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5 Zusammenfassung

Im Rahmen des Projektes wurde eine stationdre Phase mit einem definierten
Bindungsmotiv, basierend auf der instrAction® Technologie identifiziert, die den
zwitterionischen Wirkstoff Imipemen unter den Fermentationsbedingungen dessen
Herstellung (pH-Wert von 7,4) nahe dem pl-Wert des Zielmolekuls bindet. Unter
diesen Bedingungen kann mit einem konventionellen lonenaustauscher keine
Bindung erreicht werden. Des Weiteren wurde erstmals die instrAction
Beschichtungtechnologie auf ein magnetisches Tragermaterial Ubertragen. Dazu
wurden neue Beschichtungsverfahren untersucht.

Zur gezielten Untersuchung sowohl der Adsorption als auch der Elution zwischen
Adsorbersubstrat und Antibiotikamolekal wurden FTIR-ATR sowie UV/Vis
spektroskopische Methoden verwendet und weiterentwickelt. Es konnten die
Adsorbermaterialien und die Antibiotikamolekule im geldsten und adsorbierten
Zustand charakterisiert, sowie die Bindungskinetik analysiert werden. Die Zuordnung
relevanter IR-Markerbanden erfolgte mit Hilfe quantenchemischer DFT Rechnungen.
So wurde eine Reihe von Adsorberphasen auf ihr Adsorptionsvermdgen hin
untersucht, sowie an dem Modellsystem XAD 16 — Cephalosporin-C (CPC) der
gesamte Zyklus (Suspension — Adsorption — Elution) spektroskopisch erfasst. Weiter
wurden durch UV/VIS — Spektroskopie Kontrollexperimente zur Adsorptionsausbeute
und zur Antibiotika-Degradation durchgeflhrt.

Die von der instrAction entwickelten Adsorber wurden anhand von
Adsorptionsisothermen untersucht. Die Adsorptionsparameter wurden im Rahmen
des Projektes optimiert um eine Degradation des Antibiotikums wahrend der
Aufarbeitung zu minimieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Adsorber stabil in
mehreren Zyklen einsetzbar sind, jedoch aufgrund unzureichender Elution nach dem
ersten Adsorptionszyklus an Kapazitat einbufden.

Am Umwelt-Campus Birkenfeld der FH Trier wurde eine Messmethode zur direkten
optischen Beobachtung der Anlagerungszonen magnetischer Mikrosorbentien im
HGMS-Filter unter Wirkung des aulReren Magnetfelds konzipiert, aufgebaut und
angewendet. Dazu war es notig, die Filterkammer sowie die Filtermatrix neu zu
konstruieren. Neben der kontinuierlichen Aufnahme und der vollautomatischen
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Auswertung mittels Bildanalyse wurde diese als Inline-Analytik realisiert sowie eine
Strategie zur Prozess-Steuerung erarbeitet. AuRerdem wurde ein Prozessschritt zur
Wiedergewinnung und Resuspendierung der magnetischen Mikrosorbentien
aufgebaut und untersucht.

Die Abtrennung von Biomasse und filamentdos wachsendem Mikroorganismus von
den Mikropartikeln ist nicht gegluckt, sodass fur den Aufbau eines kompletten
Prozesses eine Vorfiltration des Mediums vorgesehen wurde. Zur Realisierung der
Fermentation eines Antibiotikums mit integrierter Aufarbeitung mittels Hochgradient-
Magnetseparation (HGMS) wurde an der TU Kaiserslautern eine Reaktorkaskade
bestehend aus zwei Reaktoren und dem HGMS aufgebaut und charakterisiert. Das
Problem der Biomasseruckhaltung konnte bisher noch nicht abschlielend gelost
werden, die Kaskade stellt jedoch einen vielversprechenden Ansatz zur

Antibiotikaherstellung mit kontinuierlicher Produktabtrennung dar.



6 Bericht

6.1 Anlass und Zielsetzung

Ziel des geforderten Projektes ist die selektive Isolierung von fermentativ
hergestellten B-Lactamantibiotika aus komplexen, hochviskosen Stoffgemischen
unter anschlielender magnetischer Separation. Das Verfahren soll im frihen
Stadium der Aufarbeitung eingesetzt werden, um die hydrolyseempfindlichen
Carbapenem-Antibiotika zu stabilisieren und damit die Ausbeute an Produkt zu
erhdhen.

Die Gewinnung von Antibiotika aus Fermentationsbrihen ist ein bereits
vieldiskutiertes Problem in der Aufarbeitung dieser Verbindungen. p-Lactam-
Antibiotika werden in wassrigen Losungen produziert. Sie sind nur unter hohem
Aufwand aus diesen Medien zu isolieren, da sie gut wasserloslich sind und einen
zwitterionischen Charakter besitzen. Ein weiteres Problem stellt das Medium selbst
dar, aus dem die Lactame isoliert werden sollen. Diese beinhalten fur die Produktion
essenzielle Zusatze, welche ahnliche chemische und physikalische Eigenschaften
aufweisen wie das Zielprodukt. Eine Aufarbeitungsmethode schlagt die direkte
Bindung auf basischen lonentauscherharzen vor. Die in der Fermentationsbrihe
enthaltenen anorganischen lonen fuhren jedoch zu unspezifischen Adsorptionen auf
dem Adsorberharz, so dass ein gravierender Einbruch in der Adsorptionskapazitat zu
verzeichnen ist. Aus diesem Grund erhohen sich die Aufarbeitungsschritte und damit
auch die Stoffstrome. Ein weiterer Ansatz fur die Aufarbeitung ist die Verwendung
von aromatischen Adsorbern wie XAD 2, 4 und 16. Diese Adsorber zeigen keine
unspezifischen Wechselwirkungen gegenuber anorganischen lonen und aufgrund
ihrer hohen Porositat auch groRere Maximalbeladungen pro Gramm Adsorber als
basische lonentauscher. Allerdings erhdht sich durch die Porositat auch die
Adsorptionszeit aufgrund von  Diffusionseffekten, was sich bei den
hydrolyseempfindlichen B-Lactam-Antibiotika in einem erheblichen Produktverlust
niederschlagt.

Beide Aufarbeitungsmethoden sind fur B-Lactam-Antibiotika in wassrigen Losungen
einsetzbar, zeigen jedoch in Fermentationsmedien einige Schwachen. Eine

Kombination beider Methoden auf einem Adsorber kdnnte hier zu einer deutlichen
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Steigerung der Effizienz fuhren und somit Aufarbeitungsschritte und Losungsmittel
einsparen. Durch die magnetische Separation im HochGradienten MagnetSeperator
(HGMS) ist eine Fest/Fest/Flissig-Trennung und somit zusatzlich ein erheblicher
Zeitgewinn im Downstream-Prozess maoglich. Es kommt zu weiteren Einsparungen
an Losungsmittel und Energie innerhalb des Prozesses, was in 0kologischer Hinsicht
einen interessanten Aspekt darstellt.

Im Projekt soll zunachst die Beschichtung verschiedener magnetisierbarer Partikel
sowie die Synthese selektiver Rezeptorphasen fir Carbapeneme realisiert werden.
Zur ldentifikation des Adsorbers mit optimaler Bindungskinetik, bester
Bindungskapazitat, gunstigsten Bedingungen fur Elution und damit vollstandiger
Entfernung der Antibiotika, werden Trennversuche zur Bestimmung von Reinheit und
Ausbeute des Zielprodukts in Modellmedien durchgefuhrt und
Bindungseigenschaften sowie Hydrolyseprozesse mit Hilfe von HPLC-Methoden und
photometrisch mittels UV/Vis-Spektroskopie charakterisiert. Die Bestimmung der
Bindungskinetik und Oberflachenbeladung erfolgt mittels FTIR-ATR-Spektroskopie.
Zur Beurteilung und Steuerung der Magnetfiltration wird eine neue optische In-line-
Analytik in das HGMS-System integriert werden. Nach Abschluss der
Charakterisierung und Optimierung der Modellsysteme soll eine Integration in den
B-Lactam-Fermentationsprozess vorgenommen werden. Ziel ist die kontinuierliche

Abtrennung des Antibiotikums aus der Fermentationsbruhe.

6.2 Verwendete Methoden

6.2.1 Wasseraufnahmekapazitat (WAK)

Die Bestimmung der Wasseraufnahmekapazitat ist eine wichtiger Parameter fur die
Beschichtung von porésen Materialien mit der instrAction® Technologie. Das
getrocknet Tragermaterial wird in Filterzentrifugenvials eingewogen und mit Wasser
versetzt. AnschlielRend wird das Wasser aus dem Zwischenkornvolumen in einer
Minispin bei 13.400 Upm herausgeschleudert. Die immer noch mit Wasser gefillten
Partikel werden gewogen und aus der Differenz kann uber die Dichte das

Porenvolumen berechnet werden.



6.2.2 Inverse GroRenausschluBchromatographie (GPC)

Bei der inversen GPC wird die PorengroRenverteilung fur ein Tragermaterial
ermittelt. Dabei werden Polymerstandards (PMMA) mit einem definierten
hydrodynamischen Radius, die keine Retention auf dem Tragermaterial haben
durfen, auf eine Saule aus dem Tragermaterial injiziert. Aus der Verschiebung der
Retentionszeiten fur die unterschiedlich groRen Polymerstandards wird das
zugangliche Porenvolumen fur den jeweiligen Standard ermittelt. Aus den
Messwerten, die das fur den jeweiligen Polymerstandard zugangliche Porenvolumen

darstellen, lasst sich dann eine PorengroRenverteilung berechnen.

6.2.3 Eingesetzte kommerzielle Adsorber

XAD 4: Polystyrol basierte nicht ionische Beads mit Partikeldurchmesser
zwischen 0,49 bis 0,69 mm, einer spezifischen Oberflache von 850 m%/g

und einer Porositat von 0,5 ml/ml

IRA 67: Schwach basischer unpordser lonentauscher auf Acrylbasis mit einer
spezifischen Oberflache von 0,7 m?/g und tertiarem Amin als funktionelle
Gruppe. Der Beaddurchmesser betragt 0,3 bis 1,2 mm

Orica: Stark basischer unpordser magnetisierbarer lonentauscher mit einer
spezifischen Oberflache von 5,1 m?/g und tertiarem Amin als funktioneller

Gruppe. Der mittlere Partikeldurchmesser betragt 0,18 mm.

IRA 400: Stark basischer pordser lonentauscher auf Polystyrolbasis und quartaren
Aminen als funktionelle Gruppe. Das Adsorberharz liegt in der CI" Form

vor. Der Beaddurchmesser betragt 0,6 bis 0,75 mm

InstrAction-Phasen: ND 11490: Silicagel mit optimierter Derivatisierung
(Palmoylsaure + Sulfobenzoesaure); CV11005: magnetisches
Silicapartikel mit gleicher Derivatisierung wie ND 11490 ; ND11835:
Gleiches Partikel wie CV11005 mit gleicher Derivatisierung und

anschlieBender Acetylierung der restlichen Aminogruppen; ND12195:



gleiches Partikel wie CV11005 mit veranderter Derivatisierung (ohne

Sulfonsaure-Gruppen)

6.2.4 Adsorptionsuntersuchungen an kommerziellen Adsorbern
und der instrAction-Phasen

6.2.4.1 Vorbehandlung der Adsorber

XAD 4:

IRA 67:

IRA 400:

Orica:

instrAcion:

Waschen der Partikel mit Methanol um die Salze fur die Lagerung
herauszuwaschen. Danach werden die Absorber in dest. Wasser zur

weiteren Verwendung gelagert und eingesetzt [1].

Zunachst Waschen der Absorber mit dest. Wasser um auch hier Salze
der Lagerung zu beseitigen. Danach werden die Adsorber mit 1 M NaOH
vorbehandelt um dann mit 1 M Essigsaure in die Acetat-Form Uberfuhrt

zu werden [2].
siehe IRA 67

Diese magnetisierbaren Beads liegen in Losung vor und werden
zunachst mit Wasser gewaschen und im Trockenschrank getrocknet.
Danach werden die Adsorber genau wie IRA-67 mit 1 M NaOH
vorbehandelt um dann mit 1 M Essigsaure in die Acetat-Form Uberfuhrt

zu werden [2].

Eine Vorbehandlung der Partikel ist nicht notwendig. Die Partikel kbnnen

direkt eingesetzt werden.

6.2.4.2 Adsorption und Elution von Cephalosporin C uber die Zeit

Die Anfangskonzentration von CPC betragt 1g/L in 50 ml Puffer. Mit 0,1 M
Essigsaure/NaOH-Puffer wird der pH-Wert auf 3 eingestellt. Von allen Adsorbern

wurde jeweils 1 g/L eingesetzt. Die Probenahme erfolgt jeweils alle zwei Minuten. Die

CPC Konzentrationen des Uberstandes wurde mittels UV-Vis-Spektroskopie am

Absorptionsmaximum des Antibiotikums von 260 nm ermittelt. Bei der Untersuchung

der Elution werden 50 ml des entsprechenden Eluenten (Zusammensetzung siehe
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Punkt Elution) und 1 g/L der beladenen Adsorber eingesetzt. Auch hier erfolgt die

Probenahme alle zwei Minuten.

6.2.4.3 Adsorptionsisothermen

Zur Erstellung einer Adsorptionsisotherme wurden die CPC Ausgangs-
konzentrationen 1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L, 5 g/L, 7 g/L, 9 g/L, 11 g/L, 13 g/L, 15 g/L
eingesetzt. Der pH-Wert wurde mit 0,1 M Essigsaure/NaOH auf 3 und 4 eingestellt.
In 1 ml der Lésungen verschiedener CPC-Konzentrationen wurden jeweils 20 mg des
entsprechenden Adsorbermaterials zugegeben. Die Adsorptionszeit betrug 1 Stunde
bei 25 °C. Die Gleichgewichtskonzentrationen der Uberstande nach der Adsorption
wurden mit Hilfe der HPLC-Analytik ermittelt. Die spatere Adsorption wurde im realen

Fermentationsmedium folgender Zusammensetzung durchgefuhrt:

Tab.1: Zusammensetzung des Fermentationsmediums (Hauptkultur) far
Streptomyces sp. zur Adsorption des Imipenems:

Konzentration

Bestandteil [9/1]
Glucose 35
MgSQO, 6,67
H,KPO, 3,1
FeSO, 0,09
MnSO, 0,03
ZnS0O, 0,02
(NH,4).SO4 4,2
CuSO, 0,02
Na,SO, 5
Urea 21
Serin 1
DL-Methionin 14,67
Sojadl 40

Im Fall von Imipenem wurden zur Erstellung der Adsorptionsisothermen die
Ausgangskonzentrationen 0,05 g/L; 0,1 g/L; 0,2 g/L; 0,4 g/L; 0,6 g/L; 0,8 g/L; 1 g/L;

2g/L; 4 g/L; 6gl/L; 8 g/L; 10 g/L eingesetzt. Als Ldsemittel fur das Imipenem diente
8



zunachst eine 15 mM NaCl, 35 mM Natriumacetat L6ésung (pH 7,5). Aliquots von 1 ml
der verschiedenen Imipenem-Konzentrationen wurden jeweils zu 20 mg des
entsprechenden Adsorbermaterials zugegeben. Die Adsorptionszeit betrug
anfanglich 1 Stunde bei 25 °C und wurde spater auf 10 Minuten reduziert. Die
Gleichgewichtskonzentrationen der Uberstéande nach der Adsorption wurden mit Hilfe
der HPLC-Analytik ermittelt. Die spateren Adsorptionsuntersuchungen erfolgten im

realen Fermentationsmedium folgender Zusammensetzung:

Tab.2: Zusammensetzung des Fermentationsmediums fur Streptomyces sp. zur
Adsorption des Imipenems:

Konzentration

Bestandteil [9/L]
Glycerin 80,00
K HPO, 2,00
MgSO, 2,00

Sojamine 25,79

Hefeextrakt 7,64

6.2.4.4 Elution

Die beladenen Adsorber werden zunachst mit 1 mL des Adsorptionspuffers
gewaschen, um unspezifisch gebundenes Antibiotikum zu entfernen. Als
Elutionsmittel fur XAD 4 und Cephalosporin C werden 2 ml einer 50 % (v/v)
Methanol-Losung eingesetzt. Fur IRA 67 und Orica Partikel werden 2 ml einer 0,1 M
Kaliumacetat-Lésung bei pH 6,5 eingesetzt [2]. Die Elutionszeit betragt 1 Stunde bei
25 °C. Auch hier wurden die Konzentrationen mittels HPLC bestimmt.

Im Falle von Imipenem wurde ein Eluent mit 1 M Natriumacetat/Ethanol/H20 (1:1:1)
eingesetzt. Die Elutionszeit betrug zu Beginn 60 Minuten und wurde im Laufe des

Projektes auf 10 Minuten reduziert.

6.2.4.5 Spektroskopische Untersuchungen

Far die Aufnahme der Schwingungsspektren wurden zwei FTIR-ATR Spektrometer
(Perkin-Elmer, Spektrum100; Thermo-Fischer, Nicolet380) verwendet. Komplementar

wurde auch die FT-Raman Spektroskopie erprobt (Bruker RFS100S).
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Photometrische Untersuchungen wurden am UV/VIS-Spektrometer V670 (Jasco)
durchgefuhrt. Eine Analyse und Zuordnung der in den IR-Spektren auftretenden
Schwingungsbanden erfolgte Uber quantenchemische Simulationen der Antibiotika
mittels GAUSSIAN (Basissatz B3-LYP; 6-31-Gd). Alle Messungen wurden bei

Raumtemperatur durchgefuhrt.

6.2.5 Optimierung der Hochgradienten Magnetseparation

6.2.5.1 Eingesetzte Filterkammern

Die verschiedenen Separationsexperimente wurden mit dem HGF-10
Permanentmagnet-System der Firma Steinert GmbH durchgefihrt. Die
magnetisierbare Matrix dieses Systems wird von einer Reihe gestapelter Drahtgitter
aufgebaut. Sie beinhaltet zwei verschiedene Gitter, wovon eine Sorte magnetisierbar
ist (ferromagnetisches Material DIN 1.4106) und die andere als Spacer zwischen den
magnetisierbaren Gittern aus einem nicht ferromagentischen Material (DIN 1.4571)
besteht (siehe Abb. 1). Diese nicht magnetisierbaren Gitter nehmen einen grof3en
Raum in der Filterkammer ein, der fur die Partikelseparation verloren geht und tragen
somit nicht zur magnetischen Separation der Partikel bei. Durch diesen Raumverlust
wechselt die Separation von einer reinen magnetischen Filtration zu einer
Tiefenfiltration. Dies fuhrt dazu, dass eine Separation der Magnetpartikel von nicht
magnetisierbaren Stoffen nur fur eine kurze Zeit garantiert werden kann. Im Rahmen
dieses Projektes soll die originale Filtermatrix so reduziert werden, dass die
Filtermatrix aus einem Minimum an Gitterstdben besteht die als Stromstorer dienen
und dennoch keine Verluste oder sogar eine Steigerung der Separationseffizienz

aufweisen.
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Abb. 1:  Separationskammer vor der Optimierung der Gittermatrix

Um herauszufinden, welche Gitterorientierung den grof3ten Beitrag zur
Partikelabscheidung liefert, wurde eine neue Trennkammer konstruiert, mit der die
Gitterorientierung in alle drei Raumrichtungen variiert werden kann (siehe Abb. 2).
Als magnetisierbares Gitter dienten Stabe der Materialbezeichnung DIN 1.4310.

Abb. 2: Verwendete Matrixorientierungen fir die Filterkammeroptimierung: a)
Einsatz fur die = HGMS-Filtrationskammer  fur  unterschiedliche
Gitterorientierungen, b) Filterkammer mit axialer Anordnung, c¢) simulierte

Gitterstruktur der Filterkammer, d) transversale Gitterstaborientierung und
e) axial Gitterorientierung.
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Anhand verschiedener Separationsexperimente wurde die Gittermatrix des Steinert
HGF-10 (siehe Abb. 2c) mit einer transversalen (Abb. 2d) oder axialen Anordnung
Abb. 2e) von Gitterstaben als Filtermatrix verglichen. Als Negativexperiment wurde
eine sogenannte parallele Anordnung verwendet bei der die Gitterstabe parallel
zum magnetischen Feld und senkrecht zum Flussigkeitsstrom platziert werden.
Diese Orientierung bildet keinen magnetischen Feldgradienten aus, sodass auch

keine Partikel magnetisch abgetrennt werden konnen.

Abb. 3:  Orientierung der magnetischen Stabe in a) Kkubischer und
b) rhomboedrischer Anordnung.

Als weitere Orientierungsmdglichkeit wurde eine kubische oder eine
rhomboedrische Anordnung in Betracht gezogen (siehe Abb. 3). Die Effizienz der
Separation wurde zunachst gravimetrisch bestimmt, indem nach einem bestimmten
Zeitinterval die Menge an separierten Partikeln auf der Filtermatrix quantifiziert
wurde. Ausgehend von diesem Wert wurde die Filterbeladung fur jede
Gitterorientierung berechnet. In weiteren Folgeexperimenten wurde die
Separationseffizienz ausgehend vom Filterkoeffizient berechnet, welcher mit Hilfe
von Durchbruchskurven bestimmt werden kann (siehe Kap. 6.2.3.2).

Fir eine transversal rhomboedrische Anordnung der Stabe wurden verschiedene
Kammereinsatze mit Gitterabstdnden zwischen 0,2 mm und 1,4 mm angefertigt

(siehe Abb. 4). Diese dienten der Identifizierung der optimalen Gitterabstande.
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Abb. 4:  Separationskammer  mit  verschiedenen Kammereinsatzen  fur
Gitterabstande zwischen 0,2 mm und 1,4 mm.

6.2.5.2 Aufnahme von Durchbruchskurven und Berechnung der
Filterkonstanten

Der Verlauf einer vollstandigen Beladung mit, an der Technischen Universitat
Kaiserslautern hergestellten, Silica-Partikeln bei einem Volumenstrom von
100 mI-min™ und deren Elution (500 mI-min™) aus dem HGMS ist in Abb. 5
dargestellt. Der Durchbruch der Partikelsuspension beginnt nach einer
Beladungsdauer von 4,5 min. Nach 9,5 min ist eine vollstandige Erschopfung der
Filterkapazitat zu erkennen. Die Maximalbeladung dieses Filters mit magnetischen
Partikeln betragt 4,17 g. Anhand der nachfolgenden Reinigungsspllung der Kammer
mit eingeschaltetem Magneten ab der 19,5 min ist zu erkennen, dass die Partikel
vollstandig im Magnetfeld zurtckgehalten werden. Erst nach der Entfernung des

aulleren Magnetfelds in der 27. Minute ist die Elution der Partikel zu erkennen.
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Abb. 5:  Durchbruchskurve magnetischer Partikel im HGMS: Magnetpartikel-
konzentration der eigens hergestellten Silica-Partikel am Ausgang des
HGMS-Filters. Bis zur 20. Minute ist die Beladung des Filters dargestellt.
Im Anschluss die Spulung (ab 22 min) und das Auswaschen (ab 27 min)
der Filterkammer.

Anhand solcher Durchbruchskurven konnen diverse Filterkonstanten berechnet

werden, die Aufschluss uber die Separationseffizienz geben. Bei der Aufnahme der

Durchbruchskurven  wird die  Partikelkonzentration am  Ausgang der

Separationskammer mittels Messungen der optischen Dichte zu verschiedenen

Zeitpunkten bestimmt. Mathematisch kann der Verlauf der Partikelkonzentration mit

folgender Gleichung beschrieben werden [3]:

c exp(05 " - o Vo " Ao " T) (1)

co exp(osl-cy vy Ao T)+exp(ly-Lp) —1

L

r=toF @)
VF

=20 3)
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co ist hierbei die Partikelkonzentration am Kammereingang, c¢ die
Partikelkonzentration am Kammerausgang, o die Sattigungskapazitat der
Filtermatrix, v, die Fluidgeschwindigkeit am Einlass, A, der initiale Filterkoeffizient, t
die Verweilzeit, definiert durch die Filtrationszeit t minus dem Quotienten aus
Filterlange Lg und Fluidgeschwindigkeit vg innerhalb des Filters, wobei vy eine
Funktion der Filterporositat « ist.

Diese Gleichung basiert auf der Theorie der Tiefenfiltration. Mit diesem Modell kann
die Kapazitat der Filtermatrix bestimmt werden und flr Vergleiche der
verschiedenen Gitterausrichtungen herangezogen werden. Dieses Modell Iasst sich
gut auf die HGMS anwenden, was ebenfalls im Rahmen der Experimente bestatigt

werden konnte (siehe Abb. 6).

1,04
QO LI
&)
(%]
c 0,8 .
% = Messpunkte ‘
< Fit Durchbruchskurve "
o ]
> 0,6
o
c
iel
-.(6 7]
= 0,4 ]
c
(0]
N
5
X 0,2

n n
-l--l-l-ll-l"‘.
O’O_l = T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Zeit [s]

Abb. 6:  Durchbruchskurve und Fit der Messwerte anhand Gleichung 1 basierend
auf der Theorie der Tiefenfiltration.

6.2.5.3 Simulation der Gittermatrix innerhalb der HGMS-
Filterkammer

Die Software COMSOL Multiphysics ist ein Programm, welches verschiedene
physikalische Modelle verbindet und auf ein einziges simulatives Problem anwendet.
Die hier genutzte Simulation basiert auf Grundlagen der Magnetostatik und des
inkompressiblen Navier-Stokes Modells.

15



Mit Hilfe des Moduls zur Magnetostatik kann auf Grundlage der Maxwell’'schen

Gleichungen das magnetische Feld simuliert werden. Anhand von Oberflachenplots
ist in jedem Punkt der Simulation die magnetische Feldstarke H bestimmt.

Ausgehend von diesen Simulationen kann die magnetische Kraft ﬁM berechnet

werden, die auf die magnetischen Partikel wirkt:

ﬁMzuO-g-n-rP-X-ﬁ-gradﬁ (4)

wobei u, die Permeabilitatskonstante des Vakuums, r, den Partikelradius der
magnetischen Komponente des Magnetpartikels und x die Suszeptibilitat der
magnetischen Partikel darstellt. Die Suszeptibilitat der hier verwendeten Partikel
wird definiert als x = 0,61, was einer Suszeptibilitdt von Magnetit bei 1T [4]
entspricht. Die Suszeptibilitat ist von der Form und GroRRe der Partikel abhangig,
diese Abhangigkeit spielt jedoch fur das betrachtete Modell keine Rolle, da dieser
Wert in allen Simulationen konstant gehalten und die Ergebnisse flr den Vergleich
der Matrixorientierungen untereinander herangezogen werden. Eine quantitative
Beschreibung der Partikeltrajektorien soll hierbei nicht erreicht werden.

Die fluiddynamischen Ablaufe flr inkompressible viskose Flussigkeiten wird mit
Hilfe der Navier-Stokes Gleichung beschrieben. Die Kraft l_fD, die auf die Partikel
durch den Flussigkeitsstrom wirkt, kann mit Hilfe folgender Gleichung berechnet

werden:

F)D:6'T['T]'rp'v (5)

wobei 1 die dynamische Viskositdt, rp den Partikelradius und Vv die
Fluidgeschwindigkeit beschreiben. Die Simulationen wurden zunachst in 2D

durchgefuhrt und alle Krafte in x und y Richtung berechnet.
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Darstellung selektiver Adsorberphasen

Das Projekt wurde mit der Identifizierung eines Bindungsmotivs begonnen. Fur die
Suche einer selektiven Adsorberphase, auf Basis der Netzwerktechnologie flr das
sehr polare und zwitterionische Imipenem, wurde ein Screening von Uber 200 Saulen
aus der patentgeschutzten Phasenbibliothek der instrAction GmbH durchgefuhrt. Bei
der Wahl der Screeningbedingungen wurden die lonenstarke und der pH-Wert des
Fermentationsmediums imitiert. Fir die Adsorption an eine instrAction Phase (ISP)
wird eine ionische Wechselwirkung bzw. ein rein lipophiler Bindungsmechanismus
nur zu sehr geringer Retention fuhren. Die Phase muss daher aus einer Kombination
mit stark polaren, gegebenenfalls ionischen Gruppen, und stark lipophilen Gruppen
bestehen. Liganden des polymeren Netzwerkes, die aromatische Struktureinheiten
besitzen, konnten von Vorteil sein. Gemal der Theorie publiziert von Withesides et
al. [5] multiplizieren sich die individuellen Bindungsstarken. Diese Modellvorstellung
konnte durch die im Screening gefundene Phase bestatigt werden.

Tab. 3: Ergebnisse des Screenings beispielhaft an zwei Phasenmotiven BD 06134
und ND 06256 gezeigt.

Beladung Imipemen

(ma/mL] ND 06134 ND 06256
k'-Wert isokratisch: 0,3 2,8 8,0
15 mM Na,HPO,+
35 mM NaCl; pH 7,0 1 2,6 6,1
OH (0}
: o/
Struktur der \ Vi Polymer
Liganden der °
stationaren Polymer——NH

instrAction Phasen oH

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde auf kieselgelbasierten Tragermaterialien der

instrAction GmbH eine spezielle Phasenbibliothek mit 24 Eintragen synthetisiert, die

sowohl die aromatischen Wechselwirkungen anspricht, als auch stark ionische

Gruppen enthalt. Diese neuen multimodalen Motive zeigten alle mindestens einen

vergleichbaren k’-Wert, wie die Ausgangshitphasen aus dem ersten Screening. Der
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k’-Wert ist ein Mal} fur die GroRe der Bindungskonstante unter den gegebenen
Chromatographiebedingungen. Bei einer ganzen Reihe dieser Phasen wurden sogar
deutlich héhere k’-Werte Tab. 4; z. B. ND 10322 k’-Wert >36) gefunden.

Tab. 4:  Auswahl der Ergebnisse (k’-Werte) der optimierten Phasenbibliothek

Phase ND ND ND ND ND ND ND
10315 10316 10327 10328 10317 10322 10321

k-Werte® 9,89 5,43 6,11 13,00 26,10 >36 19,23

(@) Saule 40 x4 mm Gradient: 15mM NaOAc + 35 mM NaCl (pH 7) auf 15mM NaOAc + 1 M NaCl (pH 7)

400 Dbumb1 AL 10010 #7 [modified by mw] Dbumb1 Imipenem 1mg/ml in Mops pH 7,5 PV 100649 20,0pl UV VIS 3
m,

WVL:320 nm|

%D: 0,0 %
|| %C: 0,0 %

Abb.7: Elution von Imipenem von Phase ND 10322 unter simulierten
Fermentationsbedingungen

Die Elution des Imipenem (Abb. 7) findet erst beim Spulen der Saule mit 1 M NaCl-
Puffer statt. Ohne Anderung der Salzstarke ist fiir dieses Bindungsmotiv auf dem
instrAction Polymernetzwerk in endlicher Zeit nicht mit einer Elution des Imipenem
von der Phase zu rechnen. Diese deutliche Verbesserung der Retention kann durch
das Zusammenwirken der beiden aufgebrachten Gruppen erklart werden. Die Phase
ND 10317 enthalt nur den Liganden 1 und hat einen deutlich niedrigeren k’- Wert von
26 im Vergleich zu der Phase ND 10322, die noch einen weiteren Liganden mit einer
starken ionischen Wechselwirkung enthalt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung der Adsorberphase war die
Stabilisierung des Imipenems bzw. die Verhinderung der Bildung eines Imipenem-
Dimers durch Offnung des B-Lactam-Ringes unter den wéassrigen Bedingungen der
Fermentation. Um die Stabilitat des Imipenems unter den Bindungsbedingungen auf

der Phasenoberflache zu zeigen, wurden Fraktionierungen des Elutionspeak auf der
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Phase ND 10322 durchgefuhrt. Dabei wurde durch Verringerung der Flussrate durch
die Saule die Verweilzeit des Imipenem von 8 min auf 32 min erhoht. Die
Experimente wurden einmal mit und einmal ohne einen Anteil von 25% Methanol im

Elutionsschritt durchgefihrt. Das Eluat aus der Saule wurde in zwei getrennten

Fraktionen aufgefangen (siehe Abb. 8).

i w0 15mMNaH2PO4+35mM__ _ | 15mM NaH2PO4 + 1M NaCl
E VAN | Zeit NaClpH 7 1 pH7
E / h ! 0 100 | 0
/ N\ ! 40 100 [ 0

g / \\ | 40 0 ! 100

4 f )‘\\ . 90 0 ‘ 100

1 / N 90 100 i 0

E / : N \ 110 100 | 0

4 / | S :

] | ! \\ |

t |

UL / | — :

] ! TN

E : | TN
1 L1 ‘ L2 |

] (25-45 min ) (45-77 min) !

E 4 |

] t |

NaCl ph 7:0,0 % | I

Abb. 8:  Chromatogramm der Fraktionierung von Imipenem auf ND 10322

Dann wurde die Reinheit des Imipenem mit einer analytischen Methode auf einer
C-18 Saule untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass bei der Verwendung von 1 M
Natriumchlorid in Wasser fur die Elution keine weiteren Signale im analytischen
Chromatogramm detektiert wurden. Bei der Verwendung von zusatzlich 25%

Methanol im Elutionspuffer wurden nur in der spateren Elutionsfraktion ,L2% zwei

neue Signale gefunden.

2 - Dbumb2 AL 11001 #32 Dbumb2-Frak L2 PV 10649_unverdiinnt 100,04l

3 - Dbumb2 AL 11001 #32 Dbumb2-Frak L2 PV 10649_unverdiinnt 100,04l W_VIS 3

4 - Dbumb2_AL 11001 #32 Dbumb2-Frak L2 PV 10649_unverdiinnt 100,04 Ww_VIS 4
WVL:290 nm

Abb. 9:  Chromatogramm von Fraktion “L2"auf der analytischen C-18 Phase

Nur in dieser Fraktion ist das Imipenem mit Methanol als Lésungsmittel in Kontakt

gekommen. Eines dieser Signale liegt knapp Uber der Quantifizierungsgrenze. Fur
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beide wurde ein Absorptionsmaximum bei 290 nm gefunden. Dieses spricht gegen
die Bildung des Dimers auf der Phase, welches sein Absorptionsmaximum bei
375 nm hat.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der Ligandenverteilung auf der stationdren Phase
ND 10322 ein instrAction Bindungsmotiv gefunden wurde, das das Zielmolekul bindet
und es unter geeigneten Bedingungen wieder von der Phase eluiert wird. Ein sehr
wichtiger Aspekt scheint hier die Wahl des geeigneten Eluenten fir die Phase zu
sein.

Nachdem ein Adsorber flr das Imipenem gefunden war, stand als zweites grofRes
Ziel fur den Erfolg des Projektes der Transfer des Polymernetzwerkes auf einen
geeigneten magnetischen Trager an, um den Adsorber auch in der magnetischen
Separation einsetzen zu kénnen. In der folgenden Abbildung ist der generelle Aufbau

der instrAction Technologie dargestelit.

L
- - ®
Porose Polymer Ligand(en) lrlsstt:;_o«ctl_pn
Tragermaterialien + . ) + ] - ationare
Beschichtung mit Vielzahl - Phase
Kieselgel, Polyvinylamin und unterschiedlicher ) ]
Polystyrolbeats Fixierung durch Liganden sind auf Zeichnet snc_h
Quervernetzung . dem aus durch die
funktionalisierbaren Art und Anzahl
Netzwerk moglich. der Liganden
und deren
Ligandendichte

Abb. 10: Allgemeiner Aufbau der instrAction Technologie

Im Rahmen des Projektes soll die gefundene Beschichtung auf einen magnetischen
Trager Ubertragen werden. In der Regel sind die kommerziell erhaltlichen Partikel
nicht pordés und weisen eine geringe PartikelgroRe (<5 um) auf, um eine grolle
Oberflache fir die Adsorption zu bieten. Eine Reihe verschiedener verfligbarer
magnetischer Partikel wurde untersucht. Die nicht porésen Partikel lieken sich nicht
mit dem Ublichen Beschichtungsverfahren der instrAction GmbH beschichten. Die
Beschichtungen auf diesen Tragermaterialien fuhrten nicht zu hinreichend stabilen

Schichten fir die notwendige weitere Derivatisierung des polymeren Netzwerkes.
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Erst durch die Verfligbarkeit von porésen magnetischen Silica-Partikeln der Firma
Chemicell GmbH konnte die Grundbeschichtung flr das modifizierte instrAction
Polymernetzwerk stabil aufgebracht werden.

Die Partikel SIMAG/MP-Silanol der Firma Chemicell wurden getrocknet und die
Pordsitat mittels der Wasseraufnahmekapazitat bestimmt. Die Partikel nehmen ca.
0,39 mL/g Wasser auf. Das Material hat nur ca. 40 % des Porenvolumen, das bei
einem HPLC-Kieselgel gemessen wird. Die inverse GPC Messung zeigt eine sehr
breite Porengrofenverteilung zwischen 10 und 200 nm. Dieses Material bietet
weiteres  Optimierungspotenzial fir die Beschichtung mit der instrAction®
Technologie, reprasentiert jedoch den geeignetsten zurzeit verfligbaren magnetische
Trager.

Der Beschichtungsprozess besteht aus zwei Schritten. Im ersten Schritt wird die
aufzubringende Menge Polymer (Polyvinylamin mit definierten Eigenschaften) in die
Poren des Tragers geflllt. Im zweiten Schritt werden die einzelnen Polymerfaden, die
sich unter bestimmten Bedingungen wieder vollstandig von dem Trager herunter
waschen lassen wirden, mit einem Vernetzter (Moleklile mit zwei reaktiven
Endgruppen) versetzt und es wird ein stabiles Polymernetzwerk auf dem Trager
gebildet, das nicht mehr heruntergewaschen werden kann. In der folgenden
Abbildung ist ein beschichtetes Material BV 11220 als Lichtmikroskop-Aufnahme zu

sehen.

Abb. 11: Magnetische Partikel BV 11220 als Lichtmikroskop-Aufnahme

Bei diesem Beschichtungsversuch wurde das instrAction Grundpolymer aufgebracht,
erfolgreich vernetzt und damit fest auf dem Trager immobilisiert. Diese Grundphase
zeigt eine statische Anionenkapazitat von 550 pmol/g. Diese lonenkapazitat
entspricht dem erwarteten Wert fur die aufgebrachte Menge an Polymer. Damit ist

eine erfolgreiche stabile Beschichtung auf einem magnetischen Trager maoglich, die
21



analog den Leitmotiven auf den ublichen Kieselgeltragern derivatisiert werden kann.
Die Derivatisierung der multimodalen Phase erfolgt anschlieRend ebenfalls in zwei
Schritten. Im ersten Schritt wird als Ligand ein Molekul eingebracht, das
hauptsachlich lipophile Wechselwirkungen mit dem Zielmolekile einbringt. In der
zweiten Stufe wird ein Ligand eingebaut, der fur  eine starke ionische
Wechselwirkung auf der Oberflache der instrAction Phase sorgt. In der folgenden
Abbildung ist die PorengrélRenverteilung einer derivatisierten Phase auf dem
magnetischen Trager gezeigt. Hier zeigt sich, dass die Poren auf dem Trager nach
der Beschichtung und Derivatisierung immer noch zuganglich sind. Die Poren haben
einen mittleren Durchmesser von deutlich dber 100 nm. Das bedeutet aber auch,
dass die Oberflache der Partikel deutlich geringer ist, als bei den instrAction Phasen
auf denen die hohen Bindungskapazitaten fir das Imipenem gemessen wurden. Die
noch nicht zufriedenstellenden Ergebnisse fur die Beladung von Imipenem auf den
magnetischen Phasen, liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit an der geringeren

Oberflache der magnetischen Beads.
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Abb. 12: Porengrofienverteilung von ND 11832
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Die Herstellung der Phase wurde in einen groReren Malstab transferiert. Es wurden
30 g SIMAG/MP-Silanol in einem Ansatz erfolgreich beschichtet und anschlielend
durch Vernetzung der Polyvinylaminketten auf dem Trager immobilisiert. Das
Netzwerk wurde mit dem Liganden Palmoylsaure und 2-Sulfobenzoesaure
derivatisiert. Die Liganden werden Uber amidische Bindungen an den Aminogruppen
des Polymers fixiert. In folgender Abbildung ist die Anbindung der Liganden

schematisch dargestelit.

NH,

Abb. 13: Schematischer Aufbau des modifizierten Polymernetzwerkes auf
InstrAction® Phase ND 11832

Die Derivatisierung durch den stufenweisen Einbau der Liganden lasst sich sehr gut

durch die Elementaranalyse der Zwischen- und Endprodukte verfolgen, die in der

folgenden Tabelle zusammengefasst sind. Die Abweichung der gemessenen

Elementgehalte der analogen Herstellung von ND 11824 und ND 11825 sind nicht

signifikant, somit ist eine Reproduzierbarkeit der Synthese gewahrleistet.
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Tab.5: Elementaranalysen der Zwischen- und Endprodukte auf den
Magnetpartikeln
Phase Phasenaufbau C-Gehalt H-Gehalt N-Gehalt S-Gehalt
[%] [%] [%] [%]
MBK2 10-6-PVA-5-EGDGE-
ND 11824/1 000/10-6-PVA-5-EGDG 558 556 110 098 138 139 nd. nd.
PamSr-100
MBK2000/10-6-PVA-5-EGDGE-
ND 11825/1 552 556 091 093 141 141 nd. nd.
PamSr-100
ND 1183111 DR2000MO-GPVASEGDGE g on 898 122 130 150 149 118 117
PamSr-100-PhCar2SSr
MBK2000/10-6-PVA-5-EGDGE-
ND 11832/1 886 881 127 115 145 146 1,20 1,20
PamSr-100-PhCar2SSr
MBK2 10-6-PVA-5-EGDGE-
ND 11835/1 000/10-6-PVA-5-EGDG 936 930 135 136 158 157 115 1,14

PamSr-100-PhCar2SSr-Ac

Zusammenfassend konnte damit gezeigt werden, dass eine Beschichtung von

magnetischen Tragern mit der instrAction Technologie moglich ist und die Synthesen

dieser Phasen auch skalierbar sind. Die bisherige ChargengroRe von 30g

Tragermaterial sollte bei Verfugbarkeit von weiterem Tragermaterial ohne Problem

weiter gesteigert werden kdnnen.

24



6.3.2 Bindungsuntersuchungen an den Adsorbern

6.3.2.1 Erfassung von Adsorption und Elution anhand des
Modellsystems XAD-16/CPC mittels UV/Vis- und FTIR-
Spektroskopie

Hier werden die im Rahmen der Projektlaufzeit erarbeiteten Methoden zur
spektroskopischen Charakterisierung des Bindungsprozesses mittels FTIR-ATR und
UV/Vis Spektroskopie anhand des XAD-16/CPC Modellsystems (CPC bindet auf
XAD-16 Adsorber) vorgestellt. Ziel war es, den vollstandigen Reaktionszyklus von
der Adsorption bis zur anschlielfenden Elution exemplarisch sowohl statisch als auch

kinetisch zu verfolgen.

6.3.2.1.1 UV/Vis-Spektroskopie

Mit Hilfe der statischen UV/Vis Spektroskopie wurde eine CPC-Ldsung (10 g/l CPC in
20 mM Essigsaure mit NaOH auf pH 3,75) einerseits vor und nach Inkubation mit
Adsorberpartikeln (XAD-16, 200 g/l), des Weiteren nach anschlieRender Elution mit
50% MeOH von den Adsorberpartikeln untersucht, um dadurch auf die generellen
Bindungs- und Elutionseigenschaften zu schlieRen. Durch diese Messungen wird die
Umsatzeffizienz (wie viel g Antibiotikum kann pro g Adsorberpartikel aus der
Startlésung in den Elutionspuffer transferiert werden) der Adsorberpartikel beurteilt.
Abb. 14 zeigt entsprechende UV/Vis Spektiren einer CPC Losung mit einem
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Der schwarze Graph beschreibt die
Ausgangslosung (Referenz). Nach Adsorberinkubation verringert sich die Extinktion
um ca. 90 % von ca. 1.5 OD auf ca. 0.15 OD (roter Graph). Nach anschlieRender
Elution steigt die Extinktion auf ca. 50 % der Startlésung (griner Graph). Durch diese
Messungen wird gezeigt, dass das Ausmal} sowohl der Adsorptionsausbeute, als
auch der anschlieRenden Elution spektroskopisch quantifiziert werden kann.

Aus der quantitativen Analyse dieser Untersuchungen geht hervor, dass ausgehend

: ; : . CPC , :
von einer Startlosung der relativen Konzentration 0,05 gg die maximale

XAD16

g CPC

Beladungskapazitat der Partikel ca. 0,0469XADl6

betragt. Wird die anschlielende

Elution der Antibiotikamolekule bertcksichtigt, dann belauft sich die Umsatzeffizienz
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der Partikel auf 0,0245 ﬁ Der verbleibende Anteil CPC wird vermutlich

irreversibel an die Rezeptorphase gebunden oder degradiert.

UV-Vis Spektrum

Uberstande, ohne Adsorber

2,0

15 Inkubationspuffer: Essigsaure 20mM / NaOH pH=3,57

Elutionspuffer: 50% Methanol
Startlésung: 10 g/l CPC in Inkubationspuffer/HCI

8 Adsorber: XAD16 200 g/l
E, 1,0
= —— Startlésung 10 g/l CPC
£ - Uberstand nach Adsorption
- Eluat

0,5

0,

800 250 300 350 400

Wellenlange / nm

Abb. 14: Statische UV/Vis-Spektren eines Adsorptionsexperimentes mit XAD16 und
Cephalosporin C. Der schwarze Graph beschreibt das Spektrum der
Startlésung. Nach erfolgter Inkubation sinkt die Absorption bei 260 nm
(Absorptionspeak) um 1,35 OD auf OD 0.15 stark ab (roter Graph). Nach
anschlielender Elution des Antibiotikums von den Partikeln wird eine OD
von 0,7 erreicht (graner Graph).

6.3.2.1.2 FTIR-ATR Spektroskopie

Ausgehend von den Ergebnissen der photometrischen Untersuchungen wurde eine
FTIR-ATR spektroskopische Charakterisierung der Adsorberpartikel und der
Antibiotikalosung durchgefuhrt. Durch den Einsatz der Differenzspektroskopie
konnen einzelne Bandenspektren der Dbeteiligten Reaktanden (Losungsmittel,
Adsorberphase, Antibiotikum) gezielt aus dem Summenspektrum eliminiert werden,
wodurch das Bandenspektrum einer Spezies spektral isoliert auftritt.

Abb. 15a zeigt ein Differenzspektrum von zuvor in Antibiotikalésung inkubierten

Adsorbermolekilen, bei dem die Banden der Adsorbermoleklle subtrahiert wurden,
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um auf diese Weise nur noch das Bandenspektrum des auf den Partikeln
adsorbierten Antibiotikums (roter Graph) zu sehen. Der schwarze Graph zeigt ein
CPC-Referenz-Differenzspektrum (in Losung). Im direkten Vergleich zum
Adsorberpartikel-Differenzspektrum kdénnen Banden um 1250 cm™, 1380 cm™,
1550 cm 1550 cm™ und um 1750 cm™ identifiziert werden. Nach anschlieRender
Elution (gruner Graph) mit 50 % MeOH verschwinden die Banden wieder, was eine
nahezu vollstandige Elution anzeigt. Abb. 15a) demonstriert also die Be- und
Entladung der Adsorberpartikel mit CPC.

a) b)
XAD16-Cephalosporin C Uberstande Cephalosporin C-XAD16
0,03 T 0,005 :

—— CPC-Losung 50 g/l
—— inkubiert 0,004
eluiert

0,02 0,003

— 1257

0,002

0,001

Extinktion /OD

/’\/ )
d \ 0,000 AR

-0,001 — Startiésung 10 g/l CPC
—— Uberstand nach Adsorption
-0,002 Eluat

-0,01 o
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 0'00?000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
Wellenzahl /cm’! Wellenzahl /cm’'

Abb. 15: a) Differenzspektren zu Cephalosporin C auf XAD16 (XAD-16 Spektrum
wurde subtrahiert). Zu erkennen ist das CPC-Spektrum auf dem
Adsorberpartikel (rot) im Vergleich zum CPC-Spektrum in Losung
(schwarz). Nach der Elution (grun) sind keine Banden des CPC auf den
Adsorberpartikeln zu erkennen. b) Differenzspektren von CPC in Lésung
(Losungsmittelbanden subtrahiert). Nach der Adsorption verschwinden die
CPC-Banden (rot) im Vergleich zur Startldsung (schwarz). Das Spektrum
nach Elution (grun) zeigt charakteristische CPC-Schwindungsbanden.

Abb. 15b) =zeigt entsprechende (Differenz-) Spektren der CPC-Pufferldsung

(Uberstand, die Adsorberpartikel wurden abzentrifugiert), bei der die Beitrage des

Lésungspuffers subtrahiert wurden. Nach der Inkubation mit Adsorberpartikeln

verschwinden die Antibiotikabanden der Startldsung nahezu vollstandig (vgl. roter

und schwarzer Graph). Nach anschlieRender Elution zeigen sich erwartungsgemaf
wieder charakteristische CPC-Banden (z.B. bei 1257 cm'1) im Elutionspuffer (griner

Graph). Die daneben beobachteten Unterschiede zwischen anfanglich geldstem und

eluiertem CPC werden einerseits auf erhdhtes Messrauschen (schraffierter Bereich,
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Wasserbanden) zurickgefuhrt, andererseits kbnnen zusatzlich eluierte, unbekannte
Molekule nicht ausgeschlossen werden. Eine Degradation des Antibiotikums wird
durch die kurze Dauer der Messung und die unveranderte Form der UV/Vis Spektren
(siehe Abb. 14) ausgeschlossen. Abb. 15b) demonstriert also komplementar zu Abb.
15a) und analog zu Abb. 14 die quantitative Abnahme (Adsorption) und Zunahme
(Elution) von CPC in Losung.

6.3.2.1.3 Zeitaufgeloste FTIR-Messungen zur Bindungskinetik

Auf Basis der FTIR-ATR Spektroskopie wurden im Rahmen der Projektlaufzeit zwei
experimentelle Methoden zur kinetischen Verfolgung des Adsorptionsvorganges
entwickelt. Zunachst wird, wieder am Beispiel des Modellsystems XAD-16/CPC, das
Lonline“-Verfahren vorgestellt.

Das FTIR-ATR - ,online-Verfahren“ basiert auf der Echtzeit-Verfolgung der
Antibiotikakonzentration in LOsung, bei der die direkte Abnahme der
Antibiotikamolekule aus der Pufferlosung in Gegenwart der Adsorberpartikel
registriert wird. Dabei wird die Antibiotikaldsung direkt auf den ATR-Diamant
gebracht, die Reaktion startet bei anschlieRender Zugabe der Adsorberpartikel.
Weiter wird ein speziell hierfur entwickelter Ruhraufsatz auf den ATR-Messkopf
installiert, um eine kontinuierliche Durchmischung der Probensuspension
sicherzustellen (Abb. 16). Der Ruhrer verfugt Uber eine Schrittmotorsteuerung,
welche das Ruhrblatt mit einer maximalen Geschwindigkeit von 20 Upm um jeweils
180° dreht. Der Abstand zwischen Ruhrblatt und ATR-Diamant betragt ca. 1 mm. Es
wurde jeweils Uber acht Aufnahmen bei einer spektralen Auflosung von 4 cm™ pro
Messintervall gemittelt, die Zeitauflosung im Experiment lag bei 60 s, die maximale
Zeitauflosung bei diesem Verfahren liegt bei ca. 10 s. Fur die Auswertung und
Analyse der Bindungs- und Elutionskinetik wurde eine Marker-Bande des CPC bei
1257 cm™ herangezogen, aus den DFT Rechnungen geht hervor, dass es sich

hierbei um CH; Biegeschwingung handelt.
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Abb. 16. Experimenteller Aufbau des ,online Verfahrens® zur Analyse der

Bindungskinetik. Uber dem ATR-Diamanten ist ein elektronisch
gesteuerter  Ruhrer angebracht, welcher fir eine  stetige

Probendurchmischung sorgt.

Fir die Messungen mit dem ,online-Verfahren“ wurde das Antibiotikum CPC zu
20 g/l in einer Pufferldsung mit den Adsorberpartikeln suspendiert.

Von den Spektren wurde das Losungsmittelspektrum subtrahiert, wodurch nur noch
Banden des Antibiotikums erscheinen sollten (bei diesem Verfahren kdnnen
spektrale Beitrdge der be- bzw. unbeladenen Adsorber aufgrund der geringen
Konzentration im Bereich des evaneszenten Feldes vernachlassigt werden). Der
zeitliche Verlauf der daraus ermittelten Differerenzspektren ist in Abb. 17a) fur einen

Zeitraum von 30 min dargestellt.
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Abb. 17: Zeitaufgeloste Spektren zum Bindungsprozess. a) zeigt die transiente
Abnahme der Antibiotikakonzentration in Losung als Differenzspektrum
(Lésungsmittelbanden subtrahiert). In b) ist eine Transiente bei 1257 cm™
gezeigt. Die Messpunkte wurden sowohl mono- als auch biexponentiell
gefittet.

Zu erkennen ist eine deutliche Abnahme der jeweiligen Bandenintensitaten vor allem

in den ersten zwei Minuten. Auf der Zeitskala von 20 min stellt sich ein stationarer

Zustand ein. Dies lasst vermuten, dass nach erfolgreicher Absorption ein

Restbestand an Antibiotikamolekulen in Losung besteht, und somit die maximale

Beladungskapazitat der Adsorbermolekile erreicht ist.

In Abb. 17b) ist eine Transiente der CH, Schwingungsmode bei 1257 cm™

dargestellt. Fur eine kinetische Analyse wurden die Messpunkte biexponentiell

gefittet. Ein monoexponentieller Fit zeigte systematische Abweichungen von den

Messpunkten. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in der Literatur beschrieben [6]

Gedeutet wird dies mit einem zweistufigen Reaktionsprozess, und zwar einer

schnellen Adsorption auf den Rezeptoroberflachen und einer anschliefenden,

langsameren Porendiffusion mit Adsorption. Aufgrund der Porositat der

Adsorbersubstrate wird die Hypothese flir den Adsorptionsprozess auch hier als

relevant erachtet. Das biphasische Verhalten bei der Adsorption poroser

Adsorberpartikel wurde des Weiteren durch komplementare UV/Vis-Messungen des

Uberstandes in Gegenwart der Adsorberpartikel ND 10085 und ND 10322 bestatigt

(siehe Zwischenbericht 2011). Hierdurch wird somit demonstriert, wie die

Adsorptionskinetik durch die Abnahme des Antibiotikums aus der Ldsung

spektroskopisch quantitativ analysiert werden kann.
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Wie oben erwahnt, wurde eine weitere Methode fur zeitaufgeloste Untersuchungen
entwickelt (,statisches Verfahren®), welche die direkte Anlagerung des Antibiotikums
auf den Adsorberpartikeln erfasst. Durch gezieltes Anhalten der Adsorptionsreaktion
nach vordefinierten Zeitpunkten werden Messungen zu verschiedenen
Inkubationsdauern mit im Vergleich zur "online-Messung" hohen zeitlichen Auflosung
und auch grolRerer Sensitivitat moglich, da Uber eine beliebige Anzahl an Aufnahmen
gemittelt werden kann. Die zeitliche Auflésung liegt hier im Sekundenbereich. Eine

detaillierte Beschreibung dieses Verfahrens findet sich im Zwischenbericht 2011.

6.3.2.2 Bindungsuntersuchungen an instrAction Adsorberphasen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Analysen zu den Bindungseigenschaften
verschiedener InstrAction-Adsorberphasen gegenlber Imipenem tabellarisch
vorgestellt. Zunachst wird auf die Ergebnisse zu den Adsorberphasen ND 10322, ND
11491, ND 11835 und CV 11005 eingegangen. Diese Phasen waren gezielt fur die
Anforderungen in diesem Projekt (selektive Adsorption von Imipenem und
anschlieBende Elution) hergestellt worden.

Bei diesen Proben handelt es sich um Adsorberphasen, die jeweils die gleiche Sorte
an Rezeptorgruppen (Palmoylsdure + 2-Sulfobenzoesaure) aufweisen. Alle
Adsorberpartikel (aulRer ND 10322) verfugen uber einen Magnetkern, wobei der
Magnetkern von ND 11491 sich in seiner Zusammensetzung von denen der Proben
ND 11835 und CV 11005 unterscheidet. Bei Probe ND 11835 sind offene
Aminogruppen mit Acetylgruppen blockiert (degradationsfordernde Wirkung von
Aminogruppen wird vermutet). Angegeben werden die maximale Beladung der
Adsorberpartikel mit Imipenemmolekilen und die Umsatzeffizienz, welche die Elution
von Imipenem in den Elutionspuffer (50 % MeOH) berucksichtigt (siehe Tab. 6).

Dazu wurde Imipenem 2zu 10 g/l in einem Phosphatpuffer gelost, die

. . g Imipenem
Ausgangskonzentration lag bei 1,5 7 Adsorber”
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Tab. 6:  Eigenschaften aktueller Adsorberphasen von InstrAction. Die Angabe zur
maximalen Beladung bezieht sich auf das Ausmal® der Adsorption nach
Inkubation in einer Imipenemlosung. Die Effizienz beschreibt das
Transfervermdgen von Antbiotikamolekulen zwischen zwei Losungen.

oot Max.Beladung Umsatzeffizienz Stabilitat Imipenem
robe %} [%} (Nach Adsorption)
ND 11491 0,15 0,0414 Keine Degradation
ND 11835 0,6 K.A. Leichte Degradation
ND 10322 0,45 0,13 Keine Degradation
CV 11005 0,28 0,016 Leichte Degradation

Die starkste Wechselwirkung gegenuber Imipenem mit einer maximalen Beladung

von 0,6 ZLmPeRem \ird bei Phase ND 11835 beobachtet, Elutionsexperimente
g Adsorber

konnten jedoch bislang nicht durchgefihrt werden. Bei dieser Phase besteht der

Verdacht, dass die Blockierung der freien Aminogruppen mit Acetylgruppen zur

Imipenem
3 g p

Adsorption beitragt. Die grofte gemessene Umsatzeffizienz von 0,1 7 Adsorber

zeigt

sich bei Phase ND 10322. Dies ist damit zu begrinden, dass hier der Magnetkern
fehlt und somit vergleichsweise mehr Rezeptormolekile pro Adsorbereinwaage
bereitstehen. Die Proben ND 11835 und CV 11005 weisen leichte Anzeichen einer
degradationsfordernden Wirkung gegenuber geldstem Imipenem auf (< 5% der
Startlosung). In den FTIR-ATR Differenzspektren (Spektrum Adsorber subtrahiert,
nicht gezeigt) aller in Tab. 6 aufgefihrter Adsorber konnten nach Inkubation in
Imipenemldésung Banden, welche auf das Vorhandensein von Imipenem schliel3en
lassen, mit Signalintensitaten von wenigen milli OD identifiziert werden.

Mit Hilfe der entwickelten spektroskopischen Verfahren ist somit eine genaue
Analyse Umsatzeffizienz der instrAction Adsorberpartikel moglich, zusatzlich kénnen
Spuren von Degradation des geldsten Antibiotikums nachgewiesen werden. Es bleibt
festzuhalten, dass von den bisher untersuchten Materialien ND 11491 als Phase mit
Magnetkern die maximale Umsatzeffizienz bei verschwindender
Antibiotikadegradation aufweist, und damit den Projektanforderungen am Nachsten

kommt.
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Abschlieend sind in Tab. 7 die Adsorberphasen aufgefuhrt (gruppiert nach den
Tragermaterialien Silicagel und Polystyrol), die im Rahmen des Projektes der
Methodenentwicklung dienten. Die jeweiligen Bemerkungen beschreiben die

beobachteten Wechselwirkungen gegenuber Imipenem in Losung.

Tab.7: Ubersicht Uber die zur Methodenentwicklung  hergestellten
Rezeptorphasen der Firma instrAction. Unter Grundsubstanz ist die
jeweilige Zusammensetzung des Partikels beschrieben. Unter
Bemerkungen werden die Wechselwirkungen gegenlber Imipenem kurz

erlautert.
Probenbezeichnung Grundsubstanz Bemerkungen
0803 Silicagel (Sg) Keine Wechselwirkungen
Wenig Adsorption,
BV 09001 Sg + Polyvinylamin (PvAm) o _
Antibiotikum degradiert
Keine Adsorption,
ND 09168 Sg + PvAm + Acetylgruppen o .
Antibiotikum intakt
Keine Adsorption,
NDO07028 Sg + PvAm + Benzonitrilgruppen o _
Antibiotikum degradiert
ND06134 Sg + PvAm + Dihydroxybenzol Keine Adsorption,
Antibiotikum degradiert
LA 08011 Polystyrol (Ps) Keine Wechselwirkung
ND 10085 Ps + sulfonierte Aromaten Irreversible Bindung,
Geringer Derivatisierungsgrad  Antibiotikum degradiert
ND 09256 Ps + sulfonierte Aromaten Irreversible Bindung,

Hoher Derivatsierungsgrad Antibiotikum degradiert
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6.3.2.3 Stabilitat der Antibiotika

Zur Optimierung der Adsorptionsparameter ist es notwendig, die Stabilitat der

Antibiotika bei den verschiedenen Bedingungen, insbesondere pH-Wert und

Temperatur, zu kennen. Hierzu wurden Abbaustudien mit den B-Lactam-Antibiotika
Imipenem und Cephalosporin C durchgefuhrt.

Halbwertszeit (1)

Halbwertszeit ()

Abb. 18: Abbauuntersuchungen von a) Imipenem und b) Cephalosporin C.

Aufgetragen sind Temperatur gegen pH-Wert und Halbwertszeit in
Stunden.

Aus Abb. 18a) geht hervor, dass der Abbau von Imipenem stark vom pH-Wert
abhangig ist und ein pH-Optimum von 7,9 aufweist.

Dies entspricht dem
isoelektrischen Punkt des Antibiotikums.

Fur Cephalosporin C ist in dem
untersuchten pH-Bereich kein direktes pH-Optimum erkennbar. Die ermittelten

Halbwertszeiten nehmen nur zum neutralen Bereich hin leicht zu. Fur Cephalosporin
C ist in erster Linie die Temperatur entscheidend flr den Abbau des Antibiotikums.
Eine Adsorption des Imipenems ist im sauren pH-Bereich somit nicht realisierbar, da
hier der Abbau zu schnell verlauft. Eine Aufarbeitung sollte demnach eher im
alkalischen Milieu stattfinden, womit die Verwendung von schwach basischen

lonenaustauschern entfallt, da diese nur im pH-Bereich von 1-7 einsetzbar sind.

Vergleicht man die beiden Antibiotika miteinander, sieht man, dass das

Cephalosporin C deutlich stabiler ist und keine der bestimmten Halbwertszeiten unter
100 h liegt. Bei Imipenem stellt sich dies anders dar, hier tritt keine Halbwertszeit

oberhalb von 100 h auf. Dieser deutlich schnellere Abbau des Imipenem erschwert
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die Suche nach einem Partikelsystem zur Aufreinigung, weshalb zur Untersuchung

der kommerziellen Referenzsysteme zunachst CPC verwendet wurde.

6.3.2.4 Kommerzielle Adsorbersysteme

Wie in Kap. 3.1.2. erwahnt, wurden als kommerziell verfugbare Adsorbersysteme fur
das Modellantibiotikum Cephalosporin C ein aromatischer Adsorber (XAD 4), ein
schwacher lonentauscher (IRA 67), ein starker lonentauscher (IRA 400) und
magnetisierbarer starker lonentauscher (Orica MIEX) untersucht. Diese Partikel
wurden ausgewahlt, da sie teilweise bereits in der Literatur fur vergleichbare
Aufarbeitungswege beschrieben sind [1,2] und auf der instrAction-Phase sowohl
aromatische als auch ionische Gruppen zugrunde liegen.

Zunachst wurden zeitliche Untersuchungen der Adsorption durchgefihrt (siehe Abb.
22a). Zu sehen ist, dass fur die porosen XAD 4 Partikel eine langere Adsorptionszeit
bendtigt wird als fur die lonentauscher. Dies lasst sich durch die Porendiffusion
erklaren. Fur die beiden lonentauscher ist kaum ein Unterschied in der
Adsorptionszeit zu erkennen. Um fur alle Adsorber gleiche Bedingungen zu schaffen,
wurde anhand dieser Adsorptionsuntersuchungen Uber die Zeit eine Verweilzeit der
Adsorber in Antibiotikalosung von 60 Minuten festgelegt. Die Elution erfolgt deutlich
schneller als die Adsorption (siehe Abb. 22b). Die lonentauscher sind hier nicht mehr
mit XAD 4 vergleichbar, da ein anderes Elutionsmittel eingesetzt wurde. Es ist
allerdings festzustellen, dass bei gleichen Eluenten der schwache lonentauscher
langere Elutionszeiten aufweist. Fur die nachfolgenden Adsorptionsversuche wurde
eine Elutionszeit von 60 Minuten festgelegt. Diese kdnnte jedoch flr eine nahezu
vollstandige Elution auf 30 Minuten reduziert werden. Fur eine Aufarbeitungszeit von
2 h sind Verluste von Cephalosporin C durch Hydrolyse im wassrigen Uberstand zu

vernachlassigen, fur diesen Zeitraum wurde ein Abbau von < 0,5 % bestimmt.
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Abb. 19: Adsorptionsisothermen von CPC auf kommerzieller Partikelsystemen im
0,1 M Natriumacetat/NaOH Puffer bei 25°C, pH 3 und pH 4; a) XAD-4; b)
IRA-67; ¢c) MIEX Orica.

Unter Anwendung der genannten Adsorptions- und Elutionszeiten wurden
Adsorptionsisothermen bei 25°C und verschiedenen pH-Werten aufgenommen. In
Abb. 19 sind die Adsorptionsisothermen fur XAD 4 bei pH 3 und pH 4 dargestellt. Der
Verlauf der Messpunkte kann mit einer Langmuir-lsothermen beschrieben werden.
Da es sich bei XAD 4 um einen unpolaren Adsorber handelt, sind die grofiten
Maximalbeladungen in der Nahe des isoelektrischen Punkts (IEP) der zu
adsorbierenden Molekulle zu erwarten. Dies erklart die geringeren Beladungen an
Cephalosporin C bei pH 4 im Vergleich zu pH 3 (siehe Abb. 19a) da dieses
Antibiotikum einen IEP von 2,7 besitzt. Fir die lonentauscher konnte nur ein geringer
Unterschied in den Beladungen bei verschiedenen pH-Werten festgestellt werden.
XAD 4 zeigt die grofdte Beladung, was auf die gro3e Oberflache dieses Adsorbers

und die Porositat zurickzufthren ist. Unter Betrachtung der Beladungen g, in Bezug
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auf die Oberflache ist der schwache lonentauscher deutlich effizienter als der
unpolare Adsorber. Fur die Separation der zukunftigen magnetisierbaren selektiven
Adsorber im HGMS werden Partikeldurchmesser von etwa 1 um bendtigt. Durch die
Derivatisierung der Partikeloberflache kann es dazu kommen, dass die Partikelporen
kleiner werden bis hin zu einer nanopordsen Oberflache. Aus diesem Grund ist eine
Betrachtung der Adsorption bezogen auf die Flache des Adsorbers hier sinnvoll.
Diese wurden im Rahmen von BET-Messungen fur alle eingesetzten Adsorber

bestimmt. Die Werte fir gn, sind Tab. 8 zu entnehmen.

Tab. 8: Messdaten der spezifischen Oberflachen verschiedenen Adsorber, sowie
daraus berechnete Maximalbeladung qn in Bezug auf die Adsorber-

oberflache:
. 2 qm qm
Proben spez. Oberflache [m“/g] ,
[mg/g] [mg/m?]
XAD-4 851,32 pH 3 545 0,64
pH 4 325 0,38
IRA-67 0,72 pH 3 174 241,77
pH 4 153 213,12
MIEX 4,88 pH 3 84 17,18
pH 4 85 17,41
instrAction ND10322 99,28 pH 3 51 0,51
pH 4 29 0,29

Die Elution des B-Lactam-Antibiotikums konnte von den XAD Adsorbern mit > 90 %
Wiederfindung durchgefuhrt werden. Die lonentauscher zeigen hingegen Elutionen
zwischen 60 % und 80 %. Eine Reduktion des Methanols bei der Elution von XAD 4
ware z.B. denkbar und im Hinblick auf eine Einsparung an L&sungsmittel
wunschenswert.

Die Experimente der Adsorptionsisothermen von CPC auf verschiedenen Adsorbern
im Puffer wurden fir eine Adsorption aus dem Fermentationsmedium bei pH 3
Ubertragen. Die Adsorptionsisothermen im Fermentationsmedium sind in Abb. 20
dargestellt und wurden mit den Ergebnissen im Puffersystem verglichen. Die
Adsorptionsaffinitat von CPC nimmt fur alle Adsorber im Fermentationsmedium fur

kleine Konzentrationen ab.
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Abb. 20: Vergleich der Adsorptionsisothermen von CPC auf verschiedenen
Adsorbentien in 0,1 M Natriumacetate / NaOH Puffer und Fermentations-
medium bei 25°C und pH 3, a)Adsorptionsisotherme von XAD-4;
b) Adsorptionsisotherme von IRA-67; c) Adsorptionsisotherme von MIEX;

Die massenspezifische Maximalbeladung gm im Medium von XAD-4 und den starken
lonentauschern (Orica) reduziert sich um 50 %, die Maximalbeladung des
schwachen lonentauchers allerdings erreicht bei hohen CPC-Konzentrationen

gleiche Werte wie im Puffersystem.
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FUr Imipenem wurden ebenfalls verschiedene Referenzsysteme getestet. Eine
Adsorption auf schwachen lonentauschern (IRA 67) ist nicht mdglich, da das
Imipenem bei pH-Werten unter sieben zu instabil ist (siehe Kap. 6.3.2.3). Eine
Adsorption auf IRA 400 wurde fur verschiedene pH-Werte (7, 8, 9) untersucht. Eine
Adsorption bei Raumtemperatur war dabei kaum mdglich. Bei einer
Adsorptionstemperatur von 10°C konnten folgende Adsorptionsisothermen

aufgenommen werden.
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Abb. 21: Adsorption von Imipenem auf dem kommerziellen Adsorber IRA 400
Adsorptionstemperatur T=10°C.

Bei pH 7 wurde eine maximale Kapazitat von 0,45 mg/g bei pH 8 3,3 mg/g und bei
pH9 von 24,7 mg/g erreicht. Eine weitere Erhdhung des pH-Werte ist nicht
empfehlenswert, da hier das Imipenem wiederum zu instabil wird. Als weiterer
Adsorber wurde XAD4 bei Raumtemperatur (25°C) untersucht, der
Maximalbeladungen von 4 mg/g erreichte. Eine Aufarbeitung des Imipenem mit
kommerziellen Adsorbern im Vergleich zu CPC ist aufgrund der hohen Instabilitat
des Imipenems nur mit hohem energetischen Aufwand (Kuhlung auf unter 10°C) und

Korrekturmittelaufwand (Einstellen des pH-Wertes) moglich.
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6.3.2.5 Vergleich kommerzielle Systeme und instrAction — Phasen

Die von der instrAction GmbH zur Verfigung gestellten Adsorberphasen sind zwar
nicht auf das beta-Lactam Cephalosporin C hin optimiert, sollten aber aufgrund ihrer
aromatischen und ionischen Oberflache ebenfalls eine Adsorption dieses, Imipenem
strukturell sehr ahnlichen, Antibiotikums zeigen. Wie auch bei den kommerziellen
Adsorbern wurde hier eine Studie der Adsorption Uber die Zeit durchgefthrt. In Abb.
22 sind alle Ergebnisse zusammengefasst.
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Abb. 22: Zeitabhangiger Verlauf der a) Adsorberbeladung und b) Desorption

Die zeitabhangige Adsorption kann mit der Lagergren-Gleichung (pseudo erster

Ordnung) modelliert werden:

kads

log(gm —q) =log(qm) — G52 -t (6)

2,303

Tab. 9 zeigt die resultierenden Geschwindigkeitskonstanten fur Adsorption kags und
Desorption kpes. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die instrAction-
Adsorberphasen die schnellste Adsorption und eine schnelle Desorption aufweisen.
Die Inkubationszeit von 60 Minuten fir Adsorption und Elution kann somit im

Rahmen einer Optimierung des Prozesses deutlich verringert werden.
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Tab. 9:  Geschwindigkeitskonstanten der Adsorption und Desorption eingesetzter
Adsorbersysteme und Cephalosporin C:

Adsorber Kags (Min™) Kpes (Min™)
XAD-4 0,035 0,153
IRA-67 0,126 0,084

MIEX 0,065 0,561
instrAction ND10322 0,126 0,239

In Abb. 23 sind die Adsorptionsisothermen flr die instrAction Adsorberphasen bei
pH 3 und pH 4 zu sehen. Es werden im Vergleich zu den kommerziellen Adsorbern
geringere Beladungen erreicht, die Affinitdt des Antibiotikums zum Adsorber ist
jedoch erhoht, da die maximale Beladung bereits bei geringen Konzentrationen

erreicht werden kann.
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Abb. 23: Cephalosporin C auf instrAction-Phasen.

Ein weiterer Vorteil der instrAction-Phase gegenuber vielen kommerziellen Systemen
ist das Verhalten im Fermentationsmedium. Wie bereits bei den schwachen
lonentauschern ist auch hier zunachst die Affinitdt im  geringen
Konzentrationsbereich reduziert, die maximale Beladung erreicht jedoch

vergleichbare Werte wie im Puffersystem (siehe Abb. 24).
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Abb. 24: Adsorption von Cephalosporin C auf InstrAction-Partikel, Vergleich der
Adsorption im Puffer und realen Fermentationsmedium .
Das Fermentationsmedium fir Lactam-Antibiotika besitzt einen pH-Wert von etwa
7,5 bei dem jedoch keine Wechselwirkung der Phase mit dem Modellantibiotikum
CPC nachgewiesen werden konnte. Fur eine Aufarbeitung von CPC mit diesem
Adsorber, der nicht speziell fir dieses Molekll ausgelegt ist, ware demnach ein
Einstellen des pHs vor der Adsorption notwendig. Fur Imipenem ist dies nicht der
Fall. Das Antibiotikum
Aufarbeitung sollte auch in diesem Bereich stattfinden.

ist im Fermentationsbereich am stabilsten und die
Abb. 25 zeigt die Adsorptionsisotherme von Imipenem auf der Adsorberphase
ND11490, CV11005 und ND11835 (die Erklarung zu den Adsorbernummerierungen
ist Kap. 6.2.3 zu entnehmen). Die Adsorption ist bei Raumtemperatur (T=25 °C) und
einem pH von 7,5 durchgefuhrt worden. Keiner der untersuchten kommerziellen
Adsorber war in der Lage bei diesen Bedingungen eine signifikante Adsorption zu
zeigen. Durch das Aufbringen des Adsorberpolymers auf magnetische Silica-Partikel

sinkt die maximale Beladung der Adsorber pro Gramm Partikel.
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Abb. 25: Adsorptionsisothermen Imipenem auf magnetischen und unmagnetischen
Adsorberphasen

Ein weiteres Problem, dass sich im Laufe des Projektes ergab, war eine durch die
Adsorber beschleunigte Degradation des Antibiotikums. Dies konnte unter Einsatz
von HPLC-Analytik beobachtet werden, da in den Chromatogrammen nach der
Adsorption zusatzliche Banden (5,7; 8,3 und 10,5 min), die auf die Entstehung von
Abbauprodukten hindeuten, erschienen. Ein solches Beispielchromatogramm ist in
Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 26: Chromatogramm des Uberstandes nach der Inkubation des instrAction-
Adsorbers in Imipenemlosung
Da die Entstehung der Abbauprodukte kontinuierlich erfolgt kann das Erreichen des

Gleichgewichtes der Adsorption nicht eindeutig ermittelt werden und eine Darstellung
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der Adsorption des Imipenem auf den instrAction-Phasen Uber die Zeit, wie in Abb.
22, ist somit nicht madglich. In folgenden Versuchen wurde die Abnahme der
Imipenemkonzentration bei Inkubation mit dem Adsorber Uber einen Zeitraum von
4 h mittels HPLC untersucht und parallel die Entstehung der Abbauprodukte verfolgt
(siehe Abb. 27).
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Abb. 27: Abnahme des Imipenems im Uberstand wahrend der Adsorption und
Entstehung von Nebenprodukten. NP = Abbauprodukte.

Die Konzentration des Imipenems nimmt bereits rapide in den ersten 2 Minuten
linear ab und geht dann in eine exponentielle Abnahme Uber, die mit dem Verlauf der
Entstehung der Abbauprodukte (NP1 und NP2) angenahert werden kann. Es kann
davon ausgegangen werden, dass die Adsorption in dieser Phase bereits fast
vollstandig abgeschlossen ist. Dies deutet auf eine gesteigerte Affinitat der Adsorber
zum Antibiotikum hin und bestatigt somit die Beobachtung aus Abb. 22 und Ubertrifft
sogar die Absorptionsgeschwindigkeit des CPC auf ND11490.

Die genaue Menge an entstandenem Nebenprodukt kann anhand obiger Messungen
nicht ermittelt werden, da keine Standards der Abbauprodukte zur Verfigung stehen
und die Nebenprodukte ihr Absorptionsmaximum nicht wie Imipenem bei 300 nm
sondern bei 311 nm und 289 nm haben. Allerdings kann die zeitliche Entwicklung
des Produktabbaus beobachtet werden. Das Abbauprodukt bei 8,3 min
Retentionszeit (NP2) ist ein Abbauprodukt, das auch bei einfacher Inkubation des
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Antibiotikums in Adsorptionspuffer, jedoch mit geringerer Entstehungsrate, auftritt;
das Abbauprodukt bei 10,3 min (NP1) hingegen entsteht nur bei der Inkubation mit
dem Adsorber. Es muss sich hierbei demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine
Degradation handeln die durch den Adsorber katalysiert wird. Durch eine Maskierung
der Aminogruppen auf der Adsorberoberflache soll die Degradation des Zielmoleklils
minimiert werden.

In einer weiteren Partikelcharge (ND11835) wurden die restlichen Aminogruppen auf
der Adsorberoberflache durch Acetylierung blockiert. Die Acetylierung der
Aminogruppen beeintrachtigt die Absorption des Antibioitkums nicht, wie anhand der
Adsorptionsisothermen in Abb. 25 zu sehen ist. Die Aminogruppen scheinen im Fall
von Imipenem an der Wechselwirkung zwischen Adsorber und Zielmolekul nicht
beteiligt zu sein. AnschlieBend wurde die Entstehung der Abbauprodukte in
Gegenwart der Partikel ND11835 (acetyliert) und CV11005 (nicht acetyliert)
miteinander verglichen. Beide Verlaufe der Abbauprodukte NP1 und NP2 sind fur die
Partikelsysteme ND11835 und CV11005 annahernd deckungsgleich.
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Abb. 28: Entstehung der Abbauprodukte wahrend der Inkubation des instrAction-
Adsorbers in einer Imipenem-LOsung. Als Vergleich zwischen den
Adsorbern mit und ohne Acetylierung der Aminogruppen.

Die Acetylierung der Aminogruppen kann den Abbau des Antibiotikums nicht

verringern und kann somit als zusatzlichen Syntheseschritt entfallen. Da die
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Aminogruppen nicht fur den beschleunigten Abbau des Antibiotikums verantwortlich
sind, kann nur eine der funktionellen Gruppen auf der Adsorberoberflache zu dem
gesteigerten Abbau fihren. Um den Abbau des Antibiotikums einer funktionellen
Gruppe zuordnen zu kdnnen, sollten im Projektverlauf die Abbauprodukte identifiziert
werden.

Neben der Adsorption wurde auch das Eluat mittels HPLC untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass Imipenem von den Adsorbern eluiert werden kann, allerdings
sind auch im Eluat die durch den Absorber entstandenen Abbauprodukte zu sehen.
Neben den beiden Abbauprodukten NP1 (RT 9,7) und NP2 (RT 8,5), die wahrend
der Adsorption beobachtet wurden, erscheinen im Uberstand nach der Elution mit
1 M NaOAc / Ethanol / H,O auch héhermolekulare Di- und Trimere des Imipenems.
Mit Hilfe von HPLC-MS konnten einige Abbauprodukte identifiziert werden. Bei NP1
und den Abbauprodukten ab einer Retentionszeit von 13 min handelt es sich
wahrscheinlich um Dimere oder sogar Trimere des Imipenems. Deren Entstehung ist
saurekatalysiert und durchlauft verschiedene zwischen Stufen, wie den
Untersuchungen von Smith et al. [7] zu entnehmen ist. Des Weiteren konnte noch
das Abbauprodukt bei einer Retentionszeit von 6,4 min identifiziert werden (siehe
Abb. 29), welches ebenfalls bereits durch Smith et al. [7] beschrieben ist. Die
Abbauprodukte deuten demnach auf eine saurekatalysierte Degradation des
Imipenems hin. Aus den Studien des Abbauverhaltens von Imipenem bei
verschiedenen pH-Werten (siehe Kap. 6.3.2.2) ist bereits die schnelle Degradation
des Antibiotikums im sauren pH-Bereich bekannt und in Verbindung mit den
Ergebnissen aus den HPLC-MS Messungen wurden die auf der Oberflache
befindlichen Sulfonsauregruppen fur die beschleunigte Degradation in Betracht
gezogen. Die Inkubation des Imipenem in einer Sulfonsaurelésung bestatigt diese
Vermutung. Die Abbauprodukte beider Chromatogramme stimmen Uberein, wie Abb.

29 zu entnehmen ist.
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Abb. 29: Chromatogramm von Imipenem und den entstandenen Abbauprodukten
a) nach Adsorption mit einer Reaktionszeit von 2 h und b) nach Inkubation
fur 4h in einer TSS-Losung (pH 7).
Eine neue Partikelcharge (ND12195) ohne Sulfonsduregruppen wurde hergestellt
und mit der Adsorptionsisotherme von CV11005 verglichen. Die neue Partikelcharge
zeigte deutlich geringere Kapazitat als die Phase CV11005. AuRerdem wird die
Ldslichkeit der magnetischen Partikel in Wasser herabgesetzt, was den spateren
Einsatz in der Reaktorkaskade (siehe Kap.6.3.3.9) unmdoglich macht, da die Partikel
an der Reaktorwand adsorbiert waren und nicht mittels HGMS separierte werden
konnten. Eine Eliminierung dieser funktionellen Gruppe um die Degradation des
Antibiotikums zu verringern, muss aus diesen Grinden ausgeschlossen werden. Um
die Partikelcharge CV11005 dennoch verwenden zu kdnnen wurde in den folgenden

Versuchen die Adsorptions- und Elutionszeit auf 10 min reduziert.
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160 1
= CV 11005 10 min }

1404 = ND 11490 10 min
1204

Kapazitat (mg/g)

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gleichgewichtskonzentration (g/L)

Abb. 30: Adsorption von Imipenem auf ND 11490 und CV 11005 mit einer
Reaktionszeit von 10 Minuten

Die Kapazitaten variieren nur leicht verglichen mit den Isothermen bei einer

Reaktionszeit von 60 Minuten (vergleiche Abb. 25 mit Abb. 30). Die Spektren des

Mediumuberstands nach der Adsorption zeigen jedoch deutlich weniger, bis keine

Abbauprodukte, so dass die Adsorption aus dem realen Fermentationsmedium nun

mit diesen Versuchsparametern durchgeflhrt werden kann.

50 = CV 11005 in Medium
e (CV 11005 im Puffer

Kapazitat (mg/qg)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gleichgewichtskonzentration (g/L)

Abb. 31: Vergleich der Adsorption von Imipenem auf CV 11005 im Puffer und im
Medium mit einer Reaktionszeit von 10 Minuten.
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Bei der Aufnahme der Isothermen im Fermentationsmedium konnte kaum ein
Einfluss des Mediums auf die Adsorptionskapazitat beobachtet werden. Dies lasst
erneut auf eine sehr hohe Affinitat des Molekiils zur Adsorberoberflache schliel3en

und ist mit keinem der unspezifischen kommerziellen Systeme zu vergleichen.

6.3.2.6 Wiederverwertbarkeit der instrAction-Adsorber

Nachdem sowohl fur Cephalosporin C als auch flir Imipenem die
Adsorptionsbedingungen  optimiert  wurden, konnte eine  Studie der
Wiederverwertbarkeit der Adsorber durchgeflhrt werden. Fur Cephalosporin C nimmt
die Adsorptionskapazitat der Adsorber ab dem zweiten Einsatz auf 80 % ab und wird
bei einer Kapazitat zwischen 75 und 80 % uUber einen Zeitraum von 13 Zyklen
konstant (siehe Abb. 32). Die Elution erfolgt nach der ersten Nutzung zu 70 % im
Folgenden nimmt sie jedoch Werte von etwa 90 % des adsorbierten Antibiotikums

an.

120

I Adsorption
I Elution

100+
80
60

40-

Adsorption/Elution

204

Antibiotikumsmenge (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Verwendungszyklus

Abb. 32: Adsorption und Elution von Cephalosporin C auf ND11490 in mehreren
Zyklen, CPC in Pufferlésung

Im Fall von Imipenem nimmt die Kapazitat des Adsorbers beim zweiten Einsatz auf

45 % der Ausgangskapazitat ab, bleibt anschlieen bei einem Wert zwischen 45 und

50 % konstant. Die zerstoérungsfreie Elution des Imipenem von der

Adsorberoberflache stellt weiterhin ein Problem dar. Nach dem ersten
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Adsorptionsschritt ist lediglich eine Elution von 23 % des adsorbierten Imipenems
moglich (siehe Abb. 33), ab der zweiten Elution, bricht die Ausbeute deutlich ein und
die Wiederfindung des Imipenems betragt nur noch 10 %. Die Wiederverwertbarkeit
des Adsorbers ist mit einer Kapazitat von etwa 50 % des Ausgangswertes gegeben,

die Elution des Antibioitkum bedarf allerdings weiterer Optimierung.

100 I Adsorption
I Elution

[0
o
I

60 +

Antibiotikumsmenge (%)
Adsorption/Elution

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Verwendungszyklus

Abb. 33: Adsorption und Elution von Imipenem auf CV11005 in mehreren Zyklen,
Imipenem in Pufferlosung.
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6.3.3 Abtrennbarkeit von Magnetpartikeln aus der Antibiotika-

fermentation

6.3.3.1 Messmethode zur direkten optischen Beobachtung der
Anlagerungszonen der magnetischen Mikrosorbentien im

HGMS-Filter unter Wirkung des auBeren Magnetfelds

In der ersten Phase der durchgeflhrten Arbeiten wurde am Umwelt-Campus
Birkenfeld der FH Trier eine Versuchsanlage geplant und aufgebaut, mit der eine
direkte optische Bestimmung der Anlagerungszonen der Magnetpartikel in der
Filterkammer unter Verwendung eines Boroskops und einer daran angeschlossenen
CCD-Kamera erfolgen kann. Es gelang damit die weltweit erstmalige Visualisierung
der Anlagerungszonen in einem HGMF-System wahrend des Filtrationsvorgangs.

Mit Hilfe des Boroskops konnen wahrend der Magneffiltration einzelne
Fotoaufnahmen des Filterkammerinneren aufgenommen, sowie Videosequenzen der
Filtration aufgezeichnet werden. In den Bildsequenzen kommt deutlich die zeitliche
Anderung der Filterbeladung zum Vorschein (s. Abb. 34). Es ist méglich, durch einen
Einstellring die Blickrichtung des Boroskops so zu verandern, dass die Filterkammer
aus verschiedenen Blickwinkeln betrachtet werden kann. In den folgenden Beispielen
wurde die Blickrichtung so eingestellt, dass das Boroskop immer gegen die
Stromung, d.h. parallel zu der Filtermatrix in Richtung Filterkammer-Eingang blickt.
Bei der Betrachtung mehrerer zeitlich aufeinander folgender Fotoaufnahmen (s. Abb.
34) ist zu erkennen, wie die Anlagerungsbereiche auf der zuvor magnetpartikelfreien
Filtermatrix (oben links) zunehmen und die freie Stromung in der Mitte der
Fotoaufnahmen zusehends weiter eingeschrankt wird (unten rechts).

Anhand solcher Fotoaufnahmen und der quantifizierbaren Veranderung der
Abstande der Anlagerungszonen zueinander kann ein  bevorstehender
Magnetpartikel-Durchbruch erkannt werden.
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Abb. 34: Zeitliche Veranderungen der Anlagerungszonen von Magnetpartikeln in
der HGMS-Filterkammer

Die optische Auswertung des Filterkammerinneren mittels Boroskop hat noch weitere
Vorteile fur die Filtration: Beim Beflllen der Anlage kann beobachtet werden, ob sich
Luftblasen im Filterkammerinneren befinden, die die spatere Filtration stéren wirden.
Des Weiteren stellt diese Methode eine gute Kontrolle fur das Aus- und Ruickspulen
des HGMS-Filters nach der Filtration dar, wobei durch den optischen Eindruck des
Ausspulvorganges bereits mogliche Unregelmaliigkeiten erkannt und behoben

werden konnen.

6.3.3.2 Kontinuierliche Aufnahme und vollautomatische
Auswertung mittels Bildanalyse zur Realisierung einer In-

line-Analytik

Um die Auswertung der Bildsequenzen automatisieren zu koénnen, wurde am
Umwelt-Campus Birkenfeld die Software ,Matrox Inspector“ eingesetzt. Diese
Software erlaubt eine vollautomatische Bildauswertung. Es stehen vorgegebene
Programmschritte zur Verfugung, die fallspezifisch angewandt werden kdnnen. Das

Besondere an diesem Programm ist, dass nach der Einbindung der einzelnen
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Schritte in ein sogenanntes ActiveMIL-Projekt eine Visual Basic-Anwendung
programmiert wird, die einen automatischen Ablauf der gesamten Auswertung
ermdglicht. Die Programmschritte wurden so angepasst, dass sie fur die Auswertung
der Anlagerungszonen im HGMS-Filter verwendbar sind. Die Bildauswertung verlauft
in 5 Schritten wie in Abb. 35 dargestellt.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 Schritt 5
Aufnahme Laden der Smoothing Konvertieren Markierung
mittels Aufnahme Filter in SW- der relevanten
Boroskop Aufnahme Uberginge
Hintergrund-
rauschen Diagramm: Liste der
minimieren Werte
Intensitats-
verteilung

Abb. 35: Abfolge der Schritte zur automatischen Bildauswertung

In Schritt 1 werden mit Hilfe des Boroskops in der Filterkammer einzelne Bilder
aufgenommen. Diese werden in Schritt 2 automatisch in das Programm geladen. In
Schritt 3 wird zunachst das Hintergrundrauschen der Pixelintensitat durch einen Filter
(Smoothing Filter) minimiert. Anschliel3end wird in Schritt 4 eine Funktion gestartet,
die das farbige Bild in eine Schwarz-Weil3-Aufnahme konvertiert und ein Diagramm
der Intensitatsverteilung innerhalb dieser Aufnahme erstellt (s. Abb. 36, Diagramm

rechts).
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Marker type: Edge

(B SearchRegon e [aker Kantenabstand
Search Angle
Edge Edge polarity:
Weight oy

Automatische ;m WE VU" [pixf]
Markierung o .msmj; oy ]
Ub der E; 000, ES2 0.00 )Edglﬁ D 50,00 pisel
ergange .
§ Diagramm
4 der
= Intensitats-

QH}'_‘- Befiesh | [ Fod | Endan | Verteilung

Abb. 36: Automatische Vermessung der Anlagerungszonen mittels der Software
»,Matrox Inspector™*

Die Intensitatsverteilung spiegelt in diesem Fall die Ubergénge verschiedener
Grauabstufungen wider. Dabei wird ein Ubergang von schwarz zu weilt als 100 %-
Wert angenommen und alle dazwischen liegenden Grauabstufungen werden in die
jeweiligen %-Werte umgerechnet. Im Diagramm sind diese %-Angaben Uber die
untersuchten Pixel aufgetragen und es kann anhand der Maximal- und Minimalwerte
eine signifikante Intensitatsveranderung definiert werden.

In Schritt 5 sucht das Programm automatisch uber den Befehl FIND im Diagramm die
relevanten Ubergange von Magnetpartikel-Anlagerungszonen zur freien Strémung
und markiert die Positionen im Bild (s. Abb. 36). In den Voreinstellungen der
Software kann festgelegt werden, wie gro® der Bereich sein soll, in dem vom
Programm eine Intensitatsveranderung als Ubergang angezeigt wird. Die
zugehdrigen Werte werden automatisch in einer separaten Liste dargestellt, in der
die x- und y-Koordinaten der Markierungen, sowie der Abstand zwischen den

Markierungen angegeben werden (s. Tab. 10).
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Tab. 10:  Auswertung der optischen Darstellung der Anlagerungsbereiche

X1 X2 X2-X1 Zeit [min:sec]
(Y1=Y2=Konstant)

350,98 | 356,96 5,98 00:12
354,61 | 391,00 36,39 00:24
341,00 | 390,88 49,88 00:36
346,99 | 386,99 40,00 00:48
354,98 | 381,07 26,09 01:00
361,11 | 379,06 17,95 01:12
369,04 | 376,96 7,92 01:24
337,47 | 348,51 11,04 01:36
337,40 | 340,97 3,57 01:48

Aus der Tabelle wird ein Diagramm erstellt, in dem die auf die Anfangsbedingung

normierten Abstande AN dargestellt werden (s. Gleichung 7). In
0,05 * I l 1
g | :l EEENENENNNNNEY
— 0,04 1+ 4 S + 0,8
2 | - >
z EENERA EEEEEEERREENEEE <
£ 0,03 +§ b 06 g = 1,68/, 65mm Filterlange, On-
2 ' { ' ‘ ‘ E<] line-Messung [V]
§ | | A 8 | z
= 0,02 T T & 04 < + 1,6 g/l, 65 mm Filterldnge, grav.
2 Jmma g
2 j nd ‘ - Best. [g/I]
2 0,01 T ] %2 §  * 1,68/l 65mm Fikterlange,
2 BaEL@Ar- ° JESmEmsmsEEmmssmEE = Normierte Abstande Ay
£ o NIy -t o
s 0120 40|60 8011100120
.0,01 CCCCCCCT T TP T L 02
Zeit [min]

Abb. 37 st beispielhaft eine solche Kurve der Abstande zwischen den
Anlagerungsbereichen im Vergleich zu den Magnetpartikelmessungen im Filtrat

dargestellt.

X2—X1

Ay = ——+— (7)

(X2—%1)¢t=0
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0,05 + T T T TR -1
S
= 0,04 R HH - 0,8
= |
.Q - 4
& A <
E 0,03 T”*"}H *************** - 0,6 § = 1,6 g/l, 65mm Filterlénge, On-
E = line-Messung [V]
2 A - 2
~ 0,02 T NEREERE I EEENE NN EENEEE - 04 < * 1,6 g/l, 65 mm Filterlange, grav.
= Jm £ gest.(g/]
g T i
2 001 T NECH.LANNENINEEENENENEEE 02 3 *+ 1,6 g/l, 65mm Filterlange,
£ amngars © 4 = Normierte Abstande Ay
£ 0 j 0
& o 2 T 60 80 100 120

0,01 T 0,2
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Abb. 37: Diagramm der normierten Abstande An zwischen den

Anlagerungsbereichen

Die Schritte 2 bis 5 werden zu einer Programmsequenz vereinigt und kdnnen ab

diesem Zeitpunkt automatisch ablaufen.

6.3.3.3 Strategie zur Prozess-Steuerung

Vollautomatischer Programmablauf
Der vollautomatische Programmablauf besteht im Wesentlichen aus vier Sequenzen
(siehe Abb. 38).
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Messung des
Ausgangswertes anhand
der Filtermatrixkonturen

A 4

Aufnahme und Analyse
Uber Matrox

A

Nein

\4
Abstand < definierter Wert?

Ja

A\ 4

Automatischer
Prozessabbruch

Abb. 38: Aufbau des Programmablaufs zur Steuerung der HGMS-Filtration

In der ersten Sequenz wird der (Konturen-)Abstand der Gitternetze der Filtermatrix
vor Beginn der Filtration gemessen und als Konstante gespeichert. Wahrend der
Filtration wird in der zweiten Sequenz von der Software Matrox Inspector™
automatisch die Lage der ,Kanten“ und daraus der noch verbleibende Abstand der
Anlagerungszonen ermittelt (vgl. 6.3.3.2). In der dritten Sequenz wird Uberprift, ob
der Abstand kleiner als ein vorher festgelegter (Minimal-)Wert ist. Ist diese
Uberpriifung falsch, dann wird (iber eine While-Schleife in definierten Zeitabstanden
wieder die zweite Sequenz ausgefiihrt. Sobald die Uberpriifung in der dritten
Sequenz wahr ist, wird der Prozess der Bildauswertung gestoppt. Abb. 39 zeigt
mehrere Bilder die wahrend einer Filtration aufgenommen und von der Software
vollautomatisch ausgewertet wurden. Das Anwachsen der Magnetpartikel-

Anlagerungszonen ist deutlich zu erkennen.
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Abb. 39: Detail-Vergroerung der Magnetpartikel-Anlagerungsbereiche wahrend

der Magnetfiltration

Nach Erreichen des Abbruchkriteriums, wird diese Information an die Software
LabView™ weiter gegeben, die die HGMS-Anlage steuert. Dort wird dann die
Filtration gestoppt und der Spulzyklus eingeleitet.

6.3.3.4 Neukonstruktion und Fertigung der Filterkammer zur
Verbesserung der Trennleistung des Hochgradienten-

Magnetfilters

Die ursprunglich benutzte HGMS-Anlage ist mit fluiddynamischen Schwachen
behaftet, weshalb eine Stromungsoptimierung durch eine Neukonstruktion der
Filterkammer sowie der Filtermatrix (siehe Kap. 6.3.3.8) angestrebt wurde. Da die
entstehenden Anlagerungsbereiche bei diesem Filterverfahren fast ausschliel3lich
durch das kunstlich erzeugte Magnetfeld auf der Filteroberflache gehalten wird und
die Stromung Uber weite Strecken tangential zur Filteroberflache verlauft, missen
ungunstige Stromungsverhaltnisse vermieden werden, welche einen verfrihten
Filterdurchbruch herbeifihren oder eine ungleichmallige Ablagerung der
Anlagerungsbereiche bewirken konnten. Bei kompakten Filtermodulen besteht
aulRerdem die Gefahr von teilweisen oder sogar vollstandigen Verstopfungen sowie
anderen unerwlnschten Ablagerungen, welche den Filtrationsprozess auf
unterschiedliche Arten negativ beeinflussen konnen. Des Weiteren erschweren
Ritzen und Spalten die Reinigung und Sterilisation der Anlage in montiertem
Zustand, da hier aufgrund kleiner Totraume keine ausreichende Spulung stattfindet.

Um das Potential der HGMS-Filtrationstechnik weitest mdglich auszunutzen, ist es
notwendig, die Stromungsverhaltnisse im Inneren eines Filtermoduls zu verstehen
und zu steuern. Unter Zuhilfenahme moderner rechnergestitzter Simulationen kann

58



dieser Forderung uUber weite Strecken entsprochen werden. So konnten zunachst die
Schwachen verschiedener Filterkonzepte aufgedeckt und durch gezielte Optimierung

ein neues, vielversprechendes Filtermodul entwickelt werden.

6.3.3.4.1 Bestandsaufnahme der Stromung in der bisher

verwendeten Filterkammer

In der Ublicherweise verwendeten Filterkammer ist in der Berechnung der Strémung
deutlich  erkennbar, dass der Ein- und Auslass der Filterkammer
stromungsdynamisch sehr ungunstig ist, da er stark gegen den eigentlichen
Filterraum versetzt ist (sieche Abb. 40). Des Weiteren sind harte Kanten an den
Filterblechaufnahmen sowie den Ubergdngen zwischen Ein- und Auslass- und
Filterraum erkennbar. Die Stromung ist asymmetrisch und es bilden sich Totzonen.
Die Filterblechhalterungen sind instabil und es entsteht eine einseitige Bypass-

Stréomung.

HOMS-F i iteronloge: Version |
Turbulenzeode! 11 Mischi
Loesung! Angeposste Geschwindigkeit

Abb. 40: CAD-Geometrie des urspringlichen Filtermoduls und

Geschwindigkeitsverlauf Uber der Symmetrieebene

Im Ein- und Auslassbereich des Filtermoduls sind Unruhen zu erkennen. Des
Weiteren zeichnen sich signifikante Geschwindigkeitsvarianzen im gesamten

Filterbereich ab.
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Neben den starken Verwirbelungen ist auch eine grof3e Filterumgehung zu erkennen.
In den groRen Totzonen sowie in den engen Spalten zwischen Absperrventilen und
Gehause konnten sich Beads ablagern. Auch das Gebiet in unmittelbarer Nahe zum
langs verlaufenden Filterblechhalter weist sehr niedrige Geschwindigkeiten auf,
weshalb hier ebenfalls die Gefahr von Ablagerungen oder partiellen Verstopfungen
besteht. Die Stromung wird aul3erdem aufgrund des verwinkelten Ein- und Auslasses
auf ungunstige Bahnen gelenkt.

Der auf der Symmetrieebene erstellte Plot zeigt deutlich, wie die
Stromungsgeschwindigkeit durch die Form der Filterbleche und
Filterblechaufnahmen sowie die Geometrie des Ein- und Auslassbereichs beeinflusst
wird (vgl. Abb. 41).

So ist zu erkennen, dass die Geschwindigkeit im mittleren Bereich zwar Uber die
gesamte Breite der Bleche relativ gleichmaldig pulsiert, durch die nachteilige
Ausfuhrung der Filterblechaufnahmen und die verwinkelten Ein- und
Auslassbereiche, treten an den Grenzen zu Ein- und Auslassbereich und der
einseitigen Filterumgehung jedoch unerwlnscht hohe Geschwindigkeiten auf. Auf
den Filterblechen erschweren die Geschwindigkeitsextrema die Ansiedelung der
Beads, wahrend im Bereich der Filterumgehung groRe Mengen der ungefilterten
Suspension vorbeistrdomen kdnnen.

Es ist des Weiteren bei gegebener Ausfihrung des Filtermoduls zu erwarten, dass
an den Querstreben der Bleche, besonders an Anfang und Ende des Filterbereichs,
ein verfrihter Filterdurchbruch eingeleitet wird bzw. weniger Partikel angelagert

werden.
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Strémungsgeschwindigkeit [mm/s]

Absolute Z-Koordinate [mm)] Absolute Y-Koordinate [mm)]
Abb. 41: Geschwindigkeitsverlauf Gber der Symmetrieebene (3D, skalar)

Um diese Nachteile zu beseitigen wurden verschiedene Veranderungen an der

Filterkammer und der Filtermatrix konzeptioniert:

6.3.3.4.2 Version 1: Austausch der vorhandenen Absperrventile

Abb. 42: Neue, auRenliegende Nadelventile

Um eine verbesserte Anstromung in die Filterkammer zu erhalten, wurde zunachst
ein flacher Einlauftrichter konstruiert. Zugleich wurde darauf geachtet, dass auch
zuklnftig die Mdglichkeit besteht, die Filterkammer in gefllltem Zustand aus der
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Anlage auszubauen. Um zu gewabhrleisten, dass die Filterkammer CIP- und SIP-fahig
ist, wurde besonderen Wert auf temperaturbestandige Werkstoffe gelegt, die gegen
ubliche Sterilisationsmittel resistent sind.

Die bisher verwendeten innenliegenden Absperrschrauben werden durch
aulRenliegende Nadelventile der Firma Swagelok ersetzt. Durch diese MalRnahme
sollen Stromungsumlenkungen und ausgepragte Totraume in unmittelbarer Nahe
zum Ein- und Auslaufbereich vermieden werden. Der Flussraum kann dadurch

weitestgehend begradigt werden.

6.3.3.4.3 Version 2: Stromungsoptimierung durch Stromstorer

Das neue Gehause erhalt einen eingeschweil’ten Boden, wodurch zwar nur noch
eine Seite zur Entnahme der Filterbleche geoffnet werden kann, die Abdichtung des
Gehauses aber erheblich erleichtert wird.

Eine der wichtigsten Anderungen stellt der Einbau eines Storkdrpers im
Einstrombereich dar, um die Stromungsgeschwindigkeiten Uber der gesamten

Einstromebene gleichmalig zu verteilen und eventuelle Unruhen zu beseitigen.

HGUS-Filteronioge: Version 2
Turbulenzmode | 13 Mischicenge
Loesung: Angeposste Gv..d.h- ndigkeit

13.00
12.08
11.17
10.25
9.33
= B.42
7.50
6.58
5.67
4.75
3.83
2.92
2.00

Abb. 43: Geschwindigkeitsverlauf Gber der Symmetrieebene von Version 2

1

E

Stromungsgeschwindigkeit [mm/s)

80
Absolute Y-Koordinate [mm] %0 Absolute X-Koordinate [mm)

Insgesamt weist Abb. 43 ein sehr viel gemaRigteres Stromungsverhalten auf. Jedoch

kobnnen die Filterbleche noch immer weitlaufig umgangen werden und das
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ungunstige Konzept des Filterpakets mit recht grof3en, im unmittelbaren Filterbereich
liegenden Abstandshaltern verursacht einen extremen Geschwindigkeitsanstieg in
Ein- und Ausstrombereich des Filterraums. Auch der Storkorper im Einstrombereich
ist in gegebener Ausfihrung von eher zweifelhaftem Nutzen. Die Strémung im
Einstrombereich wird dadurch auf die aul3eren Gebiete der Filterbleche konzentriert,
was zu erhéhten Geschwindigkeiten in diesen Bereichen fiihrt. Im Ubrigen erweist es
sich als sehr problematisch, eine Moglichkeit zu finden, den Stérkdrper platzsparend

und funktionsgerecht zu montieren.

6.3.3.4.4 Version 3: Optimierung des Ein- und Auslaufbereiches

Version 3 Ubernimmt zunachst den Vorschlag des begradigten Stromungsraumes,
die Absperrventile sowie die Filterbleche. Aulderdem soll die trichterformige Gestalt
des Ein- und Ausstrombereiches weiterentwickelt werden. Im Gegensatz zu Version
2 wird versucht, auf einen Storkérper zu verzichten. Als wesentliche Anderung
verfugt Version 3 aufgrund einer neuen Geometrie im eigentlichen Filtermodul nur
noch Uber drei stetige Querschnittsdnderungen.

Der Einlass wurde in seiner grundlegenden Form so gestaltet, dass der kreisrunde
Querschnitt des inneren Ventilgehdusedurchmessers stetig in den rechteckigen
Querschnitt des die Filterbleche umschliellenden Filterraumes Uberfuhrt wird. Der
Bildung von Totzonen soll so entgegengewirkt werden. Hinter der
Querschnittsanderung wurde eine Ausgleichstrecke angebracht. Dem noch
parabolischen Geschwindigkeitsprofil soll so die Moglichkeit eingeraumt werden, sich
der Gestalt eines logarithmischen Profils anzugleichen, wie es fur turbulente
Innenstromungen charakteristisch ist. Dies ist zweckdienlich, da bei einem typisch
turbulenten Geschwindigkeitsprofil alle Filterlagen anndhernd gleich schnell
angestromt werden, wahrend bei einem parabolischen Profil in den mittleren Lagen

eine hohere Geschwindigkeit auftritt, als in den Randgebieten.
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Abb. 44: Geschwindigkeitsverlauf GUber der Symmetrieebene von Version 3

Stromungsgeschwindigkeit (Magnitude)
AR

Stromungsgeschwindigkeit [mm/s)

Absolute Z-Koordinate [mm] 20 15

Absolute Y-Koordinate [mm)]

Abb. 45: Geschwindigkeitsverlauf GUber der Symmetrieebene von Version 3

Es ist zu erkennen, dass sich das gesamte Stromungsbild im Filterbereich stark
beruhigt hat, allerdings scheint das Geschwindigkeitsprofil in unmittelbarer Nahe zu
den Filterblechen noch immer eher parabolischen Charakters zu sein. Die
Geschwindigkeit pulsiert gleichmaRig Uber dem gesamten Filterbereich der
Symmetrieebene. Allerdings treten auch in Version 3 noch immer stérende Totzonen

im Bereich der Querschnittsdnderung des Einlasses auf.
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6.3.3.4.5 Version 4: Optimierung der Version 3

Nachdem Version 3 in ersten Berechnungen bereits gute Ergebnisse liefern konnte,

erfolgte eine Feinabstimmung der Geometrie. Dazu wurden schrittweise einzelne

Komponenten des Filtermoduls verandert und in Simulationen getestet.

Es wurden folgende Anpassungen getroffen:

1)

Vermeidung von Totzonen:

Der Querschnittsibergang im Einlass wurde angepasst, sodass keine
Verwirbelungen mehr entstehen. Die Lange des Ubergangs wurde dazu
erhoht und die Verrundung der Ubergange vergroRert. Diese Anpassungen
wurden in verschiedenen Variationen so lange wiederholt, bis keine Totzonen
mehr zu verzeichnen waren. Dabei wurde versucht, eine kompakte Gestalt zu

bewahren.
Anpassung des Geschwindigkeitsprofils:

Das Geschwindigkeitsprofii wurde Uber eine Verlangerung der
Ausgleichstrecke so weit beeinflusst, dass alle Filterlagen aufgrund der
Ausbildung eines turbulenten Geschwindigkeitsprofils in etwa gleich schnell

angestromt werden.

Aus diesen Anpassungen und den darauffolgenden Simulationen ging die Version 4

hervor, welche bei den Berechnungen die bisher besten Ergebnisse erzielte. Die

Version 4 erzeugt bereits keine Wirbel mehr im Einlassbereich und die

Stromungsgeschwindigkeit ist in allen Filterlagen nahezu gleich.
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Abb. 46: Geschwindigkeitsverlauf GUber der Symmetrieebene der Version 4
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Scharfe Kanten und Totzonen wurden bis auf kleine Gebiete in den Absperrventilen
beseitigt, was die Reinigung und Sterilisation des Filtermoduls erleichtert. Des
Weiteren  konnten  genauere Erkenntnisse Uber  stromungsmechanische
Charakteristika der verwendeten Filterbleche und der neuen Absperrventile

gewonnen werden.

6.3.3.5 Prozessschritt zur Wiedergewinnung und

Resuspendierung der magnetischen Mikrosorbentien

Um die magnetischen Mikrosorbentien wieder zu verwenden, mussen sie nach den
HGMS-Durchgangen resuspendiert werden. Da die Partikel wahrend der Filtration
agglomerieren wurden am Umwelt-Campus Birkenfeld Versuche zur Trennung der
Partikel durchgefuhrt.

Fir die Untersuchungen wurden Partikel der Firma PerkinElmer chemagen
Technologie GmbH verwendet (M-PVA C22) mit einer StandardpartikelgrofRe von
1-3 um. Um die Partikel fir die Versuche zu agglomerieren wurden sie Uber mehrere
Wochen eingetrocknet.
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Die Partikelgrole wurde in den Versuchen mit einem PartikelgroRenmessgerat
(Analysette 22) der Firma Fritsch GmbH bestimmt. Die agglomerierten Partikel
wurden resuspendiert und mit einem Propellerrihrer gerthrt. Spatestens alle 30 min.
wurde die Partikelgrofle neu bestimmt. Anhand der Bestimmungen wird deutlich,
dass sich die Agglomerate durch das alleinige Ruhren der Partikel nicht zerteilen
lassen (siehe Abb. 47).

C22 09097 Fraunhofer broad

Zeit [min] (Riihrer)
0 20 40 60 80 100 120 140

=
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[ ] [ ]
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Rihren

PartikelgroRe (Modalwert) [um]
w

O T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Durchladufe (Ultraschall)

Abb. 47: Ruhren agglomerierter Magnetpartikel mit einem Propellerrhrer und
Beschallen der Magnetpartikel in einer Ultraschalldurchflusszelle
Daher wurde fur weitere Untersuchungen eine Ultraschalldurchflusszelle angeschafft.
Hier wurden die Magnetpartikel mit 100 mL/min bei verschiedenen
Beschallungsintensitaten (40 % und 60 %) durch die Zelle gepumpt und nach jedem
Durchlauf die Partikelgrofde bestimmt. Das entstehende Diagramm (siehe Abb. 47)
zeigt eine deutliche Auflosung der Agglomerate bis hin zu einem Wert von 3,15 pym,
womit eine ausreichend gute Resuspendierung der Magnetpartikel fur eine erneute

Verwendung erreicht ist.

67



6.3.3.6 Trennung Biomasse und Partikel im Satzbetrieb

Abb. 48 zeigt eine Abtrennung der magnetischen Partikel im Satzbetrieb. Bei dem
braunen Uberstand in Abb. 48b) handelt es sich um das Medium ohne Biomasse.
Die Biomasse wurde zusammen mit den magnetischen Beads abgetrennt. Dies
deutet auf eine Einlagerung der Partikel in die Pellets der Steptomyceten hin, was
sich bei der Beobachtung unter dem Mikroskop bestatigt (siehe Abb. 50a). Eine

Separation der magnetischen Beads von der Biomasse kann somit im Satzbetrieb

ohne Zugabe von Detergenzien nicht erreicht werden.

Abb. 48: Trennung der Partikel aus der Fermentationsbrihe im Satzbetrieb: a)
Fermentationsbrihe mit magnetischen Partikeln, b) Abtrennung der in den
Streptomyces Pellets eingelagerten magnetischen Partikel mittels
Permanentmagneten

Um die Separation der magnetischen Partikel mittels Permanentmagneten zu
dokumentieren, wurden alle 10 Sekunden Bilder des Aufbaus (siehe z.B. Abb. 48)
gemacht. Mit Hilfe einer Bildauswertesoftware (NI Vision Assistant) kann die farbliche
Veranderung der Probe und damit die Wanderung der Partikelfront wahrend der
magnetischen Abtrennung beobachtet werden. Es wurde eine Linie etwa in halber
Hohe des Magneten durch das Reagenzglas in der Abbildung gelegt und entlang
dieser Linie die Farbintensitat in Graustufen aufgezeichnet.

Abb. 49 zeigt den Intensitatsverlauf zu verschiedenen Zeitpunkten. Ein geringer Wert

in der Farbintensitat deutete auf einen dunklen Bereich hin, ein hoher Wert steht fir
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helle Bereiche. Bei d = 1 cm stellt sich ein Gleichgewicht mit hohen Farbintensitaten
ein, sprich der Uberstand auf der dem Magneten gegeniiberliegenden Seite wird klar.
Zwischen 0 und 0,2 cm stellen sich dunkle Bereiche ein. Bereits nach einer Minute
hat sich eine Partikel/Biomasse-Font von etwa 0,2 cm Dicke gebildet, erkennbar an

dem Sprung der Farbintensitat in

Abb. 49.
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Abb. 49: Farbintensitat ermittelt mit Hilfe von NI Vision Assistant. Nach etwa einer
Minute bildet sich eine Partikel/Biomasse-Font von etwa 0,2 cm Dicke aus.

6.3.3.7 Abtrennung der magnetisierbaren Partikel aus der
Antibiotika - Fermentationsbrithe im HGMS

Eine grof3e Herausforderung fur die Separation stellt das filamentose Wachstum der
Biomasse dar. Hier kommt es zu Einlagerungen der magnetischen Beads in die
Streptomyceten Pellets wie im Kapitel zuvor gezeigt. Eine Separation der Partikel
von der Biomasse wird somit erschwert. Abb. 50a) zeigt eine solche Anlagerung der
Partikel an die Biomasse. Durch die Zugabe von Natriumpyrophosphat kann ein
Grofteil der Partikel von den Streptomyceten abgeldst werden (siehe Abb. 50b)). Es
bleibt jedoch ein Teil der magnetischen Beads an der Biomasse haften, sodass es

gemeinsam mit der Biomasse zum teilweisen Austrag der Partikel aus dem HGMS
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kommt. Dies ist in Abb. 50c) dargestellt. Hier ist bis zur achten Minute der Magnet
eingeschaltet, dennoch kommt es zum Austrag einiger Partikel. Hierbei handelt es
sich um Partikel, die sich in Pellets der Streptomyceten eingelagert haben. Ab Minute
8,5 wurde der Magnet ausgeschaltet und die magnetisierbaren Partikel
ausgewaschen. Da die Partikel nur durch einfaches Spllen im geschlossenen
Kreislauf (kein pneumatisches Klopfen, keine Rickspulung) ausgewaschen werden,
sinkt die Partikelkonzentration am Ende der Messung nicht vollstandig auf null. Im
Inneren der Kammer haften weiterhin Partikel an der Filtermatrix. Mit Hilfe des
Boroskops, welches am Umwelt-Campus Birkenfeld eingesetzt wird, konnte die
Separation der Partikel von der Biomasse nicht filamentéser Mikroorganismen und
das spatere Auswaschen sowohl der Biomasse als auch der magnetischen Beads
aus der Filterkammer optisch dargestellt und optimiert werden.
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Abb. 50: Anlagerung der magnetisierbaren Partikel an die Pellet bildenden
Streptomyceten a) ohne und b) mit Natriumpyrophosphat (NaPP); die
Zugabe des NaPP verbessert die Abtrennung der Partikel von der
Biomasse, eine vollstandige Ablésung wurde nicht erreicht;
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c) Partikelseparation in Anwesenheit der Streptomyceten, ab Minute 8
wurde der Magnet ausgeschaltet

Im Fall der filamentdésen Streptomyceten sollte fur den Aufbau eines kompletten
Prozesses aus Fermentation und anschliefender Aufarbeitung mit magnetischen
Partikeln, eine Vorfiltration nach der Fermentation vorgesehen werden, um

filamentdse Biomasse und Medium zu trennen.

6.3.3.8 Neukonstruktion der HGMS-Filtermatrix

Zur Verbesserung der Biomassedurchlassigkeit und Separationscharakteristik des
HGMS wurden verschiedene Anordnungsrichtungen der Drahtstabe simuliert und in
Separationsversuchen getestet. Die Simulationen wurden durch den Einsatz der
Finite Elemente Methode (FEM) durchgefuhrt. Hierbei sind dreidimensionale
Simulationen der Trennkammer unter Beachtung der Differenzialgleichungen der
Stromungs- und Magnetfelder entwickelt worden (siehe Kapitel 6.2.3.5). Eine
Anordnung in Z-Richtung entspricht einer Ausrichtung der Gitterstabe parallel zum
Mediumsstrom und senkrecht zum Magnetfeld, in Y-Richtung senkrecht zum
Magnetfeld und senkrecht zum Fluss, in X-Richtung senkrecht zum Fluss und
parallel zum Magnetfeld.

Abb. 52c) zeigt exemplarisch eine Anordnung der Stahlgitter in Y-Richtung.
Zusatzlich wurde die kubische und rhomboedrische Anordnung der Gitterstabe
untersucht. Die Ergebnisse der Separationsversuche und die daraus berechneten

Filterbeladungen sind in Abb. 51 zusammengefasst.
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Abb. 51: Experimentelle Beladung des HGMS verschiedener Raumausrichtungen
und Anordnungen der Drahtgitter. Die Beladung der Drahte mit
Magnetpartikeln ist relativ zu deren Oberflache dargestellt.

Die experimentellen Untersuchungen der Gitterorientierung zeigen klare
Unterschiede zwischen den verschiedenen Anordnungen. Im Hinblick auf die
Filteroberflachenbeladung (siehe Abb. 51) sowie die maximale Kapazitat der Filter
welche aus den Durchbruchskurven berechnet wird (siehe Tab. 11) zeigt die
transversale, rhomboedrische Anordnung die hochste Beladung und Kapazitat. Eine
Anordnung der Stahlstabe in x-Richtung (parallel zum Magnetfeld) liefert kaum, bzw.
keine Ruckhaltung der magnetisierbaren Partikel. Diese wurde auch in den
Simulationen bestatigt, da sich hier kein magnetischer Gradient innerhalb der

Kammer aufbaut.

Tab. 11: Vergleich verschiedener Gitterorientierungen; die Filterkonstanten wurden
anhand der Durchbruchskurven errechnet.

maximum Filter .
. . . . . Separation
Orientation capacity coefficient efficiency [ ]
[kg/m?] [1/m] y
transversal 287,7 91,97 6,7
axial 280,9 60,32 44
ax + trans 276.,6 74,96 5,5
(mesh)
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Neben der maximalen Kapazitat der Filtermatrix wird auch der initiale Filterkoeffizient
anhand der Durchbruchskurven errechnet. Das Produkt (sog. Filtereffizienz) A, - Lg
muss Werte grolRer als 5 annehmen, damit das Filtrationsverhalten des HGMS einer
klassischen Tiefenfiltration angenahert werden kann [4]. In diesem Fall bildet sich
eine klare Beladungs- und Konzentrationsfront im Inneren der Kammer, die mit der
Filtrationszeit Uber die Lange des Filters in Richtung Kammerauslass wandert. Die
Bildung einer solchen Front fuhrt zu einem plotzlichen Durchbruch des Filters. Dies
fuhrt zu geringeren Verlusten an Partikeln im Vergleich zu einem langsamen und
konstanten Anstieg von c/c, wie es bei der axialen Anordnung der Fall ist. Die
transversale Anordnung zeigt also auch die beste Separationseffizienz. Obwohl flr
die axiale Anordnung eine recht hohe maximale Kapazitat erreicht wird, ist die
Separationseffizienz ungenigend. Die Anordnung in einer Gitterstruktur (ax + trans)
zeigt geringere maximale Beladungen, was in dem grof3eren Platzbedarf der Matrix
innerhalb der Kammer begrindet liegt. Anhand dieser Ergebnisse kann die
Gitterstruktur zu Gunsten einer transversalten Anordnung von Gitterstaben ersetzt
werden.

Um nun die Gitterabstande in der Kammer zu optimieren wurde auf der Basis der
Ergebnisse aus Abb. 51 und Tab. 11 eine neue Kammer entworfen. Die maximale
Filterkapazitat und die Separationseffizienz bei verschiedenen Flussigkeitsstromen

sind in Tab. 12 zusammengefasst
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Tab. 12: Vergleich der unterschiedlichen Gitterstababstande bei verschiedenen
Flussigkeitsstromen.

maximale maximale Filter- Filter-
Abstand Kapazitat Kapazitat koeffizient koeffizient
[mm] 100 ml/min 200 mi/min 100 ml/min 200 ml/min

Separations Separations
-effizienz -effizienz
100 mi/min 200 ml/min

[kg/m?] [kg/m?] [1/m] [1/m]
1,4 113,7 103,7 92,2 38,9 9,9 2,8
1,0 168,0 83,9 200,4 27,2 14,6 1,9
0,8 167,1 87,5 125,2 32,0 9,1 2,3
0,6 88,3 115,4 248,6 64,7 18,2 4,7
0,4 120,3 20,9 186,4 34,3 13,6 2,5
0,2 29,4 23,7 57,5 21,1 4,2 1,5

Die FEM-Simulation dieser effizientesten Ausrichtung der Gitter in rhomboedrischer
Anordnung mit einem Millimeter Gitterabstand ist in Abb. 52 exemplarisch dargestellt.
Durch die rhomboedrische Anordnung ist es maoglich, im Vergleich zur kubischen
Anordnung weniger Gitterstabe bei gleicher Abtrennung einzusetzen. Dies bedeutet,
dass sich weniger Stromstorer innerhalb des Systems befinden und die Zellpellets
beim Passieren der Kammer weniger behindert werden. Bei der Anordnung der
Filtermatrix in y-Richtung verteilen sich die magnetischen Beads links und rechts der
Gitterstabe. Dies konnte sich als weiterer Vorteil fur unser System darstellen, da in
dieser Ausrichtung die Partikel am effizientesten vom Medium umspult und damit die
Biomasse ausgetragen werden kann. Innerhalb der Separationsversuche konnte
aullerdem gezeigt werden, dass auf die Querstreben des Filtergitters verzichtet

werden kann.
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Abb. 52:

z-Achse, Strémung

y-Achse, Blickrichtung

x-Achse, Magnetfeld

Simulation des magnetischen Feldes und der fluiddynamischen Verteilung
in der HGMS-Kammer, a) magnetisches Feld in transversaler
rhomboedrischer Anordnung, b) Fluidgeschwindigkeit mit Partikeln in
transversal rhomboedrische Anordnung c) kubische 3D Anordnung der
magnetisierbaren Stahlstabe in der Separationskammer
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6.3.3.9 Integration des HGMS in den -Lactam Fermentations- und
Aufarbeitungsprozess

Fir die Bilanzierung der Lactam-Aufarbeitung Uber mehrere Trennzyklen wurde der
in Abb. 53 dargestellt Versuchsaufbau mit optimierter Gitteranordnung (siehe Kap.
6.3.3.8) verwendet. Der Trennzyklus aus Filtration, Waschen und Spulung wurde
dabei zehnmal hintereinander mit einer Modell Magnetpartikel-Suspension
(Konzentration 3 g/l, Volumen 11) durchgefihrt. Dazu wurde die aus der
Fermentation von Acremonium chrysogenum erhaltene Fermentationsbriihe mit Hilfe
einer Filterzentrifuge (HERMLE SIEVA-2) von der Biomasse befreit.

Dest. Wasser —-o@_._

Fementation (Reaktor 1) Fiterzentrifuge Reaktor 2 3-Wege-Ventil

Perista tikpu mpe

HGMS

3-Wege-Ventil

Abfall/ Probenahme

Abb. 53: Verfahrensschema der Reaktorkaskade zur Produktion und integrierter
Aufarbeitung von Lactam-Antibiotika
Mit dem auf diese Weise erhaltenen Permeat wurde ein Minifors-Reaktor, in dem
sich eine Magnetpartikel-Suspension (Konzentration 3 g/l, Volumen 500 ml) befand,
auf 11 aufgeflllt. Dieses Gemisch wurde danach mittels des HGMS, in dem die
Filtermatrix mit dem Abstand 1 mm eingebaut war, bei einem Volumenstrom von
100 ml/min aufgereinigt und gewaschen. Danach erfolgte eine Spulung der
Separationskammer bei 500 ml/min, wobei der Abfluss in Reaktor 2 gesammelt
wurde. Destilliertes Wasser wurde dabei zum Ausspulen verwendet als Supplement
fur ein spater zu verwendendes Elutionsmittel. Diese Elutionssuspension wurde

wiederum im HGMS separiert (100 ml/min), mit destilliertem Wasser gespult
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(500 ml/min) und der Abfluss in Reaktor 2 gesammelt. Mit dem Permeat der
Fermentationsbrihe aus Reaktor 1 wurde Reaktor 2 auf ein Volumen von 11
aufgeflllt, so dass der gesamte Vorgang aus Adsorption und Elution wiederholt
werden konnte. Auf diese Weise wurden 10 Zyklen, d.h. die jeweils finfmalige
magnetische Separation des Permeats der Fermentationsbrihe (Adsorption) und des
Eluenten, durchgefuhrt. Durch eine minutliche Probenahme des Abflussstroms und
der Ausgangskonzentrationen der Gemische konnte so eine Stoffstrom-Bilanzierung
erfolgen. Die Adsorption und Elution des Antibiotikums aus der Fermentationsbrihe
aus Reaktor 1 erfolgt sukzessive. Dies soll eine halbkontinuierliche Aufarbeitung des
Antibiotikums ermdglichen. Die Auswertung der Proben erfolgte anschlieRend uber
eine Messung der optischen Dichte.

Nach zehn Zyklen betrug die Endkonzentration der Partikel im Reaktor 1,88 g/l. Dies
wurde anhand einer gravimetrischen Probemessung bestimmt. Damit betrug der
Gesamtverlust nach 10 Zyklen 1,12 g, im Durchschnitt also circa 0,11 g pro Zyklus,
dies entspricht etwa 3,5 % der eingesetzten magnetischen Partikel. Ein negativer
Einfluss des Mediums auf die Abtrennbarkeit der magnetischen Partikel konnte nicht

festgestellt werden.

3,0+

2,5+

Partikelkonzentration (g/L)

Zyklus

Abb. 54: Verlauf der Partikelkonzentration Uber mehrere Zyklen der HGMS-
Filtration mit Modellmagnetpartikeln.

Ein Filterdurchbruch der Partikel wurde in keinem der Zyklen erreicht. Demnach

resultiert der Partikelverlust nur im geringen Malde an nicht abgetrennten Partikeln.
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Die Hauptverluste sind demnach eher beim Waschen oder bei Ablagerungen in der
Versuchsperipherie zu suchen. Wahrend der aufeinanderfolgenden Zyklen kommt es
zu einer Akkumulation von 0,24 g Partikeln auf der Gittermatrix, die nicht
resuspendiert werden konnten. Dies resultiert hauptsachlich aus der ersten
Separation, danach stellt sich ein Gleichgewicht auf der Matrixoberflache ein.

Die Bilanzierung der HGMS lieferte den Befund, dass auch nach mehreren
Trennzyklen ein Verlust an Partikeln auftritt und sich flr das komplette System nach
10 Zyklen noch kein Gleichgewicht eingestellt hat. Da die Herstellung magnetischer
Adsorberpartikeln kostenintensiv ist, mussen, um eine wirtschaftlich interessante
Alternative zu den herkdbmmlichen Methoden darzustellen, die Verlustquellen weiter
minimiert werden. Dies konnte insbesondere durch eine Verbesserung der
Trenneigenschaften der Matrix sowie durch Verbesserung des Schlauchsystems
erfolgen.

Der Aufbau des Prozesses im Labormalstab war erfolgreich. Der Prozess konnte
Uuber mehrere Trennzyklen betrieben und analysiert werden. Als letzter Schritt zur
halbkontinuierlichen Aufarbeitung der Antibiotika muss die Filterzentrifuge in dem
Prozess (siehe Abb. 53) durch ein System ersetzt werden, das es ermdglicht, die
Fermentationsbrihe kontinuierlich von der Biomasse zu trennen. Realisiert werden
sollte dies mittels einer in-situ Probenahmesonde, die mit einer Membran
ausgestattet ist. Durch den Einsatz dieser direkten Filtration soll Gber die Membran
die Biomasse zurlckzuhalten und das Medium in Reaktor 2 mit den magnetischen
Adsorbern uberfuhrt werden. Um ein Zusetzen der Membran mit Biomasse zu
minimieren, soll nach der Separation des Mediums frisches Medium Uber diese
Probenahmesonde zugefluhrt werden. Das Institut fur Technische Chemie der
Universitdt Hannover stellte eine entsprechende Probenahmesonde fir erste
Versuche zur Machbarkeit zur Verfigung gestellt. Die bereitgestellte Membran
erwies sich jedoch als zu engmaschig und es kam zu deren nahezu sofortigen
Verblockung. Eine Membran mit groReren Porenradien konnte bisher noch nicht
untersucht werden. Sollte dies nicht erfolgreich sein, ware auch eine vorgeschaltete
Ruckhaltung der Biomasse mit magnetischen Partikeln denkbar. In Kap. 6.3.3.6
konnte bereits gezeigt werden, dass es moglich ist, die filamentose Biomasse mittels

magnetischer Partikel und einem Permanentmagenten zurlick zuhalten. Ein Einfluss
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der Beads auf das Biomassewachstum konnte mit Hilfe zweier Fermentationen

ausgeschlossen werden.
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7 Erwartete und erzielte Ergebnisse

Februar 2012 = Projektmonat 28

Geplantes
. Abgeschlossen
Arbeitspaket (Partner) Ende (%]
[Projektmonat] 0
AP 1: Grundbeschichtung der magnetischen Adsorber
. . 4 90 %
(instrAction)
AP 2: Derivatisierung der Adsorber (instrAction) 6 100 %
AP 3: Synthese der Rezeptorphasen fir Carbapeneme
und deren Charakterisierung in synthestischen 16 100 %
Medien (instrAction/BioVT)
AP 4: Untersuchung der Recyclierbarkeit des
eingesetzten Adsorbermaterials 13 90 %
(instrAction/BioVT)
AP 5: Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeiten
) ) 17 100 %
der adsorbierten Carbapeneme (BioVT)
AP 6: Vergleich mit kommerziellen Adsorbern (BioVT) 17 100 %
AP 7: Test der Adsorbermaterialien in Realmedien
. 13 100 %
(BioVT)
AP 8: Up-Scaling der Synthese der Adsorber
. . 26 90 %
(instrAction)
AP 9: Test der Adsorber im Fermentationsverfahren 28 0%
(BioVT) °
AP 10: Integration des HGMS und Wiedergewinnung/
. . . . 23 80 %
Redispergierung der Magnetbeads (BioVT & Kampeis)
AP 11: In-line-Analytik zur Beurteilung des Trenn-
verhaltens von Hochgradienten-Magnetfiltern 28 100 %
(BioVT & Kampeis)
AP 12: Bestimmung der Bindungskinetiken (BioVT &
) 17 100 %
Diller)
AP 13: Untersuchung von Umweltentlastungseffekten 28 90 %

80




8 Betrachtung der Okoeffizienz

Eine Bewertung der 6konomischen und dkologischen Sparpotentiale der Produktion
des Antibiotikums Imipenem fur zwei Prozessschritte wurde durchgefihrt. Die
Synthese ist sowohl auf chemischen Weg als auch fermentativ mdglich. Die
chemische Synthese beruht auf Ergebnissen der Firma Merck [8]. Hierbei wird
ausgehend von Dibenzylasparginsaure in einem zehnstufigen Reaktionsweg ein
Keto-Zwischenprodukt hergestellt. Die Ketoverbindung wird ublicherweise fur die
europaische Produktion zugekauft und anschlieRend derivatisiert. Als alternatives
Herstellungsverfahren dient die Fermentation von Streptomyces sp.. Im
Zwischenbericht 2010 wurde eine Beschreibung des Fermentationsprozesses und
der Aufarbeitung nach Treiber et al. [9] der Auslegungsbetrachtung zugrunde gelegt.
Hierbei wird nach einer Ruhrkesselfermentation durch zwei Filtrations- und zwei
Chromatographieschritte die Aufreinigung des Thienamycin durchgefthrt.

Die Gegenuberstellung aller Prozesse durch Prozessmodellierung wurde mit der
Software SuperPro Designer durchgefuhrt. Zum Vergleich der Prozesse wurde die
Produktion von 1,2 kg Antibiotikum zugrunde gelegt. Eine Gegenuberstellung der
eingehenden und ausgehenden Stoffstrome der beiden Synthesewege ist in den
Tab. 13 und Tab. 14 gegeben.
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Tab. 13: Ein- und ausgehende Stoffstrome der chemischen Synthese von Thienamycin
nach Kalkulationen der Software SuperPro Designer.

Eingehend|Ausgehend

Komponente [kg/Batch]| [kg/Batch]
Acetonitril 21.586 21.586
Platinoxid 1.030 1.030
Ethylacetat 595.554  |595.554
Diisopropylethylamin 953 318
Diphenylchlorphosphat 968 290
N-p-Nitrobenzyloxycarbonylcysteamin[968 290
Diazoderivativ 6.286 528
Bicyclisches Keton 0 4.754
Keton-Derivativ 0 414
Enolphosphat 0 756
Enol-Derivativ 0 344
Geschutztes Thienamycin 0 275
Rhodiumdiacetat 187 187
Toluol 381.489 |381.489
Tetrahydrofuran 538.663 [538.663
Morpholinpropan 302.890 [302.890
Thienamycin 0 1.207
\Wasser 15.706 15.706
Gesamt 1.866.282 [1.866.284

Tab. 14: Ein- und ausgehende Stoffstrome der fermentativen Synthese von Thienamycin
nach Kalkulationen der Software SuperPro Designer.

Komponente Eingehend(Ausgehend
[kg/Batch]| [kg/Batch]

Ammoniumsulfat 606 606
Biomasse 41 5.622
CO, 0,00 20.376
Kohlensaurehaltiges Wasser|3.986 3.986
Maisquellwasser 1.241 1.242
Glucose 12.402 0,00
Stickstoff 81.015 81.066
Sauerstoff 24.595 9.847
Thienamycin 0,00 1.207
\Wasser 109.340 [109.803
Gesamt 233.226 [233.753

Es ist zu erkennen, dass die aufgewendeten Ldsungsmittel fur eine chemische
Synthese die der Fermentation um einen Faktor von 8 Ubertreffen. Hierbei sind vor

allem hohe Mengen an Ethylacetat, Tetrahydrofuran und Toluol notwendig. Es ist
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davon auszugehen, dass eine Aufreinigung der genannten organischen
Losungsmittel erfolgt. Die hierzu angewandten Methoden sind in der Fachliteratur
nicht beschrieben, so dass zunachst lediglich ein Vergleich der Stoffstrome
durchgefuhrt werden kann. Die Bilanzierung der Thienamycin-Fermentation zeigt,
dass neben 110 m> Wasser vorwiegend die Gase Stickstoff und Sauerstoff zur
Fermentation eingesetzt werden.

Erganzend zu den beiden oben beschriebenen Verfahrenswegen wurde ein
Prozessmodell fur die Fermentation und Magnetseparation unter Anwendung neuer
Messergebnisse aus dem Projekt etabliert. Das VerfahrensflieRbild des Prozesses ist
in Abb. 55 dargestellt. Die prinzipielle Prozessauslegung basiert auf dem
Antibiotikum Chephalosporin, kann jedoch mit geringen Modifikationen auf die
Produktion von Thienamycin oder Imipenem umgestellt werden. Fir die Produktion
wurden Vor- und Hauptfermentation mit Zeitraumen von je 140 h berucksichtigt.
Aufgrund des filamentésen Wachstums wird die Biomasse mit einem Vorfilter im
Bioreaktor zuriickgehalten und der Uberstand inklusive Antibiotikum in einen
Adsorptionsreaktor Uberfuhrt. Hier erfolgt, nach Absenkung des pH-Werts, die
Zufuhrung von Magnetpartikeln. Deren Ruckhaltung wird in einem nachfolgenden
HGMS-Filtrationsprozess durchgefuhrt, der in der Simulation als Kombination eines
Dead-End-Filters und eines Reaktors erfasst wird. Das Antibiotikum wird innerhalb
des Filters mit wassrigem Methanol eluiert. Die Partikel werden recycliert, der
Produktstrom zunachst in einer Kolonne destilliert. Die abgetrennte Methanolphase
kann wiederverwendet werden, die wassrige Phase wird in einem weiteren Reaktor
auf 5 °C gekuhlt und der pH-Wert erhdht. Hierbei fallt das Antibiotikum kristallin aus
und kann in einem Hydrozyklon abgetrennt werden. Die ein- und ausgehenden
Stoffstrome, die bei der Produktion von 1,2 kg des Produkts bendtigt werden, sind in

Tab. 15 wiedergegeben.
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Abb. 55: VerfahrensflieBbild der Stoffstromsimulation der p-Lactam-Antibiotikum
Fermentation und der anschlieRenden Produktaufreinigung durch Hochgradient-

Magnetseparation. Die gelb markierten Operationen reprasentieren die in-situ
Elution in einer HGMS-Kammer.
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Tab. 15: Ein- und ausgehende Stoffstrome der fermentativen Synthese unter HGMS-
Aufarbeitung von Cephalosporin C nach Kalkulationen der Software SuperPro

Designer.
Komponente Eingehend|Ausgehend
[kg/Batch]| [kg/Batch]
Ammoniumsulfat 98,9 98,9
Ammonium-Eisen 0,0 0,0
Erschopfte Magnetpartikel 10,0 96,1
Biomasse 13,1 0,0
Kristallines Cephalosporin |0,0 1,2
D/L Methionin 39,6 39,6
Dihydrogenkaliumphosphat{221,5 221,5
Salzsaure 13,1 0,0
Hydrogendikaliumphosphat{205,9 205,9
Magnesiumsulfat 0,5 0,5
|Magnetpartikel 90,8 0,0
Methanol 11.976 11.976
Natriumhydroxid 10,0 0,0
Natriumsulfat 22,4 22,4
Saccharose 784,8 274,7
\Wasser 24.637 24.637
Olsaure 19,8 19,8
Gesamt 13.521 12.921

Die Massenbilanz des geplanten Gesamtprozesses ist in Hinsicht auf den Verbrauch
des Substrats Saccharose und der produzierten Biomasse noch ungenau. Des
Weiteren wird von einer vollstandigen Ruckgewinnung der Biomasse ausgegangen,
wie an dem ausgehenden Stoffstrom Biomasse von 0,0 kg-batch™ zu erkennen ist.
Der Verlust von 96,1 kg Magnetpartikel pro Batch tritt aufgrund einer momentan
unvollstandigen Regeneration der Partikel nach Adsorption des Antibiotikums auf
und zeigt Verbesserungsbedarf in Bezug auf das Magnetpartikelrecycling auf.

Im Vergleich zu den zuvor betrachten Aufreinungsprozess nach Treiber et al. [9] ist
zu erkennen, dass durch die innovative Aufarbeitungsstrategie erheblich geringere
Wassermengen bendtigt werden. Diese betragen ca. ein Viertel der zuvor
bestimmten. Die pro Kilogramm Produkt anfallende Abwassermasse mit Resten der
Fermentationssalze wird anhand der Simulation auf 4,2 kg-kg" geschéatzt. Die
Emissionen beschranken sich, wie ublich bei Fermentationen, auf Stickstoff,
Sauerstoff und geringe Mengen Kohlenstoffdioxid. Im Bereich organischer
Losungsmittel ist mit der Verschleppung von 1,1 kg Methanol in das Endprodukt zu

rechnen. Dieses wurde im Rahmen einer Produkttrocknung in die Atmosphare
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entweichen. Die notwendige Energie zur Erzeugung eines Kilogramms Produkt
betragt ca. 1.470 kWh. Des Weiteren wird ein Bedarf von ca. 400 m? Kiihmittel und
2.400 kg Dampf approximiert. Ein gro3er Anteil der Energie wird zur Destillation des
Methanols und der Kihlung zu dessen Kristallisation genutzt. Eine Verringerung des
Anteils dieser Prozessschritte wird durch geschicktere Wahl an Elutionsmittel und
Optimierung der Produktaufarbeitung bei der zukdnftigen Prozessplanung

bertcksichtigt.

9 Diskussion

Die Suche nach einem Bindungsmotiv fir das Imipemen dauerte langer als
ursprunglich veranschlagt, da die Bedingungen der Fermentation (pH 7,4 min 50 mM
NaCl) eine Bindung des zwitterionischen Zielmolekuls Imipenem mit einem pl-Wert
von 7 an eine Adsorberoberflache erschweren. Die Tatsache, dass es trotzdem
gelungen ist, eine geeignete Ligandenkombination zu finden, zeigt das grole
Potential, das die Plattformtechnologie der InstrAction bietet.

Die zweite grol’e Problemstellung in dem Projekt bestand darin, dass fur die
Beschichtung geeignete Tragermaterialien identifiziert werden mussten. Zu Beginn
des Projektes wurden solide Partikel eingesetzt. Diese waren zum Teil kommerziell
verfugbar zum Teil wurden sie von der TU Kaiserlautern hergestellt. Auf diese nicht
porosen Partikel lie® sich das instrAction Polymernetzwerk mit den bei der
instrAction etablierten Methoden nicht aufbringen bzw. die Schichten waren nicht
stabil. Die Beschichtung wurde bei der weiteren Derivatisierung wieder vom Trager
gewaschen. Die alternativen Beschichtungsmethoden flhrten auch nicht zu den
gewunschten stabilen Beschichtungen auf den magnetischen Tragermaterialien. Erst
ca. 6 Monate von Projektende wurden mit den pordsen SiMag-Partikeln der Firma
Chemicell GmbH ein Ausgangsmaterial verfigbar, auf dem dann eine stabile
Beschichtung aufgebracht wurde, die anschliel3end erfolgreich mit den Liganden flr
das Bindungsmotiv derivatisiert werden konnten. Dieses Ausgangsmaterial ist noch
nicht optimal, weil es zum einen zu grof3e Poren besitzt und zum anderen ist das
insgesamt verfugbare Porenvolumen deutlich kleiner als bei Ublichen Kieselgelen,

die in der Chromatographie eingesetzt werden. Die Beladung der beschichteten

86



magnetischen Partikel bezogen auf die Masse fur das Imipenem ist daher deutlich
geringer als auf den instrAction Kieselgel-Phasen, auf denen das Bindungsmotiv im

Screening identifiziert wurde und in der Optimierung angepasst wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass die Adsorber stabil in mehreren Zyklen einsetzbar
sind, jedoch aufgrund unzureichender Elution nach dem ersten Adsorptionszyklus an
Kapazitat einbuf3en. Die Degradation des Antibiotikums wahrend der Aufarbeitung
mit den Adsorbern konnte minimiert werden. Der Einsatz der Adsorber in
Realmedien konnte untersucht und als erfolgreich bewertet werden. Langfristige
Untersuchungen des Einflusses von Reaktionsmedien und metabolischer
Nebenprodukte konnten aufgrund der spaten Etablierung der Synthese und geringer
Adsorbermengen nicht erschopfend durchgefuhrt werden. Die bisherigen Ergebnisse
deuten auf eine selektive Bindung auch in Gegenwart zahlreicher Fremdsubstanzen
hin.

Zur Untersuchung sowohl der Adsorption als auch der Elution zwischen
Adsorbersubstrat und Antibiotikamolekal wurden FTIR-ATR sowie UV/Vis
spektroskopische Methoden erfolgreich etabliert. Es konnten die Adsorbermaterialien
und die Antibiotikamolekule im gelosten und adsorbierten Zustand charakterisiert,
sowie die Bindungskinetik analysiert werden. Die neuen Methoden erlauben
zuklnftig eine schnelle und zerstérungsfreie Analyse des Aufreinigungsverlaufs und
lassen sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf vergleichbare Prozesse zur

Antibiotikagewinnung transferieren.

Als weitere analytische Methode wurde die direkte Beobachtung der
Anlagerungszonen magnetischer Mikrosorbentien im HGMS-Filter unter Wirkung
eines auleren Magnetfelds etabliert. Neben der kontinuierlichen Aufnahme und der
vollautomatischen Auswertung mittels Bildanalyse wurde diese als Inline-Analytik
realisiert sowie eine Strategie zur Prozess-Steuerung erarbeitet. Die entwickelten
Technologien haben das Verstandnis der magnetischen Trennprozesse erweitert und
konnen in Zukunft fur weitere wissenschaftliche Problemstellungen in diesem Bereich
eingesetzt werden.

Die Abtrennung der stark filamentdésen Biomasse von den magnetisierbaren
Mikropartikeln ist nicht vollstandig gelungen. Aus diesem Grund wurde eine einfache
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Vorfiltrationsstufe zur Abtrennung der makroskopischen Filamente in den Prozess
integriert. Diese Verfahrensentwicklung wurde in Form einer Reaktorkaskade aus
zwei Reaktoren und dem HGMS erfolgreich etabliert. Im technischen Malistab ware
eine solche Vorfiltration durch konventionelle Walzen- oder Zentrifugenfilter

realisierbar.

10 Kooperation innerhalb des Projekts

Im Rahmen von sechs Treffen aller Projektpartner wurden Ergebnisse ausgetauscht
und Uber Probleme diskutiert. Zusatzlich wurden verschiedene Online-Konferenzen
zwischen den Kooperationspartner durchgefthrt. Da es sich bei dem Lehrstuhl des
Unterauftragnehmer Prof. Diller und dem Lehrstuhl von Prof. Ulber um
Arbeitsgruppen der gleichen Universitat handelt, stehen diese beiden Arbeitsgruppen
in standigem Kontakt. Zwischen der Arbeitsgruppe des Nebenauftragnehmers Prof.
Kampeis und dem Lehrstuhl von Prof. Ulber bestehen neben diesem Projekt noch
weitere  Kooperationen, sodass im Rahmen zahlreicher Treffen und

Telefonkonferenzen hier die standige Kommunikation gewahrleistet ist.

Die Arbeitsgruppe des Umwelt-Campus Birkenfeld der FH Trier hat insbesondere mit
der TU Kaiserslautern eng zusammen gearbeitet. So wurde z. B. die Geometrie der

Filterkammer sowie der Filtermatrix gemeinsam weiter entwickelt.
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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Ziel des Vorhabens ist die selektive Isolierung von fermentativ hergestellten beta-Lactamantibiotika aus
komplexen Stoffgemischen via magnetischer Separation. Das Verfahren soll im frlhen Stadium der
Aufarbeitung eingesetzt werden, um die Antibiotika zu stabilisieren und damit die Ausbeute an Produkt
zu erhéhen. Durch die magnetische Separation im HGMF-System ist eine Fest/Fest/Flissig-Trennung
moglich was im Downstream-Prozess einen erheblichen Zeitgewinn darstellt. Zuséatzlich kommt es zu
einer Einsparung an Lésungsmittel und Energie innerhalb des Prozesses, was in 6kologischer Hinsicht
einen interessanten Aspekt darstellt.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden
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Zunachst soll die Beschichtung verschiedener kommerzieller und eigens hergestellter magnetischer
Partikel sowie die Synthese selektiver Rezeptorphasen fir Carbapeneme durch die Fa. instrAction
realisiert werden. Die Bestimmung des Polymergehaltes erfolgt durch gravimetrische Messungen; die
Nanoporositat wird mittels inverser GPC abgeschatzt. Zur Identifikation des Adsorbers mit optimaler
Bindungskinetik, bester Bindungskapazitat, glinstigsten Bedingungen fur Elution und damit vollstandiger
Entfernung der Antibiotika, werden Trennversuche zur Bestimmung von Reinheit und Ausbeute des
Zielprodukts in Modellmedien durchgefiuhrt und Bindungseigenschaften sowie Hydrolyseprozesse mit
Hilfe von HPLC-Methoden und photometrisch mittels UV/Vis-Spektroskopie charakterisiert. Um maogliche
Biofouling-Prozesse identifizieren zu kdnnen, werden elektronenmikroskopische Untersuchungen
durchgefuhrt. Die Bestimmung der Bindungskinetik und Oberflachenbeladung wird mittels FTIR-
Spektroskopie durch den Unterauftragsnehmer Herrn Prof. Diller vorgenommen. Zur Beurteilung und
Steuerung der Magnetfiltration soll eine neue optische In-line-Analytik in das HGMS-System integriert
werden. Dies wird von Herr Prof. Kampeis realisiert. Nach Abschluss der Charakterisierung und
Optimierung der Modellsysteme soll eine Integration in den beta-Lactamprozess vorgenommen werden.
Hierzu werden Vorversuche im sequenziellen Betrieb durchgeflhrt, was bis hin zur kontinuierlichen
Abtrennung des Antibiotikums optimiert wird. AbschlieRend wird eine Untersuchung von Umwelt-
entlastungseffekten mit der Software SuperPro Designer durchgefiihrt.

Deutsche Bundesstiftung Umwelt © An der Bornau 2 © 49090 Osnabriick © Tel 0541/9633-0 © Fax 0541/9633-190 © http://www.dbu.de

Ergebnisse und Diskussion

Fur die Analytik der Adsorptionen und deren Kinetik wurden erfolgreich FTIR-ATR-Methoden entwickelt,
die auf neue Adsorberphasen und weitere Antibiotika Uibertragbar sind. In bisherigen Studien konnte die
Bindung und Elution von Imipenem auf verschiedenen Adsorbern verfolgt werden. Die Untersuchung der
Adsorption des Cephalosporin C auf kommerziell verfligbaren Adsorber, sowie der instrAction-Phase
ND 10322, mittels FTIR-ATR-Methode und die Identifizierung der wechselwirkenden Adsorber- und
Molekdulgruppen wird somit moglich.

Die Adsorptionsuntersuchungen (Adsorptionsisothermen) an Adsorbern haben gezeigt, dass Bindung von
[)-Lactam-Antibiotika bis zu 540 mg/g moglich sind. Hierbei konnten je nach Adsorber Modelle nach
Langmiur oder Brunauer, Emmet und Teller zugrunde gelegt werden. Adsorptionsversuche im
Fermentationsmedium mit hydrophoben Partikelsystemen zeigen, dass trotz zahlreicher
Fremdkomponenten eine Antibiotikabindung von bis zu 60 % des Referenzwertes im wassrigen Medium
erreicht werden kdnnen. Diesbezlgliche Untersuchungen werden in den kommenden Monaten erganzt
und abgeschlossen. Die bisher erfolgreiche Adsorption an instrAction-Phasen sollte nach gezielter
Veranderung der ionischen Gruppen auf der Adsorptionsphase in Wasser und im Medium fur
Cephalosporin C deutlich steigerungsfahig sein. Besonders im Hinblick auf die Elution muss das
Verfahren weiter optimiert werden. Aus den Erfahrungen mit kommerziellen Systemen bieten sich als
ionische Gruppen tertidre Amine als Ergdnzung zu den aromatischen Gruppen auf der instrAction-Phase
an.

Die Auswahl und Synthese eines optimalen magnetischen Ausgangsmaterials zur Aufbringung der
selektiven Phase ist noch nicht zufriedenstellend geldst. Die Versuche die Beschichtungstechnologie auf
nicht porose Partikel zu Ubertragen flihrten bislang nicht zu ausreichenden Oberflachenkapazitaten fiir
die Einfihrung von Rezeptorgruppen.

Durch die Neukonstruktion der magnetischen Filterkammer konnte die In-line-Analysentechnik erfolgreich
etabliert werden. Die neue Geometrie der Filterkammer inkl. der Beleuchtung muss nun in eine
Konstruktion Uberfiihrt werden, die den steriltechnischen Anforderungen (CIP, SIP) des betrachteten
Produktionsprozesses gerecht wird. Zudem ist mittels HGMF zu ermitteln, welches Abbruchkriterium zu
setzen ist, um einerseits eine mdglichst lange Filterlaufzeit zu gewahrleisten und andererseits einen
Filterdurchbruch sicher zu vermeiden. Zudem miussen in der Software Matrox weitere Optimierungen im
Programmablauf vorgenommen werden.

Die Einbindung einer halbkontinuierlichen HGMF in den B-Lactam-Fermentationsprozess wird zurzeit im
Rahmen einer Vertiefungsarbeit an der TU Kaiserslautern vorgenommen. Eine entsprechende
Reaktionskaskade wurde gebaut und Vorversuche haben begonnen. Zusatzlich werden Simulationen
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des Kammerinneren durchgefiihrt und die Filtermatrix weiter optimiert. Die Vorarbeiten hierzu sind dem
Bericht von 2010 zu entnehmen.

Offentlichkeitsarbeit und Prisentation
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A.Pasteur, B.Ludwig, E.Hackemann, N.Tippkétter, P.Singer, C.Meyer, K.Gottschall, P.Kampeis,
R.Diller, B.Kénig, R.Ulber: Aufarbeitung von B-Lactamantibiotika mittels selektiver, magnetischer
Adsorbermaterialien. Jahrestagung der Biotechnologen, Aachen, 21.09.2010
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Fazit

Mit den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass ein Aufarbeitungsprozess fiir B-Lactamantibiotika
entwickelt werden konnte, der nach weiterer Optimierung der Phasenoberfliche und der Partikelelution
wirtschaftlich interessant wird. In 6kologischer Hinsicht sind durch die Reduzierung der Arbeitsschritte erhebliche
Einsparungen an Losungsmitteln zu erwarten.
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