0155 18.5 0.83 108
PVA (2 um) 0.0062 28.7 0.39 31.1
PMA (high IDA) 0.0021 19.7 0.24 112

Nach erfolgter Sorption wurden die Partikeln magnetisch separiert und mit Bindepuffer
gewaschen. Der Anteil an GFP im Waschpuffer bezogen auf die sorbierte GFP-Menge ist
in Abb. 6-66 dargestellt. Der Waschverlust steigt tendenziell mit der Vorbeladung an.
Auftallig ist, dass die Partikelsorte AGE einen merklich geringeren Waschverlust aufweist,
was vermutlich daran liegt, dass GFP vollstindig iiber die hochaffine Metallchelat-Bin-
dung gebunden vorliegt, wiahrend die anderen Partikelsorten einen Teil der Proteins nicht-
selektiv gebunden haben.
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Nach dem Waschen der Sorbentien wurden diese in Elutionspuffer resuspendiert, nach 10
min magnetisch separiert und in einem 2. Elutionsschritt erneut mit Elutionspuffer versetzt
und magnetisch separiert. Der eluierte Anteil an GFP der zwei Desorptionsschritte bezogen
auf das nach dem Waschschritt gebundene GFP ist in Abb. 6-67 in Abhingigkeit der
Beladung gezeigt. Fiir sdmtliche untersuchten Partikeln wird ein relatives Maximum
durchlaufen. Der Verlauf entspricht somit qualitativ dem der Elution von Hb. Der
wiedergewonnene Anteil ist allerdings fiir GFP deutlich hoher als fiir Hb, was mit der
Entfaltung des Hb auf der Oberfliche erklidrt werden kann. Das monomere GFP ist in
diesem Sinne ein ,hartes* Protein, das seine Tertidrstruktur wihrend des Sorptions-
vorgangs nicht verdndert. Der starke Riickgang der Eluierbarkeit mit zunehmender
Partikelbeladung erklért sich durch die zunehmende Besetzung nicht-selektiver Sorptions-
plitze iiber hydrophobe Wechselwirkungen. Nicht-selektive gebundenes GFP ist nicht iiber
eine Affinitétselution desorbierbar. Auflerdem steigt mit zunehmender Beladung auch die
Gleichgewichtskonzentration wihrend der Desorption, so dass auch bei ,ungiinstiger’
Desorptionsisotherme das Sorptions-Desorptions-Gleichgewicht vermehrt auf der Seite der
Sorption liegt. Dieser Einfluss wurde durch eine zweistufige Elution allerdings weitgehend
eliminiert.

Der Riickgang des eluierten Anteils fiir sehr geringe Kapazititen spricht dafiir, dass ein
bestimmter Anteil irreversibel gebunden bleibt. Eine weitere Vermutung ist aber, dass der
Komplexbildner Imidazol im Elutionspuffer einen Teil des zweiwertigen Eisens aus dem
Magnetitanteil der Partikeln mobilisiert. O’Brien (1995) berichtet iiber eine FEisen-
freisetzung von bis zu 0.9 %w/w des in den Partikeln enthaltenden Eisens im Sorptions-
schritt und Elutionsschritt. Eisen hat das Vermdgen die Fluoreszenz von GFP durch
Uberfiihrung in eine reduzierte Form zu I&schen (Inouye 1994). Da fiir geringe Beladungen
das Verhiltnis zwischen Magnetit und GFP besonders hoch ist, macht sich dieser Effekt in
diesem Bereich besonders bemerkbar. Diese Vermutung wiirde bedeuten, dass die eluierten
Anteile flir geringe Beladungen analytisch unterschitzt werden. In praktischer Hinsicht ist
der Bereich geringer GFP-Beladungen aber weitgehend uninteressant, da
Kapazititsausnutzung und Produktreinheit hier gering sind.
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Abb. 6-67: Anteil an eluiertem
GFP in zwei Elutionsschritten
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Die Reinheit des Eluats im ersten Elutionsschritt E1 ist in Abb. 6-68 in Abhéngigkeit der
GFP-Beladung dargestellt. Alle Partikelsorten erlauben die Erzielung einer Reinheit von
etwa 99%. Dabei ist die Reinheit als Anhaltswert zu betrachten, da sowohl die
Konzentrationsbestimmung des GFP, als auch die Gesamtproteinbestimmung mit einem
Fehler behaftet sind. Da in den Eluatproben zusitzlich die Eigenabsorption des Elutions-
mittels Imidazol bei der photometrischen Messung kompensiert werden musste, erhoht
sich der Messfehler zusétzlich.

Zur Erzielung einer hohen Reinheit miissen die Partikeln BDE, PVA und PMA zumindest
auf die Sattigungsbeladung vorbeladen sein, da sonst offensichtlich andere Proteine die
unbelegten Sorptionsplidtze einnehmen und im Elutionsschritt desorbiert werden. Die
Partikeln AGE sorbieren dagegen bereits bei einer Beladung von nur 10% der Séttigungs-
beladung kein Fremdprotein mehr, bei einer Beladung von 188 mg/g betrug die Ausbeute
nach 2 Elutionsschritten immer noch 81 %.
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In den folgenden Abbildungen Abb. 6-69 und Abb. 6-70 ist der Konzentrationsfaktor bzw.
die Ausbeute an GFP in Abhéngigkeit der Vorbeladung des Trigers dargestellt. Beide
Kennzahlen sind im Wesentlichen durch das Elutionsvermogen (vgl. Abb. 6-67) bestimmt.
Der Verlust durch Waschen des Trégers macht sich nur untergeordnet bemerkbar. Der
maximal erreichbare Konzentrationsfaktor ist iiber das Volumenverhéltnis zwischen
Sorption und Elution mit einem Wert von 5 vorgegeben.
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Fiir die Partikelsorten BDE, PVA und PMA ergibt sich jeweils eine ,,Trade-off*-Situation
zwischen erreichter Ausbeute und Reinheit des Produkts. Mit héherer Beladung des
Tréagers steigt zwar die erreichte Reinheit iiber etwa 99 % an, die dabei erzielten Ausbeuten
sind dabei allerdings stark reduziert (vgl. Abb. 6-68 und Abb. 6-70). Fiir diese
Partikelsorten muss deshalb durch Einstellung des Sorptiv-zu-Sorbens-Verhiltnisses eine
Abwigung getroffen werden. Ein anderes Verhalten zeigen die Partikeln AGE, die mit
zunehmender Reinheit eine Erhohung der Ausbeute zur Folge haben. Im Experiment lief3
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sich fiir eine Beladung von 39 mg/g eine Ausbeute von 99.0% bei einer Reinheit von etwa
99% erzielen (siche Abb. 6-71).

1.0 Abb. 6-71: Zusammenhang
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6.4.5.2 Aufreinigung aus ungeklartem E.coli-Homogenisat

Auf Basis der vorangehenden Ergebnisse wurde GFP aus ungeklartem E.coli-Zellauf-
schluss durchgefiihrt. Verwendet wurden die Partikeln PVA, da diese eine vollstindige
Elution erlaubten. Die Partikeln MJH-AGE standen zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur
Verfligung. Das Zellhomogenisat nach Zellaufschluss wurde mit Phosphatpuffer 1:20 ver-
diinnt, nachdem es bei der Zellernte um den Faktor 35.6 konzentriert worden war. Die
Proteinausgangskonzentrationen lagen somit um den Faktor 1.8 {iber der Konzentration der
Fermentationsbriihe. In der Ausgangssuspension fiir die Aufreinigung betrug die Gesamt-
proteinkonzentration somit 11 g/L mit einer GFP-Konzentration von 592 mg/L.

Da auch fiir die PVA-Partikeln eine klare ,Trade-off’-Situation zwischen Reinheit und
Produktausbeute besteht (vgl. Abb. 6-68 und Abb. 6-70), musste eine Abwigung stattfin-
den. Die angestrebte Beladung wurde so gewdhlt, dass die Produktausbeute nicht unter
85% absinkt, was bei einer Beladung von 18 mg/g noch gewdhrleistet ist. Gleichzeitig lie3
sich bei dieser Beladung noch eine deutliche Aufreinigung um den Faktor 8 erreichen.
Unter dieser MalB3gabe wurde eine vergleichsweise hohe Partikelkonzentration von 33 g/L
eingestellt:

c
g~ Socrr _ 592mg/L _1gme
c 33g/L g

p

Tabelle 6-7 zeigt die Aufreinigung unter diesen Bedingungen. In Abb. 6-72 ist das Elektro-
phorese-Gel der Aufreinigungsfraktionen abgebildet. Das vollstindige Verschwinden der
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GFP-Bande im Uberstand ist dabei deutlich zu erkennen. Die Gesamtausbeute nach 2

Elutionsschritten lag mit 87 % im Erwartungsbereich. Durch einen dritten Elutionsschritt

konnte die Gesamtausbeute sogar auf 96 % gesteigert werden. Der Aufreinigungsfaktor im

ersten Elutionsschritt lag bei etwa 7. Die Ergebnisse zeigen somit, dass sich das Aufreini-

gungsverhalten der geklarten und stark verdiinnten Biosuspension ausgezeichnet auf eine

50-fach hoher konzentrierte und Zelldebris enthaltende Biosuspension iibertragen lédsst. Die

Verwendung der AGE-Partikeln verspricht somit die Erzielung einer hohen Reinheit bei

gleichzeitig hoher Produktausbeute auch aus ungeklarter Suspension (vgl. Abb. 6-71)

Tabelle 6-7: Aufreinigungstabelle fiir die IMA-Extraktion von GFP aus rohem E.coli Homogenisat mittels

magnetischer PVA-Mikrosorbentien.

Aufreinigungsstufe | Volumen Gesamt- Gesamt- GFP  GFP- GFP Puri- Reinheit Konzen-
protein  prot.konz. Konz. Ausbeute fikations- trations-

(mL) (mg) (g/L) (ug) (mgl/L) (%) faktor P (% w/w)  faktor

g”ge"'a”‘?s 15 16.8 11.2 888 592  (100) N 5.28 N

omogenisat

Sorptions- 15 10.7 713 107 7.2 1.2 002 010 001

Uberstand

Wasch-

Uberstand 1 15 3.22 2.14 8.4 5.6 1.0 0.05 0.26 0.01

Wasch- 15 0.35 0.24 0.0 0.0 0.0 0.00 0.00 0.00

Uberstand 2

Elution 1 0.3 1.55 5.17 568 1894 64.0 6.9 36.6 3.20

Elution 2 0.3 1.14 3.82 205 682 23.0 3.4 17.9 1.15

Elution 3 0.3 0.94 3.12 59.9 200 6.7 1.2 6.40 0.34

Gesamt- o o

ausbeute(%) 106% 95.9%

Ausbeute o o

im Eluat 1-3 (%) 22% 93.8%

200kDa

116.3kDa
97 .4kDa

66.3kDa
55.4kDa

Sorptionsiiberstand

36.5kDa
31kDa

21.5kDa

, n " Roher Zellaufschluss

14.4kDa
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Waschiiberstand
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Elution 3

GFP: 27 kDa

Abb. 6-72: Elektrophorese-Gel der
Aufreinigungsfraktionen
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6.4.5.3 Automatisierte Aufreinigung von GFP aus ungeklartem E.coli-Homogenisat
mittels des HGF-10-Systems

Abschliefend wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem GFP unter Verwendung des
HGF-10-Systems weitgehend automatisiert aus einem rohen E.coli-Homogenisat aufge-
reinigt wurde.

Zur Sorption wurden MJH-AGE-Mikrosorbentien verwendet. Diese wurden nach Bela-
dung mit Kupferionen in einer Endkonzentration von 3.3 g/L der E.coli-Suspension von
250 mL zugegeben. Das E.coli-Homogenisat entsprach in seiner Zusammensetzung dem
des Abschnitts 6.4.5.2. Nach Zugabe der Partikeln verblieben noch etwa 3% des urspriing-
lich vorhandenen GFPs im Uberstand. Um eine méglichst hohe Reinheit des Produkts zu
erzielen, wurde dieser geringe Verlust in Kauf genommen. Die Partikelbeladung betrug
176 mg/g.

Zur Realisierung hoherer Filtergeschwindigkeiten fiir eine verbesserte Filterriickspiilung
wurde der Filterquerschnitt durch einen Messing-Einsatz bei gleichbleibender Filterldnge
auf einen Kreisquerschnitt mit 10 mm Durchmesser reduziert und das Filtervolumen von
nun 9.4 mL mit Stahlwolle (¢ = 0.96) in axialer Orientierung befiillt.

Der HGF-10 wurde zunédchst mit Wasser, dann etwa 5 min lang mit Bindepuffer (NaH,PO4
20 mmol/L, pH6.8, NaCl 1 mol/L) gespiilt. Bei eingeschaltetem Magnetfeld wurde die
dunkelbraune Suspension aus Zellhomogenisat und den Magnetic Beads mit einer Filter-
geschwindigkeit von 24 m/h aufgegeben, wonach das weillliche Zellhomogenisat am Ab-
lauf aufgefangen werden konnte. Die Magnetpartikeln wurden optisch vollstindig im
HGMS zuriickgehalten. Nach vollstdndiger Aufgabe der Ausgangssuspension wurde
erneut Bindepuffer aufgegeben bis keine Zelldebris mehr im Ablauf beobachtet wurde. Der
Ablauf wurde aufgefangen (,HGMS-Durchfluss’). Der Zulauf wurde unterbrochen und auf
Kreislaufbetrieb umgeschaltet. Hierzu wurden gleichzeitig (i) das Ventilsystem so geschal-
tet, dass die im Separator verbliebenen Magnetpartikeln im Kreislauf gespiilt werden
konnten, (ii) das Magnetfeld abgeschaltet, (iii) Ultraschall zugeschaltet und (iv) die
Pumpengeschwindigkeit bei umgekehrter Pumprichtung auf die 58-fache Filtergeschwin-
digkeit (1380 m/h) erhoht. Nach einer Minute Kreislaufspiilen wurden die Partikeln bei
eingeschaltetem Magnetfeld und einer Filtergeschwindigkeit von 24 m/h wieder separiert
und das System schlieBlich mit Bindepuffer durchspiilt. Der Ablauf wurde aufgefangen
(L HGMS-Waschschritt’). Das System wurde nun mit Elutionspuffer (Imidazol 100
mmol/L, NaCl 1 mol/L, pH 7.0) gefiillt, eine erneute Kreislaufspiilung durchgefiihrt, die
Partikeln erneut separiert und das Eluat ausgespiilt und aufgefangen (,HGMS-Elution’).

In Abb. 6-73 ist das Elektrophorese-Gel der Aufreinigungsfraktionen abgebildet. Deutlich
zu erkennen ist die weitgehende Entfernung der GFP-Bande nach erfolgtem Sorptions-
schritt (Fraktion ,Sorptionsiiberstand’). Entsprechend ist auch im Ablauf des HGF-10 nach
dem ersten Separationsschritt nur wenig GFP enthalten (Fraktion ,HGMS-Durchfluss’). Im
Waschschritt werden Proteine, die nicht oder nur schwach an den Triager gebunden waren,
ebenso entfernt wie ein geringer Anteil verschleppter Zelldebris. Ein geringer Anteil an
GFP gelangt ebenso in die Waschfraktion (vgl. Fraktionen ,HGMS-Waschschritt’). Im
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Eluat ist im Elektrophorese-Gel ausschlieBlich das Zielprotein GFP nachweisbar (Frak-
tionen ,GFP-Elution”).

Abb. 6-73: Elektrophorese-Gel der
Aufreinigungsfraktionen;
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HGMS-Elutionsschritt (zwei zeitlich
nacheinander genommene Proben).
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Eine Bestimmung der Ausbeute und der Konzentration des GFP in den Einzelfraktionen
war im Anschluss an den Versuch jedoch iiberraschenderweise nicht moglich. Die Ursache
hierfiir ist vermutlich in dem Umstand zu suchen, dass die verwendete Imidazol-Elutions-
16sung auch die verwendete Stahlwollmatrix und den zur Volumenverringerung verwende-
ten Messingeinsatz korrodierte. Als Folge kam es zu einer hohen Metallionenkonzentration
in den Elutionslosungen, die die Fluoreszenzwirkung des GFP irreversibel inhibierte (vgl.
hierzu die Anmerkungen in Abschnitt 6.4.5.1). Durch eine Verbesserung der Korrosions-
bestdndigkeit der innerhalb des Separators HGF-10 verwendeten Materialien ldsst sich
dieses Problem aber zukiinftig sicherlich vermeiden.

Trotz der fehlenden quantitativen Auswertung konnte jedoch gezeigt werden, dass das
System HGF-10 dafiir geeignet ist, nach erfolgter Zugabe magnetischer Mikrosorbentien
zu einer Biosuspension, sédmtliche fiir eine Aufreinigung des Zielproteins notwendigen
Schritte weitgehend automatisiert durchzufithren und das Produkt in hoher Reinheit zu
erhalten. Eine vollautomatische Durchfiihrung ist zukiinftig durch eine einfache Zeit-
steuerung der Einzelschritte problemlos durchfiihrbar. Eine automatisierte Zugabe der
magnetischen Mikrosorbentien iiber eine Mischdiise erscheint ebenso realisierbar.
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,,Die Wissenschaft fangt eigentlich erst da an,

. . interessant zu werden, wo sie aufthort.*
7 Fazitund Ausblick Justus Freiherr von Liebig (1803-1873),

deutscher Chemiker

Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurden die Voraussetzungen fiir ein neuartiges Verfahren ge-
schaffen, das durch die Kombination von Magnetseparationsschritten und hochselektiver
Affinitits-Sorptionstechnik eine Integration mehrerer konventioneller Prozessstufen der
primdren Bioproduktaufarbeitung wie Fest-Fliissig-Trennung, Aufkonzentrierung und Auf-
reinigung ermoglicht.

Hierfiir wurden geeignete Magnetseparatoren ausgelegt und konstruiert, die in der Lage
sind, Partikeln im Mikrometerma@stab selektiv von Zellen und Zelldebris im gleichen
GroBenbereich zu trennen. Desweiteren wurden mathematische Beschreibungen des Sepa-
rationsvorgangs entwickelt, Moglichkeiten zur Herstellung geeigneter magnetischer
Mikrosorbentien aufgezeigt und das Separationsverhalten der Magnetseparatoren, die
Sorptionseigenschaften der Partikeln und schlieBlich, an einem Beispiel, die Leistungsfa-
higkeit des Gesamtverfahrens charakterisiert.

Obwohl mehrere Magnetseparationsverfahren untersucht und miteinander verglichen wur-
den, bestand der Wunsch ein Verfahren gezielt fiir den Verwendungszweck des Down-
stream Processings voranzutreiben. Da sich anhand der Untersuchungen die HGMS als das
Verfahren mit dem in ndherer Zukunft groBBten Potential herausgestellt hatte, wurde dieses
Verfahren favorisiert und anhand von Untersuchungen im Labor-Mafstab optimiert. Im
Vergleich zu jlingsten Verdffentlichungen wurden hierbei wesentliche Verbesserungen
hinsichtlich erreichbarer Aufnahmekapazitét fiir Magnetbeads und hinsichtlich der Parti-
kelwiedergewinnung nach erfolgter Separation erzielt.

Aufbauend hierauf wurde das Verfahren zusammen mit dem Industriepartner der Arbeits-
gruppe ,Magnettechnologie’ in einen industriellen Separatortyp (HGF-10) umgesetzt, der
auf einem neuartigen Prinzip eines schaltbaren Permanentmagneten beruht und somit nur
geringe Betriebskosten verursacht. Der dabei verwendete Ansatz fiir die Filterriickspiilung
die Magnete anstelle der Filtermatrix zu bewegen, bieten den Vorteil, dass keinerlei be-
wegliche Teile mit der Prozessfliissigkeit in Kontakt geraten. Dies vereinfacht die Kon-
struktion erheblich, macht kostspielige Dichtungen tiberfliissig und erhoht die Bereitschatft,
das System in der Bioprozesstechnik einzusetzen. Wie in Berechnungen und in der Praxis
demonstriert wurde, kann ein Upscaling des Systems auf hohere Volumenstrome mit ge-
ringem Aufwand durchgefiihrt werden.

Wie sich im Laufe der Arbeit zeigte, ist die groBte Bedeutung fiir den Erfolg des Gesamt-
verfahrens den magnetischen Mikrosorbentien zuzuordnen. Da die Partikeln ein Zielmole-
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kiil mit hoher Bindekapazitit und Selektivitdt (hinsichtlich anderer Biomolekiile) binden
miissen, die Partikeln selbst zugleich mit hoher Separatorkapazitdt und Selektivitét (hin-
sichtlich anderer Feststoffe) magnetisch separiert werden sollen, 14sst sich das erforderli-
che Anforderungsprofil grob in zwei Gruppen aufteilen: (i) in die physikochemischen
Sorptionseigenschaften der Partikeloberfliche und (ii) in die physikalischen Partikeleigen-
schaften, welche die Magnetseparation beeinflussen. Hinsichtlich (i) muss neben einer ho-
hen spezifischen Oberfldche auch eine hohe Ligandendichte des Affinititsliganden erzielt
werden, um hohe Bindekapazitéiten fiir das Zielprotein aber idealerweise keine Bindekapa-
zitdten fiir alle weiteren Inhaltsstoffe zu erreichen.

Zahlreiche Chargen magnetischer Mikropartikeln wurden im Rahmen der Arbeit syntheti-
siert, darunter Polymerpartikeln mit eingeschlossenem nanoskaligen Magnetit, syntheti-
scher Magnetit und mit Polymeren beschichtete Magnetitpartikeln. Fiir simtliche Partikel-
sorten lieB sich eine gute magnetische Separierbarkeit erreichen, wobei die Partikeln eine
Grofle um etwa 1 um aufwiesen. Fiir die meisten Partikelsorten wurde eine sehr enge Par-
tikelgroBenverteilung zusammen mit superparamagnetischem Verhalten erzielt, d.h. die
Partikeln weisen eine hohe Magnetisierung im Magnetfeld aber keinerlei Remanenz nach
Abschalten des Feldes auf. Hierdurch werden eine irreversible magnetische Agglomeration
der Partikeln und ein magnetisches Anhaften an eine HGMS-Drahtmatrix verhindert.

Wihrend fiir kommerziell erhiltliche Trager hdufig viel Aufwand betrieben wird, um idea-
le Kugeln als nicht-pordse Mikrosorbentien herzustellen, zeigte sich in der Arbeit, dass
deutlich hohere Sorptionskapazititen bei gleichem Stoffiibergangskoeffizienten durch Her-
stellung einer rauen, brombeerartigen Partikeloberfliache erzielt werden konnen.

Aufgrund ihres ausgezeichneten Eigenschaftsprofils werden polyglutaraldehyd-beschich-
tete, mit Allyl-Glycidylether aktivierte und mit IDA funktionalisierte magnetischen Mikro-
sorbentien (Typ MJH-AGE) fiir den Verwendungszweck der magnetischen Metallaffini-
tatsaufreinigung Histidin-getaggter Proteine favorisiert. Insbesondere die hohe spezifische
Bindungskapazitit von iiber 350 mg je Gramm Trager fiir ein rekombinantes, monomeres
und zur Aufreinigung modifiziertes Modellprotein (5x-His-GFP) zusammen mit dem weit-
gehenden Fehlen einer nicht-selektiven Bindekapazitit lassen diesen Partikeltyp nach dem
aktuellen Stand der Forschung als ideal erscheinen.

Ausblick

Eine dritte Kategorie an Partikeleigenschaften, die zuvor nicht genannt wurde, ldsst sich
mit ,Stabilitdt’ (iii) umschreiben. Dies bedeutet neben der mechanischen und chemischen
Stabilitat der Partikeln selbst auch ein ,biokompatibles’ Verhalten der Partikeln gegeniiber
den oft labilen Bio-Makromolekiilen. Mobilisierbare Inhaltsstoffe aus den Partikeln (wie
Schwermetallionen oder organische Monomere) konnen Biomolekiile verunreinigen, inak-
tivieren oder sogar irreversibel schidigen. Umgekehrt konnen die Partikeln durch lingeren
oder mehrmaligen Kontakt mit rohen Biosuspensionen iiber Foulingmechanismen un-
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brauchbar werden. Insbesondere sollte der fiir die Partikeln oft kostenbestimmende A ffini-
tatsligand selbst nicht mobilisiert werden konnen (Leakage), weshalb er in der Arbeit aus-
schlieBlich kovalent immobilisiert wurde. Diese Frage der Tragerstabilitét erfordert weitere
Studien, insbesondere fiir den Bereich der pharmazeutischen Bioproduktaufreinigung, fiir
den strikte gesetzgeberische Vorgaben bestehen.

Das Wechselwirkungsverhalten zwischen den Tragerpartikeln und Biosuspensionen unter-
schiedlicher Herkunft ebenso wie die Separierbarkeit der ,Magnetic Beads’ aus verschie-
denen Suspensionen (mit unterschiedlichen Zelldichten, Viskosititen, Fett- und Proteinan-
teilen) wurde zudem bisher nur exemplarisch an wenigen Systemen untersucht. Umfang-
reichere Studien sind hierzu notwendig, um das Verfahren einem breiten Anwendungsfeld
zuzufiihren.

Im Falle der Matrixriickspiilung unter Ultraschallanwendung wurden unter Verwendung
des Labor-HGMS sehr gute Ergebnisse erzielt, die Frage des Scale-up ist allerdings noch
nicht zufriedenstellend gelost und unter Umstidnden miissen neue Ansitze (wie induzierte
Fliissigkeitspulsationen) untersucht werden, um ein ,scale-up’-féahiges Verfahren zu finden,
das eine vollstindige Regeneration der HGMS-Matrix ermoglicht. Letzteres stellt nach
dem aktuellen Stand der Forschung vermutlich die grofte Herausforderung dar, da eine
vollsténdige und automatisierbare Matrixreinigung fiir einen Einsatz in der Biotechnologie
und fiir die Forderung einer Clean-in-place-Reinigung (CIP) essenziell erscheint.

Berticksichtigt man die in der Arbeit demonstrierten Moglichkeiten des Verfahrens, in ei-
nem Prozessschritt mehrere konventionelle Prozessstufen des Downstream Processings in
sich zu vereinigen und die Bereitstellung eines neuartigen, kostengiinstigen und ,biokom-
patiblen” Magnetseparationssystems, so gibt es gute Griinde anzunehmen, dass die Anzahl
und Bandbreite fiir Anwendungen der Hochgradientenmagnetseparation im Bereich der
Biotechnologie in Zukunft zunehmen werden.
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8 Anhang

8.1 Berechnungen

8.1.1 Herleitung der magnetischen Geschwindigkeit (zu Kapitel 4.1)

In zahlreichen theoretischen und experimentellen Untersuchungen erwies sich das (dimen-
sionslose) Verhéltnis aus der so genannten ,,magnetischen Geschwindigkeit” vy, und der
Filtergeschwindigkeit vy als wichtiger Anhaltswert flir die voraussichtliche Effizienz einer
Hochgradientenmagnetseparation. Ausgangspunkt zur Bestimmung der magnetischen
Geschwindigkeit ist das Newton’sche Grundgesetz der Mechanik, nach dem die Summe
aller an einer Partikel angreifenden Krifte gleich dem Produkt aus seiner Masse und seiner
Beschleunigung ist:

Y E=ma Gleichung 8-1

Da es sich bei den in dieser Arbeit interessierenden Anwendungen um die Abscheidung
feiner Partikeln aus einem wissrigen Medium handelt, ist der Einfluss der Gravitations-
kraft sehr gering und kann vernachlissigt werden. Auch Van-der-Waals- und elektrostati-
sche Krifte haben aufgrund ihrer kurzen Reichweite nur einen untergeordneten Einfluss
auf die Partikelbahnen. Das Newton’sche Gesetz nimmt demnach die Form an:

m-a=F, +F, Gleichung 8-2
Fir die Radialkomponente F,,; der magnetischen Kraft in der Umgebung eines magneti-
sierten Einzeldrahts Fy, gilt (Svoboda 1987):

OoH? _u0~AK~Vp-Md-a2

1 M,-a’
Fm,r:E.p'O.AK'Vp' ar = 3 [

2r?

. +H, cos 26} Gleichung 8-3

Hierin ist Ak der Suszeptibilititsunterschied zwischen Partikeln und Fluid, V,, das Partikel-
volumen, H die Feldstarke, My die Drahtmagnetisierung und (r,0) die Position des Partikels
in einem Koordinatensystem geméf3} Abb. 8-1.

y Partikel Abb. 8-1: Definition des
Ho Koordinatensystems

v

Draht
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Die hydrodynamische Widerstandskraft Fw auf ein sich mit der Geschwindigkeit v,
relativ zum Fluid bewegendes Partikel erhélt man allgemein aus der Beziehung:

F, = %cw -p; -mb’ -(Vr’p )2 Gleichung 8-4

Fiir Partikel-Reynoldszahlen unter 0.25, wie sie fiir Mikropartikeln vorliegen, wurde das
Problem von Stokes (1851) fiir die Kugelumstromung analytisch gelost. Es gilt die
bekannte Beziehung:

d
F, . = —6nnb-(d—i— V‘j Gleichung 8-5

Da die Trédgheit von Mikropartikeln in einem wéssrigen Medium vernachléssigt werden
kann, gilt:

F, =-F, Gleichung 8-6

Man erhilt aus dem Newton’schen Gesetz einen Ausdruck fiir die maximal durch die
Magnetkraft verursachte Partikelgeschwindigkeit in unmittelbarer Drahtndhe (r = a, 6 = 0),
die auch ,,magnetische Geschwindigkeit* genannt wird (Watson 1973), zu:

b2

2
Vi =—Ho - A-M  -Hy - —— Gleichung 8-7
9 a-m

8.1.2 Trajektorie fur einen Einzeldraht in axialer Anordnung (zu Kapitel 4.3)

Die Berechnung der Partikelbahnen ist fiir den Fall einer axialen Anordnung zwischen
Draht und Stromungsrichtung relativ einfach, da in diesem Fall keine Magnetkrifte in
Stromungsrichtung wirken (Birss 1976; Uchiyama 1976, 1977).

Unter Verwendung eines zylindrischen Koordinatensystems (vgl. Abschnitt 4.3.3) lésst
sich die Partikelbahn in eine Bewegung in z-Richtung und eine in die xy-Ebene projizierte
Bahn unterteilen. Die differentielle Beschreibung der Partikelbahnen lautet unter Annahme
viskosititsfreier Stromungsbedingungen (Svoboda 1987):

dr, v..[ K cos20 .

TR Gleichung 8-8
d6 v, sin20

L d  a Gleichung 8-9

dz, v,

dt = a Gleichung 8-10

Die Annahme viskosititsfreier Stromungsbedingungen ist im Falle einer axialen
Anordnung gleichbedeutend mit der Annahme, dass die Stromungsgeschwindigkeit des
Fluids in z-Richtung iiber den gesamten Filterquerschnitt konstant ist. Diese Annahme
trifft in der Néhe der Drihte jedoch mit Sicherheit nicht zu, da direkt an der Drahtober-
fliche die Haftbedingung v = 0 erfiillt sein muss. Ein besseres Modell der Stromungsbe-
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dingungen liefert die Annahme einer laminaren Umstromung der Dréhte. Birss et al. 16sten
die Bewegungsgleichungen der Partikel auch fiir diesen Fall (Birss 1978a, 1978b), wobei
sich aber zeigte, dass die Unterschiede in den Partikelbahnen nur minimal sind und den
erheblichen zusétzlichen Rechenaufwand nicht rechtfertigen.

Nach Elimination der Zeit aus Gleichung 8-8 bis Gleichung 8-10 lassen sich die
resultierenden Differentialgleichungen im Gegensatz zu den entsprechenden Gleichungen
der transversalen oder longitudinalen Anordnung analytisch l6sen. Als Losung ergibt sich:

r, (0) = /K cos(20)+C-Jsin(20) Gleichung 8-11

. M .
mit K = Z_I;d und der Integrationskonstanten C
0
1, +K-cos(26))

|sin (26, )| Gleichung 8-12

Unter der Annahme viskosititsfreier Stromung ist die Stromungsgeschwindigkeit {iber den
Querschnitt konstant, d.h. es gilt:

d
Z -t Gleichung 8-13
dt a

und es ldsst sich folgende Losung fiir die z-Koordinate angeben:

v, | K? tan O. ) , KP+C?
z,(r,,0)=—>| —In L -K(r, -7 ) - c0s 20, —cos 26 leich -14
(5,.0) L (mej (1 =17)-=——( ) Gleichung 8

m

In Abb. 8-2 sind die iiber Gleichung 8-11 und Gleichung 8-12 berechneten ebenen
Partikelbahnen im absto3enden Bereich eines magnetisierten Einzeldrahtes fiir r,; = 1 und
unterschiedliche Startwinkel 0; dargestellt. Dargestellt ist nur ein Viertel des Drahts, dessen
Mittelpunkt mit dem Ursprung des Koordinatensystems zusammenfallt. Nachdem sich die
Partikeln von der Drahtoberfliche wegbewegt haben, gelangen sie schlieSlich wieder in
den Einfluss des anziehenden Bereichs des Drahtes. Wird die Stromung der Suspension
durch ein Rohr oberhalb des abstoBenden Bereichs des Drahtes geleitet, so konnen die
Partikeln nur maximal die Rohrwand erreichen (in der Abbildung als Halbkreis
dargestellt). Die in Abb. 8-2 dargestellten Partikelbahnen zeigen jedoch, dass die Partikeln
durch den Einfluss der Magnetkraft in dieser Anordnung eher gleichméBig {iber die Rohr-
wand verteilt werden und nicht in einem definierten Bereich gesammelt werden konnen.
Soll eine Aufspaltung in einen Konzentratanteil und in einen partikelarmen Filtratanteil
erfolgen, so erscheint die hier betrachtete Anordnung nach Takayasu et al. (1984) mit nur
einem magnetisierten Draht daher weniger geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
deshalb eine neuartige Anordnung untersucht, bei der die Stromung einer Suspension
zwischen zwei magnetisierten Dréhten erfolgt (vgl. Kapitel 4.3).
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w Abb. 8-2: Berechnete Trajektorien fiir
} Partikeln unter Einfluss des abstoflen-
| den Bereichs eines Einzeldrahts.

|

Ya
1

8.1.3 Feldberechnungen tber Finite Element Methode (FEM)

Zur Berechnung des Magnetfeldes iiber Finite Elemente Methode (FEM) wurde die
kommerzielle Software Quickfield™ (Tera Analysis, Granada Hills, CA, USA) verwendet.
Die Software berechnet 2D-Grenzwertprobleme fiir elliptische partielle Differential-
gleichungen sowohl fiir skalare Potentiale als auch Einkomponenten-Vektorpotentiale. Als
Magnetfeldquellen kommen elektrische Strome, Permanentmagneten und externe Magnet-
feldquellen in Frage. Das mathematische Problem wird als Poisson-Gleichung fiir das
magnetische Vektorpotential A formuliert. Die magnetische Flussdichte B liegt in der
Modellebene (xy), wihrend der Vektor der elektrischen Stromdichte und das magnetische
Vektorpotential A senkrecht dazu stehen. Nur die Komponenten j, und A, sind von null
verschieden und werden deshalb vereinfachend mit j und A bezeichnet. Im nichtlinearen,
isotropen Fall gilt pu, = py aber n = p(H). Die Formulierung des so genannten lokalen
Dirichlet-Problems fiir den planaren Fall lautet:

i| 1 6A|+i| 1 5A|:_j+[chy _5HCXJ Gleichung 8-15
ox |u, x| oy|u, oy| ox oy

Zur Losung des Problems wurde die Dirichlet-Randwertbedingung gewéhlt, die dem
magnetischen Vektorpotential am Rand einen festen Wert A, zuweist. Dies entspricht
einem konstanten und homogenen Hintergrundmagnetfeld By.

Aus dem Vektorfeld A lésst sich allgemein die magnetische Flussdichte iiber eine der
Maxwell'schen Gleichungen berechnen gemif:
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B=rotA=VxA=

Rl =

_(OA oA (oA, oA (OA, oA}
oy & z ) x oy clehung o

i
o 0
ox oy
A, A,

>

z

Fiir den ebenen Fall ergeben sich die einfachen Beziehungen

B,=—, B/ =-—1+ Gleichung 8-17

8.2 Verwendete Modellproteine (zu Kapitel 5.4)

Als Modellproteine fiir die Charakterisierung der Sorption und Elution an den hergestellten
magnetischen Affinitétssorbentien wurden Rinder-Hamoglobin (Hb), a-Chymotrypsinogen
aus Rinderpankreas (Chy) und ein selbst fermentiertes und in E.coli exprimiertes rekombi-
nantes Griin-Fluoreszierendes Protein (GFP) verwendet.

8.2.1 Hamoglobin

Héamoglobin (Hb) ist ein tetrameres Molekiil (2 a- und 2 B-Ketten) mit einer Molekiil-
masse von 64.5 kDa. Jede Peptidkette enthidlt eine Him-Gruppe mit einem zentralen
Eisenion, das iiber Imidazolreste von Histidinbausteinen gebunden ist (Deckwer 1999). In
der Aminosduresequenz einer a-Kette befinden sich 10, in der B-Kette 9 Histidine. Im
Gesamtmolekiil liegen von den 38 Histidinen 20 an der Molekiiloberfliche und sind
deshalb als Kontaktstelle fiir ein Sorption iiber Metallchelat-Bindung zuginglich (Todd
1994). Abb. 8-3 zeigt die Struktur des Rinderhdmoglobinmolekiils. Der isoelektrische
Punkt liegt bei pH 6.8 (Conway-Jacobs 1971). Der mittlere Molekiildurchmesser betrigt
etwa 6.4 nm.

Als natiirliches Modellprotein wurde Rinderhdmoglobin verwendet (Merck KGaA, aus
Rindererythrocyten, lyophilisiertes Pulver). Aufgrund der Anwesenheit von Luft liegt es
vornehmlich oxidiert als Methdmoglobin mit dreiwertigem Eisen vor.

Abb. 8-3: Quartdrstruktur von Rinderhdmoglobin
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8.2.2 a-Chymotrypsinogen

a-Chymotrypsinogen A (Chy, E.C. 3.4.21.1, Type II, C4879) aus Rinderpankreas wurde
von Sigma Chemical Co. Ltd. bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

8.2.3 Green Fluorescent Protein (GFP)

8.2.3.1 Allgemeines

Das griin fluoreszierende Protein (GFP) wurde urspriinglich geklont von der Qualle
Aequorea victoria (Plautz 1999), bei der es eine grilne Biolumineszenz hervorruft. Die
Féhigkeit zur Fluoreszenz ist genetisch eingeprigt, das Fluorophor ist Derivat natiirlicher
Konstituenten der Priméarstruktur des GFP, so dass keine Kofaktoren oder Substrate zur
Fluoreszenz nétig sind (Breik 1996). Das Chromophor besteht aus einer posttranslatorisch
zyklisierten und oxidierten Modifikation der Ser-Tyr-Gly-Sequenz an Position 65-67
(Plautz 1999). Das Wild-Typ GFP enthilt 238 Aminosduren mit einer vergleichsweise
kleinen Molekiilmasse von 26900 kDa und ist ein ausgesprochen stabiles, monomeres
Protein (Plautz 1999). Beispielsweise ist GFP selbst in 6-molarem Guanidin-HCI, 8-
molarem Harnstoff oder 1%igem SDS stabil. GFP hat zwei Anregungspeaks bei 395 nm
(blau) und 470 nm und emittiert im grilnen Wellenldngenbereich mit Apax = 509 nm
(Prasher 1995) mit einer Quantenausbeute von etwa 0.8 (Breik 1996). Mittlerweile exis-
tieren zahlreiche Mutanten, die in anderen Wellenldngenbereichen emittieren, stirker
fluoreszieren oder schneller posttranslatorisch modifiziert werden (Plautz 1999).

Abb. 8-4: Tertidrstruktur des Wild-Typ GFP. Das
Chromophor ist als Kugel-Stab-Modell dargestellt; nach
(Brejc 1997)
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8.2.3.2 GFP-Fermentation in E.coli

E.coli Klon

Ein Escherichia coli Stamm (JM109), der das Plasmid pJOE4056 als Expressionsvektor
fiir das Protein GFP enthélt, wurde von Dr. Josef Altenbuchner vom Institut fiir industrielle
Genetik (IIG) der Universitdt Stuttgart erhalten. Das Plasmid wurde frisch in E.coli
kloniert und auf Agar-Platte angeziichtet. Beim verwendeten Expressionssystem wird die
Expression von GFP durch Zugabe von L-Rhamnose induziert (Stumpp 2000). Das
rekombinante GFP-Gen enthilt zusédtzlich 5 Histidincodons, so dass ein 5x-His-Tag an das
Protein N-terminal angehdngt wird. Auflerdem ist zur Selektionierung der Plasmid-
tragenden Zellen ein Ampecillin-Resistenzgen vorhanden.

Vorkultur (20 mL)

Zur Herstellung einer Vorkultur wurde 1 Ose der rekombinanten Kultur in einem
Erlenmeyerkolben mit Schikanen in 20 mL sterilem LB (Luria Bertoni)-Medium (pH 7.0)
resuspendiert. Hierzu wurden 20 pL Ampecillin (100 g/L, steril filtriert) zugegeben. Die
Zellsuspension wurde fiir 24 Stunden bei 37°C geschiittelt.

Hauptkultur (2 L)

In vier 500 mL-Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden je 500 mL autoklaviertes LB-
Medium (pH 7.0, enthielt 10 g/L Tryptone, 5 g/L Hefeextrakt und 10 g/L NaCl), 500 pL
Ampecillin (100 g/L, steril filtriert) und 5 mL der Vorkultur gegeben. Die Zellsuspension
wurde bei 37°C fiir etwa 3 Stunden geschiittelt, bis eine Absorption bei 600 nm von 0.4
erreicht wurde.

Die Expression des GFP wurde durch Zugabe von je 5 mL 20% (w/v) Rhamnose induziert.
Im Anschluss wurde die Kultur fiir 18 Stunden bei 30°C geschiittelt. Durch die Expression
des GFP zeigte die Kultur danach eine intensiv griine Farbe. Die Biofeuchtmassekonzen-
tration betrug 9 g/L.

Zellernte und Zellaufschluss

Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (30 min bei 9000g und 7°C), das Pellet
wurde mit 400 mL 0.1 mol/L Kaliumphosphatpuffer pH 7.5 gewaschen und erneut 30 min
zentrifugiert. Die vier Pellets wurden vereinigt und gewogen.

Der Zellaufschluss erfolgte mit einem French®Press-Hochdruckhomogenisator. Das Zell-
konzentrat wurde mit einer Biofeuchtmasse-Konzentration von 320 g/L (entspricht 96 g/L
BTM) zwei mal bei 600 psig aufgeschlossen.

Ein Teil des Zellaufschlusses wurde durch Zentrifugation geklart wihrend der Hauptteil
ungeklért blieb. Beide Teile wurden aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-18 °C eingefroren. Die riickgerechnete Gesamtproteinkonzentration der geklirten Fermen-
tationsbriihe betrug 20 g/L, die GFP-Konzentration 1.1 g/L.
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8.2.4 Proteinanalytik

8.2.4.1 Gesamtproteinbestimmung

Direkte photometrische Messung

Fiir Proteinkonzentrationen iiber etwa 50 mg/L. wurde die Absorption im UV bei 280 nm
gemessen. Kalibriert wurde gegen bovines Serumalbumin (BSA). Der lineare Messbereich
liegt etwa zwischen 50 und 1000 mg/L. Die Absorption ist bedingt durch die Anwesenheit
der aromatischen Aminoséduren Tryptophan und mit geringerem Einfluss Tyrosin. Die
spektralen Absorptionskoeffizienten schwanken fiir verschiedene Proteine aufgrund des
unterschiedlichen Gehalts an diesen aromatischen Aminoséuren (Janson 1997). Fiir BSA
wurde 0.59, fir Himoglobin dagegen 1.4 mL-mg 'cm ' gemessen. Literaturangaben
reichen von 0 (Parvalbumin) bis 2.7 mL-mg 'ecm ' (Lysozyme) (Janson 1997).

Bradford-Assay

Fiir geringe Proteinkonzentrationen wurde eine Modifikation der photospektrometrischen
Methode nach Bradford (Bradford 1976) unter Verwendung des Farbstoffs Coomassie®
Brillant Blue verwendet. Das Reagenz wurde als Fertiglosung von Sigma bezogen. 1 mL
der zu bestimmenden Losung wurde mit 1 mL Reagenz versetzt. Nach 5-10 min wurde die
Absorption bei 595 nm bestimmt. Analog wurde mit einer Blindprobe mit der Proben-
matrix (Pufferlosung) verfahren. Die Absorptionsdifferenz aus Probe und Blindprobe ist
ein MaB fiir die Gesamtproteinkonzentration. Kalibriert wurde gegen BSA. Es wurden stets
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Der lineare Messbereich liegt etwa zwischen 0.5 und
10 mg/L.

8.2.4.2 Gel-Elektrophorese

Diskontinuierliche denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gel-Elektrophor-
ese (SDS-PAGE) wurde durchgefiihrt wie durch Laemmli beschrieben (Laemmli 1970).
Verwendet wurden vorgefertigte Gelkassetten mit 4-12% Tris-Glycin Gelen in Zusammen-
hang mit dem Elektrophorese-System Invitrogen XCell Surelock™ Minicell (beides Fa.
Invitrogen, Deutschland).

Das diskontinuierliche Gel besteht aus einem oberen Sammelgel und einem unteren
Trenngel. Das Sammelgel konzentriert die Probe in einem Band und erhdht so die Auflos-
ung im nachfolgenden Trenngel. Polyacrylamidgele werden durch Polymerisation von
Acrylamid in der Gegenwart des Crosslinkers N,N’-Methylen-bis-Acrylamid hergestellt.
Die Proteine werden durch das anionische Tensid SDS denaturiert und mit negativer Ober-
flichenladung versehen.

Durchfiihrung der Elektrophorese
Die Proben wurden mit dem Probenpuffer 1:1 gemischt und fiir 2 min bei 85°C geschiittelt.
Der Laufpuffer wurde 1:10 verdiinnt. Die Gelkassette wurde ausgepackt, mit Wasser
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gespiilt, Schutzstreifen und Kamm entfernt, die Wells mit Laufpuffer gespiilt und in das
Elektrophorese-System eingesetzt. Das System wurde mit Laufpuffer gefiillt und die
Proben (je 25 uL) und Referenzstandard (10 uL) in die Wells gefiillt. Unbenutzte Wells
wurden mit Probenpuffer gefiillt. Nach Anschluss der Stromversorgung wurde das
Programm gestartet und die Spannung fiir 90 min bei 125 V gehalten. Die Stromstirke
betragt zu Beginn ungefihr 40 mA und sinkt im Laufe der Elektrophorese auf etwa 10 mA.

Farben und Trocknen des Gels

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde die Gelkassette gedffnet und das Gel vorsichtig
in eine Mischung aus 55 mL Wasser, 20 mL Methanol, 5 mL Stainer A und 20 mL Stainer
B gegeben und fiir 3 Stunden langsam geschiittelt. Das Stainer-Kit enthélt Coomassie Blau
G-250. Danach wurde die Fliissigkeit abgelassen, 250 mL Wasser zugegeben und 7-72
Stunden entfdarbt. Die Nachweisgrenze des Colloidal Blau Féarbesystems liegt unter 10 ng
BSA.

Nach dem Entfarben wurde das Gel gewaschen und in 35 mL Novex Gel-Dry Solution fiir
5 min geschiittelt. Zwei Cellophanfolien wurde 20 sec in die gleiche Losung eingetaucht.
Das Gel wurde zwischen den zwei Folien luftfrei in einen Trockenrahmen eingespannt und
an Luft getrocknet. AbschlieBend wurde das trockene Gel zur Archivierung iiber einen
Flachbettscanner eingescannt. Das trockene Gel ldsst sich problemlos iiber ldngere Zeit
aufbewahren.

Tabelle 8-1: SDS-PAGE Materialien

Materialien Typ Hersteller
Elektrophorese-System XCell Surelock™ Minicell Invitrogen
4-20% Tris-Glycin Precast-Gel EC6035 (Imm Dicke, 10 wells)
Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer LC2675

Tris-Glycin-SDS-Probenpuffer LC2676

Colloidal Blue Staining Kit LC6025; enthélt Stainer A und B

Novex Gel-Dry Solution LC4025

Novex SeeBlue® Pre-Stained LC5625

Protein Standard

8.2.4.3 Hamoglobin-Bestimmung

Héamoglobin wurde direkt photometrisch durch Messung der Absorption bei 410 nm
bestimmt. Kalibriert wurde jeweils gegen einen Himoglobinstandard im gleichen Puffer
wie der Messlosung. Der lineare Messbereich liegt etwa zwischen 1 und 100 mg/L. Abb.
8-5 zeigt das Absorptionsspektrum von Rinderhdmoglobin in Phosphatpuffer. Der spek-
trale Absorptionskoeffizient bei 410 nm liegt je nach Pufferbedingungen bei etwa

47mL-mg'em™.
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Abb. 8-5: links: Relative Absorption von bovinem Methdmoglobin. Das gemessene Absorptionsmaximum
liegt bei 405 nm. rechts: Fiir die Absorption verantwortliche Him-Gruppe.

8.2.4.4 GFP-Bestimmung

Die Konzentration von GFP wurde fluorometrisch mit einem Fluorometer (spectraFluor
SLT, Tecan Deutschland GmbH) in 96-well-Mikrotiterplatten bestimmt. Dabei wurde die
Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von 485 nm angeregt und die Fluoreszenz-Emission bei
535 nm detektiert. Kalibriert wurde gegen einen GFP-Standard (rEGFP, CLONTECH,
8365-1).



Anhang 179

8.3 Formelzeichen und Symbole

Lateinische Symbole

Drahtradius, m
Mittlerer Spulenradius, m
Beschleunigung, ms *
ag Spezifische Oberfléche, m%/g
b Partikelradius, m
b Halbe Spulenlidnge, m

Konzentration, g/L bzw. mol/L
Cw Widerstandsbeiwert, -
d, Partikeldurchmesser, m
g Erdbeschleunigung, g=9.81 ms?
h Abstand Trennwand—Rohrmittelpunkt beim RMMS, m
k Boltzmann-Konstante, k=1.3807-102JK!
m Masse, kg
n Windungszahl, -
p Druck, Pa
q Sorptionskapazitit, kg/kg bzw. mol/kg
r Radialkoordinate, m
t Zeit, S
tr Totzeit, S
v Filter-Leerohrgeschwindigkeit, m/s
Vi Magnetische Geschwindigkeit, m/s
v Mittlere Stromungsgeschwindigkeit, m/s
X Partikeldurchmesser, m
z Axialkoordinate einer Solenoid-Spule, m
A Flache, m>
A Magnetisches Vektorpotential, T-m
Cr relative Filtratkonzentration, -
Ck relative Konzentratkonzentration, —
B Magnetische Flussdichte, T
Dpn Demagnetisierungsfaktor, -
E Filtereffizienz, -
F Kraft, N
Fo Magnetkraft, N
Fw Hydrodynamische Widerstandskraft, N
H Magnetische Feldstérke, A/m
H. Koerzitivfeldstarke, A/m
| Stromstérke, A
J Magnetische Polarisation, T
Ky Dissoziationskonstante, mol/L
L (Filter-)lange, m
M Magnetisierung, Am?/kg bzw. A/m
P Aufreinigungsfaktor, -
Rc Einfangradius, m
R? Korrelationskoeffizient, —
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S Spezifische Oberfliche, m*/kg
T Temperatur, K bzw. °C
A% Volumen, m’
Vk Filtervolumen, m’
Vr Totvolumen, m’
\Y4 Volumenstrom, m’/s
Griechische Symbole

B Stoffiibergangskoeffizient, m/s
€ Porositit, —
€F Filterhohlraumvolumenanteil, -
A Filterkoeffizient, m!
[0) Abscheidegrad, -
n Dynamische Viskositét, Pas
K Volumensuszeptibilitét, -
% Kinematische Viskositiit, m%/s
% Anteil am Gesamtvolumenstrom, -
VK Konzentrat-Volumenstromanteil, —
Mo Permeabilitdtskonstante des Vakuums, o= 4m-10"7 VsA 'm!
IR Relative Permeabilitit, -
p Dichte, kg/m’
0 Winkelkoordinate, °
c Filterkapazitit, kg/m’
\% Nabla-Operator bzw. Gradient

Dimensionslose Kennzahlen

Red

Re,
R

Sc

Sh

Draht-Reynoldszahl Re, :ﬂ
v
Partikel-Reynoldszahl Re, :23;V
v

Hydrodynamischer Faktor, R = 2 — In Re,

Schmidt-Zahl Sc =

v
D

d
Sherwoodzahl Sh = P ;) P

Indizes und Superskripte

e T~V I

Zulauf

Hintergrundfeld

Im thermodynamischen Gleichgewicht
auf Drahtradius normierte Grof3e
auflen

Draht

intrinsisch, innen

Fliissigkeit
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max

HRTmm e e =g

maximal
Partikel
Remanenz
Sattigung
Singuldrer Punkt
Filter

Filtrat

Hefe

Konzentrat
Fliissigkeit

8.4 Verwendete Abkiirzungen

AGE
AGM
APTES
ATPS
BDE
BTM
BFM
BSA
BV
Chy
DBK
DMF
DSP
EBA
E.C.
FEM
GFP
Hb
HEMA
HGF
HGMS
His
IALT
ICP
IDA
IMAC
IMALT
LALLS
MJH

M-PVA
n.b.
NBS
PVA
PGA

Allyl-Glycidylether

Alternating Gradient Magnetometer
3-Aminopropyltriethoxysilan

Aqueous Two Phase Systems, wissrige Zweiphasensysteme
1,4-Butandiol-Diglycidylether

Biotrockenmasse

Biofeuchtfasse

Rinderserumalbumin

Bettvolumina, Filtervolumina
a-Chymotrypsinogen

Durchbruchskurve

Dimethylformamid

Downstream Processing, Bioproduktaufarbeitung
Expanded Bed Adsorption
Enzymklassifizierungsnummer
Finite-Element-Methode

Green Fluorescent Protein

Héamoglobin
Hydroxyethyl-Methacrylat-Copolymer
Hochgradientenfilter
Hochgradientenmagnetseparation, -separator
Histidin

Immobilisierte Affinitdtsliganden Technologie
Induktiv gekoppeltes Plasma

Iminodiessigsdure, Iminodiacetat

Immobilisierte Metall-Affinitédtschromatographie
Immobilisierte Metall-Affinitédtsliganden-Technologie

PartikelgroBenbestimmung mittels ‘Low-Angle Laser Light Scattering’

Magnetpartikeln vom Typ MJH

Magnetpartikeln vom Typ Mm

Magnetische PV A-Partikeln der Fa. Chemagen, Deutschland
Wert wurde nicht bestimmt

N-Bromo-Succinimid

Polyvinylalkohol

Polyglutaraldehyd
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PMA Polymethylacrylat

PMMA Polymethylmethacrylat

PVAc Polyvinylacetat

OES Optische Emissionsspektroskopie

oD Triibung, optical density

OGMS Offene-Gradienten Magnetseparation, -separator
RMMS ‘Repulsive mode’ Magnetseparation, -separator
SDS Natriumdodecylsulfat

Trp Tryptophan

UsS Ultraschall

w/v Massenkonzentration (weight per volume)

w/w Massenanteil (weight per weight)
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