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Zusammenfassung

Seit dem Beginn der Produktion und Veredelung von Nahrungsmitteln im groBtechnischen
MaBstab steigen nicht nur die Mengen an den Hauptprodukten dieser Prozesse, sondern
auch die Mengen der dabei anfallenden Nebenprodukte. Die Entsorgung dieser Nebenpro-
dukte iiber Fliisse oder Klaranlagen stellte auf Grund deren BOD (biochemical oxygen
demand) zunehmend ein Problem dar, dessen Losung unabdingbar wurde. Eines dieser
Nebenprodukte, welches in stets zunehmender Menge anfillt ist Molke, das Hauptneben-
produkt der Kaseherstellung. Die produzierte Jahresmenge betrug fiir das Jahr 2011 alleine
in Deutschland geschatzte 11,80 Mio. Tonnen. Das einstige Abfallprodukt Molke wird seit
den 1950er Jahren in zunehmendem MaB vorwiegend zu Molkekonzentrat, einer 5 bis
6-fach aufkonzentrierten Molkelosung, und Molkeproteinpulvern mit steigendem Protein-
anteil aufgearbeitet. In den 2000er Jahren kamen verstarkt Isolate einzelner Molkeproteine
dieser Produktpalette hinzu. Bereits vor 15 Jahren wurde die weltweit produzierte Menge
an Molkeproteinkonzentrat auf iiber 140.000 Tonnen geschatzt. Molkeproteinpulver und
a-Lactalbumin (ALA) wurden zu dieser Zeit in einer geschatzten Menge von 2.300 Tonnen
bzw. 230 Tonnen jahrlich hergestellt. Mit der zunehmenden Reinheit der Proteinfraktionen
stieg auch deren Marktwert von etwa 1 $-kg=! fiir die ersten Molkeproteinpulver in den
1960er Jahren bis auf 600 $-kg=! fiir Fraktionen einzelner Proteine mit hoher Reinheit.
Die iiberwiegende Mehrheit dieser Produkte findet seinen Einsatz in der Nahrungsmittel-
industrie, wie beispielsweise bei der Produktion von Sauglingsnahrung, Sportlererndhrung
oder als Texturbildner in verschiedensten Nahrungsmitteln des taglichen Konsums. Die
am weitesten verbreiteten Prozesse zur groBindustriellen Aufarbeitung von Molke sind
die Ultrafiltration und die Chromatographie. Andere Verfahren wie Fallungsprozesse oder
peptische Hydrolysen kommen mit steigender ProzessgroBe immer seltener als alleiniges
Aufarbeitungsverfahren von Molke zum Einsatz. Viele der beschriebenen und angewende-
ten Verfahren arbeiten in einem der ersten Schritte mit einer Modifikation des pH-Wertes
des Eduktes Molke. Dies ist in dem hier vorgestellten Verfahren nicht der Fall, das Edukt
wird ohne Veranderungen oder Modifikationen eingesetzt. Es werden keine einzelnen Kom-
ponenten der Molke im Voraus entfernt oder durch z. B. peptische Hydrolyse zerstort. Die
eingesetzten Chemikalien sind ungiftig und miissen keinen kostenintensiven Entsorgungs-
verfahren zugefiihrt werden. Im Gegensatz zu Verfahren mit Fallungssalzen konnen die
eingesetzten Chemikalien im Produkt durch Neutralisation einfach wieder entfernt werden
oder kommen in nur geringen Konzentrationen vor. Es treten im Gegensatz zu chromato-
graphischen Methoden nur geringe Fluidstrome, z. B. Waschwasser, auf und der Prozess
bedarf keiner massiven Temperaturerhohung des Eduktes, um beispielsweise die Viskositat
zu erhohen. Die eingesetzten Adsorbentien sind kostengiinstig (unter 10 € kg=!') und
konnen im Fall von Siliziumdioxid als restproteinbeladener Tierfutterzusatz entsorgt wer-
den. In dem vorgestellten Prozess konnen die Hauptkomponenten der Molke a-Lactalbumin
(ALA), [-Lactoglobulin (BLG) und Lactose voneinander getrennt werden, was mit den
meisten Membranverfahren im industriellen MaBstab nicht oder nur ungeniigend moglich
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ist. Im Prozess werden lediglich einfache Riihrkessel und Filtrationseinheiten eingesetzt.
Des Weiteren ist der Prozess leicht in bestehende Aufarbeitungsverfahren integrierbar
und/oder durch zusitzliche Verfahren, wie beispielsweise vor- oder nachgeschaltete Mem-
branverfahren, erganzbar. Dadurch besitzt er ein hohes Potential zur Optimierung und
weiteren Kostenersparnis. In dieser Arbeit werden zwei Ansatze zur Aufarbeitung verfolgt,
miteinander verglichen und ein Prozessentwurf mit Wirtschaftlichkeitsbetrachtung fiir den
Batch-Ansatz vorgestellt. Fiir einen chromatographischen Ansatz wird ausgehend von Iso-
thermen und Adsorptions- und Desorptionsversuchen in einer Kleinsiule die Produktivitat
fiir ein Material aus y-Aluminiumoxid ermittelt. Fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Ma-
terialien aus Bentonit/Kieselsdure, Siliziumdioxid und ~y-Aluminiumoxid werden die Per-
meabilitdt der Sdulenpackung, deren maximale Bindekapazitdt und Stabilitat angegeben.
Der Einfluss einer Reduktion der PartikelgroBe auf die Proteinbindekapazitat daraus re-
sultierender Adsorbensschiittungen wird ebenfalls betrachtet. Eine gangige Betriebsweise
fiir viskose Fluide mit teilweise ungelostem Feststoffanteil, wie Molkekonzentrat, stellt die
Expanded Bed Chromatographie dar. Eine rechnerische Abschatzung fiir das Material aus
~v-Aluminiumoxid erganzt experimentelle Beobachtungen hinsichtlich der Eignung des Ma-
terials fiir die Expanded Bed Chromatographie. Zur Trennung von ALA und BLG wird ein
Ansatz mittels selektiver Adsorption im Durchbruch mit einem Ansatz mittels selektiver
Desorption in einem Stufengradienten aus Kaliumphosphat als Eluent verglichen. Fiir den
Batch-Ansatz wird aus den Ergebnissen von Adsorptionsisothermen und einstufigen Batch-
versuchen eine Stoffstromsimulation auf Grundlage eines verfahrenstechnischen FlieBbilds
erstellt. Der vorgestellte Prozess besteht aus 6 Riihrkesselreaktoren, Filtrationsmodulen
zur Fest-Fliissig-Phasen Trennung und zwei Spriihtrocknungseinheiten. Eine Priifung des
vorgestellten Prozesses auf seine Wirtschaftlichkeit wird vor dem Hintergrund maglicher
Produktpreise diskutiert.
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Abstract

Since the beginning of large-scale food production raising amounts of main products emer-
ge from these processes as well as their by-products. One of these by-products is whey. It
incurs during the cheese making process in an anual amount of about 11.80 million tons
sole in Germany in 2011. Historically, whey was not considered as a by-product but as a
waste stream of the cheese making process. Early attempts of disposal management of
whey consisted in e.g., its use as a fertilizer, animal feed, discharging whey into lakes,
rivers, the ocean, or the municipal sewage system. But all these methods cound not help
handling the large and steadily growing amounts of whey in an economical and ecological-
ly beneficial way. Due to its biological oxygen demand (BOD) the disposal at rivers and
clarification plants stated an increasing problem which needed to be solved in alternative
ways. Since the 1950s the former waste product whey is progressively processed to whey
concentrate, a 5 to 6 times concentrated whey solution, using industrial applications of
microfiltration and ultra/diafiltration. Engineering progress, particularly in the areas of li-
quid and powder handling, led to the developement of whey protein powders of increasing
protein content and purity since the 1970s. In the 2000s the manufacturing of additio-
nal products like isolates of single whey proteins rose. The global amount of produced
whey concentrate was already 15 ago projected at more than 140.000 tons.The estimated
amounts of whey protein powder and a-lactalbumin (ALA) accounted for 2.300 tons and
230 tons, respectively. As purity exerts influence on the market rate, prices of whey pro-
tein powders ascended from about 1 $-kg=! in the 1960s up to 600 $-kg' for high purity
protein fractions. Whey protein products are mainly applied in the food processing indus-
try as ingredients for infant formulations, sports nutrition and food products in general.
Common processes for large-scale whey processing are ultrafiltration and chromatogra-
phy, while on the laboratory scale also procedures like precipitation or peptic hydrolysis
are described. These procedures mostly include modifications of whey pH. In the current
work native whey, whey concentrate and whey powder are applied. Deployed chemicals
are non-toxic and remain in the products only in low concentrations or can be withdrawn
from these by neutralization. Fliud streams are little compared to chromatography and
lactose can be separated from a-lactalbumin (ALA) and (-lactoglobulin (BLG), which
still poses a challenge for ultrafiltration processes. Adsorbents are favourably priced, not
exceeding 10 €- kg™!, and can be disposed as aminal feed as in case of silicon oxide.
The work at hand beholds two main strategies of whey processing giving a comparison of
their potentials and presents a batch process layout including an economic evaluation. In
the chromatographic approach adsorption isotherms as well as adsorption and desorption
experiments in a small scale column are presented and results concerning permeabilities,
protein binding capacities and stabilities of diverse experimental Siid-Chemie materials are
given. When dealing with viscous fluids comprising solid fractions such as whey concen-
trate a widely-used chromatography variant is the expanded bed chromatography (EBC).
Applicability of ~v-alumina oxide materials for EBC use is investigated via experimet and



calculation. Selective adsorption and selective desorption for separation of ALA and BLG
are examined as well as the the influence of adsorbent particle size on protein binding
capacity. Based on adsorption isotherms and results of single stage batch experiments a
process model for the batch approach is presented. An additional economic evaluation of
the batch process is carried out regarding anticipated product selling prices.
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1 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Prozesses zur Aufarbeitung von Molkepro-
teinen aus Molke mittels mineralischer Adsorbentien. Im Gegensatz zu den meisten in der
Literatur beschriebenen Adsorptionsverfahren wird in diesem Verfahren der pH-Wert des
Eduktes Molke nicht verandert. Im ersten chromatographischen Ansatz, wird die Art und
Charakteristik der Bindung der Molkeproteine an die Adsorbentien mittels Adsorptionsiso-
thermen untersucht. Hierzu werden Adsorbentien in Pulverform aus Bentonit/Kieselsaure,
Siliziumdioxid und ~-Aluminiumoxid mit steigenden Konzentrationen der Modellproteine
ALA und BLG beladen. Die Adsorbentien werden anschlieBend in Chromatographiesaulen
gepackt und deren Trennvermogen fiir die einzelnen Modellproteine und deren Gemische
ermittelt. Ausgehend von den Ergebnissen der Untersuchungen in einer Kleinsaule (Bio-
Rad Unol, 1,3 ml Bettvolumen) erfolgt eine Aufskalierung mit Adsorbentien in Form
von Granulaten und spharischen Partikeln. Zudem werden prozessrelevante GroBen wie
die Permeabilitdt, Proteinbindekapazitat, Anzahl der theoretischen Trennstufen und der
axiale Dispersionskoeffizient ermittelt und ein Vergleich mit einem kommerziellen Material
gegeben. Verschiedene Ansatze der Prozessfiihrung, wie die Expanded Bed Chromatogra-
phie, selektive Adsorption und selektive Desorption werden berechnet und experimentell
miteinander verglichen. AbschlieBend wird die Produktivitat eines weiterentwickelten par-
tikularen Materials aus y-Aluminiumoxid in der aufskalierten Saule fiir die Trennung von
Molkeproteinen durch selektive Desorption im Phosphat-Stufengradienten ermittelt. Im
zweiten Ansatz, der Batch-Adsorption, werden aus Adsorptionsisothermen und den Er-
gebnissen einstufiger Adsorptionsversuche im Riihrkessel mit Adsorbentien in Form von
Partikeln und Pulvern die relevanten Prozessparameter ermittelt. Die Materialien werden
hinsichtlich ihrer Eignung fiir den Einsatz in technischen Anlagen gepriift und eine Pro-
zessvariante unter konstant halten des pH-Wertes bei der Proteinadsorption wird getestet.
Mit Hilfe dieser Ergebnisse wird eine Stoffstromsimulation erstellt, die Wirtschaftlichkeit
des Prozesses abgeschatzt und mit den Ergebnissen aus dem chromatographischen Ansatz
verglichen.



1 Zielsetzung



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Molke

Molke stellt das Hauptnebenprodukt der Kaseherstellung dar und entsteht bei allen Me-
thoden der Caseinfillung. Hierbei sind die haufigsten Arten der Caseinfillung die enzy-
matische und die saure Fallung. Die enzymatische Caseinfallung erfolgt unter Einsatz von
Lab, welches das Casein der Milch spaltet, was zur Zerstorung der micellarer Stabilisie-
rung des Caseins und somit zu dessen Ausfallen aus der Losung fiihrt. Die entstehende
gelbgriine Fliissigkeit wird als SiiBmolke bezeichnet. Die Produktion von Sauermolke ge-
schieht entweder durch den direkten Zusatz von Saure oder durch die bei der mikrobiellen
Fermentation von Lactose durch milchsidurebildende Organismen entstehende Milchsaure.
Durch die Sduren kommt es zu einer Erniedrigung des pH-Wertes der Milch bis iiber
den isoelektrischen Punkt des Caseins, woraufhin Konformationsianderungen des Prote-
ins auftreten, welche letzten Endes in eine amorphe Form und das Ausfallen des Caseins
miinden (Wong, 1999). Der Hauptteil der dabei produzierten Molke wird anschlieBend zu
fliissigem Molkekonzentrat aufkonzentriert oder zu Molkepulver verarbeitet (Forschungs-
kreis der Erndhrungsindustrie e.V., 2010).

2.1.1 Zusammensetzung von Molke

Nach Ausfallen und Abtrennung des Hauptteils des Caseins enthalt die entstandene Molke
noch durchschnittlich 6,3 % Feststoff. Dieser Feststoffanteil setzt sich bezogen auf die
Molke zusammen aus 0,7 % Molkeproteinen, unter 0,1 % Restcasein, 0,1 % Fett, 4,9 %
Lactose und 0,5 % Asche (Smithers, 2008). Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die
Inhaltsstoffe von Milch und Molke.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die Inhaltsstoffe von Milch und Molke (Smithers, 2008)
Anteil [% w/v]

Inhaltsstoffe | Milch | Molke
Casein 2,8 <0,1
Molkeproteine 0,7 0,7
Fett 3,7 0,1
Asche 0,7 0,5
Lactose 4.9 49
Feststoff gesamt | 12,8 6,3

Die Molkeproteine werden in majore und minore Molkeproteine unterteilt. Zu den majoren
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Molkeproteinen gehdren a-Lactalbumin (ALA), 5-Lactoglobulin (BLG), bovines Serumal-
bumin (BSA) und Immunglobuline (Ig). Unter den Immunglobulinen besitzt IgG die groBte
Haufigkeit (siehe Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Anteil der einzelnen Proteine an der Proteinfraktion von Molke (Montagne et al.,
1999; Plate, 2008; Kontopidis et al., 2004; Mulsow, 2008; Farrell et al., 2004;
Hirayama et al., 1990; Al-Mashikh and Nakai, 1987)

Protein | Anteil [% w/v] | Molekiilmasse [kDa]
ALA 18— 24 14.0
BLG 54 — 60 18,4
BSA 6 — 12 66,4
IgG 12,7 146
Lactoferrin 1,8 76,0
Transferrin 1,8 80 — 95
LPO 0,5 78 - 81

Zu den minoren Molkeproteinen gehoren Lactoferrin (bLF), Transferrin (bTF) und Lac-
toperoxidase (LPO). Die Unterteilung der Molkeproteine in majore und minore Molkepro-
teine richtet sich hierbei nicht nach deren GroBe, sondern nach deren relativer Haufigkeit in
Molke. Zusatzlich enthalt Molke zahlreiche Mineralien, Spurenelemente und Vitamine. Un-
ter den Vitaminen ist auf Grund seiner gelben Farbe das Vitamin B2 das bekannteste und
industriell am haufigsten eingesetzte. Es wird auch als Riboflavin, Lactoflavin oder E 101
bezeichnet und findet in der Lebensmittelindustrie Einsatz als Farbstoff (Ball, 2006). Eine
Ubersicht iiber die wichtigsten und haufigsten Mineralien, Spurenelemente und Vitamine
in Molke ist in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Konzentration von Mineralien, Spurenelementen und Vitaminen in Molke (Pla-
te, 2008)

Minerale | Konzen- | Spuren- | Konzen- | Vitamine | Konzen-
tration | elemente | tration tration
[g17] [g17] [g17']
Natrium 0,5 Eisen 1,5 Bs 1,5
Kalium 1,5 Kupfer 0,2 Bs 4,0
Magnesium 0,1 Zink 1,5 Bg 0,5
Calcium 0,6 Iod 0,5 C 1,5
Chlorid 1,1
Phosphor 0,7
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2.1.2 Majore Molkeproteine
a-Lactalbumin

ALA (a-Lactalbumin) ist ein kleines globuldres Protein aus 123 Aminosduren und besitzt
ein Molekiilgewicht von 14,2 kDa. In dieser Form kommt es strukturell nahezu identisch
in sowohl humaner als auch boviner Milch vor (Nitta and Sugai, 1989). Seine Produktion
erfolgt in den Milchdriisen von Saugetieren und wird durch das Hormon Prolactin angeregt
(Kleinberg et al., 1983). Mit einem Anteil von ca. 18 — 24 % ist es das zweithaufigste Pro-
tein in Molke, in humaner Milch hingegen ist es das haufigste Protein (Montagne et al.,
1999; Plate, 2008). Sein isoelektrischer Punkt liegt bei 4,2 — 4,8 (Permyakov and Berli-
ner, 2000a; Stanciuc and Rapeanu, 2010; Wong et al., 1996; Pike et al., 1996; Chatterton
et al., 2006; Etzel, 2004). Auf Grund seiner singular vorhandenen Ca* Bindestelle fin-
det ALA auch haufig Verwendung als einfaches Modellprotein calciumbindender Proteine
(Permyakov and Berliner, 2000b). Wie die calciumbindenden Lysozyme besitzt auch ALA
eine schwache proteolytische Enzymaktivitat, welche iiber die Evolution der Saugetiere
nahezu verloren gegangen ist (Nitta and Sugai, 1989). Die Bindung von Calcium ist auch
ein entscheidender Faktor fiir die Stabilitat des Proteins unter dem Einfluss von Hitze. So
findet eine Hitzedenaturierung des Proteins erst bei etwa 70° C bei Calciumbindung statt
und nicht wie im calciumarmen Zustand bereits bei 20° C (Stanciuc and Rapeanu, 2010).
Auch die Riickfaltung des durch Hitze denaturierten Proteins wird durch die Bindung von
Calcium positiv beeinflusst (Permyakov and Berliner, 2000a). In nativer Form besteht die
Tertiarstruktur von ALA aus einer a- und einer S-Domane. Die groBere a-Domane besteht
aus drei pH-stabilen a-Helices, einer pH-abhadngigen a-Helix und drei kurzen 3;p-Helices

(Pike et al., 1996). Die Struktur von ALA ist in Abb. 2.1 dargestellt.

Abbildung 2.1: Struktur von ALA (El-Sayed, 2011)

Die kleinere S-Domaéne setzt sich aus einer dreistrangigen antiparallelen S-Faltblattstruktur
und einer kurzen 3;p-Helix zusammen (Chrysina et al., 2000). Von medizinischem Inter-
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esse ist ALA als Therapeutikum fiir Gehirntumorzellen. So induzierte HAMLET (human
alpha-lactalbumin made lethal to tumor cells), ein Derivat von ALA, welches in seiner Ter-
tidrstruktur verindert und mit Olsiure als Co-Faktor vorlag, die Apoptose einer Vielzahl
von Tumorzellen in vitro (Fischer et al., 2004).

[/-Lactoglobulin

BLG (B-Lactoglobulin) kommt in der Milch nahezu aller Siugetiere vor, eine Ausnah-
me stellt hierbei die menschliche Muttermilch dar (Chatterton et al., 2006; Lonnerdal,
2003). In Formulierungen zur Sauglingsernahrung wird zur besseren Vertraglichkeit sein
Anteil moglichst gering gehalten (03/055322, 2003), zumal es starke Indizien dafiir gibt,
dass es hauptverantwortlich fiir proteinabhangige Allergien auf Kuhmilch und deren Pro-
dukte im Kindes- und Erwachsenenalter sein soll (Jarvinen et al., 2001). Andererseits
wurden immunregulatorische Eigenschaften des Proteins hinsichtlich einer Verminderung
der Adhasion bestimmter Stamme von Escherichia coli und Klebsiella an menschlichen
Darmschleimhaute in vitro beschrieben und daraus die Moglichkeit einer friihzeitigen Ver-
hinderung von Darminfektionen durch BLG nahe gelegt (Ouwehand et al., 1997). BLG
besteht aus 162 Aminosauren, sein Molekiilgewicht betragt 18,4 kDa und es besitzt einen
stark hydrophoben Charakter (Kontopidis et al., 2004). Der isoelektrische Punkt von BLG
liegt bei 5,3 — 5,4 (Chatterton et al., 2006; Etzel, 2004). Mit 54 — 60 % stellt es nach
seiner Menge das haufigste Protein in boviner Milch dar (Mulsow, 2008; Plate, 2008). Im
Kern besitzt das BLG-Molekiil eine achtstrangige S-Faltblattstruktur, welche zuvor ledig-
lich in Retinol bindenden Proteinen gefunden wurde, und ist flankiert von einer 3;4-Helix
(Papiz et al., 1986). Die Struktur von BLG ist in Abb. 2.2 abgebildet.

Abbildung 2.2: Struktur von BLG (Papiz et al., 1986)

Es gehort zur strukturell stark konservierten Familie der Lipocaline, welche in Form von
Retinol bindenden Proteinen auch im menschlichen Blutserum vorkommen (Greene et al.,
2003). Im nativen Zustand liegt das Protein als Homodimer vor (Papiz et al., 1986). Die
Stabilitat unter Hitzeeinwirkung ist fiir BLG vergleichbar mit jener des zuvor erwdhnten
ALA. So liegt die Grenztemperatur fiir die Hitzedenaturierung von BLG ebenfalls bei 70° C
(Chen et al., 2005). Durch Erhitzen und Veranderung des pH-Wertes bildet BLG kurze und
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lange Fasern, welche sich zur Gelbildung eignen (Jung et al., 2010). Konzentrate aus Mol-
ke angereichert mit BLG finden Einsatz in der Nahrungsmittelindustrie als Texturbildner
(WO2004/091306, 2004; Elofsson et al., 1997; Qi and Onwulata, 2011).

Bovines Serumalbumin

Das dritthdufigste Protein in Molke ist BSA (bovines Serumalbumin) mit einem Anteil von
etwa 6 — 12 % (Farrell et al., 2004; Plate, 2008). Bestehend aus 583 Aminosiuren und mit
einem Molekiilgewicht von 66,4 kDa ist es deutlich groBer als ALA oder BLG (Hirayama
et al., 1990). Die dreidimensionale Struktur des Proteins wird von drei miteinander iiber
Disulfidbriicken verbundenen Hauptdomanen gebildet, welche selbst aus jeweils zwei
helikalen Subdomanen aufgebaut sind (Anfinsen et al., 1994). Der isoelektrische Punkt
von BSA liegt bei 4,7 — 5,1 (Schlimme and Buchheim, 1995; Plate, 2008; Etzel, 2004). Es
kommt sowohl im Blutserum als auch in der Milch aller Sdugetieren vor und es bestehen
groBe Sequenz- und Strukturhomologien zwischen den Serumalbuminen der verschiedenen
Saugetierspezies (Anfinsen et al., 1994).

Eine Ubersicht iiber die Eigenschaften der majoren Molkeproteine ist in Tabelle 2.4 gege-
ben.

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die majoren Molkeproteine und deren Eigenschaften (Montagne
et al., 1999; Plate, 2008; Kontopidis et al., 2004; Mulsow, 2008; Farrell et al.,
2004; Hirayama et al., 1990; Al-Mashikh and Nakai, 1987)

Eigenschaft ALA BLG BSA Ig
Anteil [%)] 18-24 | 54-60 6-12 6-12
Isoel. Punkt 42-48153-54147-51| 55-638
Molekiilmasse [kDa] 14,0 18,4 66,4 > 146,0
Aminosduren 123 162 583 -

Immunglobuline

Der Anteil der Immunglobuline in Molke betragt 6 — 12 %. Bei den Immunglobulinen han-
delt es sich um eine heterogene Gruppe von Antikorpern, welche die humorale (durch Blut-
serum und Lymphfliissigkeit) Immunitat vermitteln. Die Immunglobuline sind alle unter-
einander verwandt, besitzen jedoch trotzdem eine hohe Diversitat. Allen Immunglobulinen
gemein ist ihr Grundaufbau aus mindestens vier Untereinheiten, zu welchen zwei identische
leichte und zwei identische schwere Peptidketten gehdren. Die leichten Ketten bestehen
aus einer variablen und einer konstanten Domane. Wohingegen die schweren Ketten aus
einer variablen und drei konstanten Domanen bzw. vier konstanten Domanen bestehen.
Durch die Assoziation der schweren Peptidketten entsteht ein Y-férmiges symmetrisches
Molekiil. Die variablen Domanen einer leichten und schweren Kette bilden die Antigenbin-
destelle. Uber die Variation der Untereinheiten und die Zusammenlagerung der einzelnen
Y-Elemente zu Di-, Tri-, oder Multimeren um eine zentrale J-Untereinheit entstehen die
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vielen sehr unterschiedlichen Immunglobuline (Voet et al., 2002). In boviner Milch und
Molke kommen drei Klassen der Immunglobuline vor: IgG, IgM und IgA (Korhonen et al.,
2000). Die haufigste Form darunter ist das IgG, welches in identischer Form im Blutserum
aller Saugetiere vorkommt (de Wit, 1998). Der isoelektrische Punkt der Immunglobuline
liegt je nach ihrem spezifischen Aufbau zwischen 5,5 — 6,8 (Al-Mashikhi et al., 1988).

2.1.3 Minore Molkeproteine

Zu den minoren Molkeproteinen gehoren Lactoferrin, Transferrin und Lactoperoxidase.
Diese kommen in Molke in Konzentrationen von 25 — 100 mg:I=! vor (Etzel, 2004). Eine
Ubersicht iiber die Eigenschaften der haufigsten minoren Molkeproteine ist in Tabelle 2.5
gegeben.

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber einzelne minore Molkeproteine und deren Eigenschaften (Aisen
and Liebman, 1972; Schlimme and Buchheim, 1995; Pike et al., 1996; Yoshida
and Ye-Xiuyun, 1991; Plate, 2008; Righetti and Caravaggio, 1976; Weif3, 1999;
Al-Mashikh and Nakai, 1987)

Eigenschaft Lactoferrin | Transferrin | Lactoperoxidase

Isoel. Punkt 7,9 - 88 6,7 9,2 -10,0
Molekiilmasse [kDal 80 - 95 76,0 78 - 81

Aminoséduren 708 704 712

Lactoferrin, welches frither auch als Lactotransferrin bezeichnet wurde, gehort wie das mit
ihm strukturell eng verwandte Transferrin zu den Transportproteinen. Diese eisenbindenden
Glykoproteine sind vorwiegend an der Regulation des Eisenhaushaltes in Organismen be-
teiligt. Die 708 Aminosduren des Lactoferrins bilden, verbunden durch eine a-Helix, zwei
Schleifenstrukturen, an deren Enden je ein Fe3*-lon koordinativ gebunden werden kann
(Adlerova et al., 2008). Hierbei besitzt Lactoferrin eine weitaus hohere Bindungsaffinitat
zu Eisen als das Transferrin (Aisen and Liebman, 1972). Abhangig von Eisengehalt und
Glykosylierungsgrad betragt das Molekiilgewicht von Lactoferrin 80 — 95 kDa. Es kommt
in allen Korperfliissigkeiten vor, jedoch ist seine Konzentration in Milch am hochsten. Ein
bedeutender Unterschied zwischen diesen eisenbindenden Enzymen besteht in ihrem iso-
elektrischen Punkt. Fiir Lactoferrin liegt dieser bei 7,9 — 8,8 (Schlimme and Buchheim,
1995), (Etzel, 2004; Yoshida and Ye-Xiuyun, 1991), fiir Transferrin bei 6,7 (Plate, 2008).
Ein weiteres Glykoprotein in Molke ist die aus 612 Aminosauren bestehende Lactoperoxida-
se (LPO) (Cals et al., 1991). Dieses ist im Gegensatz zu Lactoferrin und Transferrin nicht
in der Lage, Eisen zu binden oder zu speichern (Adlerova et al., 2008). Anstatt dessen ka-
talysiert es die Reaktion von Thiocyanaten und Wasserstoffperoxid (Wolfson and Summer,
1993) und besitzt antimikrobielle Eigenschaften (Kussendrager and van Hooijdonk, 2000).
Die Molekiilmasse des Proteins liegt zwischen 78 und 81 kDa (Yoshida and Ye-Xiuyun,
1991; Etzel, 2004; WeiB, 1999), sein isoelektrischer Punkt bei 9,2 — 10,0 (Righetti and Ca-
ravaggio, 1976; Al-Mashikhi et al., 1988). In weitaus geringeren Konzentrationen enthalt
Molke des Weiteren Proteine wie Makroglobulin, Butyrophilin, Caeruloplasmin und die
Freie Sekretorische Komponente (FSK) (Plate, 2008).
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2.2 Aufarbeitung von Molke

2.2.1 Membranverfahren

Zur kommerziellen Aufarbeitung von Molke werden unterschiedliche Verfahren eingesetzt.
Das haufigste Verfahren ist hierbei die Membranfiltration (Schmidt et al., 1984), wie
sie auch bei Biolac (Biolac GmbH, Harbarnsen) in Form eines Ultrafiltrationsverfahrens
eingesetzt wird (Biolac GmbH & Co. KG, 2011). Die klassische Membranfiltration (reine
Ultrafiltration) zeichnet sich durch hohe Ausbeuten, jedoch auch geringe Reinheit der Pro-
dukte, aus (Cheang and Zydney, 2004). Sie findet seit den friihen 1970er Jahren breiten
Einsatz in der Milchindustrie und wird fiir diverse Anwendungen in der Produktkette von
der Rohmilch iiber die Kaseherstellung bis hin zur Molkeaufarbeitung eingesetzt. Klassi-
sche Verfahrensschritte zur Entwasserung (Evaporation), Entmineralisierung (Elektrodialy-
se), Fettabtrennung (Zentrifugation) oder Keimkontrolle (Hitzebehandlung) konnten durch
Filtrationsverfahren ersetzt werden (Pouliot, 2008). Mittels modernerer Filtrationsverfah-
ren ist es auch moglich, einzelne Komponenten aus den Losungen abzutrennen und somit
neue Produkte zu generieren. Diese Verfahren eignen sich als industrielle Verfahren (Pou-
liot, 2008). Neuere Membranverfahren kombinieren Ultrafiltration mit Chromatographie
iber eine Funktionalisierung der Membranoberflachen. Diese Verfahren werden folglich
als Mixed-Mode Chromatographieverfahren bezeichnet. Ihre Vorteile gegeniiber den klas-
sischen Chromatographieverfahren liegen in niedrigen Riickdruckraten, hohen Flussraten,
einem einfachen Scale-up, geringer Gefahr des Verblockens und einem einfachen Aufbau
(Saufi, 2010). Hierfiir werden auf klassischen Filtrationsmembranen, wie beispielsweise re-
generierte Cellulose, mittels chemischer Oberflichenmodifikation z. B. lonentauschergrup-
pen immobilisiert (Bhut et al., 2011; Goodall et al., 2008; Kokpinar et al., 2006; Harkensee
et al., 2006). Verfahren dieser Art wurden bereits fiir die Verarbeitung von Molke unter-
sucht und zeigten groBes Potential zur Fraktionierung der darin enthaltenen Proteine (Saufi
and Fee, 2009; Ulber et al., 2001; Plate et al., 2006; Bhattacharjee et al., 2006). Mixed-
Mode Chromatographieverfahren wurden aber auch mit anderen im industriellen MaBstab
weniger verbreiteten Verfahren, wie der peptischen Hydrolyse, kombiniert (Konrad et al.,
2001). Allen Membranverfahren ist jedoch auch das Problem des Membranfoulings ge-
mein. Es handelt sich dabei um einen stetig fortschreitenden Prozess, bei welchem es
zur Bildung von anorganischen und organischen Ablagerungen auf der Membranoberflache
kommt. Diese Ablagerungen verschlechtern die Filtrationsleistung der Anlagen sukzessive
und sind durch eine Anderung der Betriebsparameter nicht mehr zu kompensieren. Ih-
re Entfernung erfordert den Einsatz spezieller Reinigungs- und Sanitarisierungsmethoden.
Dabei kommen Sauren, Laugen, Enzyme, Tenside, Komplexbildner und Desinfektionsmit-
tel zum Einsatz. Bei diesen Methoden fallen somit kostenintensive Abwdsser an und sie
reduzieren sowohl die Produktivitdt als auch die Lebensdauer der Membranen (D’'Souza
and Mawson, 2005).
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2.2.2 Chromatographie

Eine im Verhaltnis zu den Membranverfahren industriell weniger stark verbreitete Aufar-
beitungsmethode ist die Chromatographie. Diese wird beispielsweise von Davisco (Davisco
Food International, Inc., USA) zur Produktion von hochreinem ALA eingesetzt (Davisco
Foods Inc., 2012). Uber die hierbei eingesetzten Materialien sind von den Unternehmen
meist keine exakten Angaben zu erhalten. Jedoch lasst die Literatur den Schluss zu, dass
es sich dabei oftmals um modifizierte synthetische Polymere z.B. auf Basis von poly-
hydroxyliertem Methacrylat handeln muss. So konnten Gurgel et al. (Gurgel et al., 2001)
Fraktionen aus Davisco Molkeproteinisolat, angereichert an den Einzelproteinen von Molke,
mit synthetischen Polymersdulen auf Basis von polyhydroxyliertem Methacrylat herstellen.
Heddleson et al. (Heddleson et al., 1997) entfernten mittels Kieselgurpartikeln, auf welchen
all-trans-Retinal Gruppen immobilisiert waren, BLG aus Sauermolke. El-Sayed und Chase
(El-Sayed and Chase, 2010) benutzten ein Material aus Sepharose und konnten iiber se-
lektive Adsorption gekoppelt mit selektiver Desorption die Hauptproteinkomponenten ALA
und BLG in einem zweistufigen Prozess aus Molkekonzentrat aufreinigen. Die Chromato-
graphie mit ihren vielen Varianten, von lonenaustauschchromatographie (Doultani et al.,
2004) bis Affinitdtschromatographie (Vyas et al., 2002; Heddleson et al., 1997) und Expan-
ded Bed Chromatographie (Conrado et al., 2005) bietet viele interessante Mdoglichkeiten
der Proteinfraktionierung. Unter den Chromatographieverfahren liefert die lonenaustausch-
chromatographie die hochsten Ausbeuten bei geringster Reinheit hinsichtlich ALA und BLG
als Produkte (El-Sayed, 2011). Geberding et al. oder Doultani et al. konnten bei der Auf-
arbeitung von ALA und BLG mittels lonenaustauschchromatographie zwar Ausbeuten zwi-
schen 92 und 100 % erzielen, jedoch war die Reinheit ihrer Produkte sehr gering (Geberding
and Byers, 1998; Doultani et al., 2004). Mittels Verfahren wie Affinitatschromatographie
oder hydrophober Chromatographie lassen sich im Vergleich zur lonenaustauschchromato-
graphie Produkte hoherer Reinheit herstellen, jedoch sind die Ausbeuten dieser Verfahren
auch geringer (El-Sayed, 2011). Dies zeigen beispielsweise Arbeiten von Vyas et al. oder
Gurgel et al., in welchen mittels Affinitatschromatographie ALA und BLG in Reinheiten
zwischen 80 und 100 % aufgereinigt werden konnten, wobei die Ausbeuten bei 35 - 48 %
lagen (Vyas et al., 2002; Gurgel et al., 2001).

2.2.3 Weitere Aufreinigungsmethoden

Andere Methoden zur Aufreinigung von Molkeproteinen wurden fiir den LabormaBstab
beschrieben, haben aber haufig Schwachen in ihrer technischen Umsetzbarkeit und bie-
ten oftmals nur ungeniigend die Moglichkeit einer Aufskalierung auf einen wirtschaftlich
relevanten Bereich. Es handelt sich hierbei oftmals um Fallungsverfahren, welche Salze
(Aschaffenburg and Drewry, 1957; Mailliard and Ribadeau-Dumas, 1988) oder spezifische
Losungsmittel benutzten, oder Methoden, bei denen physikalische Parameter wie die Tem-
peratur (Chen et al., 2005; Outinen et al., 1996; Tolkach et al., 2005) oder chemische
EinflussgroBen wie der pH-Wert mittels Sauren und Basen (Fox et al., 1967; Caessens
and Gruppen, 1997; Kuwata et al., 1985; Al-Mashikh and Nakai, 1987) gezielt verandert
werden. Auch die peptische Hydrolyse einzelner Komponenten der Molke wurde beschrie-
ben, wodurch eine einfachere Abtrennung der verbleibenden Komponenten mittels Mem-
branverfahren erreicht wurde (Konrad et al., 2000; Konrad and Kleinschmidt, 2008; Ki-
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nekawa and Kitabatake, 1996). Hierbei handelte es sich jedoch nicht um Verfahren zur
vollstandigen Aufreinigung und Separation der Molkeproteine, da eine oder mehrere Kom-
ponenten zerstort oder dem Prozess ohne deren gezielten Gewinnung entzogen werden.
Dies macht eine industrielle Nutzung unrentabel.

2.3 Entwicklung der Milchmarkte

Der steigende Konsum von Fastfood und Fertiggerichten fiihrt seit Jahren zu einem kon-
tinuierlichen Anstieg der jahrlich produzierten Kasemenge. Fiir das Jahr 2011 betrug die
erzeugte Kasemenge allein in Deutschland 2,2 Mio. Tonnen (ZMB Zentrale Milchmarkt
Berichterstattung GmbH, 2012). In dieser historischen Hochstmarke besaB Pasta-Filata, zu
welcher unter anderen Mozzarella zdhlt, die hochste Steigerungsrate mit 9,8 % im Gegen-
satz zum Vorjahr. Damit fallt auch Molke, das Hauptnebenprodukt der Kaseherstellung,
in immer groBeren Mengen an. Der groBte Teil dieser Molke wird auch heute noch iiber
Molkekonzentrate zu Molkepulver verarbeitet. Die im Jahr 2011 produzierte Menge an
Molkepulver betrug in Deutschland 371,5 - 103 Tonnen. Produkte aus der Aufarbeitung
von Molke finden in den verschiedensten Produkten Anwendung, wie beispielsweise Ba-
bynahrung, Getranken oder Nahrungsmitteln wie Brot, Fleischwaren, SiiBwaren und Mil-
cherzeugnissen (Barth and Behnke, 1997; Rodriguez Furlan et al., 2010; Balagtas et al.,
2003).

2.4 Adsorbentien

2.4.1 Bentonit/Silica

Die eingesetzten Bentonit/Silica Adsorbentien [s. Kap. 3.3] gehdren zu den Tonmine-
ralien, welche ubiquitar auf der Erde vorkommen. Tonmineralien besitzen schichtarti-
ge Kristallstrukturen und lassen sich prinzipiell in zwei Grundtypen unterteilen, den 1:1
und den 2:1 Schichttyp. Der 1:1 Schichttyp besteht aus einer tetraedrischen Serpen-
tinschicht (Mg3Si2O5(OH)4) und einer daran gebundenen oktaedrischen Kaolinschicht
(AlySioO5(0OH)y4). Dieser Schichttyp weist keine bzw. kaum Substitutionen fiir Si bzw.
Al in der Tetraederschicht bzw. Oktaederschicht auf, weshalb die Serpentin-Kaolin Tonmi-
neralien auch nur sehr geringe bis keine negativen Schichtladungen tragen. Zwischen den
Schichten befinden sich keine lonen, jedoch kann Wasser interkalieren, was zum Quellen der
Materialien fiihrt (Bergaya et al., 2006). Der 2:1 Schichttyp ist aus 2 Tetraederschichten
aufgebaut, zwischen welchen eine Oktaederschicht eingebettet vorliegt (Abb. 2.3) (Sposito
et al., 1999). Bei diesem Schichttyp treten in unterschiedlichem Umfang Substitutionen
durch Silizium- und Aluminiumionen auf, was zu Unterschieden in deren Schichtladungen
und uber diese auch zur Klassifizierung der Materialien in Talk-Pyrophyllite, Glimmererden,
Vermiculite und Smektite fiihrt (Martin et al., 1991). Zwischen den geladenen Schichten
der Tonmineralien des 2:1-Schichttyps befinden sich kompensierende Kationen. Diese sind
auf Grund ihrer GroBe an der Schichtoberfliche lokalisiert konnen leicht durch andere
Kationen ausgetauscht werden. Zusatzlich konnen die Tonmaterialien des 2:1 Schichttyps
hinsichtlich der Koordination von oktaedrischer zu tetraedrischer Schicht unterschieden
werden. Bei dioktaedrischen Tonen stehen zwei dreiwertige Kationen der Oktaederschicht
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Abbildung 2.3: Schichtstruktur Montmorillonit (Lagaly and Fahn, 1983)

einer (Si3O10)* -Einheit der Tetraederschicht gegeniiber. Durch Austausch von Aluminiu-
mionen durch zweiwertige lonen in der Oktaederschicht oder Substitution von Silikationen
durch Aluminiumionen in der Tetraederschicht kann eine weitere Ladung entstehen, welche
einem zusatzlichen Kation der Oktaederschicht gegeniibersteht. In diesem Fall handelt es
sich dann um einen trioktaedrischen Ton (Bujdédk and Rode, 1996). Bei den in dieser Arbeit
eingesetzten Tonmineralien handelt es sich um smektisches dioktaedrisches Montmorillonit,
dem Hauptbestandteil von Bentonit, welches fest in eine Matrix aus amorphem Siliziumdi-
oxid eingebettet vorliegt. Durch die Einlagerung des Bentonits in die Silicastruktur konnte
die fiir chromatographische Verfahren ungewiinschte Quelleigenschaft des Montmorillonits
minimiert werden. Proteinbindung an diesen Adsorbentientyp kann iiber elektrostatische
(Johnston et al., 2012) oder hydrophobe (Quiquampoix, 2008) Wechselwirkungen erfolgen.
Auch Van-der-Waals-Krafte (Greenland, 1965) oder verbriickende divalente Kationen wie
Mg2+ oder Ca2* (Weiss, 1959) werden bei der Bindung von Proteinen an die Materialien
beschrieben. Die Proteinbindung erfolgt hierbei in einem weiten Bereich um den isoelek-
trischen Punkt des Proteins, das Maximum der Bindungskapazitat wird am isoelektrischen
Punkt des Proteins erreicht (Riechers, 2005). Bedingt durch die Mannigfaltigkeit der Bin-
dungsmechanismen wird auch die irreversible Bindung von Protein an Adsorbentien aus
Tonmineralien beobachtet (Quiquampoix, 2008; Stefani and Sequi, 1978). Bei der Bindung
der Proteine an die Oberfliche der Adsorbentien finden konformationelle Veranderungen
des Proteins statt, welche zur Streckung des Proteins auf der Oberfliche der Adsorbentien
fiihren. Diese Veranderungen sind jedoch meist reversibel (Baron et al., 1999; Gougeon
et al., 2003).
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2.4.2 Silicate - Darstellung und Einsatz als Proteinadsorbentien

Natiirliche Silicate stellen die haufigsten Mineralien unserer Erdkruste dar. Sie kommen
sowohl in kristalliner Form, als Quarz, Tridymit, Cristobalit, Coesit, Stishovit, als auch
in amorpher Form, wie die Edel- und Schmucksteine der Opalgruppe, vor. Die kristalline
Form lasst sich als eine dreidimensionale Anordnung von (SiO4)*~- und (SiOg)® -Einheiten
beschreiben. Die bei Raumtemperatur stabilste Form stellt hierbei Quarz dar. Dieser lasst
sich iiber thermische Verfahren in Tridymit und bei hoheren Temperaturen in Cristobalit
iberfiihren. Fiir alle drei Silicate existieren temperaturabhdngige a- und [-Formen, die
Hochtemperaturformen sind bei Raumtemperatur metastabil. Amorphe Silicate bestehen
aus einer zufalligen Anordnung von (SiO,)*--Einheiten, welche bei den Opalen unterschied-
liche Mengen an Wasser enthalten (SiOy:nH20). Synthetische Silicate werden durch die
Kondensation von Orthokieselsdure hergestellt. Orthokieselsdure selbst ist darstellbar aus
dem sogenannten Wasserglas (Na;0-3,3Si0,) und Schwefelsdure unter Bildung des Ne-
benprodukts Natriumsulfat (Na;SO,4) (Bregna, 1994; Gan et al., 1996). Aus den nach
Kondensation und Phasentrennung entstandenen Keinem entstehen in Abhangigkeit von
pH-Wert und Salzkonzentration (z.B. Calciumsalze) entweder Gele durch Aggregation oder
Sole durch Wachstum der Keime (Abb. 2.4).

Kondensation
Fhasen-
Si(OH), | ———> et [ Koime |
s'tOH )« trennung e

Aggregation Wachstum

pH < 7 ohne Salz pH > ? ohne Salz
(pH 7-10 mit Salz)

Fallung
Trocknen Trocknen
Silica Puder
Silica Puder
Silica Gele

Abbildung 2.4: Darstellung synthetischer Silicate (Bregna, 1994; Schlomach, 2006)

Als Sol wird eine stabile Dispersion fester kolloidaler Partikel bezeichnet, welche kein
Sedimentations- oder Agglomerationsverhalten aufweist. Abhangig vom Losemittel wer-
den Sole dann im Fall von Wasser als Aqua- oder Hydrosole, bei Verwendung organi-
sche Losemittel als Organosole bezeichnet. Bei Gelen hingegen bildet sich ein flexibles
Gertist aus Silicapartikeln bzw. —polymeren, in welchem Wassermolekiile eingelagert vor-
liegen (Norisuye et al., 2000). Durch Fallung und Trocknung entstehen die kommerziell
erhéltlichen Silicate in Form von Pulvern oder Gelen. Abhangig von der PartikelgroBe sind
fir den Zusammenhalt der Partikel kovalente Siloxanverbindungen, Natriumionenbriicken
und Van-der-Waals-Krafte verantwortlich (Bregna, 1994). Silicate tragen auf ihren Ober-
flachen Silanolgruppen (Abb. 2.5), der Nullladungspunkt dieser Materialien liegt zwischen
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pH 1,8 und 2,5 (Kosmulski, 2009). Oberhalb dieses pH-Wertes konnen Silicate als Katio-
nentauscher fungieren. Eine ausschlieBliche Beschreibung dieser Materialien als Kationen-

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines Silicapartikels, Partikelgrofie: 5 bis ca.
1500 nm (Bregna, 1994)

tauscher ist in Bezug auf die Adsorption von Proteinen jedoch nicht vollstéandig, da auch
weitere Krafte wie hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen beteiligt sind (Kondo
et al., 1996). Zusatzlich treten bei der Adsorption an Silicate Konformationsénderungen
der adsorbierenden Proteine auf, welche gegen repulsive elektrostatische Krafte iiberwiegen
und dadurch selbst die Bindung eines anionischen Proteins an die anionische Oberflache
der Adsorbentien vermitteln kdnnen. Nakanishi et al. unterscheiden hierbei die Proteine in
»harte” und ,,weiche" Proteine (Nakanishi et al., 2001). ,,Weiche Proteine" kénnen unter
starken Konformationsanderungen sowohl als Kationen als auch als Anionen an eine anio-
nische Oberflache von Silikaten adsorbieren. Zu den weichen Proteine zdhlen z.B. kleine
und groBe weniger strukturstabile Proteine wie ALA und BSA. , Harte Proteine"” (z.B.
kleine strukturstabile Proteine wie BLG) hingegen binden lediglich als Kationen, auBer
die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Protein und Adsorbens erlauben auch eine
Adsorption des Proteins in anionischer Form. Eine Erhohung der lonenstiarke des Medium
kann zu einer Reduktion der elektrostatischen AbstoBung und somit zu einer Verbesserung
der Adsorption ,,harter Proteine"” fiihren (Nakanishi et al., 2001). Die Adsorption und
Desorption von Proteinen an bzw. von Silicaoberflachen ist stark vom pH-Wert abhangig
und kann durch Isothermen des Langmuir-Typs beschrieben werden. Eine Desorption von
Protein vom Material ist durch einen Elutionspuffer aus 1 M NaCl und 0.5 M NaOH
moglich. So adsorbiert BSA bei pH-Werten unter 4 durch elektrostatische Krafte stark
an SiO,. Seine Adsorption nimmt mit steigendem pH-Wert ab und ist dann vorwiegend
noch durch Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen den Hydroxylgruppen auf der Ma-
terialoberflaiche und den Protonen auf der Oberfliche von BSA bestimmt (Kondo et al.,
1996; van Oss et al., 1995). Nach Uberschreiten des isoelektrischen Punkts von BSA um
pH 5 nehmen die abstoBenden elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und
Oberflache zu, bis bei einem pH-Wert von 10 keinerlei nennenswerte Adsorption von BSA
an die Materialoberfliche mehr zu beobachten ist (Suh et al., 2004).
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2.4.3 Proteinadsorption durch Aluminiumoxid

Oxide aus Ubergangsmetallen wie Aluminium oder Silizium finden vor allem in der Petro-
chemie breiten Einsatz als Katalysatoren (Trombetta et al., 1998; Peri, 1965c¢,b). Die
dabei eingesetzten Aluminiumoxide werden in thermischen Dehydroxylierungsverfahren
hergestellt. Ausgehend von dem Rohstoff Aluminiumoxihydroxid (AIOOH), wie Boehmit,
entstehen bei der thermischen Behandlung zunichst die Ubergangsphasen ~-, - und 6-
Aluminiumhydroxid (Al;O3). Als letztes entsteht das stabile und im Gegensatz zu den
vorangegangenen Ubergangsoxiden katalytisch inaktive a-Aluminiumhydroxid. Fiir diesen
Prozess werden Temperaturen von 873 bis zu 1573 K bendtigt. Nach 24 Stunden bei
873 K ist Boehmit vollstandig in ~v-Aluminiumoxid umgewandelt. Dieses besitzt eine Spi-
nellstruktur mit Defekten und restlich verbliebene Hydroxylgruppen auf seiner Oberflache
(Boumaza et al., 2009; Peri, 1965a). Zur Steigerung der katalytischen Aktivitat kdnnen
dreiwertige Aluminiumionen der Oberflache gegen vierwertige Siliziumionen ausgetauscht
werden. Dabei kommt es zur Erhéhung der Lewis-Sdure Aktivitdt und zur Bildung ver-
briickender Hydroxylgruppen, dhnlich jenen der Zeolite (Chizallet and Raybaud, 2009).
Durch Erhdhung des Substitutionsgrades mit Siliziumionen bilden sich unterschiedliche
Mischschichten aus Al,O3, Al-Si-Oxid und SiO, auf der Oberflaiche des Materials aus
(Abb. 2.6).

A B c
O = u
Al,0,4 Al-Si Oxide Si0,

Abbildung 2.6: Modell der Oberflichenverianderung von AloOg durch Substitution von Al
durch Si. Reines Al;O3 (A), 1.5 — 5 % SiO2 (B), 10 — 20 % SiO2 (C), 30 —
40 % SiO2 (D), 60 — 80 % SiO2 (E) und 90 — 100 % SiO9 (F). (Daniell et al.,
2000)

Ab einem Substitutionsgrad von 40 % liegt das Material als Core-Shell Partikel aus Al-Si-
Oxid und SiOs vor, reines Al,O3 befindet sich nur noch im Kern des Materials. Bei diesem
Substitutionsgrad wird auch die héchste Aziditdt des Materials erreicht (Daniell et al.,
2000). Weitere Erhohungen der Aziditat kdnnen dariiber hinaus durch Supplementierung
des Materials mit Kobalt oder Kupfer, besonders aber durch Eisen, erzielt werden (Belik
et al., 2009). Partikel aus y-Aluminiumoxid besitzen positive Oberflachenladungen bis zu
pH-Werten zwischen 8,0 und 9,6 (Nullladungspunkt) (Wang et al., 2002; Kosmulski, 2004).
Die Abweichungen in den ermittelten Werten sind in den unterschiedlichen Herstellungsme-
thoden der Materialien und Messmethoden begriindet (Kosmulski, 2009). Fiir Materialien
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aus Al;O3 und SiO, sinkt der Nullladungspunkt mit zunehmendem SiO,-Anteil. So liegt
er bei einem Anteil von 30 % Al,O3 beispielsweise bei pH 4,6 (Janusz et al., 2007). In
wassriger Losung interagieren Materialien aus y-Aluminiumoxid mit Wasser und es bilden
sich weit unterhalb des Nullladungspunktes verstarkt =Al(OH,)," lonen und weit oberhalb
des Nullladungspunktes zunehmend AlO~ lonen an der Materialoberfliche (Wang et al.,
2002). Kationische Aminosauren kénnen iiber Carbonylgruppen Wasserstoff-Briicken zu
den Al-OH," lonen der Materialoberfldche ausbilden und somit an das Material adsorbieren.
Bei anionischen Aminosduren kommt es zur Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen den
Aminogruppen der Aminosauren und den Hydroxylgruppen auf der Materialoberflache. Fiir
zwitterionische Aminosauren oder Proteine konnen zwei Mechanismen beobachtet werden.
Zum einen findet eine Wasserstoffbriickenbildung zwischen Aminosauren-Carboxylgruppen
und Oberflachen-OH," statt, zum anderen die dominierenden intermolekularen Interaktio-
nen zwischen den Amino- und Carboxyl-Gruppen der Aminosauren (Garcia et al., 2007;
Urano and Fukuzaki, 1997). Inkubation des Materials mit Citrat- oder Phosphatpuffer fiihrt
zu signifikanten Anderungen in der Oberflichenladung von Aluminiumoxiden. Die Citrat-
bzw. Phosphatanionen belegen die kationische Oberflache des Adsorbens, was zu einer Re-
duktion der positiven Oberflachenladung des Adsorbens bis hin zur Ladungsumkehr fiihren
kann. Bereits an die Materialoberflache gebundenes Protein kann sowohl durch diesen Ef-
fekt, als auch durch das Binden der Salzanionen an die Carboxylgruppen des Proteins, von
der Oberfliche des Adsorbens eluiert werden (Garcia et al., 2007).
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3 Material und Methoden

3.1 Analytische Methoden

3.1.1 BCA Protein Assay

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentrationen von Gemischen oder der Konzentra-
tion von Modellproteinen wird ein BCA-Assay-Kit (Novagen, Merck-Group, Merck KGaA,
Darmstadt) verwendet. Vor der Bestimmung der Proteinkonzentrationen werden die Pro-
ben vorbehandelt. Hierzu werden die Proben mit einem ProFill-Filter aus regenerierter Cel-
lulose (MedChrom GmbH, Flérsheim-Dalsheim) mit einem Porendurchmesser von 0,45 um
filtriert. Der Testansatz in 96-well-Mikrotiterplatten erfolgt mittels eines Packard Multipro-
be |I-Pipettierroboters (PerkinElmer, Waltham, USA). AnschlieBend werden die Proben in
einem Perkin Elmer Victor II (PerkinElmer, Waltham, USA) photometrisch bei einer Wel-
lenlange von 540 nm vermessen. Das Gesamtvolumen des Testansatzes betragt 225 pul. Im
Test eingesetzt werden 200 ul einer Arbeitslosung, einer Mischung aus Pufferldsung und
4 % Kupfersulfat-Losung in einem Verhaltnis von 1:5, und 25 ul Probe bzw. Modellprote-
inlosung. Die Pufferlosung besteht aus Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Bicinchon-
insdure und Natriumtartrat in 0,1 M NaOH-L&sung (Angaben: Novagen, Merck-Group,
Merck KGaA, Darmstadt). Der Assay ist sehr anféllig fiir Storungen durch Lactose. Er
bietet die Moglichkeit, Proteinkonzentrationen exakt und schnell zu bestimmen, sofern die
Lactosekonzentrationen in den Proben konstant sind oder in der Kalibrierung beriicksichtigt
werden. Dies trifft auf Proben der Proteinquellen oder Elutionsproben zu, jedoch nicht auf
Beladungs-/Durchbruchsproben, bei welchen neben starken Veranderungen in der Lacto-
sekonzentration zusitzlich je nach Adsorbens Anderungen in der Einzelproteinkomposition
zu beobachten sind.

3.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Auch bei der Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford handelt es sich um
einen sehr schnellen und einfachen Assay, welcher auf MikrotiterplattenmaBstab skalier-
bar ist. Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford konnen dieselben Gerate wie fiir den
BCA-Assay verwendet werden. Die Probenvorbereitung erfolgt analog zu jener, welche
bereits in Kap. 3.1.1 beschrieben wurde. Es wird eine gebrauchsfertige Reaktionslosung
von AppliChem (Bestell-Nr. A6932,0500) verwendet, die Coomassie Brilliant Blue G-
250, Phosphorsaure und Ethanol enthdlt. Der Probenansatz besteht aus 20 ul Probe
bzw. Modellproteinlésung (Standard) und 200 pl Reaktionslésung. Die photometrische
Bestimmung erfolgt ohne vorherige Inkubation der Proben bei einer Wellenldnge von
595 nm. Hierbei stellte sich durch Absorptionsmessungen von Modellproteinen heraus,
dass Storungen der Messwerte durch Lactose gering sind, der Assay fiir BLG jedoch ei-
ne wesentlich geringere Sensitivitat als fiir die anderen majoren Proteinen ALA und BSA
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besitzt. Folglich ist auch diese Bestimmungsmethode nicht geeignet zur Proteinbestim-
mung in Beladungs-/Durchbruchsproben. Bedingt durch die Empfindlichkeit der Metho-
de und die hohen zu messenden Proteinkonzentrationen in den Proben bedarf es hoher
Verdiinnungsstufen, welche eine zusatzliche Fehlerquelle darstellen. Zudem zeigte die Re-
aktionslosung auch bei konsequenter Lagerung im Kiihlschrank Alterungseffekte, die durch
Filtration kurzfristig minimierbar waren, jedoch mit weiterem Fortschreiten des Alterungs-
prozesses liber 3-4 Wochen irreversibel wurden.

3.1.3 Protein-Bestimmung durch UV-Absorption

Die Protein-Bestimmung durch UV-Absorption zeichnet sich zum einen durch ihre Einfach-
heit und Schnelligkeit, zum anderen durch eine in Bezug auf die Proben addquate Empfind-
lichkeit und einen weiten linearen Messbereich von 0,1 - 1,4 gI=! aus. Proben kénnen in
den meisten Fallen entweder direkt ohne vorherige Verdiinnung oder in Verdiinnungen von
bis zu 1:10 vermessen werden. Die Probenvorbereitung, -verdiinnung und Messung der Ab-
sorptionen erfolgt mit den in Kap. 3.1.1 beschriebenen Geradten. Die Absorptionsmessung
erfolgt bei einer Wellenlange von 280 nm in 200 ul Proben in Mikrotiterplatten (96-well
microplate, UV-Star®, VWR Best.-Nr. 736-0231). Als Standard dient ein Gemisch aus den
majoren Molkeproteinen im selben Verhaltnis zueinander, wie sie auch in Molkekonzentrat
vorliegen (unter Beriicksichtigung ihrer Reinheit im Bestell-/Anlieferzustand). Der Prote-
instandard besteht aus 22,2 mg BLG, 5,3 mg ALA, 0,9 mg BSA und wurde in je 10 ml des
entsprechenden Auftrage- und Elutionspuffers angesetzt. Auch bei dieser Methode treten
bei nicht konstanten Proteinzusammensetzungen Messungenauigkeiten auf Grund der un-
terschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Proteine bei der Messwellenlange von 280 nm
auf. Diese Methode ist jedoch auf Grund ihrer hohen Probendurchsatzgeschwindigkeit von
4800 Proben pro Stunde, der Unempfindlichkeit gegeniiber Storungen durch Lactose und
der nicht vorhandenen Notwendigkeit des Einsatzes von Reagenzien die Methode der Wahl
zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Beladungs- und Elutionsversuchen.

3.1.4 HPLC-Protein-Analytik

Die quantitative Bestimmung der Einzelkomponenten von Proteingemischen erfolgt iiber
eine Reversed Phase HPLC-Methode (Waters 2695 Separator Module) nach Elgar et al.
(Elgar et al., 2000). Hierzu wird eine PLRS-100 Saule (Polymer Laboratories, Varian-
Group, Varian Inc., Palo Alto, USA) mit einem Innendurchmesser von 2,1 mm und einer
Lange von 250 mm verwendet. Als Laufmittel dient ein Wasser-Acetonitril Gemisch. Die-
ses wird als Gradient aus zwei Pufferlosungen appliziert. Puffer A enthalt Wasser und
Trifluoressigsaure (0,1 % TFA), Puffer B Wasser, Acetonitril (HPLC-Grade, Mallinckrodt
Baker, USA) und Trifluoressigsaure (90 % Acetonitril, 0,09 % TFA). Die zur Auftrennung
des Gemisches verwendete Flussrate betragt 1,0 ml-min~!. Die Detektion der Komponenten
erfolgt bei 20 ° C iiber einen Diodenarraydetektor (Waters 2998 Photodiode Array Detec-
tor). Hierbei wird eine Wellenlange von 280 nm fiir die Peakflichenbestimmung verwendet.
Ein Chromatogramm eines Standardgemischs ist in Abb. 3.1 dargestellt. Die Probenvorbe-
reitung erfolgt analog zu jener, welche bereits in Kap. 3.1.1 beschrieben wurde. Die Kon-
zentrationsbestimmung erfolgt iiber die Peakflichenbestimmung von Standardlosungen
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Abbildung 3.1: Chromatogramm eines Standardgemischs aus 30 ug ALA, 120 pug BLG, und
300 pg BSA, Injektionsvolumen: 100 sl , Flussrate: 1 mlmin~! , Eluent:
Wasser, Trifluoressigsidure, Acetonitril, Sdule: PLRS-100 Polymer Laborato-
ries

aus Modellproteinen, welche vor jeder Messung ebenfalls mit demselben Filter filtriert wer-
den. Der Messbereich des Gerates reicht fiir ALA bis 1 g-I-! , fiir BLG bis 2 gI=! und
fir BSA bis 5 g:I=! . Die Proteine werden in 50 mM Kaliumacetatpuffer pH 6 geldst.
Diese Methode findet Verwendung zur genauen Bestimmung der Konzentrationen der ma-
joren Molkeproteine in Proben. Es konnte kein Einfluss von Lactose auf die Messwerte
beobachtet werden. Die lange Messzeit von 30 min vermindert jedoch die Einsetzbarkeit
der Methode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in groBen Probenanzahlen, wie
sie bei Kapazitatsbestimmungen auftreten. Hierfiir wird die Protein-Bestimmung durch
UV-Absorption (Kap. 3.1.3) heran gezogen.

3.1.5 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Auf Grund der sehr unterschiedlichen Konzentrationen von majoren und minoren Proteinen
in den Proteinquellen und der Uberlagerung der Peaks minorer und majorer Molkeproteine
lassen sich mit der eingesetzten HPLC-Anlage lediglich die majoren Proben eindeutig
identifizieren und quantifizieren. Fiir eine vollstandige ldentifikation der Proteinzusam-
mensetzung in einer Probe wird die SDS-PAGE eingesetzt. Hierbei ist zu beachten, dass
die Methode in diesem Fall nur qualitative und nicht quantitative Aussagekraft besitzt.
Das Trenngel besteht aus 3,33 ml 30 %iger Acrylamidlésung, 2,5 ml Trenngelpuffer,
5,77 ml demineralisiertem Wasser, 50 ul APS (Ammoniumpersulfat) und 5 pl TEMED
(Tetramethylethylendiamin). Das Sammelgel beinhaltet 1,67 ml 30 %ige Acrylamidldsung,
2,5 ml Sammelgelpuffer, 6,67 ml demineralisiertes Wasser, 50 ul APS und 1 ul TEMED.
Der Trenngelpuffer enthalt 18,8 g TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) und 0,4 g
SDS (Natriumdodecylsulfat), der Sammelgelpuffer 3 g TRIS und 0,2 g SDS. Beide
Puffer werden in demineralisiertem Wasser angesetzt und auf pH 8,8 bzw. 6,8 eingestellt.
Das Gel wird in zwei Teilschritten gegossen, die Auspolymerisationszeit pro Gelelement
betragt 20 min. Es werden 20 pl einer Probe mit 10 ul Probenpuffer versetzt und fiir
10 min im Heizblock bei 95 ° C inkubiert. Der Probenpuffer enthalt 0,5 ml Glycerin, 1 ml
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Solubilisierungsstammlosung und 3 — 4 Kristalle Bromphenolblau. In der Solubilisierungs-
stammlosung sind 2,4 g TRIS, 0,15 g SDS und 0,2 ml Mercaptoethanol enthalten, diese
wird in 40 ml demineralisiertem Wasser angesetzt. Nach 10 min Abkiihlen bei Raumtem-
peratur wird die Probe in das Gel eingebracht und bei 150 V im Sammelgel fokussiert.
Nach dem Eindringen der Proben in das Trenngel wird die Spannung auf 200 V erhoht.
Die Auftrennung wird beendet kurz bevor die Bromphenolbande das Gelende erreicht
hat. Die Elektrophoresekammer ist mit Elektrodenpufferlosung gefiillt, welche 3 g-l-!
TRIS, 14,4 g|=! Glycin und 1 gI=' SDS enthilt. Das Gel wird mit 0,1 %iger Coomassie
Brilliant Blue G-250 Losung bedeckt und drei Mal fiir je 30 s bei 360 W in der Mikrowelle
inkubiert. AnschlieBend wird das gefarbte Gel mittels einer Entfarbe/-Fixierldsung entfarbt
und fixiert. Die Entfarbe/-Fixierlosung enthalt 30 % Methanol und 10 % Essigsaure.

Eine Ubersicht iiber die Einsatzmdglichkeiten und Messbereiche der verschiedenen Metho-
den zur Proteinbestimmung gibt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die Methoden zur Proteinbestimmung in Molkeproteinlésungen
und Versuchsproben

Methode | Messzeit | Probenvor- | Mess- | Gestort Einfluss
[Proben | -bereitung | bereich | durch | Proteinzusam-
pro h] [h] [gl-! ] | Lactose | mensetzung
BCA 4800 1,25 0,1 -2 + +
Bradford 4800 2,5 0,1 -1 - +
UV 4800 1 0,1-14 - +
HPLC 2 1 0,1 -5 - -
SDS-PAGE 7 2 - - -

3.1.6 Lactose-Analytik durch HPLC

Lactose wird mittels einer HPLC-Methode bestimmt. Hierbei wird eine Reprogel Ca**-
Séule (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-Entringen) mit 300 mm Lange und 8 mm
Durchmesser verwendet. Dieser ist eine Vorsaule, gefiillt mit demselben Material, mit der
Lange 20 mm und dem Durchmesser 8 mm vorgeschalten. Die HPLC-Anlage besteht aus
einem Midas Autosampler (Spark Holland, Emmen, Niederlande) und einem RID-6 Bre-
chungsindexdetektor (Shimadzu, Kyoto, Japan). Die restlichen Komponenten wie Pumpe
(Economy 2/ED), Degaser (Degasus Populaire) und Saulenofen (Jetstream 2+) stammen
von Techlab (Techlab, Erkerode). Betrieben wird die Sdule mit demineralisiertem Reinst-
wasser (Leitwert: 0,055 pS-cm~!) bei einer Flussrate von 0,5 ml-min~t . Die Temperatur
des Saulenofens betragt 80 ° C . Die Probenvorbereitung erfolgt analog zu jener, welche
bereits in Kap. 3.1.1 beschrieben wurde.
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3.2 Verwendete Proteinquellen

3.2.1 Modellproteine

Losungen aus Modellproteinen werden sowohl in chromatographischen Versuchen als auch
in Versuchen im Satzverfahren eingesetzt. In der Chromatographie werden mit Hilfe der
Modellproteinlosungen z.B. Retentionszeiten, Tailingfaktoren, Anzahl und Hohe theoreti-
scher Trennstufen und axiale Dispersionskoeffizienten bestimmt. Bei Versuchen im Satzver-
fahren werden die Modellproteinlésungen zur Bestimmung von Maximalbeladungen g,z
und Gleichgewichtskonstanten zwischen Adsorption und Desorption K, der Adsorbentien
eingesetzt. Des Weiteren werden Losungen dieser Proteine zur Kalibrierung der Nach-
weisverfahren fiir Molkeproteine verwendet. Die hierfiir benutzten Modellproteine ALA,
BLG und BSA wurden als Lyophilisate von Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Laborchemika-
lien GmbH, Seelze) bezogen. Eine Ubersicht iiber die eingesetzten Modellproteine, deren
Molekiilmassen und Reinheiten ist in Tab. 3.2 gegeben.

Tabelle 3.2: Aufstellung der verwendeten Modellproteine

Proteinstandard | Molekiilmasse [kDa| | Bestellnummer | Reinheit
BLG 18,4 L3908 90 %
ALA 14,0 L6010 85 %
BSA 66,0 A9647 96 %

Immunglobulin-G 146,0 15506 95 %

3.2.2 Molkekonzentrat

Molkekonzentrat wird in dieser Arbeit direkt oder als Grundstoff zur Herstellung von
Diinnmolke eingesetzt. Es findet sowohl in chromatographischen Verfahren als auch bei
Satzverfahren Verwendung. Bei dem Molkekonzentrat handelt es sich um eine 5-fach auf-
konzentrierte Molkesuspension aus SiiBmolke. Die Aufkonzentrierung von Molke zu Mol-
kekonzentrat ist ein (ibliches Verfahren bei der Kaseherstellung im industriellen MaBstab.
Diese Aufkonzentrierung der Molke zu Molkekonzentrat dient der Reduktion von Trans-
portkosten zwischen den Orten der Entstehung und der Weiterverarbeitung von Molke.
Das in dieser Arbeit eingesetzte Molkekonzentrat wurde von der Biolac GmbH & Co. KG
(Biolac, Harbarnsen) zur Verfiigung gestellt. Es enthalt durchschnittlich 34 g-I-! Gesamt-
protein und 289 g-I-! Lactose. Die relative Verteilung der Einzelproteine entspricht der von
Diinnmolke (s. Kap. 2.1.2 Tab. 2.4). Da dieses Molkekonzentrat mit Lactose iibersattigt
vorliegt, wird es bei spateren chromatographischen Versuchen fiir 45 min bei 4 ° C in einer
Heraeus-Kiihlzentrifuge (Laborfuge 400 R, Heraeus, DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell,
UK) bei 4500 rpm (3.939g) zentrifugiert, um den bei chromatographischen Prozessen sich
als storend auswirkenden auskristallisierten Feststoffanteil zu reduzieren.
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3.2.3 Molkepulver und Diinnmolke

Die in dieser Arbeit eingesetzten Diinnmolkelosungen entstammen unterschiedli-
chen Ursprungs. Zum einen wird Diinnmolke (SiiBmolke) von Hochwald (Hochwald
Nahrungsmittel-Werke GmbH, Hiinfeld) zur Verfiigung gestellt. Diese Diinnmolke wird oh-
ne Vorbehandlung direkt in den Testverfahren eingesetzt. Zum anderen wird Diinnmolke
aus Molkekonzentrat durch 5-fach Verdiinnung mit demineralisiertem Wasser hergestellt.
Dieses Molkekonzentrat aus SiiBmolke wurde von BIOLAC (BIOLAC, Harbarnsen) zur
Verfiigung gestellt und die daraus hergestellten Diinnmolkelosungen weisen keine signifi-
kanten Unterschiede in Zusammensetzung oder Eigenschaften zu der von Hochwald be-
zogenen Diinnmolke auf. Bedingt durch die geringe Lagerstabilitat von Diinnmolke und
Molkekonzentrat von nur 3 bis 4 Tagen im Haus wird zusatzlich mit Suspensionen aus
Ultralac 35 Proteinpulver (BIOLAC, Harbarnsen) gearbeitet. Eine Ubersicht iiber die Zu-
sammensetzung von Ultralac 35 ist in Tabelle 3.3 gegeben.

Tabelle 3.3: Inhaltsstoffe von Ultralac 35 Proteinpulver und deren Massenanteil

Bestandteil | Massenanteil [%]
Protein 35
Lactose 48
Fett 4
Mineralien 8
Restfeuchte 5)

Ultralac 35 (UL35) unterscheidet sich von Diinnmolke oder Molkekonzentrat hauptsachlich
in seinem wesentlich geringeren Verhaltnis von Lactose zu Protein. Auch die Suspensionen
aus UL35 werden vor den Chromatographieversuchen abzentrifugiert, wobei in diesem Fall
auf Grund des geringeren Lactosegehaltes der Suspensionen eine kiirzere Zentrifugations-
zeit von 20 min gewahlt wurde.

3.3 Verwendete Adsorbentien

Die untersuchten Adsorbentien bestehen aus y-Aluminiumoxid, Siliziumoxid und Mont-
morillonit oder stellen ein Gemisch daraus dar. Die Adsorbentien wurden von der Siid-
Chemie AG (Siid-Chemie AG, Moosburg) zur Verfiigung gestellt. Die Bandbreite der Ma-
terialien reicht von Pulvern liber Granulate und Extrudate bis hin zu spharischen Parti-
keln. Montmorillonit lag in Form von Bentonit/Silica sowohl in Pulverform (EX M 1221),
als auch in Form eines Granulates (EX M 1717) vor. Siliziumoxid konnte in Form ei-
nes Pulvers (EX M 1991), eines Granulates (EX M 1871) und als spharische Partikel
(EX M 1907) untersucht werden. Fiir y-Aluminiumoxid (Aktivtonerden) existierten Pulver
(EX M 1986), Granulat (EX M 1997) und zwei in ihrer GroBe unterschiedliche spharische
Partikel (EX M 2070 und EX M 2181). Alle weiteren Adsorbentien stellen Gemische dieser
Komponenten dar und lagen in Form von Granulaten bzw. Extrudaten vor. Eine Ubersicht
iiber die in dieser Arbeit eingesetzten Materialien, deren chemische Zusammensetzungen,
physikalische Eigenschaften und Einsatzbereiche gibt Tabelle 3.4.
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Bentonite besitzen fiir gewohnlich eine wahre Dichte von 2200 kg-m~=3, ihre scheinba-
ren Dichten betragen zwischen 1600 kg-m=3 und 1700 kg-m=3 (Bathen and Breitbach,
2001). Die Kornporositaten liegen bei 0,2 - 0,35. BET-Oberflachen von Bentoniten be-
tragen 120 - 300 m3.g~! und die Porenvolumina 0,35 - 0,95 ml-g~'. Wie fiir Bentonite
betragt die wahre Dichte von Silicapartikeln 2200 kg-m~3. lhre scheinbaren Dichten sind
mit 750 - 1250 kg-m=3 deutlich geringer als fiir Bentonite und sie besitzen wesentlich
héhere Kornporositaten mit Werten zwischen 0,45 und 0,65. BET-Oberflachen werden
literaturseitens von 100 m3-g~! bis zu 850 m3-g~! angegeben und Porenvolumina betragen
0,35 - 0,95 ml-g~'. Die wahren Dichten von Aktivtonerden liegen zwischen 3000 kg-m~3
und 3100 kg:-m~3, die scheinbaren Dichten bei 1200 - 2400 kg-m~3. Literaturwerte fiir die
Kornporositaten von Aktivtonerden betragen 0,13 - 0,6. Diese Materialien konnen BET-
Oberflachen von 100 - 400 m3-g~! besitzen, ihre Porenvolumina liegen zwischen 0,35 ml-g~!
und 0,60 ml-g~1. Die scheinbare Dichte eines porosen Partikels pschein ist gegeben durch
das Verhiltnis seiner Masse mp zu der Summe seines Porenvolumens Vpg und seinem
Feststoffvolumen Vg (Bathen and Breitbach, 2001).

mp

= 3.1
Pschein Voore + Vs ( )

Durch Division der Gleichung 3.1 durch die Partikel(trocken)masse mp und unter Einbezug
des spezifischen Porenvolumens vpgo

_ VPOI'e (32)

VPore = )
mp

sowie der wahren Dichte des Partikels pyan,

mp
Pwahr = ?S’ (3.3)

lasst sich Gleichung 3.1 zu Gleichung 3.4 umschreiben.

1
Pschein = =~ 71 (3'4>

_|._ —_—
Pore Pwahr

In Fliissigkeiten kommt es zur teilweisen oder vollstindigen Befiillung der Poren mit
Flissigkeit der Dichte p;. Dadurch kommt es zur Veranderung der Partikeldichte, wel-
che dann als Nassdichte py bezeichnet wird. Die Nassdichte py ist gegeben durch das
Verhaltnis der Summe der Partikeltrockenmasse mp und der Masse der Fliissigkeit in den
Poren mp| pore zu der Summe der Volumina von Poren Vpg und Feststoff Vg (Bathen
and Breitbach, 2001).

_ Mp +MF| Pore

= 3.5
pw VPore +Vs ( )

In der Nassdichte ist die scheinbare Dichte (Dichte in Luft) enthalten (s. Gleichung 3.1),
folglich lasst sich Gleichung 3.5 zu Gleichung 3.6 umschreiben.

TMFE| Pore

_ S L 3.6
PW = Pschein Voore + Vs (3.6)
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Die Masse der Fliissigkeit in den Poren mp| pore ist das Produkt aus der Dichte der
Fliissigkeit pi und dem Volumen VE| pore, Welches die Fliissigkeit in den Poren einnimmt.

VFI,Pore

. L 3.7
Vpore + Vs (37)

PW = Pschein T P1 -

Unter der Annahme, dass die Fliissigkeit anndhernd das gesamte Porenvolumen ausfiillt
und nach partieller Division von Gleichung 3.7 durch mp lasst sich fiir die Nassdichte
folgende Naherung angeben

vp
PW R Pschein TP 1 (3'8)
Vp +

Pwahr

Eine alternative Schreibweise von Gleichung 3.8 unter Einbezug von Gleichung 3.4 ist durch
Gleichung 3.9 gegeben.

PW & Pschein T PL* Pschein * VP> (3.9)

Mit Hilfe der Partikeldichten ist die Berechnung der Porositaiten moglich. So ldsst sich
die Kornporositat ep aus der scheinbaren Porositat pgcpein Und der wahren Porositdt des
Partikels pyanr nach Gleichung 3.10 berechnen (Bathen and Breitbach, 2001).

€p = 1 _ pSChein’ (310)
Pwahr

Die Berechnung der Bettporositat einer Sdulenpackung aus den Partikeln €7, kann aus deren
Riitteldichte py: und deren scheinbarer Dichte pgpein erfolgen (Bathen and Breitbach,
2001).

e =1 - it (3.11)

Pschein

Eine Ubersicht iiber die Dichten und spezifischen Porenvolumina fiir eine Auswahl der
untersuchten Adsorbentien ist in Tab. 3.5 gegeben. Die wahren Dichten der Materiali-
en, deren spezifische Porenvolumina und Riitteldichten wurden von der Siid-Chemie AG
ermittelt.
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Tabelle 3.5: Dichten und Porositaten einer Auswahl der verwendeten Adsorbentien

Adsorbens | wahre | spezif. Poren- | scheinb. | Kornnass- | Riittel- Korn- Bettporo-
Dichte | volumen (Hg) | Dichte dichte dichte | porositit sitét
Pwahr Vp Pschein Pw Priitt ep €L
[kgm™’] [ml-g™'] [kgm™] | [kgm™] | [kgm™] [] []
EX M 1221 2400 0,83 802 1468 392 0,67 0,51
EX M 1991 2100 1,15 615 1322 220 0,71 0,64
EX M 1986 | 3200 0,80 899 1618 420 0,72 0,53
EX M 1907 | 2100 0,97 691 1362 343 0,67 0,50
EX M 2070 | 3111 0,76 925 1627 580 0,70 0,37
EX M 2081 3111 0,42 1349 1915 810 0,57 0,40
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3.4 Chromatographie

3.4.1 Adsorptionsisothermen fiir die Chromatographie

Zur Bestimmung von Adsorptionsisothermen werden 10 mg des Adsorbens in ein 2 ml
Eppendorf Reaktionsgefall eingewogen und mit 1 ml Modellproteinlosung in einem neo-
Lab Uberkopfschiittler (neoLab, Heidelberg) fiir 30 min bei 25 rpm und Raumtempe-
ratur inkubiert. AnschlieBend wird das Adsorbens durch Zentrifugation (VWR Galaxy 16
DH, VWR International GmbH, Darmstadt) entfernt (10 min, 13.300 rpm, 16.000g). Der
Uberstand wird durch einen ProFill-Filter aus regenerierter Cellulose (MedChrom, GmbH,
Florsheim-Dalsheim) mit einem Porendurchmesser von 0,45 um filtriert. Aus der Abnah-
me der Proteinkonzentration im Uberstand wird die Beladung des Adsorbens berechnet
und gegen die Proteinkonzentration graphisch aufgetragen. Den Daten wird eine Kurve
nach Langmuir angendhert und daraus die maximale Beladung des Adsorbens gmax und
die Gleichgewichtskonstante aus Adsorption und Desorption K bestimmt.

3.4.2 Proteinadsorption in der Kleinsaule

Als Saule geringsten Volumens kommt eine Unol Saule von BioRad (BioRad, Miinchen)
mit einem Innendurchmesser von 0,7 cm und einer Lange von 3,5 cm zum Einsatz. Diese
ist mit 1,3 ml Adsorbens befiillt. Die hierfiir, wie auch fiir alle weiteren Chromatographie-
versuche, eingesetzte FPLC-Einheit ist ein BioLogic DuoFlow System der Firma BioRad
mit einer F10-Pumpeneinheit. Eines der insgesamt drei verwendeten Systeme dieses Her-
stellers verfiigt zusatzlich iiber eine BioLogic Maximizer Buffer Blending Einheit, welche
neben dem vollautomatischen Mischen von Pufferlosungen auch eine Verdopplung der ma-
ximalen Flussrate auf 20 ml-min=! erlaubt. Zur Prozessiiberwachung sind in den ansonsten
baugleichen Anlagen ein UV(254/280 nm)-Detector und eine Leitfahigkeitsmesszelle ver-
baut. Die Prozesssteuerung erfolgt iiber die BioLogic Software (v. 5.1). Proben werden
mittels eines AVR 7-3 Probeninjektionsventils zwischen Pumpe und S&ule in das System
eingebracht. Das Injektionsvolumen betrdagt 1 ml, als Modellproteine werden Losungen von
1,5 gI"t ALA, 3 g-I=! BLG und einem Gemisch der Lésungen eingesetzt. Die Proteine liegen
gelost in 0,1 M Kaliumacetat-Puffer pH 5,7 vor. Die Anlagen verfiigen zusatzlich iiber ein
vollautomatisches BioFrac Fraction Collector Probenahmesystem. Der Eluent besteht aus
0,5 M Natriumhydroxid und 1,0 M Natriumchlorid und wird nach dem Elutionsgradienten
in Abb. 3.2 bei einer Flussrate von 1 ml-min~! eingesetzt. Aus den erhaltenen Chromato-
grammen werden neben den Retentionszeiten der Proteine und den Peakflachen weitere
Parameter bestimmt (Schmidt-Traub et al., 2005), welche Aufschluss iiber die Giite und
Trennleistung der Chromatographiesaulen, gepackt mit den untersuchten Materialien, ge-
ben. Fiir die Chromatographie sind zwei Aspekte von entscheidender Wichtigkeit, dies sind
Auflésung und Effizienz. Die Auflosung einer Sdule R wird aus den Retentionszeiten der
Proteinpeaks und deren Weiten auf 50 % der maximalen Peakhthe nach

R 1,177‘(tret2_tretl)7 (3.12)

Wo,5, + Wo,5,

berechnet (Kromidas and Kuss, 2008) und ist ein direktes MaB fiir die Trennung unter-
schiedlicher Substanzen in der Saule. Die theoretische Bodenzahl einer Sdule N; und daraus
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Abbildung 3.2: Schematischer Elutionsgradient zur Proteinelution in einer BioRad Unol
Séule, in Anlehnung an (BioRad, 1999), Flussrate: 1 ml-min~" | Eluent: 0,5 M
Natriumhydroxid 4+ 1,0 M Natriumchlorid

abgeleitete Parameter sind ein MaB fiir die Effizienz einer Saule. Sie geben an, mit welcher
Peakscharfe gleiche Substanzen eine Saule verlassen. Die theoretische Bodenzahl wird fiir
asymmetrische Peaks nach

)

N; = ! (3.13)

1,25+ 2oL

ap,1
aus der Retentionszeit des Proteins tret, der gesamten Peakweite wy ;, der vorderen Peak-
weite ap; und der hinteren Peakweite by; auf einem Zehntel der maximalen Peakhohe
berechnet (Schmidt-Traub et al., 2005). Die theoretische Trennbodenhohe HETP ist ein
von der theoretischen Bodenzahl abgeleiteter Parameter und wird mittels
LC

HETP = N (3.14)
aus der Lange der Saule L. und der theoretischen Trennbodenzahl NN; bestimmt (Schmidt-
Traub et al., 2005). In Chromatographiesaulen konnen Ungleichverteilungen der Fluid-
strome auftreten, welche in dem axialen Dispersionskoeffizienten zusammengefasst werden.
Ursachen fiir die Ungleichverteilungen der Fluidstrome sind mannigfaltig und werden bei-
spielsweise bedingt durch die Form der Partikel der Sdulenpackung und UnregelmaBigkeiten

in der Saulenschiittung. Zur Berechnung des axialen Dispersionskoeffizienten D,, wird
Gleichung 3.15

Dax = HETP- % (3.15)

verwendet (Schmidt-Traub et al., 2005). In diese geht auBer der theoretischen Trennbo-
denhéhe HETP auch die Zwischenraumgeschwindigkeit u;,; ein. Der Tailingfaktor ist die
Beschreibung einer Peaksymmetrie in einem Zahlenwert und wird in einfacher Form als
TlUPAC (nach |UPAC) nach

bo 1
Tiypac = e (3.16)

)
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bestimmt (Kromidas and Kuss, 2008). In die Gleichung 3.16 gehen dabei die vordere Peak-
weite links des Peakmaximums ag; und die hintere Peakweite rechts des Peakmaximums
bo.1 auf einem Zehntel der maximalen Peakhdhe ein. Eine weitere und strengere Metho-
de zur Charakterisierung asymmetrischer Chromatographiepeaks ist die Bestimmung des
Tailingfaktors nach USP (U.S. Pharmacopeia). Zur Berechnung des Tailingfaktors nach
USP Tysp wird die vordere Peakweite a5 und die hintere Peakweite by o5 auf 5 % der
maximalen Peakhohe gemal

0,05 + bo,05

) 3.17
2- 0,05 ( )

Tysp =
verwendet (Schmidt-Traub et al., 2005).

3.4.3 Vergleich mit kommerziellem Adsorbens

Als Referenz- und Benchmarksystem dient ein Adsorbens der Firma Pall (Pall GmbH,
Dreieich), das nach Angaben des Herstellers bereits erfolgreich zur chromatographischen
Aufreinigung von Molkeproteinen eingesetzt wurde. Das kommerzielle Adsorbens PallQ Hy-
perD F besteht aus einer keramischen Matrix, in welche ein lonentauschergel eingebettet
ist. Im ersten Versuchsteil wird das kommerzielle Material denselben Untersuchungen in
der Kleinsdaule mit Modellproteinlésungen unterzogen wie auch die experimentellen Ad-
sorbentien (s. Kap. 3.4.2). Im zweiten Versuchsteil wird die Saule mit Diinnmolke aus
Molkekonzentrat beladen. Die Saule wird mit 2 Bettvolumen (BV) Diinnmolke beladen
und mit 10 BV demineralisiertem Wasser gewaschen. Die anschlieBenden Elutionsschritte
betragen 10 BV und werden mit 8 %, 20 % und 100 % Elutionspuffer durchgefiihrt. Bei
dem Elutionspuffer handelt es sich um einen 50 mM Kaliumacetatpuffer, welchem 1 M Na-
triumchlorid beigefiigt ist. Der Nachweis der Einzelproteine in den Elutionsproben erfolgt
mittels Gelelektrophorese.

3.4.4 Aufskalierung der chromatographischen Proteinadsorption

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus der Kleinsiule und Uberpriifung der Ubertragbarkeit
dieser auf ein groBeres Adsorptionssystem wird die Sdule einem Upscale unterzogen.
Kleinsdulen bieten zudem nicht hinreichend die Méoglichkeit, die Materialien auf ih-
re Druckbestandigkeit, maximale Proteinadsorptionskapazitit oder Permeabilitdt in der
Saulenpackung hin zu untersuchen. Bei der Untersuchung der bereitgestellten Granula-
te fallt auf, dass diese fiir den Einsatz in einer Chromatographiesdule nicht iiber die
ausreichende Druckstabilitat verfiigen. Bereits wahrend der Equilibrierung kommt es zu
Bettverdichtungen und Verblocken der Sdulen. Somit werden fiir die Aufskalierung ge-
presste Partikel mit hoher Druckbelastbarkeit verwendet. In diesem Fall handelte es sich
um spharische Partikel aus y-Aluminiumoxid mit einem mittleren Partikeldurchmesser von
1,26 mm (EX M 2070) und 0,3 mm (EX M 2181). Die Materialien werden in deminera-
lisiertem Wasser gewaschen und in Fliissigkeit in die TAC25-Saule (Kronlab, Dinslaken)
eingebracht. Die Saule besitzt einen Durchmesser von 25 mm und die Betthohe betragt
75 mm. Somit besitzt das Chromatographiebett ein Volumen von 37 ml. Die Equilibrierung
erfolgt mit 0,1 M Kaliumacetatpuffer bei pH 5,7. Die Versuche finden bei einer Flussra-
te von 5 ml-min~! statt, der Eluent besteht aus 0,5 M NaOH und 1 M NaCl und wird
abgewandelt von den Versuchen aus der Kleinsaule nach Abb. 3.3 eingesetzt.
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Abbildung 3.3: Schematischer Elutionsgradient zur Proteinelution in einer Kronlab TAC25
Saule, Flussrate: 5 ml-min™ , Eluent: 0,5 M Natriumhydroxid + 1,0 M Na-
triumchlorid

3.4.5 Bestimmung der Beladungskapazitaten der experimentellen
Materialien in der Chromatographie

Fiir die dynamische Bestimmung der maximalen Beladungskapazitdt werden Saulen mit
einem Bettvolumen von 37 ml in der Kronlab TAC25-Saule gepackt. Das Adsorbens wird
zuvor bis zur vollstindigen Klirung des Uberstands mit demineralisiertem Wasser gewa-
schen. Die Siulen werden mit steigenden Flussraten von 1 ml-min~! bis 6 ml-min~! mit
einem Flussratenintervall von 1 ml-min~! eingefahren, wobei auch die Korrelation zwischen
Flussrate und Saulenriickdruck bestimmt wird. Die Bestimmung der Verweilzeit und des
Flissigkeitsvolumens in der Saule wird mit 1 ml einer wassrigen 6 %igen Acetonldsung bei
einer Flussrate von 5 ml-min~! durchgefiihrt. Die Bestimmung der maximalen Beladungs-
kapazitat erfolgt mit Diinnmolke aus Molkekonzentrat.

3.4.6 Untersuchungen zur Stabilitat des Chromatographiebettes

Die Saulenpackung wird mit Flussraten von 1 ml-min~! bis 6 ml-min~! mit einem In-
tervall von 1 ml-min~! {iberstromt. Als Eluenten kommen demineralisiertes Wasser,
0,1 M Kaliumacetat-Puffer pH 5,7, Diinnmolke oder Molkekonzentrat zum Einsatz.
Wiinschenswert ist ein linearer Zusammenhang zwischen angelegter Flussrate und sich
in der Saule aufbauendem Riickdruck. Dies ldsst auf ein stabiles Chromatographiebett und
eine gleich bleibend gleichmaBige Verteilung des Adsorbens schlieBen. Auch irreversible,
die Partikel nachhaltig deformierende oder ihre strukturelle Integritat zerstorende, Effekte
konnen in dem betrachteten Bereich ausgeschlossen werden. Der Zusammenhang zwischen
Riickdruck Ap und Flussrate F ist durch eine Umformung des Darcy-Gesetzes (Helmchen
and Glatz, 1978)

_n-ug-Le

Ap = 3.18
P (3.18)
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tiber die Leerrohrgeschwindigkeit

F F
Up = =, (3.19)
AC ﬂ-f
durch Gleichung 3.20 '
-F- L,
Ap = ”—d2 (3.20)
ko T . IC . d}%

gegeben. Neben der Flussrate I ist der Saulenriickdruck Ap auch abhingig von der Vis-
kositat der mobilen Phase 7 und der Saulenlange L.. Einen umgekehrt proportionalen
Einfluss haben der Saulendurchmesser d., der Partikeldurchmesser d,,, und die spezifische
Permeabilitat ko. Der Wert fiir kg liegt fiir gewohnlich zwischen 0,5 - 103 und 2 - 1073.
Als Vergleichsparameter zwischen Sdulenpackungen kann auch die Saulenpermeabilitdit B
nach Gleichung 3.21 .
2 _ 1" F- Lc
B=ky-d,= Ap A,

herangezogen werden (Helmchen and Glatz, 1978).

(3.21)

3.4.7 Chromatographische Proteinfraktionierung mittels der
experimentellen Adsorbentien

Zum Einsatz kommen 30 g des experimentellen Materials EX M 2181 in einer Kronlab-
Séule. Die Saule wird mit 2 Bettvolumen (BV) demineralisiertem Wasser gewaschen und
anschlieBend mit 5 ml Diinnmolke beladen. Unspezifisch gebundenes Protein sowie Lac-
tose werden mit 3 BV demineralisiertem Wasser wieder aus der S3ule ausgetragen. Die
Elutionen erfolgen mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8, welcher in linearen Gradien-
ten variierender Steigungen, isokratischen Stufen variierender Héhen und Kombinationen
beider eingesetzt wurde. AbschlieBend werden die Saulen bei Einsatz von Ultralac 35 mit
2 BV 0,2 M NaOH gereinigt und regeneriert und abschlieBend mit 2 BV demineralisiertem
Wasser gespiilt.
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3.5 Proteinadsorption im Riihrkessel

3.5.1 Adsorptionsisothermen fiir die Proteinadsorption im
Riihrkessel

Ausgehend von den Adsorptionsisothermen fiir den chromatographischen Ansatz (Bestim-
mung nach 3.4.1) wurden weitere Adsorptionsisothermen fiir den Ansatz im Riihrkessel
aufgenommen. Diese werden in 50 ml Falcon Tubes angesetzt, die Proteinkonzentration
betrdgt in jedem Ansatz 7 g:I-! Gesamtprotein, die Adsorbenskonzentration betragt zwi-
schen 4 und 304 g-I-! . Die Proteinlésung wird aus Molkeproteinpulver hergestellt. Die
Inkubationszeit betrigt 30 min bei 25 rpm auf einem neolLab Uberkopfschiittler (neo-
Lab, Heidelberg). Es werden die Gesamtproteinkonzentration und die Konzentrationen der
Einzelproteine ALA und BLG bestimmt. Die graphische Auftragung der ermittelten Ge-
samtproteinadsorption ¢ iiber die eingesetzte Adsorbensmenge im Gleichgewicht c,, kann
mittels einer Langmuir Adsorptionsisotherme

KL'Ceq

q = dmax ma

(3.22)
beschrieben werden und ermoglicht die Bestimmung der maximalen statischen Proteinbin-
dekapazitdt gmax und der Adsorptionskonstanten K. Mittels Umformung der Langmuir
Gleichung (3.22) nach

1+ KL * Cegq
= 3.23
Qmax q KL . Ceq ) ( )
bzw. 7
= + 3.24
gmax KLCeq q, ( )
konnen benachbarte Werte bestimmt werden nach
= +q1, 3.25
Gmax KLCeq1 q1 ( )
und ¢
2
= + 5. 3.26
Gmax KLCqu q2 ( )
Ein Gleichsetzen der bestimmten Werte liefert die Losungsfunktion fiir K,
. -1 _ . -1
Ky =P Cen “ DT (3.27)

q2 — q1

Das Losen der Gleichungen ergibt die Punkte einer Naherungskurve fiir die Kapazitat tiber
der eingesetzten Adsorbenskonzentration.

3.5.2 Voruntersuchungen zur Stabilitdt der Adsorbentien

Die Voruntersuchungen zur Stabilitat der Adsorbentien wurden mittels des Abriebtests
nach UNILEVER durchgefiihrt (Thiel, 2009). Dabei werden 5 g trockenes Adsorbens in
ein mit 500 ml demineralisiertem Wasser befiilltes 1 | Becherglas gegeben. Die Partikel-
suspension wird mit einem 5 cm langen Riihrfisch 2 Minuten lang geriihrt, dass ein Wirbel

32
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von 4 cm Eindringtiefe entsteht. Die Suspension wird anschlieBend durch ein Sieb mit
einer geringfiigig kleineren Maschenweite als der Durchmesser intakter Adsorbenspartikel
gegeben und das zuriickgehaltene Adsorbens fiir 24 Stunden bei 70° C getrocknet. Aus der
Masse der getrockneten Adsorbenspartikel lasst sich somit deren stabiler Anteil bestim-
men. Durch Filtration der restlichen Suspension durch ein Sieb der Maschenweite 0,2 mm
und Trocknung der zuriickgehaltenen Partikel wird der zerkleinerte Anteil bestimmt.

3.5.3 Versuchsaufbau der Proteinadsorption im Riihrkessel

Fiir die Batchversuche zur Proteinadsorption werden zwei Riihrkessel verwendet. In den
ersten Versuchen kommt ein Minifors-Reaktor (Infors AG, Bottmingen, Schweiz) als
Riihrkessel zum Einsatz. An den Reaktor wird ein Probenahmesystem mit externer Peris-
taltik Pumpe (Pumpdrive 5204, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach) an-
geschlossen. Dieses System besteht aus zwei 3-Wege-Hahnen, einer Leitfahigkeitselektrode
(Qcond 2200, VWR International GmbH, Darmstadt), einer pH-Elektrode (blue line 17,
Schott Instruments GmbH, Mainz) und ist mittels Silikon-Schlauchen mit dem Reaktor
verbunden. Die eingesetzten Adsorbenspartikel werden mittels eines Netzgitters mit einer
Maschenweite von 0,2 mm am Begasungsrohr des Reaktors zuriickgehalten. Die partikel-
freie Losung wird anschlieBend kontinuierlich durch das Probenahmesystem gefiihrt und
tritt durch einen Zulauf am Reaktorkopf wieder ein. Der schematische Aufbau des Minifors-
Reaktors ist in Abb. 3.4 dargestellt.

o—oO
Zulauf \
e pH-Messzelle Leitwert-
Messzelle
T -Wege-Ventil
3-Wege-Ventil 3-Wege-Venti
G
Tauchrohr O
Pumpe
|
Vorlage Probenahme
Minifors

Abbildung 3.4: Schematischer Versuchsaufbau der Batch-Versuche im Minifors-Reaktor

Bei Versuchen mit pulverformigen Adsorbentien wird ein Bioengineering R'ALF Reaktor
verwendet (Bioengineering AG, Wald, Schweiz). Da eine Riickhaltung des feinpartikuldren
Adsorbens ohne ein Verstopfen des Gitters oder der Locher im Beliiftungsrohr praktisch
nicht moglich ist, wird anstatt dessen ein offenes Tauchrohr ohne Riickhalteeinbauten mit
Offnung in Bodennihe des Reaktors eingesetzt. Die reaktoreigene Medienpumpe sorgt fiir
den Transport der Suspension durch das Probenahmesystem. Die Trennung von Adsorbens
und der flissigen Phase erfolgte mittels Zentrifugation. Ein schematischer Aufbau des
Bioengineering R'ALF Reaktors ist in Abb. 3.5 abgebildet.
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e a—
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Abbildung 3.5: Schematischer Versuchsaufbau der Batch-Versuche im Bioengineering
R’ALF Reaktor

3.5.4 Auslegung Riihrkessels

In Riihrkesseln wird im Allgemeinen eine optimale Verteilung aller an einem Prozess be-
teiligten Komponenten angestrebt. In dem vorliegenden Fall sind das die Molkeproteine
und die eingesetzten Adsorbenspartikel. Allerdings neigen Proteinlésungen zur Schaumbil-
dung, was zur Austragung von Protein aus der Losung fiihrt (Dissanayake and Vasiljevic,
2009). Auf diese Weise ausgetragenes Protein nimmt nicht mehr am Adsorptionsvorgang
teil und stellt zudem eine Quelle fiir Messfehler dar. Dies macht eine moglichst genaue
Abschatzung der zur Suspendierung der Adsorbentien bendtigten Riihrerdrehzahl notwen-
dig. Die Sinkgeschwindigkeit eines Partikelschwarms wy, lasst sich nach Richardson-Zaki
(Richardson and Zaki, 194) aus der Einzelkorn-Sinkgeschwindigkeit wy, berechnen.

Wes = Weo * (1 - Cv)a(ReIO) (328)

Diese Gleichung fiir die Schwarm-Sinkgeschwindigkeit wy, gilt in einem Bereich der Vo-
lumenkonzentration des Feststoffs ¢y von 0,01 bis 0,3 Der Exponent ist dabei abhangig
von der Partikel-Reynoldszahl und kann Werte zwischen 4,65 und 2,39 annehmen (StieB,
2007). Die Berechnung der Einzelkorn-Sinkgeschwindigkeit erfolgt nach Gleichung 3.29.

_ (PS—PF)'Q'dp2

Wro 187] )

(3.29)

Neben den Dichten von Feststoff (Adsorbens) pg und Fliissigkeit (Diinnmolke) p, gehen
in Gleichung 3.29 die Erdbeschleunigung g, der Partikeldurchmesser d,, und die dynami-
sche Viskositat 7 ein. In denselben Riihrkesseln werden Adsorbentien sowohl in Pulverform
als auch in Form spharischer Partikel mit Partikeldurchmessern groBer 1 mm eingesetzt.
Bei den Pulvern steht dabei der Vorgang des , In-Schwebe-haltens" im Vordergrund, wo-
hingegen bei den groBen spharischen Partikeln, welche schneller zu Boden sinken als die
pulverférmigen Adsorbentien, das Aufwirbeln eine iibergeordnete Rolle spielt. Voit und
Mersmann (Voit and Mersmann, 1985) entwickelten einen Ansatz, welcher beide Fille

34
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beriicksichtigt und eine Unterscheidung dieser mit Hilfe des Kriteriums

Cv
d, 5 Wro 0,6
Ly -3.1073. 2, ’ .
(D) 510 (wfs) 2+25- ¢y’ (3:30)

zulasst. Dieses Kriterium wird mit dem Verhaltnis von PartikelgroBe d, zu
Behélterdurchmesser D verglichen. Fiir d,/D > (d,/D)* miissen groBe Partikel mit ho-
hen Sinkgeschwindigkeiten aufgewirbelt werden und es gilt die modifizierte Definition der
erweiterten Froude-Zahl nach Gleichung 3.31.

1- v
D
Fr=078. — 20 2 (3.31)
2+25-cy d,

Fiir /D < (x/D)* missen kleine Partikel mit niedrigen Sinkgeschwindigkeiten in Schwebe
gehalten werden und es gilt die modifizierte Definition der erweiterten Froude-Zahl nach
Gleichung 3.32.
Fro* =260 (1+25-cy)? - (£2)2, (3.32)
U)f[)

Mit Hilfe der Definitionsgleichung der erweiterten Froudezahl

2.d d
L (3.33)
g Ap 4,
und Ap = ps — pr lasst sich dann die bendtigte Riihrerdrehzahl nach
Ap g dp 1
= L Free)t? 3.34

berechnen. Die GroBe d ist hierbei der Riihrerdurchmesser. Fiir die Feststoffdichte pg wird
die Nassdichte des Partikels py (s. Kap. 3.3) eingesetzt. Zahlenwerte fiir die dynamische
Viskositat und die Dichte von Molke und anderen Proteinlésungen kénnen der Literatur
entnommen werden (Topel, 2004).
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4 Chromatographie

4.1 Einleitung Chromatographie

Die Chromatographie lasst sich in zwei Prinzipien unterteilen, zum einen in Sorptions-
prozesse, zum anderen in Ausschlussverfahren. Die Sorptionsprozesse wie Normalphasen-,
Umkehrphasen-, lonenaustausch- oder Affinitatschromatographie, werden als digitale chro-
matographische Verfahren bezeichnet (Kromidas and Kuss, 2008), da nur bestimm-
te Komponenten der mobilen Phase mit der stationdren Phase interagieren. Gebun-
dene Komponenten kénnen dann durch verschiedene Einfliisse wie die Anderung von
pH-Wert, lonenstarke oder der Einsatz von Strukturanaloga von der stationdren Pha-
se wieder eluiert werden. Unter den Oberbegriff der Ausschlussverfahren fallen die
GroBenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography = SEC), lonenaus-
schlusschromatographie (ion exclusion chromatography = IEC), Gelfiltrationschromato-
graphie (GFC) und die Gelpermeationschromatographie (GPC). Alle Komponenten der
mobilen Phase durchwandern die stationdre Phase und werden nicht fest an diese gebun-
den, sondern erfahren iiber die Wechselwirkungen mit der stationdren Phase eine Retention.
Bei der SEC beispielsweise durchwandern Molekiile mit Durchmessern oberhalb des Poren-
durchmessers der pordsen stationdren Phase den Zwischenkornraum der stationdren Phase
sehr schnell. Je kleiner der Partikeldurchmesser der Molekiile ist, desto starker konnen sie
auch die Porenvolumina der Partikel nutzen und die Partikel immer tiefer durchdringen.
Die Diffusion der Molekiile in die Partikelporen ist ein langsamer Prozess und unabhangig
von der Flussgeschwindigkeit der mobilen Phase. Mit sinkendem Molekiildurchmesser sinkt
die Geschwindigkeit, mit welcher die Molekiile die stationare Phase durchwandern. Ein-
fluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekiile haben Komposition der mobilen
Phase, Eigenschaften der stationaren Phase, Temperatur und Flussrate der mobilen Phase
(Kromidas and Kuss, 2008; Schmidt-Traub et al., 2005; Tanaka and Ishizuka, 1979).

4.2 Adsorptionsisothermen fiir die Chromatographie

Bindungsuntersuchungen mit Modellproteinen der Molke wurden mit den Materialien
EX M 1221 (Bentonit/Silica), EX M 1986 (y-Aluminiumoxid), EX M 1991 (Siliziumoxid)
und EX M 1998 (Siliziumoxid /y-Aluminiumoxid) durchgefiihrt. Bei den drei erstgenannten
Adsorbentien handelt es sich um Adsorbentien in Pulverform, das Adsorbens EX M 1998
lag in Granulatform vor. Bei dem Adsorbens EX M 1998 handelt es sich um ein Mischma-
terial aus 61,9 % ~-Aluminiumoxid und 38,1 % Siliziumoxid. An das Material EX M 1221,
ein Bentonit/Silica mit einem Partikeldurchmesser groBer 45 um, kdnnen sowohl ALA als
auch BLG binden. Die fiir das Protein ALA ermittelte Maximalbeladung gmax betragt
78 mgpot - 8ad - Fiir BLG wurde die Maximalbeladung zu 127 mgp,o: - gaq~'bestimmt.
Beide Proteine erreichen ihre Maximalbeladung bereits bei Proteinkonzentrationen um
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2 gI=! . Die Gleichgewichtskonstante von Adsorption zu Desorption K, liegt fiir ALA mit
6,59 I-.g~! deutlich hoher als fiir BLG mit 2,32 |-.g~! (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Adsorptionsisothermen von ALA und BLG an EX M 1221 (Betonit/Silica),
10 mg Adsorbens, 30 min Inkubation im Uberkopfschiittler bei 25 rpm und
Raumtemperatur, 1 ml Proteinlésung, 2 ml Eppendorf-Cup

Beide Proteine besitzen somit eine hohe Affinitdt zu dem Adsorbens aus Bentonit/Silica.
Fiir Materialien aus Bentonit/Silica werden sehr viele mogliche Mechanismen der Wech-
selwirkung mit Proteinen beschrieben (s. Kap. 2.4.1). Den geringsten Einfluss diirften
die elektrostatischen Wechselwirkungen haben. Der Nullladungspunkt von Materialien aus
Bentonit/Silica liegt zwischen pH-Werten von 1,8 und 2,5. Die Oberflichen der Adsor-
bentien aus Bentonit/Silica tragen bei einem pH-Wert von 6 folglich eine negative Ge-
samtladung. Das Adsorbens aus Bentonit/Silica ist bei diesem pH-Wert somit als Ka-
tionentauscher zu betrachten. Die Molkeproteine ALA und BLG liegen bei diesem pH-
Wert als Anionen vor (s. Kap. 2.1.2). In Bezug auf elektrostatische Wechselwirkungen
werden folglich repulsive elektrostatische Krafte gegeniiber elektrostatischen adsorptiven
Kraften iiberwiegen. Fiir das "weiche” Protein ALA (Nakanishi et al., 2001) sind Entropie
getriebene Konformationsanderungen maBgeblich fiir die Adsorption verantwortlich. Die-
se ermoglichen es ALA iiber sonst im Molekiilinneren befindliche hydrophobe Gruppen
mit dem Adsorbens wechselzuwirken. BLG besitzt im Gegensatz zu ALA einen starken
hydrophoben Charakter (Kontopidis et al., 2004) und kann somit wesentlich starker an
das Adsorbens aus Bentonit/Silica adsorbieren als ALA. Als einziges der in diesem Ab-
schnitt betrachteten Adsorbentien besitzt EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) bei pH-Werten
um 6 eine positive Oberflachenladung. Der Nullladungspunkt des Materials liegt zwischen
pH-Werten von 8,0 und 9,6 (s. Kap. 2.4.3). Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
der positiv geladenen Adsorbensoberflache und den anionischen Proteinen sorgen fiir eine
hohe Proteinadsorption. Beide Proteine sind in vergleichbarem Umfang in der Lage, an
das Material EX M 1986 aus y-Aluminiumoxid zu adsorbieren. Dieses Material besitzt die
hochsten in dieser Arbeit ermittelten Werte fiir die Maximalbeladung der Molkeproteine
ALA und BLG. Fiir ALA wurde die Maximalbeladung zu 363 mgpo: - gaq~'bestimmt.
Die Maximalbeladung fiir BLG liegt bei 345 mgp ot - gag~'. Die Maximalbeladungen der
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Proteine werden allerdings erst bei Proteinkonzentrationen iiber 10 gI=! auf der Lang-
muirkurve erreicht. Die Unterschiede in der Gleichgewichtskonstanten K7, sind nur sehr
gering, fiir ALA betragt diese 0,39 |-.g! , fiir BLG 0,48 I-g~! . Die Affinitdt der Proteine
zu dem Adsorbens aus y-Aluminiumoxid liegt damit deutlich unter jener zum Adsorbens

aus Bentonit/Silica (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Adsorptionsisothermen von ALA wund BLG an EX M 1986
(y-Aluminiumoxid), 10 mg Adsorbens, 30 min Inkubation im
Uberkopfschiittler bei 25 rpm und Raumtemperatur, 1 ml Proteinldsung,

2 ml Eppendorf-Cup

Im Gegensatz zu den Adsorbentien aus Bentonit/Silica und reinem ~-Aluminiumoxid kann
fiir EX M 1991, einem Adsorbens aus reiner Fallungskieselsaure, keine Adsorption von ALA

beobachtet werden (Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Adsorptionsisothermen BLG an EX M 1991 (Fillungskieselsiure), 10 mg
Adsorbens, 30 min Inkubation im Uberkopfschiittler bei 25 rpm und Raum-
temperatur, 1 ml Proteinlosung, 2 ml Eppendorf-Cup
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Die repulsiven Krafte der stark negativ geladenen Partikeloberflache bei pH-Werten
um 6 (Kosmulski, 2009) konnen von ALA nicht durch hydrophobe Wechselwirkungen
iiberwunden werden. Das stark hydrophobe BLG hingegen ist in der Lage die repulsiven
elektrostatischen Krafte auf der Oberflache des Adsorbens mittels hydrophober Wechsel-
wirkungen zu iiberwinden und an das Adsorbens zu binden Fiir BLG betragt die Maxi-
malbeladung 218 mgp,o: - gaq~ L. Ihr geringerer Wert im Vergleich zu dem Material aus
reinem ~y-Aluminiumoxid erklart sich dadurch, dass die Bindung durch hydrophobe Krafte
vermittelt und gleichzeitig durch elektrostatische Wechselwirkungen behindert wird. Die
Gleichgewichtskonstante K fiir BLG und das Material aus Fallungskieselsdure betragt
0,65. Die Affinitat von BLG zu dem Material aus Fallungskieselsdure liegt somit iiber je-
ner zum Material aus y-Aluminiumoxid, aber deutlich unter jener zu dem Material aus
Bentonit/Silica. Als weiteres Mischphasenadsorbens wurde das Adsorbens EX M 1998 un-
tersucht. Dieses besteht zu 61,9 % aus ~-Aluminiumoxid und zu 38,1 % aus Siliziumoxid.
Es handelt sich im Gegensatz zu den bisher betrachteten Adsorbentien nicht um ein Pulver,
sondern um ein Granulat mit einer PartikelgroBenverteilung zwischen 0,59 und 1,01 mm.
Mit 425 m?2-g~! weisen Schiittungen des Granulats EX M 1998 eine im Vergleich zu den
Schiittungen der zuvor untersuchten Adsorbentien sehr groBe BET-Oberflache auf. Der
Porendurchmesser besitzt hingegen mit 76 Aim Vergleich den geringsten Wert. Das Parti-
kel besteht zu knapp 40 % aus Siliziumoxid, somit befindet sich auf seiner Oberfliche eine
Mischung von Aluminium-Silizium-Oxid und Siliziumoxid (s. Abb. 2.6). EX M 1998 zeigt
deutlich das Verhalten eines Partikels aus reinem SiO,. Ebenso wie bei reinem Siliziumoxid
kann keine Adsorption von ALA beobachtet werden. Der Nulladungspunkt von Materiali-
en aus y-Aluminiumoxid und Siliziumoxid liegt mit zunehmendem Siliziumoxidanteil immer
naher bei dem des reinen Siliziumoxids. So liegt er bei einem Anteil von 30 % Al,O3 bereits
bei pH 4,6. Somit tragt auch dieses Adsorbens bei pH 6 eine negative Oberflachenladung.
Trotz der groBen BET-Oberflache von Schiittungen des Mischadsorbens adsorbieren nur
109 mg BLG pro Gramm Adsorbens (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Adsorptionsisotherme von BLG an EX M 1998 (AlyO3 / SiO2), 10 mg Ad-
sorbens, 30 min Inkubation im Uberkopfschiittler bei 25 rpm und Raumtem-
peratur, 1 ml Proteinlésung, 2 ml Eppendorf-Cup

Auch die Gleichgewichtskonstante ist mit 0,52 jener des Adsorbens aus Fallungskieselsaure
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mit 0,65 sehr dhnlich. Die Maximalbeladung der Mischphase aus ~-Aluminiumoxid und
Siliziumoxid (EX M 1998) liegt mit 109 mgp,ot - gaoq ‘deutlich unter jener des reinen
Siliziumoxids (EX M 1991) mit 218 mgp,ot - gag~L- Somit bietet das Adsorbens EX M 1998
weder in Selektivitdt hinsichtlich der Adsorption noch in seiner Maximalbeladung oder
der Affinitat von BLG ihm gegeniiber einen Vorteil gegeniiber dem Adsorbens aus reinen
Siliziumoxid (EX M 1991). AbschlieBend sind die Kapazitidten und Charakteristika der
untersuchten Adsorbentien in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die statisch untersuchten Adsorbentien und deren Eigenschaften
aus Datenblittern der Siid-Chemie AG und Messungen an der TU Kaiserslau-

tern
Adsorbens | Material BET BJH-Poren- | Maximal- K,
Oberfl. | durchmesser | beladung
[m*g" ] [A] [mgerogad'] | g ]
EX M 1221 | Bentonit/ 218 134 ALA 78 ALA 6,59
Silica BLG 127 BLG 2,32
EX M 1986 v-Aly,O3 160 172 ALA 363 ALA 0,39
BLG 345 BLG 0,48
EX M 1991 Fallungs- 172 325 ALA - ALA -
kieselsaure BLG 218 BLG 0,65
EX M 1998 61,9% 425 76 ALA - ALA -
38,1% SiO2

Es ist zu erkennen, dass EX M 1221 unter den betrachteten Adsorbentien die hochsten
Gleichgewichtskonstanten zwischen Adsorption und Desorption K aufweist, die Proteine
ALA und BLG also eine hohe Affinitat zum Material aus Bentonit Silica besitzen. Die Ma-
ximalbeladungen des Materials mit den Proteinen ALA und BLG sind im Vergleich mit den
anderen untersuchten Adsorbentien jedoch verhaltnismaBig gering. Die Gleichgewichtskon-
stanten der restlichen betrachteten Adsorbentien befinden sich in einem dhnlichen Bereich
um 0,5, die Affinitaten der Proteine ALA und BLG sind fiir alle diese Materialien also we-
sentlich geringer als fiir das Material aus Bentonit/Silica. Trotz kleinster BET-Oberflache
und geringen Ky -Werten zeigt EX M 1986 die hochste Maximalbeladung fiir beide Pro-
teine. EX M 1991 und EX M 1998 hingegen binden in diesen Versuchen lediglich BLG
in nennenswertem Umfang. Hierbei ist auch zu erkennen, dass das Mischphasenadsorbens
EX M 1998 (61,9 % ~-Aluminiumoxid, 38,1 % Siliziumoxid) im Vergleich zum Adsor-
bens aus reiner Fallungskieselsaure, EX M 1991, trotz deutlich héherer BET-Oberflache
signifikant weniger Protein maximal binden kann.
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4.3 Proteinadsorption in der Kleinsaule

4.3.1 Proteinadsorption mit Modellproteinen

Basierend auf den Ergebnissen der Adsorptionsisothermen (Kapitel 4.2) wurden die Pulver
in der Kleinsaule weiter untersucht. Die Pulveradsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica)
und EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) wurden in eine BioRad Unol Saule gepackt und mit
Modellproteinlosungen aus ALA, BLG und einem Gemisch der beiden Proteine beladen
sowie anschlieBend eluiert. Fiir Pulver aus reiner Fallungskieselsdaure, wie das Material
EX M 1991, ist dies nicht moglich, da sich aus diesem Material kein stabiles Bett aufbau-
en lasst. Es kam bei diesem Pulver aus Fallungskieselsaure bereits bei der Equilibrierung der
Saule zu starken Bettkompressionen. Dieses Verhalten setzte sich auch nach mehrfachem
Auffiillen des S&ulenbettes mit weiterem Adsorbens fort. Letztlich kam es unter weiterer
Bettkompression zum Verblocken der Saule. Ein wichtiges Kriterium in der Chromato-
graphie ist die Auflosung einer Saule. Sie ist ein MaB fiir die Selektivitdt eines Materials
hinsichtlich der Trennung zweier Analyte. Fiir die Auflosung R (Berechnung nach Glei-
chung 3.12) wird ein Wert zwischen 1,5 und 2,0 angestrebt. Diesen erreicht eine Saule
gepackt mit dem Material EX M 1221 aus Bentonit/Silica mit einem aus den Peaks der
Modellproteine ALA und BLG berechneten Wert von R = 1,27 nicht. Das Material be-
sitzt folglich keine gute Selektivitat hinsichtlich der Proteine ALA und BLG. Der Peak des
Proteins ALA liegt bei einer Retentionszeit von 9,48 min und zeigt ein deutliches Tailing,
wie in Abb. 4.5 zu erkennen ist.
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Abbildung 4.5: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wéhrend der chromatographischen
Aufreinigung von 1,5 mg ALA in einer Unol S#ule, Material: EX M 1221,
Flussrate: 1 ml-min~' , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution, blaue Linie Base-
line, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote
Linie Peakhthe
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4.3 Proteinadsorption in der Kleinsdule

Eine Moglichkeit der Beschreibung und des Vergleichs von Peakasymmetrien wie Tailing
oder Fronting ist iiber den Tailingfaktor gegeben. Auch dieser Wert kann aus dem Chro-
matogramm ermittelt werden. Ein Tailingfaktor (Berechnung nach Gleichung 3.17) von
Tysp= 1 beschreibt einen symmetrischen Peak, wohingegen kleinere bzw. groBere Werte
auf ein Fronting bzw. Tailing des Peaks hindeuten. Der Peak des Proteins ALA bei des-
sen Elution von dem Material aus Bentonit/Silica zeigt mit einem ermittelten Tailingfaktor
Tysp = 2,99 ein deutliches Tailing. Die Weite des Elutionspeaks von ALA und EX M 1221
(Bentonit/Silica) betragt 0,68 min und die theoretische Trennstufenanzahl des Materials
wurde fiir ALA zu 27,36 berechnet. Ein MaB fiir die Trennscharfe eines Materials ist der
axiale Dispersionskoeffizient. Er gibt an, wie stark ein Analyt bei seinem Durchgang durch
eine Sdule Effekten unterworfen ist, welche zu seiner Verteilung liber den Verlauf des Durch-
gangs durch die Saule fiihren. In einer Siule, gepackt mit dem Adsorbens EX M 1221,
wurde die axiale Dispersion fiir ALA zu einem Wert von 30,0 cm-s~! bestimmt. Ein im
Vergleich zu dem eben betrachteten Peak von ALA gegenteiliges Verhalten zeigt der Peak
des Proteins BLG in der Saule gepackt mit dem Material EX M 1221 aus Bentonit/Silica.
Der Peak von BLG weist ein Fronting auf, welches auBer in Abb. 4.6 auch deutlich an dem
bestimmten Tailingfaktor mit 7ygp= 0,848 zu erkennen ist.
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Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 3,0 mg BLG in einer Unol Saule, Material: EX M 1221,
Flussrate: 1 ml-min~! , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution, blaue Linie Base-
line, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote
Linie Peakhohe

Der Elutionspeak von BLG verlasst die Saule gepackt mit EX M 1221 (Bentonit/Silica)
nach 12,75 min, in seiner Breite misst er 1,55 min. Die gemeinsame Injektion der Modell-
proteine ALA und BLG fiihrt zu einem einzigen Peak, das Proteingemisch aus ALA und
BLG verlasst die Saule nach 9,58 min. Dieser Wert liegt zwischen den Werten, welche
fiir die Einzelinjektionen der Proteine gemessen wurden. Mit 1,62 min weist der Peak der
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4 Chromatographie

gemeinsamen Injektion von ALA und BLG die bisher hochste Breite auf (Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung eines Gemischs aus 1,5 mg ALA und 3,0 mg BLG in einer
Unol Siule, Material: EX M 1221, Flussrate: 1 mlmin~! | Zeitpunkt t=0
Beginn der Elution, blaue Linie Baseline, griine Linie Schnittgerade mit der
Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote Linie Peakhthe

Die Anzahl der theoretischen Trennstufen mit einem Wert von 35,26 liegt ndher an dem
niedrigen Wert von ALA (N; = 27,36) und eine Trennung der Proteine in 2 Peaks ist nicht
erkennbar. Die resultierende Peakfliche stellt im Rahmen der Fehlertoleranz die Summe
der Flichen der Peaks der einzelnen Proteine dar. Eine Ubersicht iiber die Parameter der
Elutionspeaks der Modellproteine ALA und BLG in einer Saule gepackt mit EX M 1221
ist in Tab. 4.2 gegeben.

Tabelle 4.2: Parameter der Peaks von Modellproteinen und EX M 1221 in der Unol Siule.
Retentionszeit der Proteine ty¢(, Tailingfaktor nach USP Tyjqp, Peakweite auf
halbem Peakmaximum wj, Peakfliche A, theoretische Trennbodenanzahl NN;
und axialer Dispersionskoeffizient Dax

ALA | BLG | ALA + BLG
tret [min] 9,48 | 12,75 9,58
Tysp 2,99 0,85 2,24
wy, [min] 1,48 1,55 1,62
A 40,87 | 37,87 73,1
N; 27,36 | 292,54 35,26
Dgax[em?- s71] | 30,00 | 2,81 23,33
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4.3 Proteinadsorption in der Kleinsdule

Von einer vollstandigen Elution kann in jedem der gezeigten Falle ausgegangen werden.
Fiir BLG ist die Anzahl der theoretischen Trennstufen N; mit 292,54 deutlich hoher als
fir ALA mit 27,36. Die theoretische Trennbodenzahl ist ein Indikator fiir die Effizienz
des Materials (Kromidas and Kuss, 2008). Die Effizienz des Materials aus Bentonit/Silica
(EX M 1221) ist somit hoher fiir das Protein BLG als fiir ALA. Dies ist auch an dem
ermittelten Wert fiir die axiale Dispersion von BLG in EX M 1221 zu erkennen. Der Wert
fiir die axiale Dispersion ist mit 2,81 fiir BLG geringer als jener fiir ALA mit 30,0. Die
Werte fiir die theoretische Trennbodenanzahl und die axiale Dispersion deuten darauf hin,
dass das Protein BLG iiber hydrophobe Wechselwirkungen starker in der Lage ist mit dem
Material aus Bentonit/Silica zu interagieren als das Protein ALA, dessen Interaktionen
maBgeblich durch Entropie bedingte Konformationsanderungen vermittelt werden. Weder
Selektivitat noch Effizienz des Materials aus Bentonit/Silica sind jedoch fiir eine Trennung
der Proteine ALA und BLG in der Unol Saule ausreichend. Daraus l3sst sich abschatzen,
dass weder eine Aufskalierung der Saule, noch eine Veranderung des Elutionsgradienten
zu nennenswerten Verbesserungen fiihren werden. Allen Injektionen ist ein Effekt gegen
Ende der Elution bei ca. 55 min gemein. Es tritt ein Peak geringer Hohe auf (beschrieben
als Peak 2 in den Abb. 4.5, 4.6, 4.7), der durch das Ausbluten des Adsorbens entsteht. In
den Peaks kdnnen keine nennenswerten Mengen an Protein mittels HPLC und SDS-PAGE
nachgewiesen. Zudem ist aus der Literatur bekannt, dass NaOH ist in der Lage, Bentonite
anzugreifen (Jozefaciuk and Bownako, 2002).

Bei Versuchen mit dem experimentellen Material EX M 1986 aus ~-Aluminiumoxid
verlieB ALA die Saule bei 12,33 min (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 1,5 mg ALA in einer Unol Séule, Material: EX M 1986,
Flussrate: 1 ml-min~! , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution, blaue Linie Base-
line, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote
Linie Peakhthe
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4 Chromatographie

Der Peak ist im Gegensatz zu den Peaks der Molkeproteine in einer Saule gepackt mit dem
Material EX M 1221 aus Bentonit/Silica mit 0,68 min sehr schmal. Dariiber hinaus weist
der Peak von ALA in der Sdule gepackt mit dem Adsorbens EX M 1986 ein starkes Tailing
auf. Der Tailingfaktor nach USP betragt fiir das Material aus ~-Aluminiumoxid und ALA
2,56. Sowohl! die hohe Anzahl der theoretischen Trennbdden mit einem Wert von 824 als
auch der kleine axiale Dispersionskoeffizient mit einem Wert von 1,09 cm-s~! deuten auf
eine hohe Effizienz des Materials in seiner Wechselwirkung mit dem Molkeprotein ALA
hin. BLG zeigt ein dem ALA sehr dhnliches Verhalten in Versuchen mit dem Material
EX M 1986 aus y-Aluminiumoxid. Es verldsst die Chromatographiesiaule nach 12,18 min
und somit nur geringfiigig friiher als ALA (Abb. 4.9).

247

@

N
(=)
T

™~

BLG

—
[#))
T

UV-Signal bei 280 nm
S %

o
~
T

-20 0 20 40 60 80
Zeit [min]

Abbildung 4.9: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wéihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 3,0 mg BLG in einer Unol Saule, Material: EX M 1986,
Flussrate: 1 ml-min~' , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution, blaue Linie Base-
line, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote
Linie Peakhohe

Mit einem Tailingfaktor von 2,35 weist auch der Peak von BLG und EX M 1986
(v-Aluminiumoxid) ein starkes Tailing auf. Ebenso wie bei dem Adsorbens EX M 1221
aus Bentonit/Silica ist auch fiir das Adsorbens aus ~-Aluminiumoxid (EX M 1986) die
theoretische Trennbodenanzahl fir BLG mit 1407 hoher als fiir das Protein ALA. Die
Peakweite ist fiir das Protein BLG mit 0,67 min im Rahmen der Messfehler identisch mit
der Peakweite des Proteins ALA mit 0,68 min. Das Material aus y-Aluminiumoxid erreicht
fiir die Molkeproteine ALA und BLG einen Trennfaktor von T' = 0,13. Es besitzt somit
zwar eine geringe Selektivitdt (erkennbar am Trennfaktor), aber eine hohe Effizienz (er-
kennbar an der theoretischen Trennbodenzahl und daraus abgeleiteter Parameter) fiir die
Proteine ALA und BLG. Eine Ubersicht iiber die Parameter der Elutionspeaks der Modell-
proteine ALA und BLG in einer Sdule gepackt mit EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) ist in
Tab. 4.3 gegeben.
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4.3 Proteinadsorption in der Kleinsdule

Tabelle 4.3: Parameter der Peaks von Modellproteinen und EX M 1986 in der Unol S&ule.
Retentionszeit der Proteine ¢y.q¢, Tailingfaktor nach USP Tyyqp, Peakweite auf
halbem Peakmaximum wy, Peakfliche A, theoretische Trennbodenanzahl N;
und axialer Dispersionskoeffizient Dax

ALA [ BLG | ALA + BLG
treg[min] | 12,33 | 12,18 12,62
Tysp 2,56 | 2,35 2,12
wy, [min] 0,68 | 0,67 0,70
A 77,23 | 101,30 83,19
N; 824 | 1407 810
Day[em? s | 1,09 | 0,68 1,12

Wie fiir EX M 1221 (Bentonit/Silica) kann auch fiir das experimentelle Material EX M 1986
aus y-Aluminiumoxid kein hinreichender Trennfaktor fiir die Modellproteine ALA und BLG
erreicht werden, die Retentionszeiten der Peaks der Einzelproteine (ALA 12,33 min, BLG
12,18 min) und des Gemischs (12,62 min) liegen sehr dicht beieinander. Alle Peaks zeigen
ein deutliches Tailing mit Tailingfaktoren nach USP von 2,56 fiir ALA, 2,35 fiir BLG und
2,12 fiir das Gemisch der beiden Proteine (Abb.4.10).
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Abbildung 4.10: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung eines Gemischs aus 1,5 mg ALA und 3,0 mg BLG in einer
Unol Siule, Material: EX M 1986, Flussrate: 1 ml-min~! | Zeitpunkt t=0
Beginn der Elution, blaue Linie Baseline, griine Linie Schnittgerade mit der
Messkurve auf 1/20 Peakhohe, rote Linie Peakhohe

Die Anzahlen der theoretischen Trennstufen liegen mit 824 fiir ALA, 1407 fiir BLG und
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810 fiir das Gemisch der Modellproteine deutlich iiber denen des Materials EX M 1221.
Ebenso wie auch fiir das Material EX M 1221 kann bei EX M 1986 eine hohere Anzahl an
theoretischen Trennboden fiir BLG berechnet werden, deren Anzahl fiir das Gemisch liegt
wiederum zwischen den Werten von reinem ALA und reinem BLG. Die axiale Dispersion,
ein MaB fiir die Effizienz des Materials, ist mit 1,12 mm?2-s~! deutlich geringer als fiir das
Material EX M 1221 mit 23,33 mm?- s7!. Dies bedeutet, das Material aus y-Aluminiumoxid
(EX M 1986) besitzt eine hohere Effizienz hinsichtlich der Molkeproteine als das Material
aus Bentonit/Silica (EX M 1221). Bei der gemeinsamen Injektion von ALA und BLG
wurden auf Grund der kleinen Peakweiten und der damit verbundenen groBen Peakhohen
nur die halben Proteinmengen eingesetzt, um den Nachweisbereich des Detektors nicht
zu verlassen. Auch fiir das Material aus v-Aluminiumoxid lasst sich bei der gemeinsamen
Injektion von ALA und BLG wie bei EX M 1221 eine Peakverbreiterung im Gegensatz
zu den Peaks der Einzelproteine beobachten. Da die berechnete Peakflache der Halfte
der Summe der Flachen der Peaks der Einzelproteine entspricht kann daraus geschlossen
werden, dass keine Auftrennung der Molkeproteine ALA und BLG in der verwendeten
Saule mittels des Materials aus ~-Aluminiumoxid stattfindet und beide Proteine zur selben
Zeit eluiert werden. Im Gegensatz zu EX M 1221 (Bentonit/Silica) weist EX M 1986
(v-Aluminiumoxid) jedoch eine hohe Effizienz auf, was eine Aufskalierung der Saule und
Veranderung des Elutionsgradienten als vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der
Trennung der Proteine nahe legt.

4.3.2 Vergleich mit kommerziellem Adsorbens

Als Referenz- und Benchmarksystem diente ein Adsorbens der Firma Pall (Pall GmbH, Drei-
eich). Hierbei handelt es sich um ein pordses keramisches Partikel mit einem Durchmesser
von 0,05 mm, gefiillt mit einem Anionentauscherhydrogel. Das kommerzielle Referenz- und
Benchmarkadsorbens PallQ HyperD F adsorbiert in Versuchen in der BioRad Unol Saule
von eingesetzten 1,5 mg ALA nur 40 % des aufgetragenen Proteins. Der iiberwiegende
Teil der Injektion (60 %) passiert die Saule im Durchbruch und wird in Abb. 4.11 als
Peak 1 bezeichnet. Der Elutionspeak von ALA verlasst die Siule bei einer Retentionszeit
von 23,30 min. Also wesentlich spater als fiir die experimentellen Siid-Chemie Adsorbens
EX M 1221 aus Bentonit/Silica mit 9,48 min und EX M 1986 (v-Aluminiumoxid) mit
12,33 min. Auch bei PallQ HyperD F tritt ein Tailing im Elutionspeak von ALA auf. Der
Tailingfaktor nach USP liegt jedoch mit 1,46 deutlich unter den Werten der Adsorbenti-
en EX M 1221 (Bentonit/Silica) mit 2,99 und EX M 1986 (~-Aluminiumoxid) mit 2,56.
Verglichen mit den Peakweiten der experimentellen Adsorbentien der Siid-Chemie AG mit
1,48 min fiir EX M 1221 (Bentonit/Silica) und 0,68 min fiir EX M 1986 (~-Aluminiumoxid)
ist die Weite des Elutionspeaks von ALA fiir das kommerzielle Adsorbens PallQ HyperD F
mit 5,70 min erstaunlich hoch. Die Anzahl der fiir das Material PallQ HyperD F ermittel-
ten theoretischen Trennstufen liegt bei 18,47. Dieser Wert liegt deutlich unter den Werten
der experimentellen Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica) mit 27,36 und EX M 1986
(v-Aluminiumoxid) mit 824. Entsprechend hoch ist auch die axiale Dispersion des Adsor-
bens PallQ HyperD F fiir ALA mit 16,81 cm-s~! . Bei den experimentellen Siid-Chemie
Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica) und EX M 1986 (~y-Aluminiumoxid) lag diese
fiir ALA bei 30,00 cm-s™! bzw. 1,09 cm-s! . Die Adsorption und Elution von ALA an bzw.
von dem kommerziellen Adsorbens PallQ HyperD F ist in Abb. 4.11 dargestellt.
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Abbildung 4.11: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 1,5 mg ALA in einer Unol Séule, Material: PallQ Hy-
perD F, Flussrate: 1 mlmin~' , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution

Im Gegensatz zu ALA bindet BLG vollstandig an PallQ HyperD F (Abb. 4.12).
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Abbildung 4.12: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wéhrend der chromatographischen
Aufreinigung von 3,0 mg BLG in einer Unol Saule, Material: PallQ HyperD
F, Flussrate: 1 mlmin~! | Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution

Bei diesem Protein |asst sich kein Proteinsignal im Durchbruch beobachten. BLG eluiert von
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dem Adsorbens PallQ HyperD F bei einer Retentionszeit von 23,67 min, also geringfiigig
spater als ALA, das mit einer Retentionszeit von 23,30 min von der Saule eluiert. Der
Elutionspeak von BLG weist dabei ein starkes Tailing auf. Der Tailingfaktor liegt mit
2,13 deutlich unter den Werten der Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica) mit 2,99
und EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) mit 2,56. Auch BLG eluiert somit weit spater von
dem kommerziellen Adsorbens PallQ HyperD F als von den Adsorbentien EX M 1221
aus Bentonit/Silica mit 9,48 min und EX M 1986 aus 7-Aluminiumoxid mit 12,33 min.
Das Gemisch der Proteine ALA und BLG zeigt in Summe dasselbe Verhalten wie seine
Einzelproteine (Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung eines Gemischs aus 1,5 mg ALA und 3,0 mg BLG in einer
Unol Siule, Material: PallQ HyperD F, Flussrate: 1 mlmin™' | Zeitpunkt
t=0 Beginn der Elution

Fiir das Gemisch aus 1,5 mg ALA und 3,0 mg BLG kann wie fiir reines BLG eine vollstandige
Bindung des eingesetzten BLG an PallQ HyperD F beobachtet werden. Wie auch fiir reines
ALA verlassen 60 % des eingesetzten ALA hingegen die Saule im Durchbruch ohne an das
Saulenmaterial zu adsorbieren. 40 % des eingesetzten ALA eluieren in einem gemeinsamen
Peak mit BLG von der Saule gepackt mit dem komerziellen Adsorbens PallQ HyperD F.
Eine Auftrennung der betrachteten Proteine ALA und BLG ist in dieser Saule befiillt mit
dem kommerziellen Adsorbens PallQ HyperD F in einem linearen Elutionsgradienten aus
0,5 M NaOH und 1,0 M NaCl somit nicht moglich. Aus den Retentionszeiten und Peakwei-
ten kann nach Gleichung 3.12 die Aufldsung der Saule fiir die majoren Molkeproteine ALA
und BLG berechnet werden. Sie liegt fiir das kommerzielle Adsorbens PallQ HyperD F bei
0,90, also unterhalb des angestrebten Wertes von 1,5 bis 2. Deutlich héher im Vergleich
zu den experimentellen Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica) mit 23,33 cm-s~! und
EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) mit 0,68 cm-s~! ist der Wert fiir die axiale Dispersion mit
37,51. Dies bedeutet, dass nicht nur die Auflosung der Saule befiillt mit dem kommer-
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ziellen Adsorbens PallQ HyperD F unterhalb des angestrebten Zielwertes liegt, sondern
auch die Effizienz fiir eine Trennung der Proteine ALA und BLG nicht ausreicht. Im Ver-
gleich mit dem kommerziellen Adsorbens PallQ HyperD F werden mit dem experimentellen
Adsorbens EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) hinsichtlich der Effizienz bessere Ergebnisse er-
zielt. Eine Ubersicht iiber die Parameter der Peaks der Modellproteine ALA und BLG und
PallQ HyperD F ist in Tab. 4.4 gegeben.

Tabelle 4.4: Parameter des Peaks von Modellproteinen und PallQ HyperD F in der Unol
Séule. Retentionszeit der Proteine #;¢t, Tailingfaktor nach USP Ty;qp, Peakwei-
te auf halbem Peakmaximum wy,, Peakfliche A, theoretische Trennbodenanzahl
N; und axialer Dispersionskoeffizient Dax

ALA | BLG | ALA + BLG
freglmin] | 31,30 | 23,67 24,23
Tusp 146 | 2,13 0,67
wy, [min] 570 | 4,33 3,50
A 20,63 | 41,58 61,06
N; 18,47 | 25,00 19,59
Dax[cm?- s71] | 16,81 | 43,56 37,51

Eine Moglichkeit die Auflosung einer Sdule zu beeinflussen besteht in der Variation des
Elutionsgradienten. Ein Ubergang zu einem flacheren Elutionsgradienten kann diese verbes-
sern, was jedoch oftmals auch negative Auswirkungen auf die Effizienz hat. Eine Methode,
diese zu umgehen, kann im Einsatz eines Stufengradienten bestehen. Hierbei ist die richtige
Wahl der Gradientenstufen (Eluentenkonzentrationen) entscheidend fiir den Trennerfolg.
Fiir das kommerzielle Adsorbens PallQ HyperD F wurde ein Dreistufensystem mit einem
Eluenten aus 50 mM Natriumacetatpuffer + 1 M NaCl pH 4,5 entworfen. Eine BioRad
Uno 1 S3ule mit einem Bettvolumen von 1,3 ml wurde bei 10 BV mit 2 BV Diinnmolke
aus Ultralac 35 (UL35) beladen und anschlieBend mit 10 BV demineralisiertem Wasser ge-
spiilt. Proteine des Durchbruchs waren 8 BV nach dem Ende der Beladung vollstandig aus
der Saule ausgetragen. Bei den Proteinen des Durchbruchs handelt es sich ausschlieBlich
um Proteine hoher Molekiilmassen wie Transferrin, Lactoferrin, Lactoperoxidase und BSA.
Proteine niedriger Molekiilmassen wie die majoren Molkeproteine ALA und BLG konnten
in den Durchbruchsproben nicht in signifikanten Mengen nachgewiesen werden. Bei der
ersten Elutionsstufe 10 BV nach dem Ende der Beladung (8 % Eluent) konnte ein deutli-
cher Elutionspeak beobachtet werden. In Proben dieser Elutionsstufe wurde ausschlieBlich
das majore Molkeprotein ALA nachgewiesen. Eine weitere deutliche Elution erfolgte in der
zweiten Elutionsstufe 20 BV nach Ende der Beladung (20 % Eluent). Bei den im zwei-
ten Elutionspeak nachgewiesenen Proteinen handelt es sich um die majoren Molkeproteine
ALA und BLG. Auch bei der dritten Elutionsstufe 30 BV nach Ende der Beladung (100 %
Eluent) konnte ein schmaler Elutionspeak beobachtet werden. Die Proteinkonzentrationen
in diesem dritten Elutionspeak waren zu gering fiir eine Identifikation der enthaltenen Pro-
teine mittels SDS-PAGE. Das Chromatogramm der Auftrennung der Molkeproteine mit
PallQ HyperD F in einem Stufengradienten aus 50 mM Natriumacetatpuffer + 1 M NaCl
ist in Abb. 4.14 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Chromatogramm zur Auftrennung von Molkeproteinen bei Raumtempe-
ratur. Proteinquelle: Diinnmolke aus UL35, Adsorbens: PallQQ HyperD F.
Injektion von 2 BV Diinnmolke, Elutionen mit 8 %, 20 % und 100 % 50 mM
Natriumacetatpuffer + 1 M NaCl zu je 10 BV

Der Nachweis der Einzelproteine in den Proben des Durchbruch in 3 ml Intervallen nach
Injektion (D1 — D3) mittels SDS-PAGE ist in Abb. 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.15: SDS-PAGE von Feed (F) und Durchbruchsproben (D 1-3) der chromato-
graphischen Aufreinigung von Molkeproteinen aus Molke, D 1 erstes Drittel
des Durchbruchspeaks, D 2 Mitte des Durchbruchs, D 3 letztes Drittel des
Durchbruchs

Von den Proteinen des Feeds (Molke aus UL35) sind zur besseren Orientierung die Banden
der Proteine BSA, BLG und ALA rot hervorgehoben. Die Proteinkonzentrationen in der
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ersten Durchbruchsprobe (D1) waren zu gering fiir eine ldentifikation der enthaltenen Pro-
teine mittels SDS-PAGE. In den Durchbruchsproben D2 und D3 sind Banden der Proteine
Transferrin, Lactoferrin, Lactoperoxidase und BSA erkennbar, jedoch nicht der majoren
Molkeproteine ALA und BLG. Der Nachweis der Einzelproteine in den Proben der Elution
in 3 ml Intervallen nach Injektion (E1 — E3) mittels SDS-PAGE ist in Abb. 4.16 dargestellt.

M E2 El1 E3 M

97 4KDa 116.0kDa

66,2 kDa
37.6kDa

28.4kDa

18,4 kDa 14KkDa

Abbildung 4.16: SDS-PAGE von Elutionsproben (E). E1 Elution bei 8 % Eluent, E2 Elu-
tion bei 20 % Eluent und E3 Elution bei 100 % Eluent, Eluent: 50 mM
Kaliumacetat + 1 M NaCl

In Proben des ersten Elutionspeaks (E1) sind mittels SDS-PAGE Banden von ALA bei
14 kDa sichtbar. Banden weitere Proteine sind nicht erkennbar. Somit konnte in der ersten
Elutionsstufe (8 % Eluent) reines ALA von der Saule befiillt mit dem komerziellen Adsor-
bens PallQ HyperD F eluiert werden. Proben des zweiten Elutionspeaks E2 (20 % Eluent)
zeigen in der SDS-PAGE Banden von BLG bei 18,4 kDa und von ALA bei 14 kDa. Die
Trennung der Molkeproteine ALA und BLG war damit insofern nicht vollstandig gegeben,
da in dem zweiten Elutionspeak (E2) neben BLG noch geringe Mengen an ALA detek-
tiert wurden. In Peak 3 konnte kein Protein mehr nachgewiesen werden, der Proteingehalt
der Probe war fiir einen Nachweis mittels SDS-PAGE zu gering. Nach der Verwendung
von Diinnmolke aus Ultralac 35 wurde das kommerzielle Adsorbens PallQ HyperD F mit
Molkekonzentrat beladen. Die hierbei aufgenommenen Chromatogramme sind denen aus
den Versuchen mit Diinnmolke aus Ultralac 35 in ihren Verlaufen sehr dhnlich. Der groBte
Unterschied zwischen den Chromatogrammen zur Auftrennung von Diinnmolke aus Ul-
tralac 35 und Molkekonzentrat besteht darin, dass bei der Beladung der Saule mit zwei
Bettvolumen Molkekonzentrat im Durchbruch starke Uberladungseffekte auftreten, welche
im UV-Signal deutlich zu sehen sind. Im Gegensatz zu der Beladung des kommerziellen
Materials mit Diinnmolke aus Ultralac 35 kommt es wahrend der Beladung mit Molke-
konzentrat zu einem starken Anstieg des Saulenriickdrucks. Der Riickdruck in der BioRad
Unol Saule liberschreitet am Ende der Beladung mit Molkekonzentrat den vom Hersteller
fir dieses Material empfohlenen Hochstwert von 48 bar (700 psi). Jedoch lasst sich die
Saule iiber den anschlieBenden Spiilschritt weiter bis zur Elution betreiben. Der Riickdruck
in der Sdule nimmt iber den Verlauf des Spiilschrittes wieder ab und bleibt iiber die
Elutionen dann konstant. Trotz der starken Uberladungseffekte am Durchbruch kénnen
Elutionspeaks zu denselben Retentionszeiten wie in den Versuchen mit Diinnmolke aus
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Ultralac 35 beobachtet werden. Ein Chromatogramm der Beladung von PallQ HyperD F
mit Molkekonzentrat ist in Abb. 4.17 dargestellt.

T T T 140

T T T UV ----------
Durchbruch Gradient

1 A / Druck - 120
Elution 3

i 5 Elution 1 1 100

1.2 .

0.8 |

s Elution 2

o4t A

UV-Signal bei 280 nm [AU]
jan)
(@)
D
[a)
Elutionsgradient [%] / Séulenriickdruck [bar]

-10 0 10 20 30 40 20 60
Bettvolumen ab Injektion [BV]

Abbildung 4.17: Chromatogramm zur Auftrennung von Molkeproteinen bei Raumtempera-
tur. Proteinquelle: Molkekonzentrat, Adsorbens: PallQ HyperD F. Injekti-
on von 2 BV Molkekonzentrat, Spiilschritt mit demineralisiertem Wasser
(10 BV), Elutionen mit 8 %, 20 % und 100 % 50 mM Natriumacetatpuffer
+ 1 M NaCl zu je 10 BV

Die Kapazitat des HyperD F Materials wird vom Hersteller Pall mit BSA als Referenz-
protein und 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 8,6 mit 85 mg-ml~'angegeben. Da davon aus-
gegangen werden kann, dass die Beladungskapazitaten bei Verwendung von Molke oder
Molkekonzentrat auf Grund der hohen Salzlast geringer sind und nicht von der vom Her-
steller genannten Kapazitat ausgegangen werden kann, wurden die Kapazitdten mit diesen
Rohstoffen bestimmt. Hierzu wurden 1,3 ml des Materials in eine BioRad Unol Saule
gepackt und aus Halbwertszeit ¢,/,, Verweilzeit ¢y, dem Massenstrom des Adsorptivs 1 p
und dem Saulenvolumen Vg die Kapazitat iiber sieben Beladungs- und Elutionslaufe nach
Gleichung 4.1
mr
Xur=—(tip-to), (4.1)
Vs

bestimmt. Die Halbwertszeit ¢,/ gibt in diesem Fall die Zeit nach Beginn der Beladung an,
bei welcher die halbe Proteinkonzentration des Feeds am Saulenausgang gemessen werden
kann. Es ist deutlich zu erkennen, dass unter Realbedingungen mit einer 1:10 Verdiinnung
von Molkekonzentrat nicht die vom Hersteller genannten hohen Kapazitdten wie unter
Idealbedingungen mit BSA und Tris-HCI Puffer pH 8,6 erreicht werden konnen. Die Ka-
pazitaten sinken von anfanglichen 18,1 mg-ml~'ab dem vierten Lauf auf durchschnittliche
4,7 mg:-ml~'. Dies entspricht 21,3 % bzw. 5,5 % der Kapazitat, welche mit BSA und
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4.3 Proteinadsorption in der Kleinsdule

50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 8,6 vom Hersteller angegeben wurde. Eine Ubersicht iiber die
ermittelten Kapazitaten fiir den Verlauf der Beladungszyklen ist in Tabelle 4.5 gegeben.

Tabelle 4.5: Kapazitdt von PallQ HyperD F iiber 7 Beladungszyklen mit 20 BV 1:10
Verdiinnung von Molkekonzentrat in einer Unol Saule bei 14° C

Lauf | Kapazitit [mgml!]
1 18,1

12,5

11,0

44

49

49

44

N[O | O =W N
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4.4 Aufskalierung der chromatographischen
Proteinadsorption

4.4.1 Kapazitaten der Adsorbentien in der Chromatographiesdule

Die zur Aufskalierung eingesetzte Packung besitzt mit einem Durchmesser von 25 mm und
einer Lange von 75 mm ein Verhaltnis von Lange zu Durchmesser von 3. Fiir Untersuchun-
gen der Bindekapazitaten der Siid-Chemie Materialien fiir Molkeproteine wurden Adsor-
bentien in granulierter und extrudierter Form oder als spharische Partikel in eine Kronlab
TAC25 Saule (Kronlab, Dinslaken, Deutschland) gepackt. Die Materialien unterscheiden
sich weniger stark in ihren GréBen, viel mehr jedoch in ihren chemischen Zusammenset-
zungen und physikalische Eigenschaften, wie beispielsweise den BET-Oberflachen ihrer
Schiittungen. Eine Ubersichtstabelle iiber die untersuchten Adsorbentien der Siid-Chemie
AG und deren physikalische Eigenschaften ist in Tab. 4.6 gegeben.

Tabelle 4.6: Physikalische Eigenschaften der untersuchte Adsorbentien aus Datenbléttern
der Siid-Chemie AG und Messungen an der TU Kaiserslautern

Adsorbens | Anteil | Anteil | Partikel- | Partikel- | BET-

Al,O;4 SiO, form grofle Obertfl.

7] %] [mm] [m*g™']
EX M 1998 62 38 Granulat | 0,60 - 1,00 425
EX M 2070 97 0 Sphéren 1,26 95
EX M 2073 59 41 Extrudat | 1,16 x 3,50 175
EX M 2115 97 0 Extrudat 1,03 300
EX M 1871 - 100 Granulat 0,61 151
EX M 1907 - 100 Sphéren | 0,30 - 1,00 157
Pall - - Sphéren 0,05 unb.

So bestehen EX M 1907 und EX M 1871 aus reinem Siliziumoxid. Obwohl EX M 1907
ein spharisches Partikel mit einem Durchmesser von 0,61 mm und EX M 1871 ein Granu-
lat mit einer PartikelgroBenverteilung von 0,30 — 1,00 mm ist, sind die BET-Oberflachen
ihrer Schiittungen mit 157 m2-.g~! und 151 m?.g~! nahezu identisch. EX M 2070 und
EX M 2115 bestehen beide zu 97 % aus y-Aluminiumoxid. Schiittungen des spharischen
Partikels EX M 2070 mit einem Partikeldurchmesser von 1,26 mm unterscheiden sich von
dem 1,03 mm groBen Extrudat deutlich hinsichtlich der BET-Oberflache. Diese betragt fiir
Schiittungen aus EX M 2070 95 m?2-g~! und fiir Schiittungen aus EX M 2115 300 m2-g~! .
Hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung aus Siliziumoxid /y-Aluminiumoxid sind
die Adsorbentien EX M 1998 und EX M 2073 miteinander vergleichbar. Beide bestehen
naherungsweise zu 60 % aus y-Aluminiumoxid und zu 40 % aus Siliziumoxid. In den
BET-Oberflachen ihrer Schiittungen unterscheiden sich das Granulat mit einer Partikel-
groBenverteilung von 0,60 — 1,00 mm und das zylindrische Extrudat mit den Abmessungen
1,16 - 3,50 mm jedoch mit 425 m2-,g~! und 175 m?-g~! und deutlich voneinander. In
Folge dessen werden zur besseren Vergleichbarkeit der ermittelten Kapazitaten der mit
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4.4 Aufskalierung der chromatographischen Proteinadsorption

den Adsorbentien befiillten Saulen diese in Relation zur eingesetzten Masse, dem Pa-
ckungsvolumen und der BET-Oberflache der Materialien angegeben. Bezogen auf die ein-
gesetzte Adsorbensmasse besitzen die Saulen befiillt mit den Adsorbentien EX M 1998
(Siliziumoxid /y-Aluminiumoxid) mit 7,01 mg-g=t, EX M 2070 (7y-Aluminiumoxid) mit
6,72 mg-g~lund EX M 1907 (Siliziumoxid) mit 5,17 mg-g~'die hochsten Kapazitaten.
Makroporen, wie bei EX M 2115 aus -Aluminiumoxid, bringen keine Verbesserung in der
Kapazitat fiir die Proteinbindung. Seine Kapazitat liegt bei einem wesentlich geringeren
Wert von 1,59 mg-g~!. Eine dhnliche Tendenz zeigt sich auch in der Kapazitit der Adsor-
bentien bezogen auf das Saulenvolumen. Hier besitzt die Saule befiillt mit dem Adsorbens
EX M 2070 (y-Aluminiumoxid) die hochste Kapazitat mit 3,90 mg-ml-!. Im Vergleich dazu
liegt die Kapazitat des kommerziellen Adsorbens PallQ HyperD F bei 4,70 mg-ml-!. Bezo-
gen auf die Oberflache der Partikelschiittung (BET) hingegen verfiigt die Saule befiillt mit
EX M 2070 aus ~-Aluminiumoxid mit 70,7 ug-m=2 iber eine deutlich hohere Kapazitit
als die Sdulen befiillt mit allen anderen betrachteten experimentellen Adsorbentien. Es
zeigte sich somit, dass die Proteinbindung an die experimentellen Adsorbentien an deren
mesoporosen Oberflachen stattfindet und Makroporen (wie bei EX M 2115) zu keinen
nennenswerten Verbesserungen der Proteinbindekapazitat fiihren. Die beste Leistung be-
zogen auf die BET-Oberflache seiner Schiittung zeigte das Adsorbens EX M 2070 aus
~v-Aluminiumoxid. Dabei handelt es sich um ein hoch druckstabiles spharisches Partikel,
das somit fiir den Einsatz in einer Chromatographiesaule die besten Eigenschaften im Ver-
gleich zu den anderen experimentellen Adsorbentien besitzt. Tab. 4.7 gibt eine Ubersicht
iber die Kapazitaten der Saulen befiillt mit Adsorbentien der Siid-Chemie AG.

Tabelle 4.7: Kapazitdten X der Adsorbentien bestimmt in einer Kronlab TAC25 Saule bei
14° C . X s Proteinbindekapazitit bezogen auf die Adsorbensmasse, Xy Pro-
teinbindekapazitét bezogen auf das Sdulenvolumen, Xo Proteinbindekapazitéit
bezogen auf die Oberfliche der Adsorbensschiittung (BET)

Adsorbens Xu Xy BET- Xo Elutions-
Oberfl. effizienz
meg] | fmgml ] | [m2g ] | [igm?] | (%)
EX M 1998 7,01 3,15 425 16,5 100
EX M 2070 6,72 3,90 95 70,7 69
EX M 2073 2,94 1,29 175 16,8 70
EX M 2115 1,59 0,87 300 5,3 100
EX M 1871 3,15 1,73 151 20,9 100
EX M 1907 5,17 1,96 157 32,9 100
Pall Q unb. 4.7 unb. unb. 100

Das experimentelle Adsorbens EX M 2070 (~-Aluminiumoxid) besitzt einen Partikeldurch-
messer von 1,26 mm, es handelt es sich somit um ein verhaltnismaBig groBes Partikel. Das
kommerzielle Adsorbens PallQ HyperD F im Vergleich besitzt beispielsweise einen wesent-
lich geringeren Durchmesser von 0,05 mm. Aus diesen Erkenntnissen wurde ein Ansatz zur
Verbesserung des Adsorbens iiber seine PartikelgroBe erarbeitet (Kap. 4.4.3).
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4.4.2 Wiederverwendbarkeit der Adsorbentien aus
~v-Aluminiumoxid in der Chromatographiesaule

Neben der Kapazitdt einer Adsorbersdule sind auch die Wiederverwendbarkeit und die
Stabilitat des darin verwendeten Adsorbens fiir einen geplanten Prozess relevant. In vier
direkt aufeinander folgenden Beladungs- und Elutionszyklen wurden die Kapazitdt und
Elutionseffizienz der Saule befiillt mit dem experimentellen Adsorbens EX M 2070 aus
~-Aluminiumoxid ermittelt. Das Adsorbens wurde in 4 Zyklen mit je 2 Bettvolumen (BV)
Molkekonzentrat beladen. Als Eluent wurde bei dem eingesetzten experimentellen Ad-
sorbens EX M 2070 aus y-Aluminiumoxid eine 50 mM Kaliumphosphatlésung mit pH 8
verwendet. In den Zyklen sind keine Regenerationsschritte nach der Elution enthalten, wie
es bei vielen kommerziellen Adsorbentien beispielsweise mit NaOH-Losungen iiblich ist.
Uber die Beladungs- und Elutionszyklen kann eine Abnahme der Kapazitit um ca. 75 %
vom ersten zu den nachfolgenden Zyklen beobachtet werden. Tab. 4.8 gibt eine Ubersicht
tiber die Versuche zur Wiederverwendbarkeit des Adsorbens EX M 2070.

Tabelle 4.8: Wiederverwendbarkeit von EX M 2070 iiber vier Beladungs- und Elutionszyklen
mit 2 Bettvolumina Molkekonzentrat

Lauf | Protein | Adsorber- | Protein | Elutions-
gebunden | kapazitidt | eluiert | effizienz
[mg] [mg-g™'] [mg] (%]
1 210,51 10,02 202,47 96
2 52,23 2,49 46,79 90
3 52,23 2,49 46,79 90
4 54,21 2,58 44 58 82

Uber die darauf folgenden Beladungs- und Elutionszyklen ist die ermittelte Adsorberka-
pazitat konstant. Die fiir y-Aluminiumoxid dominierenden Mechanismen bei der Bindung
von Proteinen sind elektrostatische Wechselwirkungen. Neben den Proteinen kénnen so-
mit auch die in Molkekonzentrat in hoher Menge enthaltenen Salze mit dem Adsorbens
wechselwirken, welches somit als lonentauscher fungiert. Diese Salze sind mit 50 mM Ka-
liumphosphatlosung nicht vollstandig von dem Adsorbens zu entfernen und belegen die
Bindestellen fiir die Proteinbindung nach der ersten Beladung.

4.4.3 Einfluss der PartikelgroBe auf die Proteinbindekapazitaten
in der Chromatographie

In Kapitel 4.4.1 wurden Adsorbentien unterschiedlicher chemischer Zusammensetzungen
und Partikelformen miteinander verglichen. Die héchsten Kapazitaten wiesen das Granulat
EX M 1998 und das spharische Partikel EX M 2070 auf. Das Granulat EX M 1998 wurde
auf Grund seiner geringen Druckstabilitdt in Chromatographiesaulen nicht weiter betrach-
tet. Im Vergleich zum Referenzsystem PallQ HyperD F lag die ermittelte Kapazitdt des
spharischen Partikels EX M 2070 unter jener des Referenzadsorbens. Um den Einfluss des
bei diesen Versuchen vorherrschenden starken Unterschieds im Durchmesser der Partikel
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EX M 2070 (1,26 mm) und PallQ HyperD F (0,05 mm) auf die ermittelten Kapazititen zu
untersuchen wurde ein Partikel derselben chemischen Zusammensetzung wie EX M 2070
(v-Aluminiumoxid), jedoch reduzierter PartikelgroBe vorgeschlagen und vom Projektpart-
ner zur Verfiigung gestellt. Das neue Partikel EX M 2181 besaB einen Durchmesser von
0,30 mm. Fiir ein spharisches Partikel geht der Partikeldurchmesser d,, quadratisch in die
Berechnung der Partikeloberfliche O, ein nach

Op=m-d. (4.2)

In die Berechnung des Partikelvolumens V,, hingegen geht der Partikeldurchmesser d,, in

dritter Potenz nach 1

%Zg’ﬂ"df;, (43)
ein. Dies bedeutet, dass bei einer Reduktion des Partikeldurchmessers d,, die Oberflache O,
des Partikels in weitaus geringerem MaB abnimmt als sein Volumen V,, also zunehmend
mehr Partikel mit in geringerem Umfang abnehmender Oberflache in eine Saule gepackt
werden konnen. Die durch die Partikelverkleinerung zunehmende Adsorbensmasse ist an
einer deutlichen Erhohung der Riitteldichte von 580 kg:-m=3 (EX M 2070) auf 810 kg:-m~3

(EX M 2181) zu erkennen (Tab. 4.9).

Tabelle 4.9: Physikalische Parameter und Kapazititen von ~-Aluminiumoxid Partikeln un-
terschiedlicher Partikeldurchmesser im Vergleich zu dem kommerziellen Adsor-
bens PallQQ HyperD F. Daten aus Datenbléittern der Siid-Chemie AG und Ver-
suchen an der TU Kaiserslautern

Adsorbens | dp | Riittel- | BET- Poren- X Xy
dichte | Oberfl. | volumen
] | [kgm?] | g ) | [mlg) | [mgg ] | mgml ]
EX M 2070 | 1,26 580 95 0,76 6,72 3,90
EX M 2181 | 0,30 810 157 0,42 10,40 8,42
Pall Q 0,05 unb. unb. unb. unb. 4,70

Da es sich sowohl bei EX M 2070 als auch bei EX M 2181 um ein spharisches Partikel
handelt, sind die Unterschiede in der Bettporositat €| nur gering. Fiir EX M 2070 liegt
diese bei 0,37, fir EX M 2181 bei 0,40 (s. Kap. 3.3 Tab. 3.5). Das kleinere Partikel
EX M 2181 weist mit 0,42 ml-g~! ein geringeres Porenvolumen (Hg) als das groBere Par-
tikel EX M 2070 mit 0,76 ml-g~! auf. Daraus resultiert eine Reduktion der Kornporositat
von 0,70 fiir EX M 2070 auf 0,57 EX M 2181 (s. Kap. 3.3 Tab. 3.5). Aus BET-Messungen
zeigt sich, dass die Verkleinerung der Partikel eine Zunahme der BET-Oberflache der Parti-
kelschiittung um den Faktor 1,66 bewirkt. Adsorptionsversuche mit Bestimmung der Prote-
inadsorptionskapazitaten zeigen, dass die auf das Saulenvolumen bezogene Kapazitat einer
Saule gepackt mit EX M 2070 mit 3,90 mg-ml~! auf 8,42 mg-ml~! fiir eine Sdule gepackt
mit EX M 2181 gesteigert werden konnte. Dies entspricht einer Steigerung der Adsorp-
tionskapazitat der Chromatographiesaule um den Faktor 2,16. Damit liegt die Kapazitat
einer Chromatographiesdule gepackt mit dem neuen, hinsichtlich des Partikeldurchmessers
d, verbesserten, Adsorbens EX M 2181 mit einem Partikeldurchmesser von 0,3 mm im
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System Molke sehr deutlich iiber der Kapazitat einer Chromatographiesaule gepackt mit
dem nochmals deutlich kleineren Referenzadsorbens PallQ HyperD F mit einem von Par-
tikeldurchmesser 0,05 mm. Die Reduktion des Partikeldurchmessers d, um 77 % fiihrt zu
einer Erhohung der fiir die Adsorption verfiigbaren Oberfliche in der Saule um 65 %. Die
Kapazitat der Partikelschiittung steigt dabei um 55 % bezogen auf die Adsorbensmasse
und um 116 % bezogen auf das Saulenvolumen. Die auf das Siulenvolumen bezogene
Kapazitat des neuen in seinem Partikeldurchmesser d, verkleinerten experimentellen Par-
tikels aus y-Aluminiumoxid EX M 2181 liegt um 80 % iiber der auf das Saulenvolumen
bezogenen Kapazitdt des kommerziellen Referenzadsorbens PallQ HyperD F.

4.4.4 Untersuchungen zur Stabilitat des Chromatographiebettes

Von besonderem Interesse bei dem Einsatz von Adsorbermaterialien in einem chromato-
graphischen Prozess sind die Druckstabilitdt des Materials in der Saule und das Verhaltnis
der angelegten Flussrate zu dem sich in der Siule aufbauenden Riickdruck. Da Saulen bis
zu 200 bar - | ohne Priifpflicht laut Druckgeraterichtlinie Ad 2000 Art. 3 Abs. 3 (Richtlinie,
1997) konstruierbar sind, ist zumindest eine ausreichende Druckstabilitat des Adsorbens
in diesem Bereich von Bedeutung. Dariiber hinaus sollte ein linearer Zusammenhang zwi-
schen dem Riickdruck in der Saule und der angelegten Flussrate gegeben sein, sodass
spatere Aufskalierungen leicht mdglich sind. Fiir das hochstabile experimentelle Adsor-
bens EX M 2181 aus y-Aluminiumoxid wurde das Verfahren mit unterschiedlichen Fluiden
durchgefiihrt. So kamen demineralisiertes Wasser, 0,1 M Kaliumacetat-Puffer pH 5,7 und
Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver zum Einsatz (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Druckkennlinien einer Séule mit dem Adsorbens EX M 2181 fiir demine-
ralisiertes Wasser (ddH20), 0,1 M Kaliumacetat-Puffer pH 5,7 (Acetat)

und Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver (DM). Bestimmt in einer
Kronlab TAC25 Saule, 37 ml Bettvolumen

Die ermittelten Druckkennlinien zeigen fiir alle eingesetzten Fluide einen linearen Ver-
lauf. Im Verhaltnis zueinander zeigen die Druckkennlinien fiir demineralisiertes Wasser und
0,1 M Kaliumacetat-Puffer pH 5,7 einen sehr dhnlichen flachen Verlauf. Die Abweichun-
gen der Druckkennlinien sind fiir demineralisiertes Wasser und 0,1 M Kaliumacetat-Puffer
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pH 5,7 in den Messwerten nur sehr gering. Wesentlich hohere Riickdruckwerte werden
bei der Uberstromung des Adsorbens EX M 2181 mit Diinnmolke aus Ultralac 35 Pro-
teinpulver beobachtet. Der Zusammenhang von angelegter Flussrate und in der Saule
auftretendem Riickdruck ist aber auch fiir das Adsorbens EX M 2181 und Diinnmolke aus
Ultralac 35 Proteinpulver linear. Dabei ist die héhere Dichte von Diinnmolke weit weni-
ger dafiir ursachlich als der Anteil an Feststoffpartikeln in dieser. Ein Zahlenwert, der den
durch die Saulenpackung verursachten Druckabfall wiedergibt, ist die Permeabilitat. Diese
wird aus der angelegten Flussrate £, dem in der Siule gemessenen Riickdruck Ap, der
Viskositat des Fluids pr und der Saulenldnge Lo nach Gleichung 4.4 berechnet.

B:ko.dQZTI-FmLC

VT Ay AL (44)

Wie bei den gemessenen und in Abb. 4.18 dargestellten Riickdruckwerten liegen auch
bei der Permeabilitdt die Werte fiir demineralisiertes Wasser und 0,1 M Kaliumacetat-
Puffer pH 5,7 in einem niedrigen Bereich sehr dicht beieinander. Die fiir Diinnmolke aus
Ultralac 35 Proteinpulver ermittelten Werte der Permeabilitat sind signifikant hoher. Die fiir
das Adsorbens EX M 2181 und die Fluide demin. Wasser, 0,1 M Kaliumacetat-Puffer und
Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver ermittelten Permeabilititen sind in Tabelle 4.10
aufgelistet.

Tabelle 4.10: Permeabilitdten von EX M 2181 fiir demin. Wasser, 0,1 M Kaliumacetat-Puffer
und Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver

Flussrate | Riick- | Riick- | Riick- | Permea- | Permea- | Permea-
druck | druck | druck | bilitit bilitait bilitét
H>,O | Acetat | Molke H,O Acetat Molke
[mlmin~t ] | [psi] [psi] [psi] | [10%%cm?] | [10'%m?] | [10%cm?]
1 47 37 62 0,786 0,987 0,834
2 70 71 162 1,056 1,041 6,387
3 97 106 234 1,143 1,056 6,632
4 124 136 302 1,192 1,087 6,852
5 154 172 368 1,200 1,074 7,029
6 184 202 430 1,205 1,100 7,219

Die Druckkennlinien und berechneten Permeabilitaten des Adsorbens EX M 2181 belegen
die Eignung der Adsorbens fiir eine Uberstromung mit Molkesuspensionen.
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4.4.5 Abschitzung Expanded Bed Chromatographie (EBC)

Bei Prozessen mit hohen Konzentrationen an Nicht-Ziel-Substanzen, wie beispielsweise
ungelosten Feststoffpartikeln, oder Fluiden hoher Viskositat bietet die Expanded Bed Chro-
matographie oftmals die Moglichkeit, eine Proteinaufreinigung in einer Stufe zu erzielen,
was mit Gepacktbett-Chromatographie unter diesen Bedingungen nicht mehr moglich ist
(Hjorth, 1997). Diese Verfahrensvariante der Chromatographie findet beispielsweise Ein-
satz bei der Aufreinigung von nicht vorgereinigten Zellsuspensionen oder Protein aus auf-
geschlossenen Inclusion Bodies. Ein Beispiel im industriellen MaBstab ist die Aufreinigung
monoklonaler Antikorper aus Suspensionen von Siugerzellen (Fetzer and Kaleja, 2003).
Doch auch fiir Milch, welche sehr groBe Ahnlichkeiten zu ihrem Hauptnebenprodukt aus
der Kaseherstellung Molke besitzt, wurden Expanded Bed Methoden beschrieben (Noppe
et al., 1999). Im Gegensatz zur klassischen Chromatographie besteht bei dem Einsatz der
Expanded Bed Chromatographie (EBC) keine Gefahr einer Saulenbettverdichtung bzw.
Saulenverblockung, wie sie bei den untersuchten experimentellen Materialien in Pulver-
oder Granulatform zu beobachten war. Durch den angelegten Fluidstrom durch die Saule
entgegen der Schwerkraft schwimmen die Adsorbenspartikel unterschiedlicher Partikel-
groBen bei der Beladung der Saule zu einem homogenen lockeren Chromatographiebett
auf. Zur Elution wird das Chromatographiebett mechanisch verdichtet und die Elution
kann unter Einsatz geringer Mengen an Eluent erfolgen. Die auf ein Partikel in einem
Fluidstrom wirkenden Krafte sind in Abb. 4.19 dargestellt.

Abbildung 4.19: Kriftegleichgewicht an einem sphérischem Partikel im von unten nach oben
gerichteten Fliissigkeitsstrom, Kréifte: Summe aller am Partikel auftreten-
den Krifte F},, Gewichtskraft Fg, Auftriebskraft Fq, Widerstandskraft F,

Auf ein sich im Fliissigkeitsstrom befindliches und von unten angestromtes Partikel wirken
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drei maBgebliche zu betrachtende Krafte. Zum einen seine eigene Gewichtskraft F; und
seine Auftriebskraft in der Fliissigkeit F4, zum anderen die von der Anstromung des Par-
tikels verursachte Widerstandskraft F),. In selber Art trifft dies auch auf eine Schiittung
aus Partikeln zu. Hier wird das Gewicht der Partikelschiittung (abziiglich des Auftriebs der
Partikel) vom Durchstréomungswiderstand der Schiittung , getragen™.

Ap-A=(ps—pr)-Vs-yg (4.5)

Das Feststoffvolumen der Partikel lasst sich durch die Porositdt der Schiittung € und das
Bettvolumen der Schiittung Vg, ausdriicken.

Vs =(1-¢)-Vgch (4.6)

Das Volumen der Schiittung ist gegeben durch den Saulenquerschnitt A und die Hohe der
Schiittung H
Voch=A-H (4.7)

Gleichung (4.5) lasst sich mit den Gleichungen (4.6), (4.7) und Ap = ps — pr umschreiben
und nach Druckverlust und Betthche umstellen

% =Ap-(1-¢) (4.8)

Die Gleichung (4.8) lasst sich mit der Gleichung von Ergun

A 1-€1)? n-wp 1- T
AP 150 L)’ oWy g (Aoer) pr WL (4.9)
H € ds €7 dp
gleichsetzen und nach der Minimalfluidisierungsgeschwindigkeit
” 3 Ap-g-d
w; =42.9-(1-€) - — (| 1+3.11-10% —L— . P 1 4.10
wr, ( EL) dP (J (1_6L)2 pF'l/2 ) ( )

umstellen (StieB, 2007). Zur Abschitzung der notwendigen Lockerungsgeschwindigkeit
(Minimalfluidisierungsgeschwindigkeit) fiir die Ausbildung eines Expanded Beds wurde eine
mittlere Lockerungsporositat der Schiittung von ¢ = 0,4 eingesetzt. Als Modellfluid wurde
Diinnmolke mit einer Viskositdt von 77 = 1,1 mPa-s~! und der Dichte pr = 1020 kg-m=3
verwendet. Fiir alle spharischen Partikel (EX M 1907, EX M 2070 und EX M 2181) lie-
gen die zur Fluidisierung des Betts notwendigen Lockerungsgeschwindigkeiten deutlich
tiber den mittels der verwendeten FPLC-Anlagen ohne Maximizer-Modul technisch ein-
stellbaren Flussraten. Die bestehenden FPLC-Anlagen sind in ihren Grundausfiihrungen
maximal fiir Flussraten von 10 ml-min~! ausgelegt. Die zur Fluidisierung benétigten Fluss-
raten von 61,6 ml-min~! fir EX M 1907 und 160,3 ml-min~! fiir EX M 2070 tberschreiten
diesen Wert deutlich. Durch eine Erweiterung der Anlagen durch ein Maximizer-Modul,
welches Flussraten von bis zu 20 ml-min~! erlaubt, ware eine Fluidisierung des Bettes aus
EX M 2181 moglich. Die Fluidisierungsgeschwindigkeit liegt fiir das Material EX M 2181
bei 15,0 ml-min~! . Eine Fluidisierung der Adsorbentien in ihren Pulverformen (EX M 1221,
EX M 1991 und EX M 1986) ist seitens der dazu benétigten Flussraten von 0,2 ml-min~! fiir
EX M 1221 und 0,1 ml-min~! fiir EX M 1986 prinzipiell méglich. Fir EX M 1221 liegt die
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Minimalfluidisierungsgeschwindigkeit mit 4,5-102 ml-min~! deutlich unterhalb des Steu-
erbereichs der Anlagen. Das Adsorbens aus Bentonit/Silica (EX M 1221) wurde jedoch
bereits in Kap. 4.3.1 auf Grund seines Blutungsverhaltens von weiteren Betrachtungen
ausgeschlossen. Zudem ist das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) in seiner Pul-
verform auf Grund seiner Kompressibilitat prinzipiell nicht fiir den chromatographischen
Einsatz geeignet (s. Kap. 4.3.1). Eine Ubersicht iiber die untersuchten Adsorbentien, deren
physikalische Eigenschaften und der fiir einen Expanded Bed Einsatz relevante verfahrens-
technische KenngroBen ist in Tab. 4.11 gegeben.

Tabelle 4.11: Ubersicht iiber die Adsorbentien, deren physikalische Eigenschaften und ver-
fahrenstechnische Kenngrofien fiir die Abschétzung zu deren Expanded Bed

Finsatz
Partikel | Durch- | Nass- Minimal- Fluss- pw - pr ! Fr
messer | dichte | fluidisierung rate
dp pw wr, v

mm| | [kg:m™3] [cm-min~!] [ml-min=! | [] []
EX M 1221 0,05 1468 3,5 - 1072 0,2 1,44 751078
EX M 1991 0,02 1618 9,1-10°3 4,5 - 1072 1,59 1,2-1078
EX M 1986 0,03 1618 2,0-10°2 0,1 1,59 4,0 -10°8
EX M 1907 1,00 1362 12,5 61,6 1,34 4,510
EX M 2070 1,26 1627 32,6 160,3 1,60 24-1073
EX M 2181 0,30 1915 3,1 15,0 1,90 8,8 -107°

Nach Molerus (Molerus, 1982) sind fiir die Ausbildung einer homogenen Fluidisierung
zusatzlich noch das Dichteverhaltnis von Partikel py, zu Fluid py und die Froude-Zahl
zu beachten. Das Dichteverhiltnis sollte nicht groBer als ca. 3 sein und die Froude-Zahl
sollte keine hoheren Werte als 0,13 annehmen. Beide Bedingungen werden von allen Ad-
sorbentien erfiillt, so auch von den Adsorbentien aus y-Aluminiumoxid EX M 1986 und
EX M 2181. Somit ist die Ausbildung eines homogenen Expanded Beds mit dem Adsor-
benspulver EX M 1986 ohne Einsatz eines Maximizer-Moduls und mit dem Adsorbens
EX M 2181 unter Einsatz eines Maximizer-Moduls mdoglich. Die PartikelgroBenverteilung
kommerzieller Expanded Bed Partikel betragt ca. 80 — 165 um im Durchmesser (Amers-
ham Biosciences, 2004), befindet sich somit zwischen den GréBen der untersuchten Pulver
und der betrachteten spharischen Partikel. Zudem werden EBC-Prozesse fiir gewohnlich
bei Flussraten zwischen 100 und 300 cm-h~! (entspricht 1,67 bis 5 cm-min~!) ausgefiihrt
(Hjorth, 1997). Die Minimalfluidisierung des im Vergleich zu EX M 2070 in seinem Durch-
messer verkleinerten Partikels EX M 2181 befindet sich in diesem Bereich.
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4.4.6 Proteinadsorption mit Modellproteinen

Analog zu Adsorptionsversuchen in der BioRad Unol Siule (Kap. 4.3.1) wurde auch die
aufskalierte Kronlab TAC25 Saule mit den Modellproteinen ALA und BLG beladen und
eluiert. In dem in Kap. 3.4.4 beschriebenen Elutionsgradienten erfolgt die Elution von
sowohl ALA (Abb. 4.20) als auch BLG (Abb. 4.20) zur selben Zeit von 33,27 min relativ
zum Zeitpunkt des Elutionsbeginns. Der zeitliche Verlauf der UV-Absorption wahrend der
chromatographischen Aufreinigung von 1,5 mg ALA in einer Kronlab TAC25 Saule ist in
Abb. 4.20 dargestellt.
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Abbildung 4.20: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 1,5 mg ALA in einer Kronlab TAC25 Siule, Material:
EX M 2181, Flussrate: 5 ml-min~! , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution,
blaue Linie Baseline, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20
Peakhohe, rote Linie Peakhohe

Der Peak des majoren Molkeproteins ALA besitzt mit einem Tailingfaktor von 2,63 und
beschreibt ein deutliches Tailing. Ahnliche Tailingfaktoren wurden zuvor auch fiir das Pul-
ver EX M 1986 in der BioRad Uno 1 S3ule mit 2,56 fiir ALA und 2,35 fiir BLG berechnet.
Die Weite des Peaks von 1,5 mg ALA in der Kronlab TAC25 S&ule betragt 6,70 min.
Die Anzahl der theoretischen Trennstufen liegt bei 41 und der axiale Dispersionskoeffi-
zient betragt 23,43 cm?s7!. Die ermittelte Trennbodenanzahl (Berechnung siehe 3.4.2)
sinkt dabei fiir ALA von 824 bei EX M 1986 auf 35 bei EX M 2181. Eine Ubersicht
tiber die Parameter der Peaks der Modellproteine ALA und BLG in einer Kronlab TAC25
Chromatographiesaule gepackt mit dem Adsorbens EX M 2181 ist in Tab. 4.12 gegeben.
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Tabelle 4.12: Parameter der Peaks von Modellproteinen und EX M 2181 in der Kronlab
TAC25 Saule. Retentionszeit der Proteine ¢y¢¢, Tailingfaktor nach USP Ty;qp,
Peakweite auf halbem Peakmaximum wy,, Peakfliche A, theoretische Trennbo-
denanzahl N; und axialer Dispersionskoeffizient Dgx

ALA | BLG | ALA + BLG
tree [min 33,27 | 33,27 33,27
T vsp 2,63 | 2,06 2,63
Wy, [min] 6,70 | 7,43 6,70
A 35,60 | 28,71 35,60
N; 41,00 | 59,5 41,0
Dy, [em? s71] | 23,43 | 16,17 23,43

Der zeitliche Verlauf der UV-Absorption wahrend der chromatographischen Aufreinigung
von 1,5 mg ALA in einer Kronlab TAC25 Saule ist in Abb. 4.20 dargestellt.
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Abbildung 4.21: Zeitlicher Verlauf der UV-Absorption wihrend der chromatographischen
Aufreinigung von 3,0 mg BLG in einer Kronlab TAC25 S#ule, Material:
EX M 2181, Flussrate: 5 ml-min~! , Zeitpunkt t=0 Beginn der Elution,
blaue Linie Baseline, griine Linie Schnittgerade mit der Messkurve auf 1/20
Peakhohe, rote Linie Peakhohe

Die Peakweite betragt 7,43 min und der Peak weist mit einem Wert von 2,06 nach USP
ein Tailing auf. Die ermittelte Trennbodenanzahl betragt 59,5 und der axiale Dispersi-
onskoeffizient 16,17 cm2-s~1. Da die Peaks der Proteine zur selben Zeit ihr Maximum
erreichen, ldsst sich kein Wert fiir die Selektivitdt der Sdule ermitteln. Die Unterschiede
in den Eigenschaften der Proteine sind folglich nicht ausreichend, um eine Trennung de-
rer iiber die Wechselwirkungen mit dem Material EX M 2181 aus ~y-Aluminiumoxid zu
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erzielen. Es treten mit 6,70 min (ALA) und 7,43 (BLG) deutlich hohere Werte fiir die
Peakweiten auf als fiir dasselbe Material EX M 1986 in Pulverform mit 0,68 min fiir ALA
und 0,67 min fiir BLG. Die partikulare Form des Adsorbens fiihrt somit zu einer deutlichen
Peakverbreiterung. Das partikulare Material EX M 2181 besitzt im Vergleich zu dem Pulver
EX M 1986 eine schlechtere Effizienz, welche sich jedoch leicht z.B. durch eine Erhohung
der Saulenlange verbessern lieBe. Die Ergebnisse aus Kapitel 4.4.4 lassen die Prognose zu,
das aus einer gesteigerten Saulenlange keine massiven Saulenriickdruckprobleme entstehen
werden.

4.4.7 Selektive chromatographische Proteinadsorption

Neben der Gewinnung der Molkeproteine aus Molke wird eine partielle Trennung der ein-
zelnen Molkeproteine angestrebt. Die in Kap. 4.4.6 beschriebenen Unterschiede in der
Interaktion von ALA und BLG mit dem Material aus y-Aluminiumoxid legen die Schluss
nahe, dass eine Trennung der Proteine wahrend er Adsorption bzw. im Durchbruch bei
der Beladung nicht mdglich ist, wie es beispielsweise bei El-Sayed (El-Sayed, 2011) fiir
ein anderes Material beschrieben wird. Fiir die Betrachtung der Moglichkeit einer Protein-
fraktionierung mittels selektiver Adsorption wurde die auf 37 ml Bettvolumen aufskalierte
Saule mit 1 Bettvolumen Diinnmolke aus Molkekonzentrat beladen und der Durchbruch
in 2 ml Fraktionen aufgesammelt. Die erhaltenen Durchbruchsfraktionen wurden mittels
RP-HPLC auf ihren Gehalt an ALA und BLG untersucht. Beide Proteine brechen zeitgleich
durch und die zeitlichen Verlaufe ihrer Konzentrationen iiber den Durchbruch unterschei-
den sich lediglich in ihren Absolutwerten (Abb. 4.22).
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Abbildung 4.22: Proteinverteilung im Durchbruch einer 37 ml Bettvolumen S&ule aus
EX M 2181. Proteinquelle: Diinnmolke aus Molkekonzentrat, Flussrate:
1 mlmin~! , Raumtemperatur, Probenvolumen: 2 ml

Zu Beginn des Durchbruchs kann ein hoheres Verhéltnis von BLG zu ALA (5,4:1) gemessen
werden als im angelegten Feedstrom (3,6:1). Dieses Verhaltnis nimmt iber den Verlauf
des Durchbruchs auf einen Wert nahe jenem im Feedstrom ab (3,4:1). Der Durchbruch
enthalt weder zu Beginn noch an seinem Ende eine Fraktion, welche nur eines der Proteine
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in Reinform enthalt. Das Prinzip der selektiven Adsorption oder Retention lasst sich im
chromatographischen Ansatz fiir die Materialien aus y-Aluminiumoxid somit nicht fiir eine
hinreichende Trennung der Proteine ALA und BLG einsetzten.

4.4.8 Selektive chromatographische Proteindesorption

Die Fraktionierung von Molkeproteinen war in vorangegangenen Experimenten mit Mate-
rialien aus y-Aluminiumoxid wie EX M 1998, EX M 2070 und EX M 2181 nicht moglich.
Das Material verfiigt bei Verwendung der bisherigen Elutionsgradienten nicht iiber eine
ausreichende Auflosung fiir die Molkeproteine. Die Unterschiede in den pl-Werten der Pro-
teine sind mit 4,2 — 4,8 fiir ALA und 5,3 — 5,4 fiir BLG sehr gering. Die Neutralisierung
der Oberflichenladung des Adsorbens aus y-Aluminiumoxid (Nullladungspunkt 8,0 — 9,6)
durch 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8 als Eluent bewirkt die Elution beider Proteine
zu sehr dhnlichen bzw. identischen Zeiten. Auch der Unterschied im hydrophoben Charak-
ter der Proteine ist nicht ausreichen, um Verbesserungen in der Auflosung mit den bisher
eingesetzten Gradienten zu erzielen. Eine Moglichkeit die Auflosung zu beeinflussen be-
steht in der Veranderung des Elutionsgradienten in seiner Steigung oder der Einsatz eines
Stufengradienten. Eine Fraktionierung von 5 ml Molkekonzentrat aus Ultralac 35 Prote-
inpulver (Proteingehalt: 35 g-1=! ) gelang nun unter Einsatz des Adsorbens EX M 2181
(Abb. 4.23) in einem flachen linearen Elutionsgradienten aus 0,5 M Kaliumphosphat pH 8.
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Abbildung 4.23: Proteinfraktionierung von 5 ml Molkekonzentrat aus Ultralac 35 Pulver
mittels EX M 2181 im linearen Gradienten von 50 mM Kaliumphosphat-
Puffer pH 8, Flussrate 4 ml-min~' , Raumtemperatur

Schon zu Beginn des Elutionsgradienten, bei einer Konzentration von 0,5 mM Kaliumphos-
phat, kann der erste Elutionspeak bei 6 BV beobachtet werden. Der zweite Elutionspeak
tritt bei 20 % Eluentenkonzentration auf, dies entspricht einer Konzentration von 10 mM
Kaliumphosphatpuffer. Das Peakmaximum des zweiten Peaks wird in diesem Gradienten
bei 10 BV erreicht. Die Peakidentifikation erfolgt durch Injektion der reinen Modellprote-
ine ALA und BLG. Von ALA werden 2 mg und von BLG 1 mg auf die Saule aufgetragen
und mit denselben Protokollen, die auch zur Fraktionierung der Molkeproteinsuspensionen
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verwendet werden, eluiert. Hierbei zeigte ALA ein Retentionsvolumen von 6 BV und BLG
von 10 BV. Der Einsatz eines Stufengradienten aus 0,5 mM und 35 mM Kaliumphos-
phatpuffer pH 8 erzielte deutliche Verbesserungen in den Auflésungen der Elutionspeaks.
ALA eluiert eluiert erneut in einem scharfen Peak um 6 BV. Die Elution von BLG erfolgt
um 1 BV friiher bei 9 BV in einem deutlich scharferen Peak als unter Verwendung des
linearen Elutionsgradienten aus 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8. Dem Stufenansatz
war ein zusatzlicher NaOH-Regenerationsschritt am Ende eines Trennlaufs bei 12 BV hin-
zugefiigt, welcher an das Material gebundenes Protein entfernt, welches zuvor mittels des
Kaliumphosphatpuffers nicht wieder von diesem entfernt werden konnte (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.24: Proteinfraktionierung von 5 ml Molkekonzentrat aus Ultralac 35 Pro-
teinpulver mittels EX M 2181 durch Stufengradienten von 50 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 8 und Regeneration des Adsorbens mittels
0,2 M NaOH-Losung, Flussrate 4 ml-min~! , Raumtemperatur

Proteinpeaks geringer Intensitat konnen wahrend der NaOH-Regeneration zwischen 12 BV
und 13 BV und des abschlieBenden Spiilschrittes mit demineralisiertem Wasser bei 14 BV
beobachtet werden. Der groBte Anteil der Proteine wird jedoch im Durchbruch aus der
Saule ausgetragen. Ausgehend von einer vollstandigen Bindung der eingesetzten Prote-
ine ALA und BLG (76 % des Gesamtproteins), einer Adsorbensmenge von 30 g, einer
Prozessdauer von 133 min und einer Re-equilibrierungszeit unter Verwendung von 25 ml
0,4 % HCI-Lésung von 12 min wird die Produktivitit des Prozesses zu sehr geringen
2,4 ug -gag ' h™' berechnet. Dieser Prozess kdnnte nur bei sehr hochpreisigen Produk-
ten rentabel sein.
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4.5 Zusammenfassung Chromatographie

Adsorptionsisothermen zeigen, dass die Bindung von Molkeproteinen an Materialien aus
Bentonit/Silica, Siliziumdioxid und ~-Aluminiumoxid mittels Langmuir-Isothermen be-
schrieben werden kann. Die Maximalbeladung des Adsorbens aus Bentonit/Silica wur-
de fiir ALA zu 78 mgp,o: - 8ag~tund fiir BLG zu 127 mgp,ot - gag 'bestimmt. Diese
Werte werden bei diesem Material bereits bei Proteinkonzentrationen von unter 3 gI-!
erreicht. Die ermittelten K;-Werte von 6,59 |-,g= fiir ALA und 2,32 |-g~! fiir BLG be-
legen eine hohe Affinitdt der Proteine zu dem Material aus Bentonit/Silica. Fiir Ma-
terialien aus y-Aluminiumoxid und Schichtsilicat wurden wesentlich geringere Werte fiir
die Gleichgewichtskonstante K von durchschnittlich 0,65 I-g~! ermittelt. Die Affinitat
der Proteine ALA und BLG zu diesen Materialien ist also wesentlich geringer als zu
dem Material aus Bentonit/Silica. Der Sattigungsbereich der Adsorption wird bei diesen
Materialien erst bei Proteinkonzentrationen iiber 10 g:I=! erreicht. Fiir v-Aluminiumoxid
konnten die hochsten Werte fiir die Maximalbeladung bestimmt werden. Diese liegen fiir
ALA bei 363 mgp,ot - gaq~tund fiir BLG bei 345 mgp,ot - gaq~'- Weder das Adsorbens
aus Fallungskieselsdure noch das Material aus 61,9 % ~-Aluminiumoxid und 38,1 % Si-
liziumoxid binden ALA in nennenswertem Umfang. Die Oberflichen dieser Materialien
sind bei pH 6 stark negativ geladen und auch ALA und BLG liegen bei diesem pH-
Wert als Anionen vor, somit behindern repulsive elektrostatische Krafte die Adsorption
der Proteine. Das stark hydrophobe BLG kann diese repulsiven Krafte iiber hydropho-
be Wechselwirkungen mit dem Adsorbens iiberwinden und dadurch an diesen binden.
Die bei ALA iiber Entropie getriebenen Konformationsanderungen an der Materialober-
flache hervortretenden hydrophoben Wechselwirkungen sind hierfiir nicht ausreichend.
Trotz seiner im Gegensatz zum Material aus Fallungskieselsaure wesentlich groBeren BET-
Oberflache liegt die Maximalbeladung des Adsorbens aus 61,9 % ~-Aluminiumoxid und
38,1 % Siliziumoxid mit 109 mgp,ot - gaqg~'deutlich unter jener des Adsorbens aus rei-
nem Siliziumdioxid (218 mgp,o: - gaqd~t). Fiir Versuche in Chromatographiesdulen (Bio-
Rad Unol) ist das Material aus Fallungskieselsdure auf Grund seiner hohen Kompressi-
bilitat nicht geeignet. Adsorption und Desorption der Modellproteine ALA und BLG an
die Materialien aus y-Aluminiumoxid und Bentonit/Silica verliefen in einem Bereich von
1,2 = 2,3 mgp,ot-mlag ! vollstidndig. Eine Trennung der Modellproteine in den Saulen ge-
packt mit Bentonit/Silica und y-Aluminiumoxid ist mit dem fiir diese Saule vom Hersteller
angegebenen Standardgradienten nicht moglich. Zudem weisen Materialien aus Bento-
nit/Silica sowohl als Pulver als auch in Granulatform starke Blutungseffekte auf. Die Saule
gepackt mit dem Material aus ~-Aluminiumoxid zeigt im Vergleich zu einer Saule ge-
packt mit Bentonit/Silica eine hohere Peakscharfe, doch auch in dieser ist die Trennung
der Modellproteine unter den gewahlten Bedingungen nicht moglich. Versuche mit dem
kommerziellen Referenzmaterial Pall Q HyperD F zeigen in der BioRad Unol Saule, dass
die Aufarbeitung von Molke bzw. Molkekonzentrat mittels der eingesetzten Chromatogra-
phieanlagen prinzipiell moglich ist. Es wird aber auch deutlich, dass eine einstufige Tren-
nung im linearen Gradienten aus Natronlauge und Kochsalz voraussichtlich schwierig sein
wird. Die Proteinbindekapazitat im realen System Molke/Molkekonzentrat liegen deutlich
unter den Herstellerangaben, bezogen auf ein ideales System bestehend aus einer Puf-
ferlosung und einem einzigen Modellprotein. Zudem bringt die Beladung mit Molkekonzen-
trat das System aus kommerziellem Adsorbens und Chromatographiesdule an die Grenzen
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der maximalen vom Saulenhersteller angegebenen Druckbelastbarkeit. Adsorbentien unter-
schiedlicher chemischer Zusammensetzungen und Herstellungsverfahren der Partikulierung
wurden in einer auf 37 ml hochskalierten Chromatographiesaule (Kronlab TAC25) hin-
sichtlich ihrer Proteinbindekapazitat und Druckbelastbarkeit untersucht. Die Untersuchun-
gen der Proteinbindekapazitaten zeigten, dass Partikelschiittungen aus ~y-Aluminiumoxid
(EX M 2070) bezogen auf ihre BET-Oberfliche die groBte Proteinbindekapazitat aller un-
tersuchten Schiittungen aus Adsorbentien in partikuldrer Form besitzen. Zur Steigerung
der Kapazitdt von Schiittungen aus dem vergleichsweise groBen (1,26 mm Durchmesser)
spharischen Adsorbens EX M 2070 hinsichtlich Adsorbensmasse und Sdulenvolumen wurde
ein Partikel mit geringerem Partikeldurchmesser (EX M 2181, 0,30 mm Partikeldurchmes-
ser) bei den Projektpartnern in Auftrag gegeben. Die Reduktion des Partikeldurchmessers
um 77 % sorgte fiir eine Erhohung der Kapazitat seiner Schiittung um 55 % bezogen auf
die Adsorbensmasse und 116 % bezogen auf das Saulenvolumen. Schiittungen aus dem
hinsichtlich seiner GréBe verbesserte Adsorbens aus y-Aluminiumoxid (EX M 2181) weisen
eine um 79 % hohere Kapazitat bezogen auf das Siulenvolumen auf als der kommerzielle
Referenzadsorbens PallQ HyperD F. Eine Trennung liber selektive Adsorption, wie von
El-Sayed (El-Sayed, 2011) fiir Sepharose beschrieben, kann nicht erreicht werden, die bei
der Beladung der Siule auftretenden Veranderungen der Proteinzusammensetzung sind
hierfiir zu gering. Auch eine selektive Elution mittels unterschiedlicher Elutionspuffer, wie
von Doultani et al. (Doultani et al., 2004) beschrieben, ist mit den untersuchten Mate-
rialien nicht moglich. Die Trennung der majoren Molkeproteine ALA und BLG wurde in
einem linearen 50 mM Kaliumphosphatgradienten pH 8 erzielt. Der Einsatz eines Stufen-
gradienten desselben Eluenten brachte deutliche Verbesserungen dieses Ergebnisses. Die
aus diesen Versuchen abgeschitzte Produktivitat betragt 2,4 1gp,or-g8ad *-h~!. Die selek-
tive Bindung von ALA an die Materialien aus Siliziumoxid er6ffnet die Moglichkeit eines
zweistufigen Prozesses, in welchem ALA in der ersten Stufe aus der Molke entfernt wird.
In der zweiten Stufe kann BLG aus der an ALA abgereicherten Molke an Adsorbentien
aus y-Aluminiumoxid gebunden werden. Aus der zweiten Stufe tritt somit eine an Prote-
in abgereicherte Lactoseldsung aus. Die Elution der beiden Adsorptionsstufen liefert ALA
und BLG in hoher Reinheit. Auf Grund der geringen Produktivitdten der experimentellen
Adsorbentien in der Chromatographie und der ungiinstigen Gleichgewichtslagen der Ad-
sorption wurde dieser Ansatz fiir die Chromatographie nicht weiter verfolgt und fiir einen
Batch-Ansatz (Kapitel 5) wieder aufgegriffen.
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

5.1 Einleitung Proteinadsorption im Riihrkessel

Riihrkessel finden breite Anwendung in der Milchverarbeitung, Fermentation und chemi-
schen Reaktionstechnik. Fiir die Aufarbeitung von Molke sind sie weniger verbreitet, der
GroBteil der anfallenden Molke wird hauptsachlich mittels Membranverfahren und in gerin-
gerem Umfang mittels chromatographischer Prozesse aufgearbeitet. Besonders der absatz-
weise Betrieb von Riihrkesseln hat bedingt durch seine betrieblichen Leerzeiten, welche vor-
wiegend durch das Befiillen, Entleeren und Reinigen der Riihrkessel bedingt sind, eine gerin-
ge spezifische Produktleistung (auch als Raum-Zeit-Ausbeute bezeichnet) (Miiller-Erlwein,
1998). Riihrkessel stellen nicht die Hauptkomponenten zur Aufarbeitung von Molke dar,
sondern ihr Einsatz beschrankt sich auf einzelne Prozesselemente wie das Lagern, Erhitzen
oder Beaufschlagen von Molke mit z. B. Fillungssalzen, Sauren oder Laugen (Maté and
Krochta, 1994). Die Vorteile der absatzweisen Betriebsweise von Riihrkesseln liegen vor
allem in den niedrigen Betriebskosten und einer geringeren Sterilitatsproblematik im Ver-
gleich zu halbkontinuierlichen oder kontinuierlichen Prozessen (Schmid, 2002). Dariiber
hinaus ist der Riihrkessel im Gegensatz zur Chromatographie unempfindlich gegeniiber
dem hohen Feststoffanteil der Molke, welcher in Kapitel 4.3.2 zu Riickdruckproblemen in
der Chromatographiesaule fiihrte. Deshalb wurde ein Riihrkesselprozess im absatzweisen
Betrieb als zweiter Verfahrensansatz fiir die Aufarbeitung von Molkeproteinen gewahlt.

5.2 Proteinadsorption im LabormaBstab

5.2.1 Adsorptionsisothermen

Zur Erstellung der Adsorptionsisothermen fiir die Proteinadsorption im Riihrkessel wur-
den wie in Kapitel 4 Materialien aus Bentonit/Silica (EX M 1221), Fallungskieselsiure
(EX M 1991) und ~-Aluminiumoxid (EX M 1986) verwendet. Die Adsorbentien kamen
hierfiir als Pulver zum Einsatz. Wie fiir die Modellproteine ALA und BLG in Kap. 4.2 kann
das Bindeverhalten des Gesamtproteins an alle drei Adsorbentien in dem untersuchten Be-
reich nach Langmuir beschrieben werden. Zusatzlich wurde eine Darstellung der Ergebnisse
in Form von Kapazitatskurven erstellt, bei welchen die Kapazitat des Adsorbens iiber der
Adsorbenskonzentration aufgetragen ist. Andere Adsorbentien auBer diesen oder direkte
Derivate derer wurden basierend auf den Ergebnissen aus Kap. 4.2 nicht weiter betrachtet
und untersucht. Fiir das Material EX M 1221 (Bentonit/Silica) strebt die Naherungskurve
nach Langmuir nach einem anfanglich steilen Verlauf einen Wert von 90 % Gesamtpro-
teinadsorption an. Abb. 5.1 zeigt die Adsorptionsisotherme fiir Gesamtprotein und das
experimentelle Adsorbens EX M 1221 aus Bentonit/Silica.
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Abbildung 5.1: Adsorptionsisotherme fiir EX M 1221 (Bentonit/Silica) bei konstanter Ge-

samtproteinmenge und steigender Adsorbenskonzentration. Proteinquelle:
25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm
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Abbildung 5.2: Kapazititskurve fir EX M 1221 (Bentonit/Silica) bei konstanter Ge-
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5.2 Proteinadsorption im LabormafBstab

Wie bereits in Kapitel 4.2 gezeigt wurde binden die Proteine ALA und BLG rasch an das
Material aus Bentonit/Silica. Hierbei fallt auf, dass fiir EX M 1221 (Bentonit/Silica) keine
vollstandige Bindung des Gesamtprotein vorausgesagt werden kann. Der Versuchsraum en-
dete auf Grund der fiir ein Pulver geringen Schiittdichte des Materials von 392 kg-m? noch
unter einer Adsorbenskonzentration von 200 g-I=! . Die dazugehdrige Kapazitatsisotherme
zeigt Uiber die steigende Adsorbenskonzentration eine langsame und kontinuierliche Ab-
nahme der Adsorbenskapazitat (Abb. 5.2). Fiir das experimentelle Adsorbens EX M 1991
zeigt die Langmuirisotherme einen sehr steilen Verlauf, welcher gegen einen Wert von 70 %
Gesamtproteinbindung strebt (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Adsorptionsisotherme fiir EX M 1991 (Siliziumoxid) bei konstanter Ge-
samtproteinmenge und steigender Adsorbenskonzentration. Proteinquelle:
25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm

Das Material EX M 1991 aus Siliziumoxid bindet BLG bereits bei niedrigen Adsorbens-
konzentrationen sehr rasch. Dies wurde bereits in Kapitel 4.2 anhand von Adsorptionsiso-
thermen mit reinem Modellprotein beobachtet. Eine weitere Beobachtung aus Kapitel 4.2
bestand darin, dass reines ALA nicht in der Lage ist, an das Material aus Siliziumoxid
zu binden. Eine Bindung von 54 % des Gesamtproteins an EX M 1991, ein Wert der
dem Anteil von BLG in Losung entspricht, wird bei einer Adsorbenskonzentration von
72 g-I=! erreicht. Die weitere Bindung von Protein bei steigender Adsorbenskonzentration
ist vermutlich auf Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen dem bereits gebundenen
Molkeprotein BLG und dem im Vergleich zu BLG noch in groBer Menge in Losung be-
findlichen ALA zuriickzufiihren. Eine nahere Betrachtung dessen findet in Kapitel 5.2.3
statt. Auch fiir das Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid endet der experimentelle
Versuchsraum auf Grund der geringen Schiittdichte des Materials von 220 kg-m3 unter
einer Adsorbenskonzentration von 200 g:I-! . Die Abnahme der Kapazitat iiber die Ad-
sorbenskonzentration auf der Kapazitatsisotherme zeigt einen wesentlich steileren Verlauf
als fiir das Adsorbens aus Bentonit/Silica (Abb. 5.4). Dies ist zum einen durch die La-
ge der Gleichgewichtskonstanten K mit 0,65 |-g~! fiir das Molkeprotein BLG bedingt,
zum anderen kann das Molkeprotein ALA nicht direkt mit dem Adsorbens aus Siliziu-
moxid interagieren (s. Kap. 4.2). Die Bindung des Proteins ALA iiber Protein-Protein
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Abbildung 5.4: Kapazitiatskurve fir EX M 1991 (Fallungskieselsédure) bei konstanter Ge-
samtproteinmenge und steigender Adsorbenskonzentration. Proteinquelle:
25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm

Wechselwirkungen mit dem bereits an das Adsorbens gebundenen Protein BLG scheint
schwacher zu sein als die Bindung von BLG an das Adsorbens aus Siliziumoxid. Nach der
schnellen Bindung des Proteins BLG aus der Losung hat eine weitere Erhohung der Ad-
sorbenskonzentration keinen direkten Einfluss auf die Bindung von ALA, da dieses durch
Protein-Protein-Wechselwirkungen und nicht direkt durch Wechselwirkung mit dem Adsor-
bens gebunden wird. Die Adsorptionsisotherme des experimentellen Adsorbens EX M 1986
aus y-Aluminiumoxid zeigt einen Verlauf dhnlich dem des Adsorbens aus Bentonit/Silica
(E XM 1221). Nach einem anfanglich steilen Verlauf der Proteinadsorption strebt die
Adsorptionsisotherme ab einer Adsorbenskonzentration von 304 g-I-! eine Gesamtprotein-
bindung von iiber 90 % an (Abb. 5.5). Dieser Wert befindet sich auf Grund der hohen
Schiittdichte des Materials von 420 kg-m3 im experimentellen Messbereich. Bedingt durch
die im Vergleich zu EX M 1221 kleinere Gleichgewichtskonstante K von 0,39 |-g=! fiir
ALA bzw. 0,48 I-g~! fiir BLG nimmt die Proteinadsorption mit steigender Adsorbenskon-
zentration in geringerem MaB zu als fiir das experimentelle Adsorbens EX M 1221 aus
Bentonit/Silica. Das experimentelle Adsorbens EX M 1986 aus ~-Aluminiumoxid bindet
ebenso wie EX M 1221 (Bentonit/Silica) sowohl ALA als auch BLG (s. Kap. 5.2.3). Die
Abnahme der Kapazitdt des Adsorbens EX M 1986 (vy-Aluminiumoxid) ist weniger steil
als fiir das Adsorbens aus Fallungskieselsdure (EX M 1991). Die Ursache hierfiir besteht
darin, dass an das Adsorbens aus «y-Aluminiumoxid beide Proteine direkt binden konnen,
wahrend bei dem Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) die Bindung von ALA iiber an
das Material gebundenes BLG vermittelt wird.
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Abbildung 5.5: Adsorptionsisotherme fiir EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) bei konstanter
Gesamtproteinmenge und steigender Adsorbenskonzentration. Proteinquel-
le: 25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm
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Abbildung 5.6: Kapazititskurve fir EX M 1986 ~-Aluminiumoxid bei konstanter Ge-
samtproteinmenge und steigender Adsorbenskonzentration. Proteinquelle:
25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

5.2.2 Verteilung des Gesamtproteins iiber die Prozessschritte

Nach der Betrachtung der Adsorption und deren Beschreibung mittels Langmuir-
Isothermen fiir die Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica), EX M 1991 (Siliziumoxid)
und EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) riickte die Betrachtung der Proteinverluste bei den
Waschschritten in den Fokus der Untersuchungen. Proteinverluste kdnnen aus mehreren
Griinden auftreten. Zum einen kann Protein, welches sich in der Fliissigkeit des Zwischen-
kornraums oder im Fliissigkeitsfilm um das Adsorbens befindet und nicht an das Adsorbens
gebunden hat, bei der Abtrennung des Adsorbens von der Adsorbenslésung das Adsorpti-
onssystem verlassen. Zum anderen kann Protein unspezifisch oder an schwachere Binde-
stellen auf der Adsorbensoberfliche gebunden vorliegen und bei Waschschritten aus dem
Adsorptionssystem ausgetragen werden. Dariiber hinaus ist es moglich, dass sich wahrend
der Adsorption und mechanischen Durchmischung von Adsorbens und Adsorbenslésung fei-
ner Adsorbensabrieb bildet, welcher zu fein ist, als dass er bei den Fest-Fliissig-Trennungen
im System zuriickgehalten werden kann. Eine Austragung dieses Adsorbensabriebs und des
daran gebundenen Proteins kann eine zusatzliche Quelle fiir Proteinverluste darstellen. Ne-
ben der Adsorption wurde auch die Elution bei steigenden Adsorbenskonzentrationen un-
tersucht. Eine Betrachtung der Gesamtproteinverteilung fiir EX M 1221 (Bentonit/Silica)
iiber die einzelnen Prozessschritte zeigt neben der Zunahme der Gesamtproteinbindung
iiber steigende Adsorbenskonzentrationen, dass die Menge ausgewaschenen Proteins mit
zunehmender Adsorbenskonzentration in den Waschschritten nur geringfiigig ansteigt. Die
Verteilung des Gesamtproteins iiber die Prozessschritte ist fiir das Adsorbens EX M 1221
(Bentonit/Silica) in Abb. 5.7 dargestellt.
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Abbildung 5.7: Verteilung des Gesamtproteins iiber die Prozessschritte fir EX M 1221 (Ben-
tonit/Silica) bei konstanter Gesamtproteinmenge und steigender Adsorbens-
konzentration. Proteinquelle: 25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption
bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm

Hierbei ist der Proteinverlust bei dem zweiten Waschschritt in der Regel geringer als bei
dem ersten. Analog zur Zunahme des gebundenen Gesamtproteins steigt bis zu einer Ad-
sorbenskonzentration von 72 g4, |71 auch die Menge des eluierten Proteins kontinuierlich
an. Ab der Adsorbenskonzentration von 72 gu4 |=! jedoch sinkt diese bei zunehmender
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5.2 Proteinadsorption im LabormafBstab

Adsorbenskonzentration stark ab. Das Material EX M 1221 aus Bentonit/Silica zeigt ei-
nerseits eine starke Adsorption beider Proteine ALA und BLG mit hohen Werten fiir die
Gleichgewichtskonstante K, andererseits steigt die Menge eluierten Proteins ab einer Ad-
sorbenskonzentration von 72 g 44- I~ trotz der Zunahme gebundenen Gesamtproteins nicht
weiter an.

Auch bei dem Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid steigt die Menge des gebundenen
Gesamtproteins iiber eine Zunahme der eingesetzten Adsorbenskonzentration. Im Vergleich
mit dem Adsorbens EX M 1221 aus Bentonit/Silica verlasst wesentlich mehr Protein das
Adsorbens EX M 1991 iiber die Waschschritte. Die Betrachtung der Verteilung des Ge-
samtproteins liber die Prozessschritte fiir das Adsorbens EX M 1991 (Siliziumoxid) zeigt
des Weiteren, dass es auBer bei dem ersten Waschschritt auch noch im zweiten Wasch-
schritt zur Austragung von Protein im Umfang von mehr als 50 % relativ zum ersten
Waschschritt kommt (Abb. 5.8).
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Abbildung 5.8: Verteilung des Gesamtproteins iiber die Prozessschritte fiir EX M 1991 (Si-
liziumoxid) bei konstanter Gesamtproteinmenge und steigender Adsorbens-
konzentration. Proteinquelle: 25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Adsorption
bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei 25 rpm

Die Austragung von Protein iiber die Waschschritte kann wie beispielsweise bei der Ad-
sorbenskonzentration von 72 gugl-! bis zu 55 % des aus dem Uberstand gebundenen
Gesamtproteins betragen. Hierbei handelt es sich in Anbetracht der Ergebnisse aus Kapi-
tel 4.2 vermutlich vorwiegend um ALA. Eine ndhere Betrachtung dessen findet in Kapi-
tel 5.2.3 statt. Bei der Elution kann ab einer Adsorbenskonzentration von 100 g44-1~! trotz
hoherer Proteinbindung keine weitere Steigerung in der Menge des eluierten Proteins mehr
erzielt werden. Ab einer Adsorbenskonzentration von 100 gu4- 1! wird eine vollstandige
Bindung des Molkeproteins BLG erreicht. Zusatzlich gebundenes Protein (ALA) verlasst
das Adsorbens wieder iiber die Waschschritte. Die Elution des Adsorbens EX M 1991 aus
Siliziumoxid liefert reines BLG.

Wie bei den anderen in diesem Kapitel betrachteten Adsorbentien (EX M 1221 und
EX M 1991) nimmt auch bei dem Adsorbens EX M 1986 aus y-Aluminiumoxid die Ge-
samtproteinbindung iiber die Adsorbenskonzentration zu. Bei dem Adsorbens EX M 1986
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

(v-Aluminiumoxid) sind, wie bei dem Adsorbens EX M 1221 (Bentonit/Silica), die Verluste
durch die Waschschritte im Verhaltnis zu Adsorption und Elution sehr gering (Abb. 5.9).
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Abbildung 5.9: Verteilung des Gesamtproteins iiber die Prozessschritte fiir EX M 1986
(v-Aluminiumoxid) bei konstanter Gesamtproteinmenge und steigender Ad-
sorbenskonzentration. Proteinquelle: 25 ml Diinnmolke aus Ultralac 35. Ad-
sorption bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 30 min und bei
25 rpm

Bei den weniger durch Messfehler behafteten hoheren Adsorbenskonzentrationen liegen
sie fir die Summe der Waschschritte zwischen 10 % und 20 % bezogen auf das ein-
gesetzte Protein. Ab einer Adsorbenskonzentration von 176 ga4I~' kann trotz héherer
Proteinbindung keine weitere Steigerung in der Elution mehr erzielt werden. Dies kann
bei dem Adsorbens aus y-Aluminiumoxid mehrere Ursachen haben. Mit steigender Adsor-
bensmenge entstehen immer mehr Zwischenkornvolumina, in welchen Waschwasser nach
Zentrifugation und Abdekantieren des Uberstandes verbleiben kann. Dieser Effekt fallt bei
EX M 1986 vermutlich wesentlich hoher ins Gewicht als bei den beiden anderen Adsorben-
tien (EX M 1221 und EX M 1991), da die Elution dieses Adsorbens mittels eines Eluenten
wesentlich niedrigerer Molaritat erfolgt (50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8). Hierdurch
kann es zu einer Verdiinnung des Eluenten kommen, welcher dadurch an Elutionskraft ver-
liert. Zum anderen ist es moglich, dass bei den hohen einsetzbaren Mengen des Adsorbens
aus y-Aluminiumoxid (EX M 1986) die Menge des Eluenten aus 50 mM Kaliumphos-
phatpuffer auch ohne die zuvor beschriebenen Verdiinnungseffekte des Eluenten fiir eine
vollstandige Elution des gebundenen Proteins nicht mehr ausreicht.

5.2.3 Verteilung der Einzelproteine bei der Batchbeladung im
Labormalstab

In Kapitel 4.2 wurden Materialien aus Bentonit/Silica (EX M 1221), Siliziumoxid

(EX M 1991) und ~y-Aluminiumoxid (EX M 1986) mittels Adsorptionsisothermen auf ihre

Selektivitat hinsichtlich der majoren Molkeproteine ALA und BLG untersucht. Des Wei-
teren wurden die Maximalbeladungen (gmax) und die Gleichgewichtskonstanten fiir die
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5.2 Proteinadsorption im LabormafBstab

Adsorption der Proteine ALA und BLG nach Langmuir (K) bestimmt. Dabei wurde eine
konstante Adsorbensmenge mit steigenden Proteinkonzentrationen beladen. In dhnlicher
Weise wurde in Kapitel 5.2.1 einer konstanten Proteinmenge eine steigende Menge an
Adsorbens zugegeben, um das Optimum aus Adsorbensmenge und Proteinadsorption zu
ermitteln. Auftretende Waschverluste, sowie die Elutionseffizienz, wurden in Kapitel 5.2.2
fiir diese Adsorbentien betrachtet. In diesem Kapitel wird die Verteilung der majoren Molke-
proteine ALA und BLG bei der Beladung der Materialien aus Bentonit/Silica, Siliziumoxid
und y-Aluminiumoxid mit Diinnmolkelésungen aus Ultralac 35 Proteinpulver untersucht.
Der Begriff Gesamtprotein bezieht sich in diesem Kapitel auf die Summe der betrachteten
Proteine, namlich ALA und BLG. Ebenso beziehen sich relative Angaben, wenn sie auf das
Gesamtprotein bezogen sind, auf die Summe der betrachteten Proteine ALA und BLG. Das
Adsorbens aus Bentonit/Silica (EX M 1221) ist in der Lage, sowohl ALA als auch BLG
bereits bei niedrigen Adsoberkonzentrationen von 72 g4 I~! fast vollstandig zu binden.
Der prozentuale Gehalt der Uberstinde an den Molkeproteinen ALA und BLG wihrend
der Adsorption ist fiir das Adsorbens EX M 1221 in Abb. 5.10 dargestellt.
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Abbildung 5.10: EX M 1221, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den
Uberstéinden von Diinnmolkelosungen aus Ultralac 35 bei steigender Ad-
sorbenskonzentration, 25 ml Testansatz, 7 g1~! Gesamtprotein, 4 - 304 g17*
Adsorbens, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir
30 min bei 25 rpm

Die rasche und bereits bei niedrigen Adsorbenskonzentrationen fast vollstandige Bindung
beider Proteine stimmt gut mit den bisherigen Ergebnissen aus den vorangegangenen Ka-
piteln iiberein. In Kapitel 4.2 wurde die Gleichgewichtskonstante nach Langmuir, ein MaB
fur die Affinitat der Proteine zu dem Material, fiir das Adsorbens aus Bentonit/Silica zu
Ky = 6,59 l-,g~! fiir ALA und zu K = 2,32 l-,g~! fiir BLG bestimmt. Die ab der Adsor-
benskonzentration von 72 g4 I"! im Uberstand verbliebenen Mengen der Proteine ALA
und BLG liegen unter 5 % der eingesetzten Mengen und nehmen bei steigender Adsor-
bensmenge noch geringfiigig weiter ab. Die Anteile der Proteine ALA und BLG in den
Uberstianden verandern sich iiber die Zunahme der Adsorbenskonzentrationen von einer
zur nachst hoheren Adsorbenskonzentration in nur geringem Umfang. Hierbei wird ALA
mit steigender Adsorbenskonzentration iiber den gesamten betrachteten Bereich von 4 bis
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

304 gaq- 171 zunehmend starker gebunden als BLG. Abb. 5.11 zeigt das relative Verhaltnis
der Molkeproteine ALA und BLG in den Uberstanden wahrend der Adsorption bei steigen-
der Konzentration des Adsorbens EX M 1221 aus Bentonit/Silica.
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Abbildung 5.11: EX M 1221, Verhiltnis der Proteine ALA und BLG in den Ubersténden von
Diinnmolkelésungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskonzentrati-
on, 25 ml Testansatz, 7 g1™! Gesamtprotein, 4 - 304 g-1-! Adsorbens, Inku-
bation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fir 30 min bei 25 rpm

Mit steigender eingesetzter Adsorbensmenge geht eine kontinuierliche Verschiebung des
relativen Verhaltnisses der Proteine ALA und BLG zueinander zu reinem BLG einher. Das
gebundene ALA kann in der anschlieBenden Elution mit einem Eluenten aus 0,5 M NaOH
+ 1 M NaCl unabhiangig von der Adsorbenskonzentration nicht wieder vom Adsorbens
EX M 1221 aus Bentonit/Silica entfernt werden. Der prozentuale Gehalt der Uberstinde
an den Molkeproteinen ALA und BLG bei der Elution von EX M 1221 (Bentonit/Silica)
ist in Abb. 5.12 dargestellt. BLG hingegen kann bei einer Adsorbenskonzentrationen von
72 gag- 171 und 100 gaq- I7' zu 40 % der bei der Adsorption eingesetzten Menge wieder
von dem Adsorbens aus Bentonit/Silica eluiert weden. Bei hoheren Adsorbenskonzentra-
tionen nimmt die Menge an eluiertem Protein trotz der Zunahme der Menge an aus dem
Uberstand gebundenen Protein wieder ab. Auch die Darstellung der Verhltnisse der Mol-
keproteine ALA und BLG in den Elutionsproben zueinander zeigt, dass von dem Adsorbens
EX M 1221 (Bentonit/Silica) eluiertes Protein bei allen Adsorbenskonzentrationen nahezu
vollstandig aus BLG besteht. Abb. 5.13 zeigt das relative Verhiltnis der Molkeproteine
in den Uberstanden wahrend der Desorption bei steigender Adsorbenskonzentration von
EX M 1221. Das Adsorbens EX M 1221 aus Bentonit/Silica ist somit in der Lage, die bei-
den Molkeproteine ALA und BLG bereits bei niedrigen Adsorbenskonzentrationen nahezu
vollstandig zu binden. Dies bestatigt die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche. Bei
der Bindung der Proteine wird ALA, das Protein mit der hoheren Gleichgewichtskonstan-
ten nach Langmuir (K}), lber steigende Adsorbenskonzentrationen geringfiigig starker
gebunden als das Protein BLG. In den Elutionsproben des Adsorbens aus Bentonit/Silica
(EX M 1221) kann jedoch kein ALA wiedergefunden werden. Die fiir dieses Adsorbens ty-
pischen sehr geringen Waschverluste konnen fiir die vollstandige Austragung des Proteins
ALA iiber die Waschschritte (s. Kap. 5.2.2) nicht verantwortlich sein. ALA verbleibt somit
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Abbildung 5.12: EX M 1221, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den
Elutionen aus Ansétzen steigender Adsorbenskonzentration, Proteinquelle:
Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver, 25 ml Testansatz, Eluent: 0,5 M
NaOH + 1 M NaCl, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler
fiir 10 min bei 25 rpm
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Abbildung 5.13: EX M 1221, Verhéltnis der Proteine ALA und BLG in den Elutionen aus
Ansétzen steigender Adsorbenskonzentration, Proteinquelle: Diinnmolke
aus Ultralac 35 Proteinpulver, 25 ml Testansatz, Eluent: 0,5 M NaOH
+ 1 M NaCl, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir
10 min bei 25 rpm
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

auf dem Adsorbens EX M 1221 und wiirde in einem Aufarbeitungsprozess verloren gehen,
sowie die Adsorbensoberfliche dauerhaft und zunehmend belegen. Damit ist das Adsor-
bens fiir den Zweck einer Aufarbeitung der Hauptkomponenten der Molke nicht geeignet
und wurde im weiteren Verlauf der Arbeit nicht weiter betrachtet.

Versuche mit dem Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid zeigen, dass dieses in der
Lage ist, das majore Molkeprotein BLG rasch und bis zu einer Adsorbenskonzentration von
176 gag- I"! nahezu vollstindig aus dem Uberstand zu binden. Die Abnahme der Menge
des Proteins BLG im Uberstand ist am stirksten bei einer Erhhung der Adsorbenskon-
zentration von 4 gag- 171 auf 44 g,4 |71, Ab Adsorbenskonzentrationen iiber 44 g 4 171
nimmt die Menge an BLG im Uberstand in weit geringerem Umfang weiter ab. ALA wird
von dem Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) bis zu einer Adsorbenskonzentration
von 72 gaq- 171 weit weniger stark gebunden als BLG. Bereits ab einer Adsorbenskonzen-
tration von 4 g4, |71 bleibt die Abnahme der Menge des majoren Molkeproteins ALA im
Uberstand deutlich hinter der Abnahme der Menge von BLG im Uberstand zuriick. Eine
deutliche Steigerung der Abnahme der Menge des majoren Molkeproteins ALA kann ab
einer Adsorbenskonzentration von 72 g4 I=! beobachtet werden. Bei dieser Adsorbens-
konzentration sind bereits 85 % des BLG an das Adsorbens gebunden, wohingegen sich
noch 82 % des eingesetzen ALA im Uberstand befinden. Abb. 5.14 zeigt das relative
Verhiltnis der Molkeproteine ALA und BLG in den Uberstinden wahrend der Adsorption
bei steigender Konzentration des Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid.

- - - - -
ALA oo
100 + BLG s=mea
SN
= %
=] o g
3 80 - 003 oo 3 1
£ 0% o oo
17} 900438 o%ed XX
5] 2% 039} K
53 K &
= te% hoo! bo%
= 60 9% 939} (%! ~
9% o294 [
g %958 %! IS
R [o2y! oo
= K 1o
= 054 K
2] o2 14
= 40 + 3% 9 |
E SR 1
= o 5 K]
‘3 (o2 K K
2 o012 (%! K%
20 + % K o
2 K & 5
& e o %
034 RS K<
S R K
o3¢ K 2%l
0 ’.’. ”. 'V"i

4 44 72
Adsorberkonzentration[g 4- 17!]

Abbildung 5.14: EX M 1991, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den
Uberstéinden von Diinnmolkelosungen aus Ultralac 35 bei steigender Ad-
sorbenskonzentration, 25 ml Testansatz, 7 g-1-! Gesamtprotein, 4 - 304 g-17!
Adsorbens, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir
30 min bei 25 rpm

Ab der Adsorbenskonzentration von 72 gu4- 17! setzt die bereits zuvor erwahnte Co-
Adsorption von ALA ein und seine Menge im Uberstand nimmt bis auf 33 % der eingesetz-
ten Menge ab. Eine Einzelbetrachtung der Verhiltnisse der Molkeproteine ALA und BLG
in den Uberstanden zueinander iiber eine steigende Adsorbenskonzentration in Abb. 5.15
zeigt eine kontinuierliche Zunahme von ALA.
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Abbildung 5.15: EX M 1991, Verhiltnis der Proteine ALA und BLG in den Uberstéinden von
Diinnmolkel6sungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskonzentrati-
on, 25 ml Testansatz, 7 g1™! Gesamtprotein, 4 - 304 g1-! Adsorbens, Inku-
bation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 30 min bei 25 rpm

Nach einem sprunghaften Anstieg des Anteils von ALA von 32 % auf 59 % im Uberstand
bei einer Erhohung der Adsorbenskonzentration von 4 gy |71 auf 44 ga4- |71 nimmt sein
Anteil bis zu einer Adsorbenskonzentration von 176 g4- 17! bis auf 87 % zu. In Elutions-
proben des Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) konnte mittels RP-HPLC-Analytik bis
zu einer Adsorbenskonzentration von einschlieBlich 100 g4, |1 kein ALA in signifikanter
Menge nachgewiesen werden (Abb. 5.16). An das Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid
co-adsorbiertes ALA verlasst das Adsorbens iliber die Waschschritte wieder und kann bei
der Elution daher nicht wiedergefunden werden. Die Mengen an iiber die Waschschrit-
te ausgetragenen Proteins sind aus den Ergebnissen aus Kapitel 5.2.2 dafiir ausreichend.
Die einzige Ausnahme stellt die Elution von 176 g4 |~! dar. Bei dieser Adsorbenskonzen-
tration wurde das co-adsorbierte ALA nicht vollstandig iiber die Waschschritte aus dem
Testansatz ausgetragen und kann zu 20 % der eingesetzten Menge in der Elution wieder-
gefunden werden. Die Einzelbetrachtung der Verhaltnisse der Molkeproteine ALA und BLG
zueinander in den Elutionen zeigt, dass alle Elutionsproben von 4 g4 |71 bis 100 g4 17!
im Rahmen der Messfehler ausschlieBlich aus BLG bestehen (Abb. 5.17). Alleinig die Eluti-
onsprobe bei einer Konzentration des Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) besteht nur
zu 69 % aus BLG und zu 31 % aus ALA. Die bei der Adsorption ab einer Adsorbenskon-
zentration von 100 g4 I=! beobachtet Co-Adsorption der Proteine ALA und BLG hat also
erst bei einer Adsorbenskonzentration von 176 g4, I=' Auswirkungen auf die Proteinzu-
sammensetzung der Elutionsproben. Bei einer Adsorbenskonzentration von 100 g4- 17! in
geringen Mengen gebundenes ALA verlasst das Adsorbens wieder bei den Waschschritten.
Die Versuche mit dem Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) zeigen, dass das Mate-
rial das Molkeprotein BLG deutlich starker bindet als ALA. Ab Adsorbenskonzentrationen
von 72 gaq- 17! liegen liber 80 % des eingesetzten BLG gebunden am Adsorbens vor, wo-
hingegen sich bei dieser Adsorbenskonzentration noch iiber 80 % des eingesetzten ALA
im Uberstand befinden. Mit steigender Adsorbenskonzentration verbleibt ALA in zuneh-
mender Reinheit im Uberstand. Die Elution des Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991)
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Abbildung 5.16: EX M 1991, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den Elutio-

nen von Diinnmolkel6sungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskon-
zentration, 25 ml Testansatz, Eluent: 0,5 M NaOH + 1 M NaCl, Inkubation
bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 10 min bei 25 rpm
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Abbildung 5.17: EX M 1991, Verhé#ltnis der Proteine ALA und BLG in den Elutionen von
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Diinnmolkelésungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskonzentrati-
on, 25 ml Testansatz, Eluent: 0,5 M NaOH + 1 M NaCl, Inkubation bei
Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 10 min bei 25 rpm



5.2 Proteinadsorption im LabormafBstab

liefert bis zu Adsoberkonzentrationen von 100 ga4- I=! nahezu reines BLG. Das Material
aus Siliziumoxid (EX M 1991) besitzt folglich ein Optimum fiir die Trennung von ALA und
BLG bei einer Adsorbenskonzentration von 72 g4 I71. BLG kann mit dem Eluenten aus
0,5 M NaOH und 1 M NaCl zu 20 % der eingesetzten Menge wieder von dem Adsorbens
entfernt werden.

Versuche mit dem Adsorbens EX M 1986 aus ~y-Aluminiumoxid zeigen eine Abnahme der
Mengen der majoren Molkeproteine ALA und BLG im Uberstand auf 40 % des Feedwertes
bereits bei Adsorbenskonzentrationen von 4 g4, |71 (Abb. 5.18).
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Abbildung 5.18: EX M 1986, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den
Uberstéinden von Diinnmolkeldsungen aus Ultralac 35 bei steigender Ad-
sorbenskonzentration, 25 ml Testansatz, 7 g1~! Gesamtprotein, 4 - 304 g17*
Adsorbens, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir
30 min bei 25 rpm

Beide Proteine, sowohl ALA als auch BLG, werden in selbem Umfang vom Adsorbens aus
~-Aluminiumoxid gebunden. Unterschiede in den Abnahmen ihrer Mengen im Uberstand
sind nur gering und liegen im Bereich der Standardabweichung. Dieses Ergebnis steht in
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Adsorptionsisothermen aus Kapi-
tel 4.2. Vergleichbare Maximalbeladungen der Proteine (363 mgp ot - gaq~'flir ALA und
345 mgp,ot - 8ad~Lfiir BLG) und dhnliche K -Werte (0,39 I-g~* fiir ALA und 0,48 I-g~! fiir
BLG) legten bereits in diesem Kapitel den Schluss eines dhnlichen Adsorptionsverhalten
beider Proteine nahe. Eine Erhohung der Adsorbenskonzentration auf 44 g4 17! bewirkt
eine nahezu vollstandige Bindung beider Proteine. Mit zunehmender Adsorbenskonzentra-
tion steigt der Anteil von ALA am Gesamtprotein bei der Adsorption im Uberstand bis
zu einer Adsorbenskonzentration von 72 g4 I7t. Ab 72 g4y |71 geht der Anteil des in
geringen Mengen im Uberstand verbleibenden ALA bei weiterer Zunahme der Adsorbens-
konzentration bis auf nahezu Null zuriick. Das bei der héchsten Adsorbenskonzentration
von 304 gag- I-! in geringen Mengen im Uberstand verbleibende Protein besteht aus rei-
nem BLG. Abb. 5.19 zeigt das relative Verhaltnis der Molkeproteine ALA und BLG in
den Uberstinden wihrend der Adsorption bei steigender Konzentration des Adsorbens
EX M 1986 aus y-Aluminiumoxid.
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Abbildung 5.19: EX M 1986, Verhiiltnis der Proteine ALA und BLG in den Uberstéinden von
Diinnmolkelésungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskonzentrati-
on, 25 ml Testansatz, 7 g17! Gesamtprotein, 4 - 304 g-1-! Adsorbens, Inku-
bation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 30 min bei 25 rpm

Mit einem Eluenten aus 50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 8 (KPP) kdnnen bis zu 60 %
des eingesetzten ALA bei einer Adsorbenskonzentration von 100 ga4- 17! wiedergewonnen
werden (Abb. 5.20). Der Anteil des ALA am Gesamtprotein betrdgt bei dieser Adsor-
benskonzentration iiber 80 %. Mit weiter steigender Adsorbenskonzentration nimmt die
eluierte Menge an ALA wieder ab. Im Gegensatz dazu libersteigt die Elution des Adsor-
bens aus y-Aluminiumoxid (EX M 1986) mit 50 mM KPP fiir BLG in keinem der Ansatze
hoherer Werte als 20 % (Abb. 5.21). Der Anteil des BLG am eluierten Gesamtprotein ist
mit Ausnahme der Adsorbenskonzentration von 4 g4 |7 stets wesentlich geringer als im
Feed. An das Adsorbens aus ~-Aluminiumoxid bindet im Gegensatz zu dem Adsorbens
aus Siliziumoxid (EX M 1991) beide Proteine bereits ab einer Adsorbenskonzentration
von 44 g, |71 nahezu vollstiandig. Hierbei erfolgt die Bindung von ALA starker als die
von BLG, die Uberstinde bestehen bei hoheren Adsorbenskonzentrationen zunehmend aus
reinem BLG. Auch dieses Verhalten steht in direktem Gegensatz zu dem des Adsorbens
EX M 1991 aus Siliziumoxid. Bei der Elution werden bei einer Adsorbenskonzentration
von 100 gaq- 17t 60 % des eingesetzten ALA wiedergewonnen. Diese Konzentration des
Adsorbens aus ~-Aluminiumoxid liefert somit die besten Ergebnisse fiir die Aufreinigung
von ALA aus Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver. Die von der Adsorbenskonzen-
tration abhangigen Selektivitdten der Adsorbentien aus Siliziumoxid (EX M 1991) und
v-Aluminiumoxid (EX M 1986) hinsichtlich der Proteine ALA und BLG bei Adsorption
und Elution legen die Moglichkeit nahe iiber deren Kombination eine Trennung dieser Pro-
teine zu erreichen. Nach der Adsorption von iiber 80 % des in Molke enthaltenen BLG
an das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) bei einer Adsorbenskonzentration von
72 — 100 gug- 17! verbleibt eine Lésung aus Lactose und 80 % des eingesetzten ALA. Das
verbliebene ALA kann daraufhin an das Adsorbens aus ~y-Aluminiumoxid (EX M 1986)
gebunden werden und es verbleibt eine an Protein und Mineralien abgereicherte Lacto-
selosung. Beide Proteine lassen sich mit einer Reinheit zwischen 80 und 100 % wieder von
den Adsorbentien eluieren.
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Abbildung 5.20: EX M 1986, prozentualer Gehalt der Proteine ALA und BLG in den Elu-
tionen von Diinnmolkelésungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbens-
konzentration, 25 ml Testansatz, Eluent: 50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 8, Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 10 min
bei 25 rpm
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Abbildung 5.21: EX M 1986, Verhéltnis der Proteine ALA und BLG in den Elutionen von
Diinnmolkel6sungen aus Ultralac 35 bei steigender Adsorbenskonzentrati-
on, 25 ml Testansatz, Eluent: 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8, Inkuba-
tion bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler fiir 10 min bei 25 rpm
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

5.3 Proteinadsorption an Adsorbentien in Pulverform

5.3.1 Proteinadsorption im Riihrkessel mit Adsorbentien in
Pulverform

In dem vorangegangenen Kapitel 5.2.3 wurde im LabormaBstab gezeigt, dass mit den Ad-
sorbentien aus Siliziumoxid (EX M 1991) und ~-Aluminiumoxid (EX M 1986) eine Tren-
nung der Proteine ALA und BLG theoretisch méglich ist. Basierend auf den Ergebnissen der
vorangegangenen Kapitel wurden Adsorbentien aus Siliziumoxid und y-Aluminiumoxid in
Reaktoren mit einem Arbeitsvolumen von bis zu zwei Litern eingesetzt. Der Reaktor, befiillt
mit 0,5 Litern Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver (UL35), wurde bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Nach 30 min Adsorptionszeit konnten von 33 g EX M 1991 (Siliziumoxid)
39 % des eingesetzten Gesamtproteins gebunden werden (Abb. 5.22).
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Abbildung 5.22: Gesamtprotein iiber den Batchprozess fiir 33 g EX M 1991 (Siliziumoxid).
Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver (6,63 gl1™' Ge-
samtprotein), Protein (Gesamtproteinmenge [%]), pH (pH-Wert)

Die Waschverluste belaufen sich auf 17 % des eingesetzten Proteins, wobei es sich um ALA
handelt. In Kap. 5.2.3 wurde gezeigt, dass bei dieser Adsorbenskonzentration 80 % des
BLG und 20 % des ALA an das Adsorbens gebunden vorliegen. Da ALA iiber die schwa-
chen Protein-Protein-Wechselwirkungen gebunden wird und alleine nicht an das Adsorbens
binden kann (s. Kap. 4.2), verldsst es das Adsorbens bei den Waschschritte wieder. Bei der
Elution werden 82 % des gebundenen Proteins, ein Wert der dem Anteil des gebundenen
BLG entspricht, vom Adsorbens eluiert. Bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge werden
32 % des Proteins wiedergewonnen. Die Kapazitat hinsichtlich der Gesamtproteinbindung
betragt 39 mg Protein pro Gramm Adsorbens. Eine Erhohung der eingesetzten Menge des
Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) auf 83 g (um 152 %) fiihrte zu einer Bindung
von 61 % des Gesamtproteins. Dieser Bindungswert korreliert sehr gut mit dem Wert der
Adsorptionsisotherme aus Kap. 5.2.1 von 63 %. Die Waschverluste betragen nun 33 %,
was einer Verdopplung im Vergleich zum Ansatz mit 33 g entspricht. Abb. 5.23 zeigt den
Verlauf der Proteinadsorption iiber den Batchprozess mit 83 g EX M 1991 aus Siliziumoxid.
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Abbildung 5.23: Gesamtprotein iiber den Batchprozess fiir 83 g EX M 1991 (Siliziumoxid).
Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35 Proteinpulver (6,63 g1t Ge-
samtprotein), Protein (Gesamtproteinmenge [%]), pH (pH-Wert)

Auch in diesem Fall besteht das bei den Waschschritten verlorene Protein aus ALA. Bei
einer eingesetzten Adsorbensmenge von 83 g (entspricht 164 g-1-! ) liegt BLG zu 100 %
und ALA zu 35 % am Adsorbens gebunden vor, wie Kap. 5.2.3 zeigte. Nach Elution
werden 45 % der gebundenen Menge an Gesamtprotein wiedergefunden, bei welchem
es sich um reines BLG handelt. Diese bei einer eingesetzten Adsorbensmasse von 83 g
eluierte Proteinmenge entspricht 27 % des eingesetzten Proteins. Der pH-Wert bleibt fiir
das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) iiber den Prozessverlauf nahezu konstant
zwischen 6,5 und 7,0.

Das Adsorbens EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) kann in Ansdtzen mit 33 g Adsorbens-
masse nach 30 min Adsorptionszeit 42 % des eingesetzten Proteins aus der Lésung binden
(Abb. 5.24). Die zwei Waschschritte fiihren zu einem Gesamtverlust an Protein von 9 %
und die Elution liefert 86 % des gebundenen (entspricht 36 % des eingesetzten) Proteins.
Pro Gramm Adsorbens werden somit 42 mg Protein gebunden. Durch eine Erhohung der
eingesetzten Adsorbensmasse auf 83 g konnen nach 30 Minuten Adsorptionszeit 77 %
des eingesetzten Proteins aus der Losung gebunden werden (Abb. 5.25). Dies entspricht
exakt dem Bindungswert der Isotherme aus Kap. 5.2.1. Auch fiir dieses Adsorbens geht die
Erhohung der eingesetzten Adsorbensmenge mit einer Zunahme der Verluste an Protein bei
den Waschschritten einher. Es gehen durch die Waschschritte nun insgesamt 32 % des ein-
gesetzten Proteins verloren. Mittels eines 50 mM Kaliumphosphatpuffers pH 8 konnen 42 %
des gebundenen Proteins wieder eluiert werden, dies entspricht 33 % des eingesetzten Pro-
teins. Tab. 5.1 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse des Kapitels. Mit steigender Adsor-
bensmenge kann immer mehr Protein aus der Losung gebunden werden, aber auch Wasch-
verluste nehmen fiir EX M 1991 (Siliziumoxid) stark, fiir EX M 1986 (7-Aluminiumoxid)
weit weniger stark, zu. Bezogen auf die gebundene Proteinmenge nimmt die Menge des
eluierten Proteins fiir beide Adsorbentien stark ab. Fiir das Adsorbens aus Siliziumoxid ist
dies dadurch begriindet, dass ALA nicht direkt mit dem Adsorbens interagiert, sondern
vermutlich iiber Protein-Protein Wechselwirkungen mit dem bereits gebundenen BLG ad-
sorbiert. Im Fall des Adsorbens EX M 1986 aus (y-Aluminiumoxid) ist die Ursache hierfiir
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Abbildung 5.24: Gesamtprotein iiber den Batchprozess fiir 33 g EX M 1986
(v-Aluminiumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35 Pro-
teinpulver (6,63 g17! Gesamtprotein), Protein (Gesamtproteinmenge [%]),
pH (pH-Wert)
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Abbildung 5.25: Gesamtprotein iiber den Batchprozess fir 8 g EX M 1986
(7-Aluminiumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35 Pro-
teinpulver (6,63 g1™! Gesamtprotein), Protein (Gesamtproteinmenge [%]),
pH (pH-Wert)
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5.3 Proteinadsorption an Adsorbentien in Pulverform

Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die Riihrkesselversuche hinsichtlich Gesamtproteinbindung. (g)
Wert bezogen auf an das Adsorbens gebundenes Protein, (e) Wert bezogen
auf eingesetzte Proteinmasse, Proteinquelle angegeben als Mehrfaches des in
Diinnmolke vorliegenden Wertes hergestellt aus MK (Molkekonzentrat) oder
UL35 (Ultralac 35 Proteinpulver)

Adsorbens | Protein- | Adsorbens- | Adsorbens- | Protein- | Protein- Eluent Kapa-
quelle masse volumen bindung | elution zitat
B [m] [%] [%) [Freet]
EX M 1991 | UL 35 33 151 39 82 (g) | 0,5 M NaOH 39
1x 32 (e) | +1MNaCl
UL 35 83 378 61 45 (g) | 0,5 M NaOH 23
1x 27 (e) + 1 M NaCl
EX M 1986 | UL 35 33 79 42 86 (g) | 50 mM KPP 42
1x 36 (e)
UL 35 83 198 7 42 (g) | 50 mM KPP 31
1x 33 (e)

vermutlich die mit steigender Adsorbenskonzentration zunehmend ineffizienter werdende
Elution, wie bereits in Kapitel 5.2.2 beschrieben. Bezogen auf das eingesetzte Protein
bleibt die Menge des eluierten Proteins nahezu konstant. Im Gegensatz zu dem Adsor-
bens basierend auf Siliziumoxid (EX M 1991) steigt der pH-Wert bei dem Material aus
v-Aluminiumoxid (EX M 1986) stetig auf Werte bis pH 9 an.

5.3.2 Einfluss des pH-Werts auf die Adsorptionskapazitat

Uber den Verlauf der Adsorption kam es bei dem Einsatz von Adsorbentien aus Siliziu-
moxid (EX M 1907 und EX M 1991) nur zu geringfiigigen Anderungen des pH-Wertes der
Proteinlosungen. Im Gegensatz hierzu veranderte sich der pH-Wert der Proteinlosungen
bei dem Einsatz von Adsorbentien aus y-Aluminiumoxid (EX M 1986 und EX M 2070)
um fast zwei pH-Einheiten in Richtung basischer Werte (Kap. 5.3.1). Die Darstellung von
~-Aluminiumoxid erfolgt durch thermische Dehydroxylierung von Rohstoffen wie Bohemit
(s. Kap. 2.4.3). In wéssriger Losung lauft auch bei Raumtemperatur die Gegenreaktion,
die Bildung hydroxylierten Aluminiumoxids, ab (Garcia et al., 2007). Durch Hydroxylierung
der Aluminolgruppen an der Adsorbensoberflache entstehen bei pH 6 Al-OH," Gruppen,
welche als Anionentauscher fungieren konnen. Bei dieser Hydroxylierungsreaktion werden
der wassrigen Losung Protonen entzogen, was in einer Zunahme des pH-Wertes der Losung
resultiert. Der pH-Wert der wassrigen Losung verschiebt sich dabei in die Nahe des Null-
ladungspunktes des Adsorbens, welcher zwischen pH-Werten von 8,0 und 9,6 liegt (Wang
et al., 2002; Kosmulski, 2004). In diesem Kapitel soll iiberpriift werden, ob diese Verschie-
bung des pH-Wertes der Proteinlosung zu einer Verminderung der Proteinbindung fiihrt
und ob ein Konstanthalten des pH-Wertes (pH-stat) bei der Adsorption die Bindung der
Molkeproteine verbessert. PH-stat-Versuche, bei denen der pH-Wert durch den Einsatz
von Saure (HCI) iiber die Adsorptionszeit konstant gehalten wurde, zeigen, dass dadurch
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die adsorbierte Proteinmenge um 5 % gesteigert werden kann (Abb. 5.26).

T T
EX M 1986 m=xxxx
100 ez EX M 1991 s |
RS EX M 1986 pH-stat e
KX
58
80 | X5 B |
X RRR (5
= fodetole %
RS 09
RS 5%
= Desosesss 092
= XS o5
S 60 F R 3 ]
B R 03¢
2 RREL 058
a RRR 058
£ RRKS 058
g oostes o5
=) &KL :'
540 F XK ks ]
) GRS 09
% RS 03¢
O R (%
0% %% 03
[R5 %
R 03¢
20 | S8 K3 ]
3RKS %!
[RRXS K
[R5 K,
[R5 K
KKK 1%
0% %% 03
[R5 0%%
(0 L R

gebunden eluiert

Abbildung 5.26: Proteinbindung an EX M 1991 (Siliziumdioxid), EX M 1986
(v-Aluminiumoxid) ohne pH-Kontrolle und unter pH-stat Bedingun-
gen, 5 g Adsorbens, 25 ml Arbeitsvolumen, 30 min Beladen, 2 x 10 min
Waschen mit ddH9O, 30 min Elution, Konstanthalten des pH-Wertes
durch Zugabe von HCI

Die Menge des eluierten Proteins halbiert sich jedoch in demselben pH-stat Ansatz im
Vergleich zu den Versuchsansatzen ohne pH-Kontrolle bei der Adsorption. Die zum Kon-
stanthalten des pH-Wertes eingebrachten Protonen scheinen mit den Anionen des Eluenten
(50 mM KPP pH 8) zu interagieren, welcher dadurch an Elutionskraft verliert. Der pH-
stat Ansatz bringt somit keinen Vorteil gegeniiber dem bisherigen Adsorptionsansatz ohne
pH-Kontrolle. Die geringfiigige Verbesserung der Proteinadsorption bei dem Adsorbens
EX M 1986 aus y-Aluminiumoxid steht in keinerlei sinnvollem Verhaltnis zur Verschlech-
terung der Ergebnisse bei der Desorption der Molkeproteine.
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5.4 Proteinadsorption an Adsorbenspartikel

5.4.1 Voruntersuchungen zur Stabilitdt der Adsorbentien

Die Anwendung in Riihrkesseln setzt hohe Anforderungen an die mechanische Stabilitat der
eingesetzten Adsorbentien. Die mechanische Stabilitdt der Materialien wurde mittels des
Stabilitatstests nach UNILEVER untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 dargestellt.

Tabelle 5.2: Abriebtest nach UNILEVER fiir die Materialien EX M 1907 und EX M 2070.
Abrieb von 5 g Adsorbens iiber 2 min in 500 ml demineralisiertem Wasser mit
einem 5 cm langen Riihrfisch (Wiesen, 2010)

Adsorbens EX M 1907 | EX M 2070
Stabiler Anteil [%)] 94,10 99,43
Zerkleinerter Anteil [%)] 4,52 0,23
Zerstorter Anteil [%] 1,38 0,34

Die Ergebnisse der Untersuchungen nach UNILEVER zeigen, dass bei dem Adsorbens aus
v-Aluminiumoxid (EX M 2070) nur ein sehr geringer Abrieb auftritt. Es bleiben 99.43 %
des eingesetzten Adsorbens intakt. Der zerkleinerte Anteil liegt bei 0,23 % und 0,34 %
des Adsorbens werden in dem Testverfahren zerstort. Bei dem Adsorbens aus Siliziumoxid
(EX M 1907) liegen sowohl der zerkleinerte, als auch der zerstorte Anteil hoher als bei dem
Adsorbens aus y-Aluminiumoxid. Die Stabilitatsuntersuchungen nach UNILEVER zeigen,
dass 94,10 % der Partikel EX M 1907 aus Siliziumoxid iiber den Testverlauf intakt blei-
ben. 4,52 % der Partikel werden zerkleinert und 1,38 % werden zerstort. Auf Grundlage
der Untersuchungen nach UNILEVER wurden die Adsorbenspartikel grundsatzlich fiir den
Einsatz im Riihrkessel als geeignet erachtet.

5.4.2 Proteinadsorption im Riihrkessel an Adsorbenspartikel

Zur vereinfachten Abtrennung der Adsorbentien wurden partikuldre Formen der Adsor-
bentien aus Siliziumoxid (EX M 1907) und ~y-Aluminiumoxid (EX M 2070) getestet. Der
Vorteil des Einsatzes von Adsorbentien in partikularer Form bestiinde in einer starken Ver-
fahrensvereinfachung durch den Wegfall der Notwendigkeit einer Abtrennung des Adsor-
benspulvers am Ende des Satzprozesses mittels Filtrations- oder Zentrifugationsverfahren.
Die Adsorbenspartikel konnten bei der Entleerung der Fliissigphase mittels Sieben am Aus-
gang der als Riihrkessel betriebenen Reaktoren im Reaktor zuriickgehalten werden. Sowohl
Adsorption als auch Waschschritte und Elution konnten in einem einzigen Riihrkessel statt-
finden, was den apparativen Aufwand des Verfahrens deutlich reduziert. In einem Ansatz
mit 55 g des partikularen Adsorbens EX M 1907 aus Siliziumoxid und Diinnmolke aus
Ultralac 35 (6,63 g:I=! Gesamtprotein) kénnen nach 30 Minuten gemittelt 30 % des ein-
gesetzten Proteins gebunden werden. Die Bindung liegt damit noch unter dem Anteil von
BLG in Diinnmolke. Der Verlauf der Proteinadsorption im Riihrkessel mit 55 g EX M 1907
(Siliziumoxid) ist in Abb. 5.27 dargestellt.
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Abbildung 5.27: Verlauf der prozessrelevanten Parameter iiber den Batchprozess fiir 55 g
EX M 1907 (Siliziumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35 Pro-
teinpulver (6,63 g-1! Gesamtprotein). Protein (Gesamtproteinmenge [%)]),
pH (pH-Wert), LW (Leitwert [S-cm™])

Die bei dem Waschen der Partikel zwischen Adsorption und Elution auftretenden Verluste
betragen insgesamt 12 %. Bei der Elution des Adsorbens E XM 1907 kénnen 46 % des
gebundenen Proteins wiedergewonnen werden, dies entspricht 17 % des eingesetzten Prote-
ins. Es wird somit etwa ein Drittel des Proteins BLG in dem Versuchsansatz aufgearbeitet.
Pro Gramm Adsorbens werden 25 mg Protein gebunden. Die Leitfahigkeit zeigt nach einer
geringen Abnahme um 18 % nach 5 Minuten keine signifikanten Veranderungen und bleibt
bis zum Ende des Adsorptionsschrittes konstant. In Versuchen mit Diinnmolke aus Mol-
kekonzentrat konnten dieselben Beobachtungen fiir pH-Wert und Leitfahigkeit gemacht
werden.

Die Erhéhung der Menge des Adsorbens EX M 1907 um 53 % auf 84 g bewirkt eine Bin-
dung von 44 % des Gesamtproteins. Dies entspricht einer Zunahme der Bindung um 7 %.
Im Vergleich dazu liegt die Gesamtproteinbindung bei dem Adsorbens des gleichen Materi-
als in Pulverform (EX M 1991) bei einer vergleichbaren Adsorbensmenge von 83 g mit 61 %
deutlich hoher. Schiittungen der Pulverform EX M 1991 besitzen mit 160 m?-g~! nahezu
dieselbe BET-Oberflache wie Schiittungen der Partikelform EX M 1907 mit 157 m?.g~! .
Dies bedeutet, dass die Oberflache in den Poren, welche in der BET-Messung mit er-
fasst wurde, bei dem Porenradius von 143 A nicht oder nur in sehr geringem Umfang fiir
die Adsorption von BLG nutzbar ist. Die Proteinadsorption an Partikel aus Siliziumoxid
(EX M 1907) findet somit vorwiegend bis ausschlieBlich an der (pordsen) Partikeloberflache
statt. Der Beitrag der Oberflache der Poren im Inneren der Partikel ist im Gegensatz zur
Adsorption an der Partikeloberflache fiir Protein somit nur sehr gering. Bei der Elution be-
finden sich in dem Eluat des Adsorbens EX M 1907 61 % des gebundenen Proteins. Diese
eluierte Menge entspricht 26 % des eingesetzten Proteins und ist wiederum vergleichbar
mit dem Ergebnis des Adsorbenspulvers EX M 1991 aus Kap. 5.3.1 mit einem Zahlenwert
von 27 %. Pro Gramm eingesetztem Adsorbens kénnen somit 17 mg Protein aus dem
Uberstand gebunden werden. Der Verlauf der Proteinadsorption im Riihrkessel mit 84 g
EX M 1907 ist in Abb. 5.28 dargestellt.
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Abbildung 5.28: Verlauf der prozessrelevanten Parameter iiber den Batchprozess fiir 84 g
EX M 1907 (Siliziumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Molkekonzentrat
(6,63 g17! Gesamtprotein). Protein (Gesamtproteinmenge [%]), pH (pH-
Wert), LW (Leitwert [S-cm™])

In Versuchen mit 66 g EX M 2070 (y-Aluminiumoxid) und Diinnmolke aus Molkekon-
zentrat werden nach 30 Minuten 12 % des eingesetzten Proteins von dem Adsorbens
gebunden (Abb. 5.29).
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Abbildung 5.29: Verlauf der prozessrelevanten Parameter iiber den Batchprozess fiir 66 g
EX M 2070 (v-Aluminiumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35
Proteinpulver (6,63 g17' Gesamtprotein). Protein (Gesamtproteinmenge
[%]), pH (pH-Wert), LW (Leitwert [mS-cm™!])

In der Elution des Materials aus «-Aluminiumoxid mittels 50 mM Kaliumphosphat-Puffer
kénnen davon 28 % wieder vom Adsorbens eluiert werden. Dies entspricht 3 % des ein-
gesetzten Proteins. Die Kapazitat des Adsorbens EX M 2070 wurde fiir diese Adsorbens-
konzentration zu 7 mgp,o - g, bestimmt. Durch massive Erhéhung der eingesetzten
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

Adsorbensmenge konnten in Versuchen mit 208 g des Adsorbens aus y-Aluminiumoxid
(EX M 2070) bis zu 65 % des eingesetzten Proteins gebunden werden (Abb. 5.30).
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Abbildung 5.30: Verlauf der prozessrelevanten Parameter iiber den Batchprozess fiir 208 g
EX M 2070 (y-Aluminiumoxid). Proteinquelle: Diinnmolke aus Ultralac 35
Proteinpulver (6,63 g1™! Gesamtprotein). Protein (Gesamtproteinmenge
(%)), pH (pH-Wert), LW (Leitwert [mS-cm™])

Pro Gramm eingesetztem Adsorbens werden somit 8 mg Protein gebunden. Die Elution
von EX M 2070 liefert 29 % des an das Adsorbens gebundenen Gesamtproteins. Dies
entspricht 15 % des eingesetzten Proteins. Selbst durch die massiven Erhéhung der einge-
setzten Menge an dem Adsorbens EX M 2070 liegen samtliche Werte immer noch deut-
lich unter jenen desselben Materials in Pulverform (EX M 1986). Die Leitfahigkeit zeigt
einen dhnlichen Verlauf wie fiir Siliziumoxid. Das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1907)
zeigt eine geringfligig bessere Leistung gegeniiber dem Adsorbens aus y-Aluminiumoxid
(EX M 2070) hinsichtlich Proteinbindung und -elution. Dies kann mehreren Faktoren zuge-
schrieben werden. Zum einen ist das Adsorbens EX M 1907 (Siliziumoxid) mit 0,3-1,0 mm
Partikeldurchmesser kleiner als EX M 2070 (~-Aluminiumoxid) mit einem Partikeldurch-
messer von 1,26 mm. So verfiigen Schiittungen von EX M 1907 (Siliziumoxid) iiber eine
BET-Oberflache von 157 m?-g~! . Die BET-Oberflache von Schiittungen aus dem Material
EX M 2070 (y-Aluminiumoxid) hingegen betrigt lediglich 95 m?-g=! . Zum anderen erfolg-
te die Elution des Adsorbens EX M 2070 (y-Aluminiumoxid) mittels eines Eluenten aus
50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 8, zur Elution von EX M 1907 (Siliziumoxid) hingegen
kam ein wesentlich hoher konzentrierter Eluent aus 0,5 M NaOH und 1,0 M NaCl zum Ein-
satz. Die im Batch-Ansatz fiir die Partikel ermittelten Kapazitdten stimmen sehr gut mit
jenen aus Versuchen mit der Chromatographiesadule aus Kapitel 4.4.1 iiberein. Im Gegensatz
zu den pulverférmigen Adsorbentien aus Siliziumoxid (EX M 1991) und ~-Aluminiumoxid
(EX M 1986) zeigen die Adsorbenspartikel (EX M 1907 und EX M 2070) eine deutlich
schlechtere Leistung hinsichtlich Proteinbindung und -elution. Dies ist hauptsachlich auf
die geringeren BET-Oberflachen ihrer Schiittungen und die bedingte Nutzbarkeit der Po-
ren im Inneren der Partikel fiir die Proteinadsorption zuriickzufiihren. Eine Ubersicht iiber
die Riihrkesselversuche hinsichtlich Gesamtproteinbindung ist in Tabelle 5.3 gegeben.
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Tabelle 5.3: Ubersicht iiber die Riihrkesselversuche hinsichtlich Gesamtproteinbindung. (g)
Wert bezogen auf an Adsorbens gebundenes Protein, (e) Wert bezogen auf einge-
setzte Proteinmasse, Proteinquelle angegeben als Mehrfaches des in Diinnmolke
vorliegenden Wertes hergestellt aus MK (Molkekonzentrat) oder UL 35 (Ul-
tralac 35 Proteinpulver)

Adsorbens | Protein- | Adsorbens- | Adsorbens- | Protein- | Protein- Eluent Kapa-
quelle masse volumen bindung | elution zitat
o] [m] %] [%] [P
EX M 1907 | UL 35 3x 109 319 45 - 0,5 M NaOH 26
+ 1 M NaCl
UL 35 1x 55 159 37 46 (g) | 0,5 M NaOH 25
17 (e) | +1 M NaCl
MK 1x 84 244 44 61 (g) | 0,5 M NaOH 17
26 (e) + 1 M NaCl
EX M 2070 | MK 1x 66 144 12 28 (g) | 50 mM KPP 7
3 (e)
UL35 1x 208 358 65 29 (g) | 50 mM KPP 8
15 (e)

Des Weiteren trat besonders bei dem Adsorbens aus y-Aluminiumoxid ((EX M 2070) ein
wesentlich starkerer Abrieb auf als durch den Test nach UNILEVER (Kap. 5.4.1) voraus-
gesagt wurde. Dies war an einer deutlichen Triibung der Wasch- und Elutionslésungen zu
erkennen. Uber das an den Adsorbensabrieb gebundene Protein geht zusitzlich Protein
bei den Waschschritten verloren, welches ansonsten erst bei der Elution freigesetzt wiirde.
Somit bestiinde bei dem Einsatz der Adsorbentien in partikuldrer Form die Notwendigkeit
einer Abtrennung des Adsorbensabriebs aus dem Eluat, also eine Abtrennung von Pulver
aus einer Fliissigkeit, wie sie auch fiir den Einsatz der Adsorbentien in Pulverform not-
wendig ist. In Folge dessen bietet der Einsatz der Adsorbentien zur Proteinadsorption in
partikularen Formen keine deutlichen Vorteile gegeniiber dem Einsatz der Adsorbenspulver.

5.4.3 Einfluss der lonenstarke auf die Adsorptionskapazitat

Da verschiedene Molkeproteinquellen zur Verfiigung stehen, die sich hinsichtlich der
Verhaltnisse von Protein zu Lactose und Mineralien unterscheiden, zeigen sich fiir die
unterschiedlichen Systeme auch abweichende Adsorptionseigenschaften. Vergleicht man
Molkekonzentrat (Proteingehalt 33,2 g-1=! ) mit einer UL35-Lésung mit 50 g-I=! Protein-
gehalt, so zeigt sich, dass Molkekonzentrat hohere Konzentrationen von Lactose, als auch
von Mineralien enthalt. Vor allem Mineralien sollten sich aufgrund ihrer Konkurrenz um die
Bindungsstellen mit den Molkeproteinen ungiinstig auf die Proteinbindungskapazitat der
getesteten Adsorbentien auswirken. Diese Verminderung der Kapazitat bei der Verwendung
von Molkekonzentrat im Vergleich mit einer Ultralac-Lésung derselben Proteinkonzentra-
tion konnte auch im Experiment bestatigt werden. Ein Vergleich von Molkekonzentrat mit
einer Ultralac 35 Losung hinsichtlich ihrer Hauptbestandteile ist in Tab. 5.4 gegeben.
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Tabelle 5.4: Vergleich von Molkekonzentrat mit einer Ultralac 35 Losung hinsichtlich ihrer
Hauptbestandteile (Biolac GmbH & Co. KG, 2011)

Molkekonzentrat | UL35 mit 50 gp,ot 17!
(g1 ] [g1" ]
Protein 33,2 50,0
Lactose 282,2 65,6
Mineralien 23,8 max. 11,4

Durch Anpassen der Salzkonzentration der UL35-Losung auf Werte von Molkekonzentrat
mittels einer Modellsalz-Lésung (basierend auf der Mineralzusammensetzung von Mol-
kekonzentrat) kann der Kapazititsunterschied deutlich in Zusammenhang mit der Mine-
ralkonzentration gebracht werden. Experimentell wurden hierzu die Beladungskapazitdten
der Adsorbentien EX M 1907 und EX M 2070 im statischen System unter Verwendung
von Molkekonzentrat (MK), einer Ultralac 35-Losung (UL, Proteingehalt 33,2 g-I=! ) und
der entsprechenden Ultralac 35-Losung mit einem Mineraliengehalt von Molkekonzentrat
(ULS) verglichen (Abb. 5.31).
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Abbildung 5.31: Beladungskapazitéiten der Adsorbentien EX M 2070 und EX M 1907 fiir
Proteinlésungen mit unterschiedlichem Salzgehalt. UL = Ultralac 35, ULS
= Ultralac 35 mit erhohtem Salzgehalt und MK = Molkekonzentrat (Wie-
sen, 2010)

Die Beladungskapazitdt beider Adsorbentien, sowohl des Adsorbens aus Siliziumoxid
(EX M 1907) als auch des Adsorbens aus ~y-Aluminiumoxid (EX M 2070) ist fiir den An-
satz mit Ultralac 35-Proteinlésung am hochsten. Diese Proteinlosung enthalt mit 7,6 g-1=!
die geringste Konzentration an Salzen. Eine deutliche Abnahme der Beladungskapazitat
tritt sowohl bei der im Salzgehalt dem Molkekonzentrat angepassten Ultralac 35-Losung
(ULS) als auch bei Molkekonzentrat auf. Beide Lésungen beinhalten Salzkonzentrationen
von 23,8 gI=! . Die Unterschiede in den Beladungskapazititen bei dem Einsatz von der in
ihrem Salzgehalt dem Molkekonzentrat angepassten Ultralac 35 Losung (ULS) und Molke-
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konzentrat sind im Vergleich dazu sehr gering. Dies spricht dafiir, dass die Salzkonzentrati-
on einen deutlichen Einfluss auf die Proteinbindekapazitat der untersuchten Adsorbentien
aus Siliziumoxid (EX M 1907) und ~-Aluminiumoxid (EX M 2070) hat. Dieser Effekt ist
fiir den Anionentauscher EX M 2070 noch deutlicher als fiir das Material aus Siliziumoxid
(EX M 1907), dessen Proteinbindung hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen
mit dem Protein BLG beruht. Bei dem lonentauscher aus -Aluminiumoxid (EX M 2070)
belegen Salzanionen die Adsorbensoberfliche und verdrangen gebundenes Protein. Wo-
hingegen bei dem Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1907) die Salzanionen vorwiegend
mit dem Protein wechselwirken und seine negativen Oberflachenladungen verstarken. Dies
fihrt zu einer verstarkten elektrostatischen Repulsion zwischen Adsorbensoberflache und
Protein, welche dann gegeniiber den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Adsorben-
soberflache und BLG iiberwiegt. Daraus folgt dann die Elution gebundenen Proteins bzw.
die Verhinderung der Bindung von BLG an die negativ geladene Adsorbensoberflache.

5.4.4 Einfluss der Lactose auf die Adsorptionskapazitit

In verschiedenen Riihrkesselversuchen konnte wahrend der Abnahme der Molkeproteinkon-
zentration eine Abnahme in der Lactosekonzentration beobachtet werden. Um auszuschlie-
Ben, dass die verwendeten Adsorbentien Lactose binden, wurde das Bindungsverhalten
von Lactose im statischen System untersucht. Fiir den Elutionsschritt wurden die Partikel
zusatzlich gemorsert. Die Versuche wurden mit den Adsorbentien EX M 1907 (Siliziu-
moxid) und EX M 2070 (y-Aluminiumoxid) durchgefiihrt. Die Auswertung der Versuche
zeigt, dass es bei EX M 1907 nach 5 bzw. 30 min zu einer scheinbaren Lactosebindung
kommt. Die Lactose wird aber in den nachfolgenden Waschschritten vollstandig ausgewa-

schen (Abb. 5.32).
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Abbildung 5.32: Lactosebindung an EX M 1907, 5 g Adsorbens, 25 ml Arbeitsvolumen,
3 x 10 min Waschen mit ddH,O, 30 min Beladung, 3 x 10 min Waschen mit
ddH>O, Elution 30 min mit ddHsO nach Trocknen und Morsern, Messung
der Lactose im Uberstand (Wiesen, 2010)

Ahnliche Beobachtungen wie bei EX M 1907 (Siliziumoxid) konnten auch bei EX M 2070
(v-Aluminiumoxid) gemacht werden. Der beobachtete Abfall der Lactosekonzentration
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nach 5 bzw. 30 min, der in beiden Fallen zu beobachten ist, deutet auf den ersten Blick
auf ein Bindeverhalten hin (Abb. 5.33).

T T T T T T T
100 + ~
e 80 r |
%%
g oososs N o5ty
] R A
2 XY kRS
12 SoSe %o I Sotets!
= SoSoSo I Se%e%e
@ 60 | R [RR 1
2 FoRoso I Se%e%e
. R A
i) oo I 0%
So%eso I Sote%s|
0302 % I 4%4%Y
=] ooso 3 I oS5}
= oSS I o %e%
4 o oS3 I o %%l
g A0 BB 1
[
2 o
k3t oot I o%e%el)
& (XX R
A RS s
20 | ososo I Yo% 1
SE
o) d
= B
008 KKK PR
[ 02039
90 BRXXY [%0%%!
B B
0 R BRI RN R e L

Feed 5min 30min W1 W2 W3 Elution

Abbildung 5.33: Lactosebindung an EX M 2070, 5 g Adsorbens, 25 ml Arbeitsvolumen,
3 x 10 min Waschen mit ddH»O, 30 min Beladung, 3 x 10 min Waschen mit
ddH>O, Elution 30 min mit ddH2O nach Trocknen und Morsern, Messung
der Lactose im Uberstand (Wiesen, 2010)

Da die vermeintlich gebunden Lactose jedoch vollstandig in den Waschfraktionen wieder-
gefunden wird, kann man bei dem Beobachteten von einem Verdiinnungseffekt ausgehen.
Lactose kann auf Grund ihrer sehr geringen GroBe auch das Porenvolumen der Adsor-
bentien schnell durchdringen. Folglich verteilt sich Lactose in der Proteinldsung und dem
Porenvolumen der Adsorbentien, wodurch Messungen des Uberstandes eine im Gegensatz
zum Feed geringere Lactosekonzentration liefern. Die Partikel sind zudem bereits vor der
Beladung durch die vorbereitenden Waschschritte feucht, was bei EX M 1907 starker als
bei EX M 2070 zu einer Verdiinnung der Lactose fiihrt. Der zweit genannte Effekt besitzt
vermutlich aber weit geringere Auswirkungen auf die gemessene Lactosekonzentration als
der erstgenannte. Die Lactosebilanz ist nach dem Waschen geschlossen und in Elutions-
proben lasst sich Lactose in keinen nennenswerten Mengen nachweisen. Somit ist von
keinerlei Wechselwirkungen zwischen den untersuchten Materialien aus Siliziumoxid und
~-Aluminiumoxid und Lactose auszugehen.
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5.5 Prozesssimulation und Auslegung

Zur Abschatzunge der 6konomischen Machbarkeit, bendtigten Anlagenbauteile und der
Rentabilitdt eines Batch-Prozesses wurde ein Modell des Prozesses erstellt. Basierend auf
den Ergebnissen der vorangegangenen Kapitel wurden hierfiir das Adsorbens aus Schicht-
silicat EX M 1991 und das Adsorbens aus y-Aluminiumoxid EX M 1986 in Pulverform
ausgewahlt. Zur Auslegung und Simulation dieses Prozesses wurde die Software Super-
Pro Designer der Firma Intelligen, Inc. verwendet. Neben der Auslegung von Prozessen
ist die Software in der Lage, die Optimierung und 6konomische Bewertung von Verfahren
zu unterstiitzen. Der entwickelte Prozess besteht aus 6 Riihrkesseln, 6 Filtrationsmodulen
und 2 Spriihtrocknungseinheiten. Dieser Prozessaufbau gewahrleistet den kontinuierlichen
Betrieb der Anlage durch die parallele Ausfiihrung der Prozessschritte Proteinadsorption,
Waschen der Adsorbentien und Elution adsorbierten Proteins fiir beide Adsorbentien. Ein
Schema des Prozessflussdiagramms in Abbildung 5.34 zeigt, dass die Riihrkessel zur Bela-
dung von Adsorbens mit Protein (V-101 und V-102) stetig beladen oder entladen werden
oder sich im Riihrbetrieb zur Adsorption von Protein befinden.
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MF-103
SDR-101
MF-103

V-106
MF-106
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Main Equipment & CIP Skids

h

day

Abbildung 5.34: Schema des Prozessflussdiagramms fiir die Aufarbeitung von Molke in ei-
nem System von Riihrkesseln iiber 6 Batchverlaufe, erstellt in SuperPro

Designer der Firma Intelligen, jede Farbe zeigt den Ablauf einer 1000 1
Kampagne

Selbiges trifft fiir die Rihrkessel zur Elution gebunden Proteins (V-104 und V-106) zu.
Auch die Spriihtrocknungseinheiten SDR-101 und SDR-102 werden permanent mit Edukt
befahren, was deren kontinuierlichen Betrieb gewahrleistet und somit Energiekosten durch
das Fehlen von Aufheizphasen reduziert. Alleinig die Riihrkessel zum Waschen beladenen
Adsorbens (V-103 und V-105) und die Filtrationseinheiten weisen Leerlaufzeiten auf. Ein
VerfahrensflieBbild des mdglichen Prozesses ist in Abb. 5.35 dargestellt. Uber den Zulauf
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Abbildung 5.35: Prozessschaubild fiir die Aufarbeitung von Molke in einem System von Riihrkesseln. Erstellt in SuperPro Designer der
Firma Intelligen
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S-101 gelangen pro Batchansatz 1000 | Diinnmolke in die Anlage und werden mit Adsor-
bens aus Siliziumoxid EX M 1991 in dem Riihrkessel V-101 unter Vermischung inkubiert.
EX M 1991 gelangt in den Prozess iiber den Zulauf S-102. In diesem ersten Prozessschritt
bindet das majore Molkeprotein BLG an das Adsorbens EX M 1991. Adsorbens und BLG
konnen im Filtrationsmodul MF-101 von der verbliebenen Losung, bestehend aus ALA
und Lactose, abgetrennt werden (vgl. Kap. 5.2.3 und Kap. 5.4.4). Der Prozessteil fiir
das Adsorbens EX M 1991 aus Schichtsilicat zur Aufreinigung von BLG ist in Tab. 5.5
dargestellt.

Tabelle 5.5: Ubersicht iiber die Anlagenkomponenten und deren Funktionen fiir eine Anlage
zur Aufarbeitung von 1000 I Diinnmolke fiir das Adsorbens aus Schichtsilikat

Prozesselement Operation Funktion
P-1/V-101 Riihrkessel Adsorption von BLG an Siliziumoxid

P-3/MF-101 Mikrofiltration | Trennung von beladenem Siliziumoxid,
ALA und Lactose
P-5/V-103 Riihrkessel Waschen von beladenem Siliziumoxid
P-8/MF-104 Mikrofiltration | Trennung von beladenem Siliziumoxid
und Waschwasser

P-7/V-104 Riihrkessel Elution von BLG von Siliziumoxid
P-10/MF-105 Mikrofiltration | Trennung von BLG und Siliziumoxid
P-17/SDR-101 | Spriihtrocknung | Trocknen von BLG

Das mit BLG beladene Adsorbens EX M 1991 aus Siliziumoxid gelangt anschlieBend in
den Riihrkessel V-103 und wird mit Wasser gewaschen, um die verbliebene Lactose und
ALA von diesem zu entfernen. Nach der Abtrennung des Waschwassers im Filtrations-
modul MF-104 wird das mit BLG beladene Material im Riihrkessel V-104 mit 0,5 M
Natronlauge eluiert. Das eluierte BLG wird im Filtrationsmodul MF-105 von dem entla-
dene Adsorbens EX M 1991 getrennt und nach Neutralisierung (nicht dargestellt) in der
Spriihtrocknungseinheit SDR-101 getrocknet.

Die Losung aus ALA und Lactose wird nach dem Verlassen des Filtrationsmoduls
MF-101 in den Riihrkessel V-102 iiberfiihrt und dort mit Adsorbens EX M 1986 aus
~v-Aluminiumoxid vermischt. ALA bindet an das Adsorbens und wird zusammen mit diesem
im Filtrationsmodul MF-102 von der verbliebenen Lactoselosung getrennt. Die an Protein
abgereicherte Lactoselosung verlasst das System iiber den Ablauf S-106 (vgl. Kap. 5.4.4).
Das mit ALA beladene Adsorbens EX M 1986 wird in dem Riihrkessel V-105 zur Entfernung
von Lactoseresten mit Wasser gewaschen. Nach der Abtrennung des Waschwassers im Fil-
trationsmodul MF-103 wird das mit ALA beladene Adsorbens EX M 1986 im Riihrkessel
V-106 mit Kaliumphosphatpuffer eluiert (vgl. Kap. 5.2.3). Die Trennung von entladenem
Adsorbens und eluiertem ALA erfolgt im Filtrationsmodul MF-106. Das in diesem Pro-
zesszweig aufgearbeitete ALA wird abschlieBend in der Spriihtrocknungseinheit SDR-102
getrocknet. Der Prozessteil fiir das Adsorbens aus y-Aluminiumoxid zur Aufreinigung von
ALA ist in Tab. 5.6 dargestellt.
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Tabelle 5.6: Ubersicht iiber die Anlagenkomponenten und deren Funktionen fiir eine
Anlage zur Aufarbeitung von 1000 1 Diinnmolke fiir das Adsorbens aus
~-Aluminiumoxid

Prozesselement Operation Funktion
P-2/V-102 Riihrkessel Adsorption von ALA an 7-AlsO3
P-4/MF-102 Mikrofiltration | Trennung von beladenem ~-AlyOg
und Lactose
P-9/V-105 Riihrkessel Waschen von beladenem v-AlyO3
P-6/MF-103 Mikrofiltration | Trennung von beladenem ~-AlyOg
und Waschwasser
P-11/V-106 Riihrkessel Elution von ALA von v-AlyOg
P-12/MF-106 Mikrofiltration | Trennung von ALA und 7-AlyOg
P-18/SDR-102 | Spriihtrocknung | Trocknen von ALA

Die Investitionskosten der Anlage und ihrer Komponenten (Tab. 5.7) wurden nach der
Auslegung des Prozesses aus der Datenbank von SuperPro Designer und externen Quellen
(Kiefer, 2011) berechnet.

Tabelle 5.7: Dimensionierung einer Anlage zur Aufarbeitung von 1000 1 Diinnmolke pro
Batch Ansatz und Abschitzung der Anschaffungskosten aus der Datenbank von
Intelligens SuperPro Designer und externen Quellen (Kiefer, 2011)

Operation Dimension Geschitzte
Anschaffungskosten [-10% €]

Riihrkessel 1,2 m? 9

Riihrkessel 3-1m3 23

Riihrkessel 2-0,5m? 8
Mikrofiltration 170 m? 157
Mikrofiltration 140 m? 140
Mikrofiltration 4 - 55 m? 319
Spriihtrocknung 2-5m3 241

In die Berechnungen gingen neben den Gerdten an sich auch Rohrleitungen mit ein.
Das geschitzte Gesamtinvestitionsvolumen fiir die Anlage betragt 897-10° €. Ausge-
hend von einer jahrlichen Betriebszeit von 7.920 Stunden kdnnen bei einer Batchzeit von
2,92 Stunden in 15.835 Satzprozessen knapp 16-103 m3 Diinnmolke verarbeitet werden.
Die Hauptprodukte, die majoren Molkeproteine ALA und BLG, fallen bei der in dieser Ar-
beit vorgestellten Auslegung des Prozesses in einen Umfang von 22,7-103 kg-Jahr=! bzw.
53-102 kg-Jahr=! an. Die wichtigsten Stoffstrome einer Anlage zur Aufarbeitung von 1000 |
Diinnmolke pro Batch betrachtet iiber ein Jahr sind in Tab. 5.8 zusammengefasst.
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Tabelle 5.8: Stoffstrome einer Anlage zur Aufarbeitung von 1000 1 Diinnmolke pro Batch

Stoff Art des Stoffstroms Menge
[103 kg-Jahr!]
ALA Produkt 22,7
BLG Produkt 53,0
Lactose (gelost) Zwischenprodukt 887
Adsorbens Zulauf 2 x 1.584
0,5 M NaOH Eluent 3.959
KoHPO, Eluent 32,5
KH,PO, Eluent 1,7
Luft Zulauf 39.272

Der nach der Abreicherung beider Protein-Hauptkomponenten der Molke verbleibende Lac-
tosestrom verlasst die Anlage iiber den Ablauf S-110 und kdnnte beispielsweise klassisch
in einer Ultrafiltrationsanlage weiter aufgearbeitet werden. In dieser Arbeit wurde er weder
als Produktstrom noch als Abfallstrom in die wirtschaftliche Betrachtung der Anlage und
des Prozesses miteinbezogen. Die Anlage ware durch ihre im Gegensatz zur Ultrafiltration
kompakte Bauart in einen klassischen Ultrafiltrationsprozess integrierbar oder direkt bei
Prozessen, bei welchen Molke als Nebenprodukt anfallt, einsetzbar. Die Produktivitat war
bei dem Batch-Ansatz mit 10,3 gp,.+-kg,-h~' wesentlich hoher als im chromatographi-
schen Ansatz. Die Rentabilitat des vorgestellten Verfahrens lasst sich unter verschiedenen
Aspekten beleuchten. Die maBgebliche EinflussgroBe ist hierbei der Verkaufspreis der er-
zeugten Molkeproteine. An einzelnen Proteinen angereicherte Proteinfraktionen, erzeugt
mittels Ultrafiltrationsverfahren, erzielen in der Nahrungsmittelindustrie, z.B. fiir Baby-
oder Sportlernahrung, Verkaufspreise um die 100 $-kg=! (entspricht 75,52 €) (Buchholz,
2010). Bei diesen Verkaufspreisen wird es sehr schwierig sein, gegen das giinstige Massen-
verfahren der Ultrafiltration innerhalb von 5 Jahren wirtschaftlich zu arbeiten. Bei hinrei-
chender Einzelkomponentenreinheit und einem Einsatz dieser Fraktionen z.B. als Zutaten
fir Functional Foods, Nutraceuticals oder medizinisch wirksame Zusatzstoffe sollen die
Molkeproteine einen Marktwert von bis zu 600 $ (umgerechnet 453 €) erzielen kénnen
(El-Sayed, 2011; Smithers, 2008). Wirtschaftlichkeitsberechnungen mit SuperPro Desi-
gner ergaben eine voraussichtliche Rentabilitdt der Anlage in unter 5 Jahren fiir diesen
Marktwertbereich der Produkte. Andere Autoren wie El-Sayed (El-Sayed, 2010) hingegen
gehen von einem Einkaufspreis von 15 £kg=! (umgerechnet 18 €-kg™!) fiir Molkekonzen-
trat und einem Marktwert von 350-10% £:kg~! (umgerechnet 419-103 €-kg!) fiir ALA und
30-103 £:kg! (umgerechnet 36-10% €kg~!) fiir BLG aus. Hierbei wurden vermutlich die
Marktpreise der Proteine in hochreiner Form und nicht die Marktpreise von Proteinfraktio-
nen, angereichert mit diesen Proteinen, als Zahlenwerte fiir die wirtschaftliche Betrachtung
des Prozesses herangezogen.
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5.6 Zusammenfassung Proteinadsorption im
Riihrkessel

Das Adsorptionsverhalten der Adsorbentien EX M 1221 (Bentonit/Silica), EX M 1991
(Siliziumoxid) und EX M 1986 (~-Aluminiumoxid) kann wie in den Versuchen mit reinen
Modellproteinen (Kap. 4.2) auch fiir Versuche mit Diinnmolke nach Langmuir beschrieben
werden (Kap. 5.2.1). Das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) zeigt bei steigender Ad-
sorbenskonzentration in Diinnmolke bis zu einer Adsorbenskonzentration von 100 g4, I~}
nur eine geringfiigige Bindung von ALA, 67 % des Proteins verbleiben im Uberstand
(Kap. 5.2.3). BLG hingegen wird bei bei dieser Adsorbenskonzentration zu 91 % an das
Adsorbens gebunden, im Uberstand verbleibendes Protein besteht zu 77 % aus ALA. In
den Elutionen des Adsorbens aus Siliziumoxid wird bis zu einer Adsorbenskonzentrati-
on von 100 ga4- I7! kein BLG in nennenswertem Umfang nachgewiesen. Das Adsorbens
EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) hingegen zeichnet sich durch schnelle und starke Adsorpti-
on beider Proteine aus (Kap. 5.2.1). In einem Bereich zwischen 44 g4 17! und 72 gaq- 17}
Adsorbenskonzentration wird ALA geringfiigig starker gebunden, bei héheren Adsorbens-
konzentrationen iiberwiegt die Bindung von BLG (Kap. 5.2.3). Auch in der Elution kdnnen
beide Proteine wiedergefunden werden. Ebenso wie fiir den Bereich zwischen 44 g4 11
und 72 gaq- 171 Adsorbenskonzentration der Umfang der Adsorption von ALA starker ist,
trifft dies auch fiir den Umfang der Elution von ALA in diesem Bereich der Adsorbenskon-
zentration zu. Eine sequenzielle Kombination der Adsorbentien EX M 1991 (Siliziumoxid)
und EX M 1986 (y-Aluminiumoxid) legt eine effiziente und elegante Moglichkeit der Tren-
nung der Proteine ALA und BLG nahe. Das Adsorbens EX M 1221 (Bentonit/Silica) kann
zwar beide Proteine schnell und effizient binden (Kap. 5.2.1), zeigt jedoch keine Eluti-
on von ALA (Kap. 5.2.3). Dies schlieBt das Adsorbens aus Bentonit/Silica auf Grund
von mangelnder Kombinierbarkeit mit andern Adsorbentien fiir einen Aufreinigungspro-
zess fiir Molkeproteine aus. Die Betrachtung der Waschverluste bei die Aufarbeitung von
Molkeproteinen im LabormaBstab (Kap. 5.2.2) zeigt, dass diese fiir die Adsorbentien aus
Bentonit/Silica (EX M 1221) und ~-Aluminiumoxid (EX M 1986) am geringsten sind.
Die hochsten Verluste bei den Waschschritten treten bei dem Adsorbens aus Siliziumoxid
(EX M 1991) auf. BLG kann von Siliziumoxid (EX M 1991) mit steigender Adsorbenskon-
zentration in steigender Menge aus dem Uberstand der Proteinldsungen entfernt werden,
ALA hingegen verbleibt groBteils im Uberstand und wird bei den Waschschritten aus dem
Material entfernt (Kap. 5.2.3 und Kap. 5.2.2). Im LabormaBstab ist das Material aus
7-Aluminiumoxid (EX M 1986) in der Lage, beide Proteine bei einer Adsorbenskonzentra-
tion von 304 g4 17! nahezu vollstandig zu binden. Bei Elution mittels 50 mM Kaliumphos-
phat pH 8 konnen bei einer Adsorbenskonzentration von 100 g4 1= bis zu 80 % ALA
und 20 % BLG gefunden werden. Bei der Adsorption von Molkeproteinen an Adsorbentien
in Pulverform im TechnikumsmaBstab zeigt das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991)
deutliche Zunahmen in der Gesamtproteinbindung bei steigender Adsorbensmasse. Durch
die Erhohung der Adsorbenskonzentration von 66 gaq- 1= auf 166 gaq- 17! erhoht sich die
Gesamtproteinbindung von 39 % auf 61 % des eingesetzten Proteins. Mit zunehmender
Adsorbensmenge findet nach der Bindung von BLG auch eine verstarkte Bindung von ALA
statt. Wie auch in Kapitel 5.2.3 beschrieben liegt das Optimum fiir die Entfernung von
BLG bei einer Adsorbenskonzentration von 100 g44- |71 EX M 1991 (Siliziumoxid). Bei der
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niedrigeren Adsorbenskonzentration von 66 g4 17! wird BLG, dessen Anteil am Gesamt-
protein 54 % betragt, nur unvollstandig gebunden. Die Bindung von BLG ist bei 166 g4
I=1 vollstandig, jedoch findet bei dieser Adsorbenskonzentration auch eine zusitzliche Bin-
dung von ALA statt. Das liber Protein-Protein-Wechselwirkungen gebundenes ALA wird
bei den Waschschritten wieder vom Adsorbens entfernt und das eluierte Protein besteht
hauptsachlich aus BLG. Die Menge des eluierten Proteins bleibt mit 30 % bezogen auf das
eingesetzte Gesamtprotein trotz Erhohung der Adsorbensmenge gleich. Das Adsorbens aus
v-Aluminiumoxid (EX M 1986) kann sowohl ALA als auch BLG direkt und ohne Wechsel-
wirkungen zwischen den Proteinen binden (Kap. 4.2). Eine Erhohung der Adsorbenskonzen-
tration bei der Adsorption von Molkeproteinen an Adsorbenspulver im TechnikumsmaBstab
geht mit einer Erhdhung der Gesamtproteinbindung von 42 % auf 77 % einher. Auch bei
diesem Adsorbens bewirkt die Erhohung der Adsorbenskonzentration iiber 100 g4 17! kei-
ne Erhdhung der eluierten Proteinmenge bezogen auf das gebundene Protein. Zusatzlich
gebundenes Protein geht dabei nur zu sehr geringen Mengen iiber die Waschschritte ver-
loren (Kap. 5.2.2), die Elution wird anstatt dessen mit steigender Adsorbenskonzentrati-
on zunehmend unvollstdndig. Das Optimum fiir die Proteinaufarbeitung liegt somit auch
bei dem Adsorbens aus ~-Aluminiumoxid bei 100 ga4 I-!. Die Kapazitaten der Pulver
liegen erwartungsgemaB deutlich iiber den im chromatographischen Ansatz (4.4.1) ermit-
telten Werten der granularen und spharischen Darreichungsformen der Materialien. Das
Konstanthalten des pH-Wertes bei der Proteinadsorption (pH-stat) bei dem Einsatz von
Adsorbentien aus y-Aluminiumoxid (EX M 1986) fiihrt zwar zu einer 5 %igen Verbesse-
rung der Proteinadsorption, jedoch auch zu einer Halbierung der eluierten Proteinmenge
(Kap. 5.3.2). Die Hydroxylierung des Adsorbens aus y-Aluminiumoxid in wassriger Losung
fiihrt zu einer Erhohung des pH-Wertes im System. Die zum Konstanthalten des pH-Wertes
eingebrachten Protonen verhindern diesen Effekt. Ebenso wird dadurch eine Verringerung
der positiven Oberflichenladung des Adsorbens und eine damit verbundene Verschlechte-
rung der Adsorption der anionischen Molkeproteine verhindert. Bei der darauf folgenden
Elution behindern dieselben Protonen jedoch die Interaktion der Phosphatanionen mit der
Adsorbensoberflache und somit die Verdrangung des gebundenen Proteins von dieser. Fiir
den Gesamtprozess ist durch diesen pH-stat Ansatz also keine nachhaltige Verbesserung
zu erreichen. Fiir Adsorptionsversuche im TechnikumsmaBstab wurden zur einfacheren Ab-
trennung der Festphase (Adsorbens) von der Flissigphase (Molke, Waschwasser, Eluent)
Adsorbentien aus Siliziumoxid und y-Aluminiumoxid in partikuldrer Form (EX M 1907 und
EX M 2070) eingesetzt (Kap. 5.4). Diese zeigten in dem Abriebtest nach UNILEVER ein
geringes Abriebverhalten (Kap. 5.4.1). Bei der Anwendung der Partikel im Riihrkessel fiel
jedoch schnell auf, dass der Abriebtest nach UNILEVER fiir das gewahlte Riihrkesselsystem
nicht hinreichend reprasentativ ist (Kap. 5.4.2). Durch Rithrwerk, Stromstérer und die zur
Durchmischung eingebrachte Leistung wirken wesentlich hohere Krafte auf die Partikel
als zuvor in dem Abriebtest nach UNILEVER. Es kommt zu massivem Abrieb der unter-
suchten Adsorbentien aus Siliziumoxid (EX M 1907) und ~-Aluminiumoxid (EX M 2070),
wobei dieser fiir die Partikel aus y-Aluminiumoxid hoher ist als fiir die Silicapartikel. Dieser
Abrieb fiihrt zur Austragung von Protein iiber die Waschschritte und der Notwendigkeit
einer zusatzlichen Abtrennung des Adsorbensabriebs aus dem Eluat. Sowohl die Werte fiir
Proteinbindung und Proteinelution, als auch die Proteinbindekapazitdten liegen deutlich
unter denen ermittelt fiir die Adsorbenspulver (Kap. 5.3.1). Somit ist der Vorteil einer ver-
einfachten Fest-Fliissig-Phasen-Trennung zu Kosten einer im Vergleich zu pulverformigen
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5 Proteinadsorption im Riihrkessel

Adsorbentien geringeren Adsorptionskapazitat nicht gegeben. Einen starken Einfluss auf die
Proteinadsorption haben die Salze der Molke, welche zuvor schon in der Chromatographie
fiir die Abweichungen der Ergebnisse von den Ergebnissen aus idealisierten Adsorptions-
versuchen unter Einsatz niedermolaren Puffers und Modellproteinen verantwortlich waren
(Kap. 4). Ab Beginn der Adsorption war auch im Riihrkessel stets ein deutlicher Abfall des
Leitwertes, ein Indikator fiir den lonengehalt von Lésungen, zu beobachten (Kap. 5.3.1 und
Kap. 5.4.2). Der negative Einfluss der Salze auf die Proteinadsorption wurde dariiber hinaus
durch Adsorptionsversuche mit zusatzlicher Salzsupplementierung bestatigt (Kap. 5.4.3).
Mit steigender zusatzlicher Salzkonzentration konnte eine stetige Abnahme der adsorbier-
ten Proteinmenge beobachtet werden. Dieser Einfluss der Salze auf die Proteinadsorption
ist fiir Adsorbentien aus Siliziumoxid, bei denen die Wechselwirkungen zwischen Material-
oberflache und Protein hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen beruht, deutlich
geringer als fiir Adsorbentien aus y-Aluminiumoxid, deren Wechselwirkungen zwischen Ma-
terialoberflache und Protein vorwiegend ionischer Natur sind. Bei der Proteinadsorption im
Riihrkessel zeigt Lactose keine Wechselwirkungen mit den eingesetzten Adsorbentien und
verlasst das System iiber die Waschschritte. Bestatigt wurde diese Beobachtung durch die
Ergebnisse aus Batchversuchen mit den Adsorbentien aus Siliziumoxid (EX M 1907) und
7-Aluminiumoxid (EX M 2070), in welchen die Bilanz der eingesetzten Lactose iiber die
Waschschritte geschlossen wurde (Kap. 5.4.4). Des Weiteren konnten keine nennenswer-
ten Mengen an Lactose in Elutionsproben wiedergefunden werden. Somit ist eine Wech-
selwirkung zwischen Lactose und den Materialien aus Siliziumoxid und y-Aluminiumoxid
ausgeschlossen. Zuletzt wurde ein Prozess in einer GroBenordnung von 1 m3 Diinnmolke
pro Batchansatz in der Software SuperPro Designer von Intelligen, Inc. ausgelegt. Als
Adsorbentien wurden hierfiir die Pulver EX M 1991 aus Siliziumoxid und EX M 1986 aus
~-Aluminiumoxid ausgewahlt. Der Investitionsaufwand fiir diese Anlage betragt geschatzte
897-10% € und ermdglicht bei einer Jahresbetriebszeit von 7.920 Stunden die Verarbeitung
von knapp 16-103 t Diinnmolke pro Jahr in 15.835 Satzprozessen. Die Batchzeit betragt
2,92 Stunden und die Produktivitat liegt bei 10,3 gp,oi-kgL-ht.
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6 AbschlieBende Diskussion und
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Materialien bestehend aus Bentonit/Silica, Siliziumoxid,
~-Aluminiumoxid und Gemischen aus Siliziumoxid und ~-Aluminiumoxid auf ihre Eignung
zur Proteinaufarbeitung untersucht. Die Proteine der Molke dienten hierbei als Modellsys-
tem. In Adsorptionsversuchen konnten Isothermen nach Langmuir erstellt werden, welche
zeigen, dass die Materialien in der Lage sind, mit Molkeproteinen wechselzuwirken und die-
se zu binden. Adsorbentien aus Bentonit/Silica und y-Aluminiumoxid kdnnen sowohl ALA
als auch BLG binden. An der Adsorption von Proteinen an Bentonit/Silica sind dabei ver-
schiedene Arten von Wechselwirkungen beteiligt, wie elektrostatische (Martin et al., 1991;
Johnston et al., 2012) und hydrohobe Wechselwirkungen (Quiquampoix, 2008), Van-der-
Waals-Krifte (Greenland, 1965) und Wechselwirkungen iiber verbriickende divalente lonen
(Weiss, 1959). Diese hohe Anzahl an Wechselwirkungen driickt sich deutlich in der Adsorp-
tionskonstanten nach Langmuir (K1) aus. K nimmt fiir das ,,weiche" Protein ALA (Naka-
nishi et al., 2001) mit 6,59 wie erwartet einen hoheren Wert an als fiir das , harte" Protein
BLG mit 3,23. Das Molkeprotein ALA besitzt somit eine hohere Affinitat zu Materialien
aus Bentonit/Silica als BLG. Materialien aus Siliziumoxid zeigen lediglich gegeniiber BLG
ein starkes Adsorptionsverhalten. ALA wird von Siliziumoxid in den Adsorptionsansatzen,
welche ALA als alleiniges Protein enthalten, nicht gebunden. Bei dem in den Versuchen
herrschenden pH-Wert von 6 ist die Oberflichenladung der Materialien aus Siliziumoxid
stark negativ geladen, der Nulladungspunkt des Siliziumoxids liegt zwischen pH 1,8 und
2,5 (Kosmulski, 2004)). Auch die Proteine ALA (pl zwischen 4,2 und 4,8 (Montagne et al.,
1999; Plate, 2008)) und BLG (pl zwischen 5,3 und 5,4 (Chatterton et al., 2006; Etzel,
2004)) liegen bei diesem pH-Wert als Anionen vor. Somit ist eine Adsorption der Prote-
ine an die Materialoberflache iiber elektrostatische Wechselwirkungen nicht moglich, viel
mehr verhindern die elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Adsorbensoberflache und
Protein eine Adsorption der Proteine durch elektrostatische Repulsion (Nakanishi et al.,
2001). Der Zuwachs an konformationsabhangiger Entropie durch eine Bindung an das
Adsorbens ist fiir das , weiche" Protein ALA nicht ausreichend, um die repulsiven elektro-
statischen Krafte zwischen Adsorbensoberflache und Protein zu iiberwinden. Dem Protein
BLG hingegen gelingt es durch seinen stark hydrophoben Charakter (Kontopidis et al.,
2004), die repulsiven elektrostatischen Krafte zu iiberwinden und an die Oberflichen von
Materialien aus Siliziumoxid zu adsorbieren. Die Affinitdt des Molkeproteins BLG zu dem
Material aus Siliziumoxid (/K,=0,65) ist wesentlich geringer als zu dem Material aus Ben-
tonit/Silica, wodurch die Bindekapazitat des Materials bei steigender Adsorbenskonzentra-
tion und konstanter Proteinkonzentration schnell abnimmt (s. Abb. 5.4). Mischmaterialien
aus Siliziumoxid und y-Aluminiumoxid zeigen bei dem vorliegenden Siliziumoxidanteil von
38,1 % dasselbe Verhalten wie Materialien aus reinem Siliziumoxid. Bei diesem Verhaltnis
von Siliziumoxid zu y-Aluminiumoxid im Adsorbens dominieren die Eigenschaften des Sili-
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6 Abschliefende Diskussion und Ausblick

ziumoxids, da die Oberflache des Adsorbens bei diesem Substitutionsgrad von Siliziumoxid
aus Al-Si-Oxid und Siliziumoxid besteht (Daniell et al., 2000). Bedingt durch den verrin-
gerten Anteil an reinem Siliziumoxid an der Oberflache weisen sie zudem eine geringere
Kapazitdt im Vergleich zu den Adsorbentien aus reinem Siliziumoxid auf. Somit bieten
diese Materialien fiir die Adsorption der Molkeproteine ALA und BLG aufgrund der vorlie-
genden Ergebnisse keine Vorteile gegeniiber Materialien aus reinem Siliziumoxid. Mit den
untersuchten Materialien aus Siliziumoxid oder Siliziumoxid /y-Aluminiumoxid konnten zu-
dem kein stabilen Chromatographiebetten aufgebaut werden. Es kam im Fall von Pulvern
(EX M 1991) sofort zu starken Bettkompressionen, welche bereits ab der Equilibrierung
der Saule zu deren Verblocken fiihrten. Der Einsatz dieser Materialien in Granulatform er-
laubte den Aufbau eines Chromatographiebettes, jedoch kam es im Verlauf weniger Laufe
(1 bis 3) wiederum zu optisch deutlich erkennbaren Bettkompressionen, welche letzten
Endes dann in einer massiven Bettkompression und dem Verblocken der Siule miindeten.
Im Vergleich dazu weisen Materialien aus «-Aluminiumoxid bereits in Pulverform deutlich
bessere Eigenschaften hinsichtlich der Bettstabilitat auf. Sie besitzen bis zu einem pH-
Wert von 8 eine positive Oberflachenladung (Wang et al., 2002; Kosmulski, 2004) und
ermoglichen somit den bei pH 6 in anionischer Form vorliegenden Molkeproteinen ALA
und BLG die Adsorption iiber elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken
(Garcia et al., 2007; Urano and Fukuzaki, 1997). Eine Elution der adsorbierten Prote-
ine ist durch Citrat und Phosphat moglich und wurde auch in dieser Arbeit bestatigt.
Die Adsorption von Phosphat- oder Citrationen an die Oberfliche der Materialien aus
~-Aluminiumoxid fiihrt dabei zu einer Verdrangung gebundenen Proteins von deren Ober-
flachen (Garcia et al., 2007). Dies wird zudem verstarkt durch repulsive elektrostatische
Krafte durch die dabei induzierte Ladungsumkehr auf der Adsorbensoberflache. Zudem
wird die Elution der Proteine durch das Binden von Salzen an die Carboxylgruppen der
adsorbierten Proteine verstarkt. Bereits in Pulverform (EX M 1986) kénnen dauerhaft sta-
bile Chromatographiebetten aufgebaut werden. Die Granulate aus y-Aluminiumoxid hinge-
gen besitzen kaum eine bessere Langzeitstabilitat als die Materialien aus Siliziumoxid oder
Siliziumoxid /y-Aluminiumoxid. Alleinig die mechanisch hochstabilen Partikel (EX M 2070)
aus y-Aluminiumoxid erfiillen die notwendigen Stabilitatskriterien. Mit diesem Partikeltyp
ist es moglich, stabile Chromatographiebetten aufzubauen, welche auch nach weit mehr als
10 L&ufen keine offensichtlichen Anzeichen mechanischer Zerstorung zeigen. Die Saulen
lassen sich selbst mit Proteinsuspensionen vergleichbar zu Molkekonzentrat iiberstromen
und ihre Kapazitat bleibt stabil. Auf Grund der geringen massenspezifische Proteinbin-
dekapazitat der Partikelschiittungen aus y-Aluminiumoxid (EX M 2070) wurde ein Typ
geringeren Durchmessers entwickelt (EX M 2181), der wie erwartet eine signifikant ver-
besserte Bindekapazitat aufweist und letztlich das kommerzielle Referenzmaterial Pall Q
HyperD F in dieser Eigenschaft libertrifft. Bei der Beladung der Sdulen aus EX M 2181
(v-Aluminiumoxid) konnten geringfiigige Verschiebungen der Anteile der Proteine ALA
und BLG beobachtet werden, diese sind jedoch nicht ausreichend, um eine selektive Ad-
sorption zu deren vollstandigen Trennung zu nutzen. Fiir geringe Injektionsvolumina von
bis zu 10 Millilitern konnen die Proteine ALA und BLG bei der selektiven Elution im Stu-
fengradienten aus 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8 getrennt werden. Jedoch verfiigt die
dabei eingesetzte Saule mit einem Bettvolumen von 37 ml unter diesen Betriebsparame-
tern {iber eine sehr geringe Produktivitat von 2,4 mgpmt-kg;&j-h‘l, weshalb der chroma-
tographische Ansatz zur Aufreinigung von Molkeproteinen voraussichtlich als unrentabel
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einzustufen ist. Zusatzlich wurden die Materialien auf einen moglichen Einsatz im Expan-
ded Bed Betrieb getestet. Experimentell konnte kein Expanded Bed aus den sphérischen
Formen der Materialien erzeugt werden und auch theoretische Betrachtungen belegen,
dass sowohl die PartikelgroBe als auch die Dichte der untersuchten Materialien fiir einen
solchen Einsatz zu hoch sind. Beide Materialparameter sind bei kommerziellen Expanded
Bed Materialien deutlich geringer als bei den betrachteten Adsorbentien der Siid-Chemie
AG. Bei der Adsorption von Molkeproteinen an Adsorbentien in Pulverform im Techni-
kumsmaBstab zeigt das Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991) deutliche Zunahmen
in der Gesamtproteinbindung bei steigender Adsorbensmasse. Mit zunehmender Adsor-
bensmenge findet nach der Bindung von BLG auch eine verstarkte Bindung von ALA
statt. Bei der niedrigeren Adsorbenskonzentration von 66 g4, - 17! wird BLG, dessen An-
teil am Gesamtprotein 54 % betragt, nur unvollstindig gebunden. Die Bindung von BLG
ist bei 166 g44 - |71 vollstandig, jedoch findet bei dieser Adsorbenskonzentration auch eine
zusatzliche Bindung von ALA statt Das liber Protein-Protein-Wechselwirkungen gebun-
denes ALA wird bei den Waschschritten wieder vom Adsorbens entfernt und das eluierte
Protein besteht hauptsichlich aus BLG. Das Adsorbens aus ~y-Aluminiumoxid (EX M 1986)
kann sowohl ALA als auch BLG direkt und ohne Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
binden. Eine Erhohung der Adsorbenskonzentration bei der Adsorption von Molkeprotei-
nen an das Adsorbens in Pulverform EX M 1986 im TechnikumsmaBstab geht mit einer
Erhohung der Gesamtproteinbindung von 42 % auf 77 % einher. Auch bei diesem Adsor-
bens bewirkt die Erhohung der Adsorbenskonzentration tiber 100 g4, - 1! keine Erhéhung
der eluierten Proteinmenge bezogen auf das gebundene Protein. Zusatzlich gebundenes
Protein geht dabei nur zu sehr geringen Mengen iiber die Waschschritte verloren, die
Elution wird anstatt dessen mit steigender Adsorbenskonzentration zunehmend unvoll-
standig. Das Optimum fiir die Proteinaufarbeitung liegt somit bei beiden Adsorbentien bei
100 gaq - I7!. Dies wird durch die Ergebnisse aus der Betrachtung der Einzelproteine iiber
zunehmende Adsorbenskonzentrationen bei der Proteinadsorption im LabormaBstab und
Adsorptionsisothermen aus dem chromatographischen Ansatz bestatigt. Die Kapazitaten
der Pulver liegen erwartungsgemaB deutlich {iber den im chromatographischen Ansatz
ermittelten Werten der granularen und spharischen Darreichungsformen der Materialien.
Der Einsatz von Partikeln sollte die Abtrennung der festen Phase von der Fliissigphase
erleichtern. Hierfiir wurden Partikel aus Siliziumoxid (EX M 1907) und ~-Aluminiumoxid
(EX M 2070) auf ihre Stabilitat in einem Testverfahren nach UNILEVER untersucht. Da-
bei konnte keine nennenswerte Zerstorung der Partikel beobachtet werden. Versuche im
Riihrkessel zeigten jedoch, dass die Abriebsversuche nach UNILEVER fiir dieses System
mit in das Material eingetauchten Riihrerblattern und Stromstorern nicht hinreichend wa-
ren. Es wurde besonders fiir das partikuldre Adsorbens aus -Aluminiumoxid (EX M 2070)
ein starker Abrieb festgestellt, welcher sich durch eine deutliche Triibung der Lésungen
bemerkbar machte. Da dies in jedem Fall in einer zusatzliche Abtrennoperation des Ab-
riebs resultiert, entfiel der Vorteil der erleichterten Phasentrennung durch den Einsatz
von Adsorbenspartikeln trotz vielversprechender Adsorptionsergebnisse. Zudem liegen die
Werte fiir Proteinbindung und -elution deutlich unter denen ermittelt fiir die Adsorben-
tien in Pulverform Einen starken Einfluss auf die Proteinadsorption haben die Salze der
Molke, welche zuvor schon in der Chromatographie fiir die Abweichungen der Ergebnisse
von den Ergebnissen aus idealisierten Adsorptionsversuchen unter Einsatz niedermolaren
Puffers und Modellproteinen verantwortlich waren. Ab Beginn der Adsorption war auch
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6 Abschliefende Diskussion und Ausblick

im Riihrkessel stets ein deutlicher Abfall des Leitwertes, ein Indikator fiir den lonengehalt
von Losungen, zu beobachten. Der negative Einfluss der Salze auf die Proteinadsorption
wurde dariiber hinaus durch Adsorptionsversuche mit zusatzlicher Salzsupplementierung
bestatigt (Kap. 5.4.3). Mit steigender zusatzlicher Salzkonzentration konnte eine stetige
Abnahme der adsorbierten Proteinmenge beobachtet werden. Dieser Einfluss der Salze
auf die Proteinadsorption ist fiir Adsorbentien aus Siliziumoxid, bei denen die Wechselwir-
kungen zwischen Materialoberfliche und Protein hauptsdchlich auf hydrophoben Wech-
selwirkungen beruht, deutlich geringer als fiir Adsorbentien aus y-Aluminiumoxid, deren
Wechselwirkungen zwischen Materialoberfliche und Protein vorwiegend ionischer Natur
sind. Bei der Proteinadsorption im Riihrkessel zeigt Lactose keine Wechselwirkungen mit
den eingesetzten Adsorbentien und verlasst das System iiber die Waschschritte. Bestatigt
wurde diese Beobachtung durch die Ergebnisse aus Batchversuchen mit den Adsorbentien
aus Siliziumoxid (EX M 1907) und ~-Aluminiumoxid (EX M 2070), in welchen die Bilanz
der eingesetzten Lactose iiber die Waschschritte geschlossen werden konnte (Kap. 5.4.4).
Des Weiteren konnten keine nennenswerten Mengen an Lactose in Elutionsproben wieder-
gefunden werden. Somit ist eine Wechselwirkung zwischen Lactose und den Materialien
aus Siliziumoxid und ~-Aluminiumoxid ausgeschlossen. Basierend auf den Ergebnissen aus
Adsorptionsisothermen, Adsorptionsversuchen im LabormaBstab und Riihrkesselversuchen
im TechnikumsmaBstab wurde ein Riihrkesselprozess in SuperPro Designer ausgelegt. Der
Prozess besteht aus zwei parallel arbeitenden Riihrkesselkaskaden, von denen jede aus
je drei Riihrkesseln besteht. Die Phasentrennung erfolgt mittels Mikrofiltration und die
Hauptproduktstrome werden vor ihrer Spriihtrocknung zu den Hauptprodukten ALA und
BLG mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. In der ersten Riihrkesselkaskade wird BLG aus
dem Edukt Diinnmolke an ein pulverférmiges Adsorbens aus Siliziumoxid (EX M 1991)
gebunden. Das Adsorbens wird anschlieBend mit Wasser gewaschen und mit 0,5 M NaOH
eluiert. In der zweiten Riihrkesselkaskade wird ALA mittels eines Adsorbens in Pulverform
aus y-Aluminiumoxid (EX M 1986) aus der an BLG abgereicherten Diinnmolke entfernt.
Der nach der Abreicherung beider Protein-Hauptkomponenten der Molke verbleibende
Lactosestrom verldsst die Anlage und konnte beispielsweise klassisch in einer Ultrafiltrati-
onsanlage weiter aufgearbeitet werden. Die Produktivitdt war bei dem Batch-Ansatz mit
10,3 gpmt-kg;lld‘h‘1 wesentlich héher als im chromatographischen Ansatz. Die Rentabilitat
des vorgestellten Verfahrens lasst sich unter verschiedenen Aspekten beleuchten. Die maB-
gebliche EinflussgroBe ist hierbei der Verkaufspreis der erzeugten Molkeproteine. An ein-
zelnen Proteinen angereicherte Proteinfraktionen, erzeugt mittels Ultrafiltrationsverfahren,
erzielen in der Nahrungsmittelindustrie, z.B. fiir Baby- oder Sportlernahrung, Verkaufsprei-
se um die 100 $-kg=! (entspricht 75,52 €) (Buchholz, 2010). Bei diesen Verkaufspreisen
wird es sehr schwierig sein, gegen das giinstige Massenverfahren der Ultrafiltration inner-
halb von 5 Jahren wirtschaftlich zu arbeiten. Bei hinreichender Einzelkomponentenreinheit
und einem Einsatz dieser Fraktionen, z.B. als Zutaten fiir Functional Foods, Nutraceuticals
oder medizinisch wirksame Zusatzstoffe, sollen die Molkeproteine einen Marktwert von bis
zu 600 $ (umgerechnet 453 €) erzielen konnen (EI-Sayed, 2011; Smithers, 2008). Wirt-
schaftlichkeitsberechnungen mit SuperPro Designer ergaben eine voraussichtliche Rentabi-
litdat der Anlage in unter 5 Jahren fiir diesen Marktwertbereich der Produkte. Andere Auto-
ren wie El-Sayed (El-Sayed, 2010) hingegen gehen von einem Einkaufspreis von 15 £-kg~!
(umgerechnet 18 €-kg™!) fiir Molkekonzentrat und einem Marktwert von 350-10% £-kg~!
(umgerechnet 419-10% €kg!) fiir ALA und 30-10% £kg~' (umgerechnet 36-10% €kg')

114



fir BLG aus. Hierbei wurden vermutlich die Marktpreise der Proteine in hochreiner Form
und nicht die Marktpreise von Proteinfraktionen, angereichert mit diesen Proteinen, als
Zahlenwerte fiir die wirtschaftliche Betrachtung des Prozesses herangezogen. Der exakte
Marktwert aufgereinigter Proteine richtet sich namlich maBgeblich nach deren Reinheit. Ein
wichtiger weiterfiihrender Schritt des in dieser Arbeit vorgestellten Aufarbeitungsprozesses
waren somit dessen Umsetzung in einer Pilotanlage und die Feststellung der Ausbeuten
und Reinheiten der Proteine unter Produktionsbedingungen.
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