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Abstract

lon-exchange chromatography is an important process step for the purification of proteins in the
biotechnological industry. The significance of the salt type employed in the mobile phase is disputed
in literature. Moreover, a possible impact of mixed salts on ion-exchange chromatography has not
been investigated yet, despite the occurrence of synergetic effects of salt mixtures for hydrophobic
interaction chromatography (HIC).

In this work, the salt impact on cation-exchange chromatography (CEC) on the model proteins bovine
serum albumin (BSA), lysozyme (LYZ), a-chymotrypsin (ACH) und cytochrome C (CYC) is investigated.
Therefore, linear gradient elution experiments are conducted at a pH-value of 4. In a first step, the
impact of various ion species on the proteins BSA, LYZ and ACH is studied. The use of the same
cationic strength for experiments with ions of different valences was identified as a suitable
approach for the comparison of salt effects. It was demonstrated that protein specific salt effects
occur frequently and can have a significant impact on protein separation. For the used model system,
the impact of the anion selection was higher than that of the cation selection, even though the cation
directly participates in the ion-exchange process in CEC.

Furthermore, the effects of mixed salts in CEC were studied for the proteins BSA and LYZ with the
ions sodium, ammonium, chloride and sulfate. The retention time of LYZ changes in a linear way with
the salt composition, while BSA shows synergetic effects towards shorter retention times for
mixtures with chloride and low sulfate fractions. An adjusted, semi-empirical model equation from
literature could describe the occurring effects with single ion factors and interaction factors. The
impact of these synergetic salt effects was, however, lower in IEC than for HIC. Moreover, the
Yamamoto-method was employed to determine the equilibrium constant K., as well as the
characteristic charge v for various salt compositions. The use of the adjusted model equation for a
regression of these parameters lead to high deviations between measured and regressed values, as
the Yamamoto-method showed a high sensitivity for small experimental deviations. However, the
deviations for K.q and v occurred in opposite directions and canceled each other’s impact out. Thus,
retention times calculated with the Yamamoto-equation and the regressed parameters showed a
high agreement with experimental data.

For a detailed process modeling, the mechanistic modeling tools CADET-Core, CADET-Match and
CADET-Process were employed. The parameter determination by the Yamamoto-method was
combined with an inverse fitting approach to calculate the chromatograms of the proteins BSA, LYZ
and CYC for any salt mixtures of sodium chloride and ammonium sulfate as well as any gradient
length. This tool was then used for a simulation study to investigate the impact of salt mixtures on
the separation process. The benefit of employing mixed salts for this system depends on the defined
product. For the purification of BSA as wells of all proteins in one separation step, the use of salt
mixtures lead to a significant improvement of the process. For LYZ or CYC as products, the use of salt
mixtures showed no improvement of the process. Thus, it was demonstrated that salt type and salt
mixtures can have a significant impact on CEC processes for protein separation and should be
investigated during process development. The method for parameter determination and modeling
described in this work is a suitable approach to describe these salt effects in a mechanistic model.
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Kurzfassung

Die lonenaustauschchromatographie ist ein bedeutender Prozessschritt zur Aufreinigung von
Proteinen in der biotechnologischen Industrie. Die Bedeutung der in der mobilen Phase verwendeten
Salzspezies ist hierbei in der Literatur umstritten. Darlber hinaus wurde ein moglicher Einfluss von
der Mischung verschiedener Salze in der lonenaustauschchromatographie bisher nicht untersucht,
obwohl Salzmischungen fir die hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC) synergetische
Effekte zeigen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Salzeinfluss auf die Kationenaustauschchromatographie (cation-
exchange chromatography [CEC]) anhand der Modellproteine bovines Serumalbumin (BSA), Lysozym
(LYZ), a-Chymotrypsin (ACH) und Cytochrom C (CYC) untersucht. Hierzu wurden lineare Gradienten-
Elutionen bei einem pH-Wert von 4 durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurde der Einfluss
verschiedener Salzspezies auf die Proteine BSA, LYZ und ACH betrachtet. Als geeigneter Ansatz fiir
den Vergleich des Retentionsverhaltens der Proteine bei Salzen mit unterschiedlicher Valenz wurde
hierbei eine zwischen den Versuchen konstante Kationenstarke identifiziert. Es konnte demonstriert
werden, dass proteinspezifische Salzeffekte haufig auftreten und einen groRRen Einfluss auf die
Proteintrennung haben koénnen. Hierbei war der Einfluss der Anionen auf das verwendete
Modellsystem groRRer als der Einfluss der Kationen, obwohl die Kationen in der CEC direkt an der
lonenaustausch-Reaktion beteiligt sind.

Darauf aufbauend wurden Einflisse von Salzmischungen aus den lonen Natrium, Ammonium, Chlorid
und Sulfat auf die Modellproteine BSA und LYZ untersucht. Das Retentionsverhalten von LYZ dndert
sich linear mit der Salzzusammensetzung, wahrend bei BSA synergetische Effekte in Richtung
niedriger Retentionszeiten bei Mischungen mit hohen Chlorid- und geringen Sulfat-Anteilen
auftreten. Eine angepasste, semi-empirische Modellgleichung aus der Literatur war in der Lage, die
Einfllisse Uber lonen- und Interaktionsfaktoren zu beschreiben. Die Auspragung dieser Effekte ist
allerdings geringer als in der HIC. Des Weiteren wurde die Yamamoto-Methode angewendet, um die
Gleichgewichtskonstante K., sowie die charakteristische Ladung v in Abhangigkeit der
Salzzusammensetzung zu bestimmen. Die Verwendung der angepassten Modellgleichung zur
Regression dieser Parameter fiihrte auf Grund der hohen Sensitivitdat auf leichte experimentelle
Abweichungen zu groBen Differenzen zwischen den gemessenen und den regressierten Parameter-
Werten. Die Abweichungen von Keq und v verliefen dabei gegensatzlich und glichen sich in ihrem
Einfluss aus, sodass die mit den regressierten Parametern Uber die Yamamoto-Gleichung
berechneten Retentionszeiten sehr gut mit experimentellen Daten lGbereinstimmten.

Fir eine detaillierte Prozessmodellierung wurde ein mechanistisches Modell eingesetzt. Hierzu
wurden die Simulationstools CADET-Core, CADET-Match und CADET-Process verwendet. Die
Parameterbestimmung liber die Yamamoto-Methode wurde mit einem inversen Fitting kombiniert,
um das Trennverhalten der Proteine BSA, LYZ und CYC fiir beliebige Mischungen aus Natriumchlorid
und Ammoniumsulfat und beliebige Gradientenldangen zu berechnen. Mit diesem Modell wurde
anschlielend eine Simulationsstudie zur Untersuchung des Salzeinflusses auf den Trennprozess
durchgefiihrt. Der Nutzen von Salzmischungen fiir die Proteintrennung hangt bei diesem Stoffsystem
stark vom betrachteten Produkt ab. Fir die Aufreinigung von BSA oder von allen Proteinen in einem
Schritt bringt die Verwendung von Salzmischungen grofle Vorteile mit sich und verbessert die
Trenneffizienz signifikant, wahrend sie fiir CYC und LYZ zu keiner Verbesserung des Prozesses flihren.
Somit wurde demonstriert, dass Salzspezies und Salzmischungen einen grofRen Einfluss auf die CEC
von Proteinen haben kénnen und in der Prozessentwicklung beriicksichtigt werden sollten. Die hier
verwendete Methodik zur Modellierung und Parameterbestimmung stellt dabei einen
vielversprechenden Ansatz zur Beschreibung dieser Effekte in der mechanistischen Modellierung dar.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund und Zielsetzung

Die Chromatographie ist ein thermisches Trennverfahren, dass zur Abtrennung und Aufreinigung
verschiedenster Molekiile eingesetzt wird [1]. Das Trennprinzip basiert auf unterschiedlichen
adsorptiven Wechselwirkungen der verschiedenen Komponenten mit einer Oberflache.
Chromatographische Verfahren werden in vielen verschiedenen Branchen eingesetzt, beispielsweise
in der Lebensmittel- und der Pharmaindustrie [2,3]. Eine der am weitesten verbreiteten
Chromatographie-Arten  ist dabei die lonenaustauschchromatographie  (ion-exchange
chromatography [IEC]) [4]. Eine hochrelevante Produktklasse bilden die Proteine. Diese komplexen,
biologischen Makromolekiile werden industriell meist Gber eine Fermentation hergestellt, was zu
herausfordernden Trennprozessen fiihrt. Gerade fiir die pharmazeutischen Anwendungen missen
die Proteine wie etwa Antikdrper dabei mit héchster Reinheit gewonnen werden. [5,6] Aufgrund
dieser hohen Reinheitsanforderungen ist das Downstream-Processing fiir bis zu Uber 70% der
Prozesskosten in der biopharmazeutischen Produktion verantwortlich [7,8]. Die IEC wird hierbei auf
Grund ihrer hohen Selektivitdt und milden Prozessbedingungen haufig fur die Proteintrennung
eingesetzt [9].

In der IEC wird der mobilen Phase Salz zugegeben. Die genaue Salzspezies hat hierbei einen Einfluss
auf das resultierende Trennverhalten. Grundsatzlich kénnen auftretende Salzeffekte nicht-spezifisch
oder proteinspezifisch sein. Ein nicht-spezifischer Effekt beeinflusst alle beteiligten Komponenten auf
die gleiche Weise und fiihrt beispielsweise bei allen Komponenten zu héheren Verweilzeiten in der
Chromatographie-Sdule. Ein proteinspezifischer Effekt beeinflusst verschiedene Proteine auf
unterschiedliche Art und kann etwa zu einer Anderung der Elutionsreihenfolge fiihren. Das Auftreten
von proteinspezifischen Effekten wird in der Literatur beschrieben, die Signifikanz dieser Effekte flr
die Proteintrennung ist allerdings umstritten. Des Weiteren werden bei der Untersuchung von
Salzeffekten in der IEC hdufig nur die direkt an die Sdule bindenden Gegenionen betrachtet und
mogliche Einfliisse der Co-lonen nicht ndaher beriicksichtigt. [10-16]

Eine weiter Chromatographie-Art, bei der relevante Einfliisse der verwendeten Salzspezies auftreten,
ist die hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC) [17]. Bei der HIC wurden dariber hinaus
synergetische Effekte durch das Mischen von Salzen beobachtet. So kann eine Mischung aus zwei
Salzen beispielsweise zu einer hoheren Beladung oder besseren Trennung von Proteinen fiihren als
jedes der beiden Reinsalze. [18] Fiir die IEC wurde der Einfluss von Salzmischungen bisher noch nicht
untersucht.

Ein wichtiger Aspekt in der Entwicklung und dem Scale-Up von Chromatographie-Prozessen ist die
mechanistische Modellierung [19]. Das chromatographische System wird hierbei durch eine Reihe
von Differentialgleichungen beschrieben, welche numerisch geldst werden kénnen [20]. Hiermit kann
computergestitzt das Trennverhalten von verschiedenen Molekiilen innerhalb eines
Chromatographie-Schrittes berechnet werden. Durch die Modellierung von vielen verschiedenen
Betriebsbedingungen kdnnen Prozesse optimiert werden. Der Einsatz von Simulationstools reduziert
dabei den experimentellen Aufwand in der Prozessentwicklung erheblich und tragt zu einer
verkirzten Entwicklungszeit bei [8,21,22]. Des Weiteren generiert eine prazise, mechanistische
Modellierung Prozessverstandnis und ermoglicht einen Einblick in die inneren Vorgiange des
Prozesses, die mit experimentellen Methoden nicht zugadnglich sind [23].

Eine entscheidende Voraussetzung fiir die mechanistische Modellierung ist die Bestimmung der
Modellparameter [8]. Fir jede beteiligte Komponente miissen bei der Modellierung beispielsweise
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die Isothermen-Parameter bekannt sein. Diese Parameterbestimmung erfolgt in der Regel mit
experimentellen Daten. Der experimentelle Aufwand zur Kalibrierung des Modells ist dabei im
Allgemeinen deutlich geringer als eine rein experimentelle Prozessentwicklung. [22] Ublicherweise ist
ein Set an Parametern nur fiir ein festes chromatographisches System giiltig. Es gibt aber bereits
Modellierungs- und Parameterbestimmungsansatze, die Parameter in der IEC als Funktion des pH-
Werts abbilden und somit Gber einen pH-Wert Bereich giiltig sind [24,25]. Eine Betrachtung von
variablen Salzzusammensetzungen in der Parameterbestimmung der IEC wurde bisher nicht
untersucht.

Zielsetzung und Arbeitshypothesen

Ausgehend von dem aktuellen Stand der Forschung ergeben sich einige offene Punkte im Bereich der
IEC von Proteinen, die in dieser Arbeit untersucht werden sollen: Der Einfluss von verschiedenen
Salzspezies auf das Retentionsverhalten soll genauer betrachtet und die Signifikanz von
proteinspezifischen Effekten ermittelt werden. Hierbei soll der Einfluss von Gegen- und Co-lonen
systematisch miteinander verglichen werden. Das Ziel dieser Betrachtungen ist es, herauszufinden,
ob eine solche Untersuchung von verschiedenen Gegen- und Co-lonen in der Prozessentwicklung
generell sinnvoll ist.

AnschlieBend soll das Verhalten von Proteinen in der IEC mit Salzmischungen ermittelt werden.
Hierbei soll insbesondere das Auftreten von synergetischen Effekten untersucht und mit den
Phdanomenen in der HIC verglichen werden. Hierauf aufbauend soll eine Parameterbestimmung fir
Systeme mit Salzmischungen entwickelt werden. Mit Hilfe dieser Parameter soll der Einfluss der
Salzzusammensetzung auf die Proteintrennung in einem Modellsystem Uber die Anwendung von
mechanistischer Modellierung systematisch untersucht werden. Bei diesen Untersuchungen soll ein
geeigneter Ansatz zur Parameterbestimmung sowie eine Einschdatzung zum Nutzen von
Salzmischungen in IEC-Prozessen generiert werden.

Aus dieser Zielsetzung lassen sich die folgenden Hypothesen ableiten, die im Rahmen der Arbeit
untersucht werden sollen:

Salze haben einen relevanten und proteinspezifischen Einfluss auf die IEC.

Die Wahl des Co-lons ist fiir IEC-Prozesse von groRer Bedeutung.

Es konnen synergetische Effekte bei Salzmischungen in der IEC auftreten.

Der Einfluss von Salzmischungen kann Uber eine passende Parameterbestimmung in der
mechanistischen Modellierung abgebildet werden.

5. Die Trennung von Proteinen kann in der IEC durch die Anwendung von Salzmischungen
verbessert werden.

PwNPR

In dieser Arbeit wir die IEC in Form von Kationenaustauschprozessen untersucht. Da diese Arbeit den
Einfluss der Salzzusammensetzung ermitteln soll, wird der pH-Wert fir alle durchgefiihrten
Untersuchungen konstant gehalten.

1.2 Gliederung der Arbeit

Kapitel 2 dieser Arbeit gibt einen Uberblick iber den aktuellen Stand der Technik. Dabei werden
sowohl die Stoffklasse der Proteine als auch die Grundlagen der Chromatographie erortert. Ebenfalls
wird der Stand der Forschung im Bereich des Salzeinflusses auf die Chromatographie diskutiert. Des
Weiteren werden Methoden zur mechanistischen Modellierung und zur Parameterbestimmung
vorgestellt.
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In den Kapiteln 3 und 4 werden experimentelle Arbeiten zur Untersuchung des Einflusses der
Salzspezies (Kapitel 3) und von Salzmischungen (Kapitel 4) auf die Kationenaustausch-
chromatographie (cation-exchange chromatography [CEC]) von Proteinen dargestellt. Es wird eine
geeignete Methodik zum Vergleich des Retentionsverhaltens von Proteinen mit Salzen mit
unterschiedlicher Valenz ermittelt. Darauf aufbauend wird die Signifikanz der auftretenden Effekte
flr die Proteintrennung untersucht.

Die Bestimmung von Isothermen-Parametern von Modellproteinen fiir verschiedene Salzmischungen
Uber eine einfache Regression und die Entwicklung einer Funktion, um die Parameter in Abhangigkeit
der Salzzusammensetzung zu beschreiben, wird in Kapitel 5 erldutert. Hierbei werden beliebige
Salzzusammensetzungen fiir Mischungen aus vier Salzen betrachtet.

In Kapitel 6 wird der Aufbau und die Kalibrierung eines mechanistischen Modells beschrieben. Die
Parameterbestimmung aus Kapitel 5 wird aufgegriffen und weiterentwickelt, wobei das Stoffsystem
auf Mischungen aus zwei Salzen reduziert wird. Hiermit sollen CEC-Prozesse fiir die Modellproteine
flr beliebige Mischungen der zwei Salze berechnet werden kénnen.

In Kapitel 7 wird das kalibrierte, mechanistische Modell angewendet, um den Einfluss der
Salzzusammensetzung auf die Proteintrennung des Modellsystems systematisch zu untersuchen.
Hierbei werden verschiedene Komponenten als mogliche Produkte betrachtet und der Nutzen von
Salzmischungen in CEC-Prozessen wir bewertet.

Abschlieend erfolgt in Kapitel 8 eine Zusammenfassung der Arbeit sowie ein Ausblick auf weitere
offene Fragestellungen, die sich aus dieser Arbeit ergeben.

1.3 Publikation von Ergebnissen

Teile der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden bereits verdffentlicht. Eine Ubersicht (iber
die veroffentlichten Fachartikel wird in Tabelle 1.1 gegeben. Des Weiteren wurden einige
Voruntersuchungen im Rahmen von studentischen Arbeiten durchgefiihrt. Eine erste Untersuchung
der Einflisse von verschiedenen Salzspezies wurden in den Bachelorarbeiten von Lehmann (2021)
und Crombach (2021) durchgefiihrt. In der Masterarbeit von Thiel (2023) wurde die
Parameterbestimmung fiir die mechanistische Modellierung in Form einer Funktion von
Eigenschaften der mobilen Phase am Beispiel des pH-Werts durchgefiihrt und auf eine
Proteintrennung angewandt.

Tabelle 1.1: Ubersicht der bereits veréffentlichten Fachartikel im Rahmen dieser Arbeit.

Titel Journal Autoren Datum
Comparison of the impact of anion and T Fuchs
cation selection onto cation exchange Journal of Chromatography A ' ! 21.06.2022
. A. Jupke
chromatography of model proteins
Influence of mixed salts on retention T. Fuchs,
behavior of model proteins in cation Journal of Chromatography A | A. Péalchen, | 10.05.2023
exchange chromatography A. Jupke




Einleitung

Das Thema wurde ebenfalls auf verschiedenen internationalen Fachtagungen vorgestellt. Die
offentlichen Vortrage im Zusammenhang mit dieser Arbeit sind in Tabelle 1.2 aufgefiihrt [26].

Tabelle 1.2: Ubersicht der éffentlichen Vortriige im Rahmen dieser Arbeit.

Titel Tagung Autoren Datum, Ort
Effect of Salt Selection onto lon- 1.6th International PhD . T. Fuchs, 28.07.2021,
Exchange Chromatography of Proteins Seminar on Chromatographic | L. Lehmann, Wien
g grapny Separation Science (SoCSS) A. Jupke
I.nfluence of Salt Selection onto 35th Internat|.onal Symposium T. Fuchs, 17.05.2022,
Cation-Exchange Chromatography of on Preparative and Process A Juoke Baltimore
Proteins Chromatography (PREP) +-up
I.nfluence of Salt Selection onto l?th International PhD . T. Fuchs, 29.06.2022,
Cation-Exchange Chromatography of | Seminar on Chromatographic A Juoke Karlsruhe
Proteins Separation Science (SoCSS) +-up
Impact of Salt Selection on lon- (Bio)Process Engl.neermg -a T. Fuchs, 14.09.2022,
Exchange Chromatography of Model Key to Sustainable
. A. Jupke Aachen
Proteins [26] Development
Einfluss von Salzmischungen aufdie |\ o ¢ron der DECHEMA- |  T.Fuchs, | 22.03.2023,
lonenaustauschchromatographie von .
. Fachgruppe Adsorption A. Jupke Frankfurt
Proteinen
Impact of Mixed Salts on lon- 18th International PhD T. Fuchs,
. . R 07.06.2023,
Exchange Chromatography of Model Seminar on Chromatographic A. Palchen, Diiren
Proteins Separation Science (SoCSS) A. Jupke




2 Stand der Technik

In diesem Kapitel werden die theoretischen Hintergriinde der Arbeit und der aktuelle Stand der
Technik erldutert. Hierzu wird zuerst auf die Stoffklasse der Proteine eingegangen (Kapitel 2.1).
AnschlieBend werden die Grundlagen (Kapitel 2.2) und Erkenntnisse zu Salzeinflissen (Kapitel 2.3) in
der Chromatographie vorgestellt. Daraufhin wird die Modellierung chromatographischer Systeme
(Kapitel 2.4) sowie die Parameterbestimmung (Kapitel 2.5) erldutert.

2.1 Die Stoffklasse der Proteine

2.1.1 Hintergrund und Anwendungen

Proteine sind Makromolekiile, die in allen biologischen Systemen vorkommen. Sie spielen eine
entscheidende Rolle in allen lebenden Zellen, in denen sie (blicherweise mehr als 50% des
Trockengewichts ausmachen. Viele Proteine kdnnen chemische Reaktionen in biologischen Systemen
katalysieren und die Reaktionsgeschwindigkeiten dabei um mehrere GroRenordnungen erhéhen.
Diese katalytisch aktiven Proteine werden Enzyme genannt. Weitere Proteine sind beispielsweise die
Strukturproteine, die maligeblich an der Strukturierung und mechanischen Stabilitdit von Zellen
beteiligt sind. [27] Biotechnologische Verfahren weisen einige Vorteile gegentiber klassischen,
chemisch katalysierten Verfahren auf. So sind enzymatisch katalysierte Prozesse hoch spezifisch
(Umsetzung nur von bestimmten Substraten) und selektiv (Bildung nur von bestimmten Produkten),
sodass von Produkten mit Chiralitdtszentren oft nur ein einzelnes Isomer gebildet wird. Des Weiteren
laufen sie im Allgemeinen unter milderen Reaktionsbedingungen als chemische Prozesse in Bezug auf
Druck, Temperatur und pH-Wert ab. [28]

Proteine werden auf vielfdltige Weise industriell eingesetzt [29]. Besonders in der sogenannten
weillen Biotechnologie und der roten Biotechnologie sind sie von herausragender Bedeutung. Unter
roter Biotechnologie versteht man hierbei den Einsatz von biotechnologischen Produkten und
Methoden in der Pharma- und Medizin-Branche. Weille Biotechnologie deckt die sonstigen
industriellen Anwendungsfelder von Mikroorganismen oder Enzymen zur Herstellung von Produkten
ab [28,30]. Zu der Produktpalette der weifen Biotechnologie zdhlen beispielsweise Fein- und
Bulkchemikalien, Wasch- und Reinigungsmittel, Lebensmittel sowie Textilien [30]. Zu den wichtigsten
Produkten der roten Biotechnologie zdahlen Antikorper. Diese therapeutischen Molekiile bilden eine
der am schnellsten wachsenden Produktklasse in der pharmazeutischen Industrie. [6,31] Darliber
hinaus stellt die Untersuchung und Charakterisierung von Proteinen und Enzymen auch einen
wichtigen Bestandteil der akademischen Forschung dar [32].

Proteine werden in der roten und weiRen Biotechnologie in der Regel durch eine Fermentation
hergestellt. Hierbei werden Mikroorganismen angeziichtet, die das Zielprotein herstellen. Dies kann
ein natdrlich in diesem Mikroorganismus vorkommendes Protein sein, heutzutage werden allerdings
oftmals rekombinante Proteine erzeugt. Das bedeutet, dass einem Mikroorganismus die DNA-
Abschnitte zur Protein-Herstellung kiinstlich hinzugefligt werden. [33] Nach der Fermentation liegen
die Zielproteine intra- oder extrazellular im Bioreaktor vor. Bei intrazellularen Produkten miissen die
Zellen noch aufgeschlossen werden, um die Zielkomponente zuganglich zu machen. Der gesamte
Prozess bis zu dieser Stelle wird als Upstream-Prozess bezeichnet. Die Aufreinigungsschritte von der
Abtrennung der Zellen oder Zellreste bis zum Erhalt der Zielkomponente in gewlinschter Reinheit
werden als Downstream-Prozess bezeichnet. [34,35]

Gerade fir die therapeutische Anwendung missen die Proteine in sehr hoher Reinheit vorliegen
[33,36,37]. Hierfliir beinhaltet der Downstream-Prozess in der Regel mehrere Chromatographie-
Schritte (siehe Kapitel 2.2) [5,34]. Bei diesen missen unter anderem DNA und unerwiinschte
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Proteine des Expressions-Organismus (prozessbezogene Verunreinigungen) sowie Gewichts- und
Ladungsvarianten des Zielmolekiils (produktbezogene Verunreinigungen) abgetrennt werden [37,38].
Die am weitesten verbreitete Chromatographie-Methode fiir die Aufreinigung von
biotechnologischen Produkten ist die IEC (siehe Kapitel 2.2.3) [4,5,9,39,40].

2.1.2 Aufbau und Struktur

Die grundlegenden Bausteine von Proteinen sind a-Aminosaduren. Deren grundsatzliche Struktur ist in
Abbildung 2.1 dargestellt. Jede Aminosadure verfligt Gber mindestens eine Amino- und eine
Carboxygruppe. Bei den a-Aminosauren sind diese beiden Gruppen an dasselbe C-Atom gebunden (a
C-Atom). Sie werden anhand ihrer Restgruppe R unterschieden, welche ebenfalls an das a C-Atom
bindet. [41] Die Aminosdure Prolin weicht leicht von der dargestellten Struktur ab, da bei ihr die
Restgruppe zusatzlich an das Stickstoff-Atom gebunden ist [27]. Mit Ausnahme der Aminosdure
Glycin (siehe Tabelle 2.1) sind vier verschiedene Gruppen an das a C-Atom gebunden, wodurch die
Aminosauren Chiralitatszentren aufweisen. Dadurch kénnen a-Aminosauren in einer L- oder einer D-
Form vorliegen. In lebenden Zellen und Proteinen finden praktisch nur a-L-Aminosauren Anwendung.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird der Begriff Aminosaure daher synonym zu a-L-Aminosaure
verwendet. [41]

H
I
H,N — C — COOH
I
R

Abbildung 2.1: Grundlegender Aufbau einer Aminosdure [41].

Proteine sind hauptsachlich aus 20 verschiedenen Aminosduren zusammengesetzt. Diese
proteinbildenden Aminosauren werden als proteinogen bezeichnet. In Tabelle 2.1 sind einige
Beispiele fir die Restgruppen von proteinogenen Aminosauren mit einer moglichen Einteilung nach
Eigenschaften gegeben. Die unterschiedlichen Charakteristika von Aminosauren werden vollstandig
durch ihre Restgruppen bestimmt. Wie in Tabelle 2.1 dargestellt kénnen die Restgruppen auch Saure-
oder Aminogruppen beinhalten. Dadurch kdnnen sie in Abhdngigkeit des pH-Werts positive oder
negative Ladungen tragen. [27,41]

Die proteinogenen Aminosauren fungieren als Monomere fiir die polymeren Proteine. Hierbei bildet
sich eine sogenannte Peptidbindung zwischen einer a-Amino- und einer a-Carboxygruppe zweier
Aminosaduren aus. Diese Kondensationsreaktion ist schematisch in Abbildung 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.1: Beispiele fiir Restgruppen von proteinogenen Aminosduren mit unterschiedlichen Eigenschaften
[27].

Name der Aminosdure Strukturformel der Restgruppe (-R) Eigenschaft

Glycin H— Aliphatisch

Alanin CH; — Aliphatisch
Glutaminsiure COOH —CH; — CH, — Sauer
Lysin NH, —CH, — CH, —CH, — CH, — Basisch




Stand der Technik

Es lasst sich erkennen, dass das abgebildete Dimer selbst wiederum lber eine a-Amino- und eine a-
Carboxygruppe verfliigt. Mit diesen freien Gruppen koénnen weitere Aminosdauren zusatzliche
Peptidbindungen eingehen. So entsteht eine Kette an Aminosauren, an deren Enden jeweils eine
Aminogruppe (N-Terminus) und eine Carboxygruppe (C-Terminus) sitzt. Mit zunehmender
Kettenlange nimmt die Bedeutung dieser beiden Endgruppen gegeniiber den Restgruppen in Bezug
auf die Eigenschaften des Gesamtmolekiils immer weiter ab. Relativ kurze Aminosdureketten werden
Polypeptide genannt. Ein Beispiel fir ein biologisch und pharmazeutisch bedeutendes Polypeptid ist
das Insulin. Bei langeren Aminosdureketten spricht man hingegen von Proteinen. Die Trennlinie
zwischen Polypeptiden und Proteinen ist nicht klar definiert und liegt Gblicherweise im Bereich
zwischen 50 und 100 Aminoséduren. Da das durchschnittliche Molekulargewicht M von Aminosduren
bei etwa 120 Da liegt, sind Proteine haufig schwerer als 10 kDa, wobei manche sogar die Marke von
1000 kDa (iberschreiten konnen. [41]

Die Abfolge von Aminosauren in der Kette ist ein eindeutiges Merkmal eines Proteins. Sie wird auch
Primarstruktur genannt und bestimmt sowohl die chemischen Eigenschaften des Proteins als auch
seine hohere Struktur. Proteine liegen namlich im Allgemeinen nicht in einer linearen oder frei
drehbaren Ausrichtung vor, sondern die Restgruppen der Aminosduren interagieren miteinander und
durch anziehende und abstofende Wechselwirkungen von benachbarten Aminosduren bildet sich
eine sogenannte Sekundarstruktur aus. Es gibt zwei Haupttypen von repetitiv auftretenden
Sekundarstrukturen: die a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen. Die Anzahl der an einer
Sekundarstruktur beteiligten Aminosduren ist stark variabel, flir die o-Helix wird eine
Durchschnittslange von zehn Aminosduren angegeben [27]. Die Interaktion verschiedener
Sekundarstrukturen innerhalb einer Aminosdaurekette fihrt zu der sogenannten Tertidrstruktur, die
die komplexe raumliche Anordnung der Kette definiert. Manche Proteine bestehen aus mehreren
Aminosaureketten. Die Verknipfung und Anordnung der verschiedenen Tertidrstrukturen wird
Quartarstruktur genannt. Diese Anordnung der Aminosduren in eine definierte Struktur bezeichnet
man auch als Proteinfaltung. [27,41]

Wahrend die Peptidbindungen selbst stabile, kovalente Bindungen sind, ist die Bindungsenergie der
strukturgebenden Interaktionen gering. Somit kdnnen auch schon geringe Anderungen in duBeren
Bedingungen wie Temperatur, Lésungsmittel oder pH-Wert zu einer Anderung oder Auflésung der
Proteinfaltung fihren.

H H
H\ | 0 H\ | 0
N—c—c” + “N—c—C7
H” |  XOH "HY | NOH
R, R,

H
He | 9 4
‘H0  N—Cc—C ] o
—— H | Ny_c_”
Ri w7/ | N OH

Abbildung 2.2: Bildung einer Peptidbindung zwischen zwei Aminoséuren [41].
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Abbildung 2.3: Schematischer Verlauf der Nettoladung eines Proteins (iber den pH-Wert.

Dieser Vorgang wird Denaturierung genannt und kann sowohl reversibler als auch irreversibler Natur
sein. Die biologische Aktivitdit von Enzymen ist eng an ihre strukturelle Integritdt gekoppelt, sodass
insbesondere wahrend der Prozessfiihrung von Enzymprozessen auf eine native Struktur geachtet
werden muss. Durch diese limitierte Stabilitdat kann mit Proteinen oft nur unter milden
Prozessbedingungen gearbeitet werden. [29,41]

Eine wichtige Eigenschaft eines Proteins ist seine elektrische Ladung. Durch die sauren und basischen
Restgruppen mit ihren pK,- und pKy,-Werten bildet sich in Abhangigkeit des pH-Werts eine komplexe
Ladungsverteilung Gber das Protein aus. Oft sind dabei sowohl positive als auch negative Ladungen
am Protein vorhanden. Die Summe (ber alle Ladungswerte (negative Ladungen gehen mit einem
negativen Vorzeichen ein) wird als Nettoladung bezeichnet. Ein typischer Verlauf der Nettoladung als
Funktion des pH-Werts ist in Abbildung 2.3 skizziert [42]. Je hoher der pH-Wert, desto starker werden
die Amino- und Carboxygruppen deprotoniert, wodurch die Nettoladung sinkt beziehungsweise
starker negativ wird. Es gibt einen pH-Wert, bei dem ein Protein eine Nettoladung von null aufweist.
Dies wird auch als isoelektrischer Punkt (pl) bezeichnet. Bei pH-Werten unterhalb des pl ist ein
Protein in Summe positiv geladen und bei pH-Werten oberhalb negativ. Im Allgemeinen ist ein
Protein aber auch am pl nicht ungeladen, sondern die Anzahl an negativen und positiven Ladungen
gleichen sich aus.

2.2 Grundlagen der Chromatographie

Die Chromatographie ist ein Prozessschritt, der zur Trennung von verschiedenen Molekilen
eingesetzt wird. Sie wird zu den thermischen Trennverfahren gezahlt. [1] Hierbei werden zwei
grundlegende Anwendungsfelder unterschieden: zum einen gibt es die analytische Chromatographie,
die zum qualitativen oder quantitativen Nachweis von Molekiilen verwendet wird, zum anderen die
praparative Chromatographie, bei der ein Produkt zur weiteren Verwendung hergestellt wird [43,44].
Diese Arbeit befasst sich mit der pradparativen Chromatographie und behandelt daher die
chromatographischen Grundlagen unter dem Aspekt der Produktherstellung.
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2.2.1 Funktionsweise und Grundbegriffe

Die Chromatographie trennt Molekile auf Grund ihrer unterschiedlich starken adsorptiven
Wechselwirkungen mit einer Oberflache. In Abbildung 2.4 ist die Bewegung des Konzentrationsprofils
von zwei Komponenten fiir drei Zeitpunkte entlang einer Chromatographie-Saule skizziert. Die
unterschiedlich starke adsorptive Wechselwirkung der Komponenten resultiert in einer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit. Hierdurch lassen sich die Komponenten durch das
Sammeln von unterschiedlichen Fraktionen am Sdulenauslass trennen. [45,46] Die gangigste Form
der Anwendung ist die Flissigchromatographie. Hierbei sind die zu trennenden Molekiile in einer
FlUssigkeit gelost und die adsorptive Oberflache wird von einer festen Phase bereitgestellt.

Konzentration

[

axiale Positon

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Trennprinzips der Chromatographie. Zwei Komponenten wandern
unterschiedlich schnell durch die Chromatographieséule. Ihr Konzentrationsprofil innerhalb der Séule ist zu den
drei Zeitpunkten ti<t:<ts skizziert. Die Ausrichtung der Siule und die Strémungsrichtung des Volumenstroms V
sind ebenfalls dargestellt, veréndert nach [45].

Aufbau und Charakteristika einer Chromatographie-Saule

Die feste Phase wird Ublicherweise in der Form von kleinen, porésen Partikeln in einen Hohlzylinder
gefiillt, die sogenannte Chromatographie-Saule. Die Partikel werden durch Filter in der Saule
gehalten und verbleiben wahrend des Trennprozesses in der Sdule, daher werden sie auch stationare
Phase genannt. Die Flissigkeit wird im Laufe des Trennprozesses durch die Saule gepumpt und wird
auch als mobile Phase bezeichnet. [44] Die schematische Querschnitts-Ansicht einer S3dule mit
mobiler und stationdrer Phase ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Hier ist auch die Aufteilung der
stationaren Phase in Porenvolumen und Feststoffvolumen  skizziert. In  der
FlUssigkeitschromatographie sind sowohl das Porenvolumen als auch das interpartikuldare Volumen
mit FlUssigkeit gefullt. [1]
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______________________________________

mobile Phase
Porenvolumen

stationare Phase Interpartikulares Volumen

Feststoffvolumen

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Querschnitts einer Chromatographie-Sdule.

Die Zusammensetzung der mobilen Phase kann sich im Laufe eines Chromatographie-Prozesses
verandern. Enthalt sie am Sauleneinlass die zu trennenden Komponenten, wird auch vom Feed
gesprochen. Dient sie zum Austrag der adsorbierten Molekile, wird sie als Eluent bezeichnet. Der
Volumenstrom der mobilen Phase wird als Flussrate bezeichnet. In vielen Trennprozessen wird die
Flussrate konstant gehalten.

Die Verhéltnisse der verschiedenen Sdulen-Teilvolumina zueinander sind wichtige Charakteristika der
Chromatographie-Saule. Die Sdulenporositat €. beschreibt den Anteil des interpartikularen Volumens
Vine am gesamten Sadulenvolumen V., welches sich aus Vin, dem Porenvolumen Vpore und dem
Feststoffvolumen Vs zusammensetzt (Gleichung 2.1) [1]:

Vint Vint

Ec=—+= 2.1
‘ Vc Vint + Vpore + VS

Eine weitere wichtige KenngrofRRe ist die Partikelporositat &, die sich wie in Gleichung 2.2 dargestellt
aus dem Verhaltnis von Vpore zu dem Partikelvolumen V;, berechnet [1]:
_ Vpore Vpore

&y = = 2.2
P Vp Vpore + VS

Der Gesamtanteil des Flussigkeitsvolumens innerhalb der Chromatographie-Sdule wird durch die
totale Porositdt &: ausgedriickt, welche aus den Porositdaten & und &, berechnet werden kann
(Gleichung 2.3) [1]:

Vpore + Vint
Vpore + Vint + VS

& = =&+ (1 —¢&)gp 2.3

Ein alternativer Ansatz zu dieser Art von Aufbau ist die Membran-Chromatographie. Hier wird statt
poroser Kugeln eine durchstromte Membran verwendet. Durch die gezielte Einstellung der
PorengréRen soll die Diffusionszeit im Vergleich zu den Partikeln reduziert werden. Dadurch kann die
FlieRgeschwindigkeit erhoht werden und es ergibt sich eine reduzierte Prozessdauer. Die
Bindekapazitdat der Membran-Adsorber ist allerdings im Allgemeinen geringer. [47]

Beschreibung von Chromatogrammen

Eine der gangigsten Methoden zur Darstellung der Ergebnisse eines Chromatographie-Schrittes ist
das sogenannte Chromatogramm. Dies bezeichnet einen Graphen, der ein Messsignal am Auslass der
Saule gegen die Zeit auftragt. Ublicherweise wird hier die UV-Adsorption verwendet, die sich gut in-
line messen ldsst. Da die Adsorption mit den Konzentrationen von gel6dsten Stoffen korreliert, wird

10
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das Chromatogramm auch oft als Konzentrations-Zeit Diagramm aufgetragen. Ein beispielhaftes
Chromatogramm ist in Abbildung 2.6 dargestellt. Im Gegensatz zu Abbildung 2.4, welche
Konzentrationsprofile innerhalb der Saule Uber die axiale Komponente darstellt, ist hier die
Konzentration an einem festen Ort hinter der Saule (iber die Zeit abgebildet.

Es sind die resultierenden Konzentrationsverlaufe fiir ein nicht-bindendes Tracer-Molekil sowie fir
zwei unterschiedlich stark adsorbierende Molekiile 1 und 2 dargestellt. In diesem Chromatogramm
sind die wichtigen GroRen zur Beschreibung der Retentionszeiten eingezeichnet. Die
Retentionszeiten flr symmetrische Peaks, wie sie hier dargestellt sind, kbnnen am Punkt der
maximalen Konzentration der jeweiligen Komponente abgelesen werden. Die Grofde tyant bezeichnet
die Zeit, die ein Tracer-Molekil bei derselben konstanten Flussrate braucht, um ohne Saule von der
Injektionsstelle zum Detektor zu gelangen. Sie beschreibt somit das Volumen der Anlagenperipherie,
die sich um die Saule herum vor dem Detektor befindet. Die Zeit tpant Wird von den gemessenen
Zeiten der anderen GrolRen abgezogen, da hierin keine Informationen lber das Adsorptionsverhalten
enthalten sind. Die Zeit t, beschreibt die Zeit, die ein nicht-bindendes, porengangiges Tracer-Molekil
bendtigt, um die Sdule zu durchqueren. Die Retentionszeiten tz der weiteren Komponenten sind
ebenfalls in Abbildung 2.6 skizziert. Die Netto-Retentionszeit trnet ist als die Differenz von tz und to
definiert (Gleichung 2.4). Sie beschreibt die Dauer, die ein Molekil durchschnittlich im adsorbierten
Zustand verbringt. Da die Retentionszeiten stark von Faktoren wie der Flussrate oder der
Sdulengeometrie abhdngen, werden die Daten oft normalisiert. Dazu wird der Retentionsfaktor
k‘ verwendet, der als das Verhéltnis von tr net (der Zeit des Molekiils auf der stationdren Phase) zu to
(der Zeit eines Molekiils in der mobilen Phase) definiert ist (Gleichung 2.5).

tRZ
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Konzentration
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Abbildung 2.6: Beispielhaftes Chromatogramm fiir ein Tracer-Molekiil und zwei bindende Komponenten, nach

[1].
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Um auch die Trennung zweier Molekiile j und j unabhangig von etwa der SaulengréRe zu beschreiben
wird der Separationsfaktor a;; eingefiihrt (Gleichung 2.6). Hierbei wird Ublicherweise die spater
eluierende Komponente in den Zahler gestellt, sodass a>1 gilt. [1]

tRneti = tri — to 2.4
' tR,net,i tR,i - tO
k' = = 2.5
to to
Ofi,]' = k—, 2.6

2.2.2 Adsorption und Stofftransport

Die Form der Chromatogramme wird durch die Adsorptions- und Stofftransport-Eigenschaften des
Systems bestimmt. In diesem Abschnitt wird erst die Beschreibung des Adsorptionsverhaltens
erldutert, bevor die Stofftransport-Effekte erklart werden.

Adsorptions-Isothermen

Die Bindung von Molekiilen an das Adsorbens kann liber Adsorptions- und Desorptions-Reaktionen
beschrieben werden. Hierbei stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Molekiilen an der stationaren
Phase und in der mobilen Phase ein. Der Verlauf dieses Gleichgewichts fiir verschiedene
Konzentrationen wird als Adsorptions-Isotherme bezeichnet. Die Beladung der stationaren Phase g;
mit einer Komponente i wird gegen die sich einstellenden Konzentration in der mobilen Phase ¢; fiir
mehrere  Messpunkte  aufgetragen. Da das Adsorptionsverhalten im  Allgemeinen
temperaturabhéangig ist, werden diese Untersuchungen bei konstanter Temperatur durchgefiihrt. Die
resultierende Form der Isotherme beinhaltet wichtige Informationen tiber die Bindungseigenschaften
des untersuchten Stoffsystems. Zwei haufige Isothermenformen sind in Abbildung 2.7 skizziert. [1,46]

Bei der Bestimmung von g wird die adsorbierte Masse oder Stoffmenge durch das Volumen oder die
Masse des Adsorbens geteilt. Hierbei werden in der Literatur teilweise verschiedene Bezugsvolumina
verwendet [1,48,49]. In dieser Arbeit wird die adsorbierte Stoffmenge auf das Feststoffvolumen Vs
bezogen.

Bei einer linearen Adsorptions-lsotherme, auch Henry-Isotherme genannt, ist die Steigung
unabhangig von der Konzentration der Komponente. Sie lasst sich mit Gleichung 2.7 beschreiben,
wobei die Steigung H; als Henry-Konstante bezeichnet wird [1].

q; = Hic 2.7

Wenn keine asymmetrischen Stofftransport-Effekte auftreten, fiihrt dies zu einer symmetrischen
Peak-Form der Komponente. Eine konkave Isotherme, bei der die Isothermensteigung bei hoheren
Konzentrationen abnimmt, fihrt hingegen zu einem Peak mit Tailing, also zu einem Peak mit einer in
die Lange gezogenen hinteren Halfte. Dieses Verhalten ist allerdings nur bei hoheren
Konzentrationen der Komponente zu beobachten. Im Bereich geringer Konzentration verlaufen auch
viele konkave Isothermen ndherungsweise linear und kdnnen somit zu symmetrischen Peaks fihren.
Eine haufige Ursache fir einen konkaven Verlauf einer Isotherme ist eine begrenzte Anzahl von
Bindungsstellen auf dem Adsorbens. Die mdgliche Beladung einer Komponente wird daher durch
einen Maximalwert begrenzt. [46,48]

12
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Abbildung 2.7: Prinzipieller Verlauf einer linearen Adsorptions-Isotherme (a) und der hieraus resultierenden
Peakform (c) sowie der Verlauf einer konkaven Adsorptions-Isotherme (b) und der hieraus resultierenden
Peakform (d), verdndert nach [1].

Die SMA-Isotherme

Die sterische Massenwirkungs (Steric Mass-Action [SMA])-Isotherme wurde 1992 von Brooks und
Cramer veroffentlicht [50]. Sie wurde fiir die Beschreibung der Adsorption von Makromolekilen wie
Proteinen auf lonenaustauschern entwickelt und berlcksichtigt den Einfluss von sterischer
Abschirmung der Adsorbensoberflache. Da in dieser Isotherme die begrenzten Bindestellen des
Adsorbens beriicksichtigt werden, handelt es sich um eine Isotherme mit einer konkaven Form. Die
Definition des Gleichgewichtskoeffizienten Keq,; der Spezies i ist in Gleichung 2.8 dargestellt. Hierbei
beschreibt v; die charakteristische Ladung des Makromolekiils, wahrend ¢, die Salzkonzentration in
der mobilen Phase und g5 die zum Austausch verflighare Salzbeladung des Adsorbens bezeichnet.

., Vi
Keq: = &é) l 2.8
Ci \(gs

Die charakteristische Ladung beschreibt, mit wie vielen Bindestellen des Adsorbens das
Makromolekiil interagiert, das heilft wie viele Salzionen beim Adsorptionsvorgang ausgetauscht
werden. Die Differenz zwischen der gesamten Salzbeladung gs und der verfiigbaren Salzbeladung g
ist die abgeschirmte Salzbeladung §;. Dies beschreibt die Bindestellen, die von adsorbierten
Makromolekiilen Uberdeckt werden, ohne direkt mit ihnen zu interagieren. Diese Bindestellen
stehen durch die sterische Abschirmung nicht fir eine weitere Interaktion zur Verfligung. Der
sterische Abschirmungsfaktor o; beschreibt dabei, wie viele zuséatzliche Bindestellen durch das
Makromolekil i abgedeckt werden:

ds = qs — 4s = qs — 0;q; 2.9
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Da die Elektroneutralitdat an der Oberflache gewahrleistet sein muss, entspricht die Summe aus Salz-
und Makromolekiilbeladung, unter Berlicksichtigung der charakteristischen Ladung v;, der Kapazitat
der Saule A:

A=qs+viq; = qs + (vi + 0)q; 2.10

Aus den Gleichungen 2.8 und 2.10 lasst sich die Gleichung der SMA-Isotherme fiir ein einzelnes
Makromolekiil j und ein Salz s ableiten:

P ( S )Vi 2.11
b Kegi M — (vi + 0))g; '

Die drei Groflen Keq, v und o werden auch als Modellparameter der SMA-Isotherme bezeichnet und
sind spezifisch fir das jeweilige chromatographische System. [50] Die Erweiterung des SMA-
Formalismus fiir mehrere Komponenten ist im Anhang A.1 dargestellt. In dieser Form wird die
Isotherme grundsatzlich fiir einen beliebigen Konzentrationsbereich des Salzes und des
Makromolekiils verwendet. Die Kapazitat der Sdule und die Gleichgewichtskonstante werden als
unabhangig von den einzelnen Konzentrationen betrachtet. Praktisch treten jedoch Einschrankungen
auf. Bei hohen Konzentrationen kdnnen beispielsweise Unterschiede zwischen Konzentrationen und
Aktivitdten relevant werden [51]. In dem flr lonenaustauschprozessen gangigen
Konzentrationsbereich wird dieser Faktor jedoch {iblicherweise vernachlassigt. Andert sich hingegen
die Makromolekiil-Ladung mit dem pH-Wert, so ist ein Set an Modellparametern nur fir einen pH-
Wert gliltig [24].

Eine Erweiterung der SMA-Isotherme wurde 2017 von Hunt et al. entwickelt [24]. Um den Einfluss
des pH-Werts abzubilden, kdnnen die Modellparameter als Funktion dargestellt werden. Hierfir
schlagen die Autoren wie in den Gleichungen 2.12 und 2.13 dargestellt eine lineare Funktion fir v
und eine exponentielle Funktion fiir Keq vor.

Keq,i(pH) = KO,i 10K1in'ipH+Kquad,ipH2 -
vi(pH) = vg,;(Viin; PH+ 1) 213

In diesem empirischen Ansatz sind die Faktoren Ko, Kiin, Kquad,i, Vo, und viin; Fitting-Parameter, die an
experimentelle Daten angepasst werden konnen. Hierdurch ist es moglich, das Verhalten von
Proteinen in einem begrenzten pH-Bereich modelltechnisch zu beschreiben [24,25,52].

Stofftransport-Effekte

Neben Adsorptions- haben auch Transport-Effekte einen grofRen Einfluss auf das Retentionsverhalten
von Molekilen und den daraus resultierenden Chromatogrammen. Wie in Abbildung 2.4 dargestellt
verbreitern sich Konzentrationsprofile von Molekilen beim Durchqueren einer Chromatographie-
Saule. Da sich die Stoffmenge nicht verandert, bleibt der Flacheninhalt der Peaks konstant und eine
Verbreiterung geht mit einer Verringerung des Peak-Maximums einher. Diese sogenannte
Bandenverbreiterung hat neben adsorptiven (siehe Abbildung 2.7) auch verschiedene
transportbedingte Ursachen. Zum einen unterliegen die Molekiile innerhalb der mobilen Phase der
normalen Diffusion, wodurch ein Transport vom Ort hoher zum Ort niedriger Konzentration
stattfindet. Des Weiteren ist auch das konvektive Stromungsprofil in einer realen Sdule nicht ideal
gleichméRig tber den interpartikularen Raum verteilt. Durch Wandeffekte an der Grenzflache zu den
Partikeln oder der Saule entstehen lokal parabelférmige, laminare Stromungsprofile, was zu einer
unterschiedlichen Transportgeschwindigkeit fiir einzelne Molekile fiihrt. Eine weitere Ursache fir
Bandenverbreiterung ist die Eddy-Diffusion. Bei der Durchstromung eines Haufwerks gelangen
manche Molekile Gber langere und manche lber kiirzere Pfade durch die Packung. Dieser Effekt
wird starker, je weiter sich die Anordnung der Partikel von einer idealen Packung entfernt. [53,54]
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Abbildung 2.8: Transport-Phinomene beim Ubergang eines Molekiils von der mobilen Phase im
interpartikuldren Raum zur stationdren Phase, verdndert nach [1].

Der in Abbildung 2.8 skizzierte Stofflibergang von Molekilen aus der mobilen Phase im
interpartikularen Raum zur stationdren Phase spielt ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die Performance
von chromatographischen Prozessen. Das betrachtete Molekil gelangt in einem ersten Schritt durch
Konvektion und Diffusion an die ein Adsorbenspartikel umgebende Grenzschicht. In diesem
Grenzfilm selbst findet keine Konvektion statt und das Molekil muss diesen diffusiv durchqueren. In
der eigentlichen Pore findet ebenfalls ein rein diffusiver Transport statt. Dieser ist oft durch den
geringen Durchmesser der Poren beeinflusst, was zu einer langsameren Diffusion als in der
interpartikuldren Phase fiihren kann. In der Pore finden Adsorption und Desorption als kinetische
Prozesse statt. [1]

Ein wichtiger Parameter zur Beschreibung eines chromatographischen Systems ist die theoretische
Stufenanzahl N. Diese Anzahl beschreibt, wie die zugehorige Hohe einer theoretischen Trennstufe
(heigth of an equivalent theoretical plate [HETP]), den Einfluss von Transport-Effekten und ist ein
Mal fir die Auspragung von Nicht-ldealitdten in der Sdulenpackung. Der Zusammenhang der beiden
Parameter ist in Gleichung 2.14 dargestellt, wobei L. die Gesamtlange der Saule bezeichnet:

L
HETP = —= 2.14
N

Je hoher der HETP-Wert desto hoher ist der Einfluss der Nicht-ldealitaten und desto starker fallt die
Bandenverbreiterung aus. Hierbei werden fluiddynamische Effekte sowie der Einfluss von geringen
Adsorptions- und Desorptions-Raten kombiniert betrachtet. Der HETP-Wert kann Uber Gleichung
2.15 aus einem Chromatogramm einer Komponente mit der Standardabweichung des Peaks a;
berechnet werden: [1]

Ot

2
HETP = (—) L, 2.15
tr

2.2.3 Chromatographie-Arten und Betriebsweisen

Chromatographische Prozesse kénnen in verschiedenen Betriebsmodi angewendet werden. Hierbei
kann grundsatzlich zwischen kontinuierlichen und diskontinuierlichen Verfahren unterschieden
werden. Diese Arbeit fokussiert sich auf diskontinuierliche Anwendungen, welche im Allgemeinen
eine einfachere Implementierung und hohere Flexibilitdt aufweisen. Die einfachste Art der
Prozessfiihrung ist die isokratische Elution. Hierbei dndert sich die Zusammensetzung der mobilen
Phase nach der Injektion der zu trennenden Komponenten nicht.
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Abbildung 2.9: Typische Verldufe der Zusammensetzung der mobilen Phase aus zwei Eluenten A und B. Eluent B
steht hier fiir die stdrker eluierende Phase, nach [55].

Dieser Ansatz fihrt oft zu sehr unterschiedlichen Retentionszeiten fiir verschiedene Komponenten,
was den Trennprozess lang und ineffizient werden lasst. Um die Zusammensetzung der mobilen
Phase im Laufe des Prozesses dndern zu kdnnen, wird sie oft durch eine Mischung von mehreren
Eluenten hergestellt. Meist wird dabei ein Eluent mit geringer Elutionsstarke mit einem Eluenten mit
hoher Elutionsstarke kombiniert. Haufig verwendete Elutionsarten sind in Abbildung 2.9 skizziert. Die
Einstellung der Elutionsstarke erfolgt in der Regel Giber die Zugabe eines Modulators zu dem Eluenten.
Dabei kann es sich je nach Chromatographie-Art etwa um Salze oder organische Losungsmittel
handeln. [55]

Die in Abbildung 2.9 c) dargestellte lineare Gradientenelution (LGE) ist besonders weit verbreitet, da
die kontinuierliche Erhéhung der Elutionsstarke mehrere Vorteile mit sich bringt. Komponenten mit
stark unterschiedlichem Adsorptionsverhalten kénnen in geringer Zeit eluiert werden, wahrend
Komponenten mit dhnlichem Adsorptionsverhalten oft immer noch gut getrennt werden kénnen.
Des Weiteren wirkt die LGE einer Peakverbreiterung entgegen. [55] Durch die steigende
Elutionsstarke wird die hintere Seite des Peaks bei der Wanderung durch die Saule beschleunigt.
Hierdurch wird das Auftreten von Tailing-Effekten reduziert (siehe Abbildung 2.7 in Kapitel 2.2.2). Es
lassen sich auch mehrere Elutionsarten miteinander kombinieren. So kann etwa eine LGE mit einem
anschlieRenden Stufengradienten zur Elution von stark bindenden Verunreinigungen verwendet
werden.

Je nach Aufbau und Adsorptionsmechanismus der stationdren Phase kdnnen chromatographische
Systeme in verschiedene Klassen eingeteilt [56]. Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick
Uber typische Chromatographie-Arten.

GroRenausschluss-Chromatographie

Bei der GroRenausschluss-Chromatographie (size exclusion chromatography [SEC]) treten keine
adsorptiven Wechselwirkungen auf. Stattdessen werden Molekiile Uber das ihnen zugangige
Porenvolumen getrennt. Kleine Molekiile kénnen das Porensystem gut durchdringen und haben
daher ein hohes zugdngiges Porenvolumen. GroRere Molekile kénnen die kleinen Poren nicht mehr
durchdringen, sodass das zugdngige Porenvolumen mit der Molekiilgrofe abnimmt. Dadurch
reduziert sich die Zeit, die groRere Molekiile innerhalb der Partikel verbringen. GroRRere Molekiile
eluieren somit bei einer SEC schneller als kleinere. Da dieser Trenneffekt nicht durch adsorptive
Effekte unterstlitzt wird, ist die Kapazitat der Saule gering. Fiir die Trennung von Molekilen mit
dhnlichen GrolRen sind lange Saulen notwendig. Um eine vollstandige Diffusion in das Porensystem
zu ermoglichen, sind zudem die Flussraten oft gering. Somit gestaltet sich die effiziente Anwendung
von SEC in praparativen Anwendungen als schwierig. Die GroBenausschluss-Effekte treten jedoch
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auch in anderen Chromatographie-Arten auf und beeinflussen somit das Retentionsverhalten der
Molekiile. [56]

Normalphasen-Chromatographie

Die Normalphasen-Chromatographie verwendet eine stationare Phase, die hydrophiler als die mobile
Phase ist. Da es sich hierbei um die ersten angewandten chromatographischen Systeme handelte,
wurde dieses Verhaltnis ,,Normalphase” genannt. Typische Beispiele sind Silica-Gele mit einem
unpolaren oder semi-polaren Losungsmittel. Die adsorptiven Effekte beruhen auf hydrophilen
Wechselwirkungen zwischen dem Adsorbens und den gelosten Komponenten. Hydrophilere
Molekiile verbleiben somit langer in der Sdule. Da Wasser selbst hydrophil ist, interagiert es stark mit
der stationdren Phase und kann die gelésten Komponenten direkt von dem Adsorbens verdrangen.
Daher eignet es sich nicht als mobile Phase fiir die Normalphasen-Chromatographie. Es kann jedoch
in geringen Anteilen einer organischen mobilen Phase zugesetzt werden. [56]

Umkehrphasen- und hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Bei der Umkehrphasen-Chromatographie (reversed phase chromatography [RPC]) ist die stationdre
Phase hydrophober als die mobile Phase. Der Name riihrt von der gegenteiligen Hydrophobizitit der
Phasen im Vergleich zur Normalphasen-Chromatographie her [56]. Die HIC verwendet ebenfalls
hydrophobe stationdre Phasen. Fir die RPC werden hierbei starker hydrophobe Adsorbentien
verwendet als fiir die HIC [48]. Bei diesen Chromatographie-Arten weisen hydrophobere Molekiile
hohere Retentionszeiten auf. In der HIC werden {iblicherweise Salze als Modulator zur wassrigen
mobilen Phase hinzugegeben. Dabei werden die geldsten Molekiile ausgesalzt, das heilt mit
hoherem Salzanteil adsorbieren die Molekile starker an die stationdre Phase. Bei der RPC wird als
mobile Phase oft eine Mischung aus Wasser und anderen hydrophilen Losungsmitteln verwendet.
[48,56,57] Eine detaillierte Beschreibung der Salzeffekte der HIC erfolgt in Kapitel 2.3.2.

Affinitats-Chromatographie

Treten die adsorptiven Wechselwirkungen aufgrund von molekilspezifischen chemischen
Interaktionen auf, spricht man von Affinitats-Chromatographie. Hierbei adsorbieren nur Molekiile
mit einer bestimmten chemischen Struktur an die stationdre Phase. Diese Art der Adsorption wird
auch mit dem ,,Schliissel und Schloss“-Prinzip analog zur enzymatischen Selektivitat beschrieben. [46]
Die am weitesten verbreitete Affinitats-Chromatographie ist der Protein A-Schritt in der Herstellung
von Antikdrpern. An diese stationare Phase bindet eine spezifische Region von Antikorpern, wahrend
ibrige Komponenten aus der Siule ausgewaschen werden kénnen. Durch eine Anderung des pH-
Werts kénnen anschlieBend die Antikérper von der Saule eluiert werden. [56] Da hier die Trennung
nicht direkt Gber eine unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit der Komponenten erreicht wird,
sondern die Schritte Adsorption und Desorption vollstéandig hintereinander ablaufen, spricht man
auch von Affinitats-Adsorption [46].

lonenaustausch-Chromatographie

Die IEC beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen von einer geladenen stationaren Phase mit
Molekilen mit einer gegenteiligen Ladung. Zur Wahrung der Elektroneutralitdt ist immer ein
gegenteilig geladenes lon an die geladenen Stellen der stationdaren Phase gebunden. Dieses Gegen-
lon kann wahrend des Adsorptionsprozesses durch ein anderes lon ausgetauscht werden. Die
stationaren Phasen werden je nach ihrer Ladung unterschieden. Positiv geladene Adsorbentien
kénnen mit Anionen in der mobilen Phase interagieren und werden deshalb Anionentauscher
genannt, wahrend negativ geladene Adsorbentien als Kationentauscher bezeichnet werden. Von
beiden Varianten gibt es sowohl starke als auch schwache lonentauscher. Schwache lonentauscher
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verhalten sich wie eine schwache Saure oder Base, sodass sich ihr Ladungszustand mit dem pH-Wert
andern kann. Starke lonentauscher verfligen hingegen liber einen weiten pH-Bereich Uber eine
konstante Ladung. Als Modulator wird in der IEC der mobilen Phase Salz zugegeben. Bei hdheren
Salzkonzentrationen werden andere Komponenten starker von den ionischen Bindeplatzen verdrangt,
was zu geringeren Retentionszeiten fiihrt. [9,56,58] Eine detaillierte Beschreibung von Salzeinfllissen
auf die IEC erfolgt in Kapitel 2.3.1.

Mixed-Mode-Chromatographie

Bei der Mixed-Mode-Chromatographie (MMC) werden verschiedene Adsorptionsmechanismen in
einer stationdren Phase kombiniert. Die gangigste Kombination ist die Verwendung von ionischen
und hydrophoben Gruppen, sodass die stationdre Phase als Mischung aus HIC und IEC betrachtet
werden kann. Uber die komplexen Interaktionsmechanismen von MMC-Adsorbentien sind hohe
Selektivitaten moglich, die Bestimmung von Betriebsparametern ist jedoch deutlich komplexer, da
die verschiedenen Adsorptionsmechanismen beriicksichtigt werden miissen. [56,59]

2.3 Salzeinfluss in der Chromatographie

In mehreren Chromatographie-Arten und Anwendungen besteht die mobile Phase aus mit Salz
versetztem Wasser. Die Salzkonzentration hat hierbei in der Regel einen groRen Einfluss auf die
resultierenden Retentionseigenschaften. Ein weiterer wichtiger Punkt ist aber auch die genaue
Salzspezies. In diesem Abschnitt wird der Stand des Wissens zum Einfluss der Salzspezies auf die IEC
sowie auf die HIC und MMC dargestellt. Die Funktionsweisen dieser Chromatographie-Arten werden
in Kapitel 2.2.3 beschrieben.

2.3.1 lonenaustauschchromatographie

Die lonen in der mobilen Phase der IEC lassen sich in zwei Kategorien einteilen: Gegenionen, auch
Austausch-lonen genannt, die direkt an die gegensatzlich geladene Oberflache des Adsorbens binden
kénnen, und Co-lonen, die dieselbe Ladungsart wie die Oberflache aufweist. Im Fall der CEC sind die
Kationen die Gegenionen und die Anionen die Co-lonen [10,60,61]. Die Spezies der Gegenionen
haben einen direkt ersichtlichen Einfluss auf das Retentionsverhalten von Molekiilen: Je starker die
Gegenionen an die geladene Oberflache binden, desto starker verdrangen sie andere Molekiile. Das
flhrt dazu, dass etwa mehrwertige Gegenionen bei gleicher Konzentration in der mobilen Phase zu
geringeren Retentionszeiten flihren als einwertige [10,12,62]. Dieser elektrostatische Effekt ist nicht-
spezifisch [63]. Er geht direkt auf die Salz — Adsorbens Interaktion zuriick und beeinflusst alle anderen
Molekiile auf die gleiche Weise. Hieraus resultierende Einflisse auf ein Chromatogramm, also
beispielsweise die frihere Elution mehrerer Proteine nach einem Wechsel von einem einwertigen zu
einem zweiwertigen Gegenion, kdnnten theoretisch auch durch die Anpassung der Salzkonzentration
statt der Salzspezies erreicht werden. Auf KenngroRen wie Reinheit oder Produktivitat hatte die
Anpassung der Salzzusammensetzung in dem Fall keinen Einfluss, der nicht auch durch eine
Anpassung der Salzkonzentration erreicht werden kénnte [10].

Auch das Co-lon hat einen Einfluss auf das Retentionsverhalten von gelosten Stoffen. Co-lonen
tragen zur Ladungsabschirmung in der mobilen Phase bei und haben somit auch einen Einfluss auf
die nicht-spezifischen elektrostatischen Effekte [63]. Zusatzlich Gben lonen einen Einfluss auf die
Wasserstruktur aus, der als chaotroper oder kosmotroper Effekt bezeichnet wird. Ein lon mit einem
kosmotropen Effekt bindet stark an Wassermolekiile, wodurch sich die Ordnung des Systems erhoht.
Dadurch wird etwa die Bildung einer Hydrathille um ein Protein erschwert. Ein chaotropes lon
interagiert schwacher mit Wassermolekilen und verringert deren Ordnung, wodurch die Bildung von
Hydrathullen geférdert wird. [17]
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Ordnung der Wassermolekiile
hoch gering

Kosmotroper Effekt Chaotroper Effekt
(Aussalzen) (Einsalzen)
Citrat > Tartrat > SO,> > Acetat > CI

(CH5),NH,* > NH;* > K* > Na* > Mg?*

Abbildung 2.10: Qualitative Einordnung einiger lonen in die Hofmeister Reihe. Je weiter links ein lon steht, desto
stérker ist sein kosmotroper Effekt und desto stirker reduziert es die Léslichkeit von Proteinen. Die
Anordnungen der Kationen und der Anionen sind nicht miteinander vergleichbar.

Hieriber werden hydrophobe Effekte von gelosten Stoffen moduliert [17]. Ein chaotropes Salz
erhoht so die Loslichkeit von etwa Proteinen, wahrend ein kosmotropes Salz sie reduziert. Diese
Phanomene werden auch als Einsalzen oder Aussalzen bezeichnet. In der Hofmeister-Reihe werden
Anionen oder Kationen nach der Auspragung dieser Eigenschaft sortiert. In Abbildung 2.10 ist
beispielhaft die Einordnung einiger lonen dargestellt. Die abgebildete Reihenfolge ermoglicht dabei
keinen Vergleich zwischen den Effekten der Anionen und der Kationen. [17,64—-66]

Neben den nicht-spezifischen Salzeffekten kdnnen auch proteinspezifische Einflisse in der
Proteinchromatographie auftreten. Hierbei werden verschiedene Proteine durch die Salze
unterschiedlich  beeinflusst. Dies kdénnte sich beispielsweise in einer Anderung der
Retentionsreihenfolge zeigen, wenn das Elutionsverhalten von zwei Proteinen fiir zwei Salze
miteinander verglichen wird [10]. Proteinspezifische Salzeffekte konnten einen groflen Einfluss auf
die Separation von Proteinen haben und die Effizienz des IEC-Schrittes deutlich erhéhen, wenn ein
passendes Salz verwendet wird. Wahrend nicht-spezifische Salzeffekte hauptsachlich auf die Salz -
Adsorbens Interaktion zuriickgeht, werden proteinspezifische Effekte auf Salz — Protein Interaktionen
zurickgefuhrt [13]. Somit sind die in der Hofmeister-Reihe charakterisierten Effekte mogliche
Ursachen fiir proteinspezifische Effekte [63]. Das grundsatzliche Auftreten von proteinspezifischen
Effekten wird in der Literatur bestétigt, die Signifikanz dieser Phdnomene ist allerdings umstritten.
Die meisten Studien im Zusammenhang mit dem Salzeinfluss in der IEC fokussieren sich dabei auf das
Gegenion. [10-16]

Fir einen Vergleich der Retentionszeiten fir Salze mit verschiedenen Valenzen werden in der
Literatur verschiedene Ansdtze verwendet. Es kann die selbe Konzentration der Salze verwendet
werden, allerdings fiihren in diesen Untersuchungen alle mehrwertigen Gegenionen zu geringeren
Retentionszeiten fir alle Proteine als einwertige Gegenionen, da die hohere Ladung eine héhere
Affinitat der lonen zum Adsorbens bedeutet und somit alle anderen Komponenten starker verdrangt
werden [11,16,67]. Alternativ kann die lonenstadrke der Eluenten konstant gehalten werden [12-14].
Die nach Gleichung 2.16 berechnete lonenstarke / ist ein MaR fir die Konzentration ¢; aller
vorhandenen lonenarten i, bei der ebenfalls deren Valenz z berlicksichtigt wird.

I =

N| =

N
izt 2.16

i=1

Des Weiteren kann auch die Starke der Gegenionen konstant gehalten werden, da diese

entscheidend fir den lonenaustausch-Prozess sind [10]. Die Berechnung der Kationen- oder

Anionenstdrke Ip ist in Gleichung 2.17 dargestellt. Hierbei bezeichnet der Index ip in der Summe

entweder alle Kationenarten oder alle Anionenarten in der Losung.
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Np
Ip = Z CinZis 2.17

ip=1
In einer umfangreichen Untersuchung des Salzeinflusses auf die Anionenaustauschchromatographie
(anion-exchange chromatography [AEC]) von Proteinen beobachten Malmquist und Lundell einen
starken Einfluss der Gegenionen und einen geringeren Einfluss der Co-lonen auf das
Retentionsverhalten. Sie identifizieren auch einzelne proteinspezifische Effekte der Salze, filhren den
GroRteil der beobachteten Phanomene aber auf nicht-spezifische Einflliisse zurlick und erklaren ihre
Beobachtungen iiber eine Anderung der gesamten Elutionsstérke. [10] Liu und Shi beschreiben fiir
verschiedene Kationen in der CEC relevante proteinspezifische Effekte, stellen jedoch keinen
Zusammenhang mit der Hofmeister-Reihe fest [13]. Gooding und Schmuck berichten ebenfalls von
einem CEC Retentionsverhalten, bei dem je nach zu trennenden Proteinen andere Salze zur
optimalen Separation fihren [15].

2.3.2 Hydrophobe-Interaktions- und Mixed-Mode-Chromatographie

Flr HIC-Prozesse wird in der Literatur ebenfalls ein relevanter Einfluss von der Salzspezies auf das
Adsorptionsverhalten von Proteinen beschrieben. Hierbei spielt die Einordnung der lonen in der
Hofmeister-Reihe eine entscheidende Rolle, da die Salze so die fiir die Adsorption relevanten
hydrophoben Effekte verstarken oder verringern kdnnen. Obwohl diese Einordnung unabhéangig von
den Proteinen ist, treten dennoch proteinspezifische Effekte wie die Anderung der
Elutionsreihenfolge auf. [17] In der HIC werden meist kosmotrope Salze verwendet, da diese die
Wechselwirkungen der Proteine mit dem Adsorbens verstarken [18].

Dariliber hinaus ist fiir die HIC ein synergetischer Effekt von Salzmischungen auf die Protein-Beladung
beschrieben. Das Mischen von sowohl zwei kosmotropen [68] als auch von einem kosmotropen und
einem chaotropen Salz [18,69] kann zu hoheren Beladungen flihren, als nur ein einzelnes Salz bei der
selben lonenstarke. Dies verdeutlicht, dass auch bei der HIC die Interaktionen zwischen Salz und
Protein komplexer sind als die reinen Aussalzungs-Effekte der Hofmeister-Reihe. Werner und Hasse
schlagen fiir die Beschreibung der Mischungseinfliisse auf die Adsorption in der HIC eine
Modellgleichung vor, die den Einfluss ({ber Einzelfaktoren der lonen sowie Uber
Interaktionsparameter beschreibt (Gleichung 2.18) [70].

()=t ST T
Einheit von y lo 2 Y ¢ Co 2.18

Hierbei steht y flr einen beliebigen Adsorptionsparameter wie etwa die Beladung. /o beschreibt den
natirlichen Logarithmus von y, wenn kein Salz prasent ist. Die Indizes i und j bezeichnen jeweils die in
der Losung vorhandenen lonenspezies. Samtliche Konzentrationen werden durch einen willkiirlichen
Konzentrationswert ¢o geteilt, um dimensionslose Parameter zu erhalten. /; beschreibt den Einfluss
der einzelnen lonenspezies i auf die AdsorptionsgroRe, wahrend der Interaktionsparameter /; die
Mischungseinfliisse der Spezies i und j abbildet. Die Interaktionsparameter fiir ein Anion und ein
Kation werden auf null gesetzt, da die Kombination aus einem Anion und einem Kation einem
Reinsalz entspricht und dieser Einfluss bereits in den Einzelfaktoren der lonen abgebildet wird.
Ebenfalls tritt kein Mischungseffekt fiir eine einzelne lonenspezies auf, sodass die
Interaktionsparameter der Form [; auf null gesetzt werden. Des Weiteren wird eine Symmetrie der
Interaktionsparameter vorausgesetzt, sodass /; und Jjidentisch sind. Fiir ein System aus zwei Anionen
und zwei Kationen bleiben somit zwei verschiedene Interaktionsparameter brig: einer fir die beiden
Kationen und einer fiir die beiden Anionen. [70]
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Gleichung 2.18 wurde in der Literatur zur Beschreibung des Adsorptionsverhaltens von den beiden
Modellproteinen bovines Serumalbumin (BSA) und Lysozym (LYZ) verwendet [70—74]. Dabei wurde
gezeigt, dass flr beide Proteine synergetische Salzeffekte bei der Mischung von Natrium (Na*)-,
Ammonium (NHz*)-, Chlorid (CI')- und Sulfat (S04%)-lonen auftreten. Fiir BSA fiihren diese Effekte zu
einer reduzierten Beladung, wahrend sie fiir LYZ zu einer erhéhten Beladung fiihren. Somit ldsst sich
die Separation dieser Proteine (iber die HIC mit einer Salzmischung verbessern. Die optimale
Salzzusammensetzung fiir eine Trennung dieser Proteine besteht dabei aus einem hohen Anteil an
Natriumchlorid (NaCl) und einem geringeren Anteil an Natriumsulfat (Na;SO,). [71,74] Diese
entgegengesetzten Effekte flir BSA und LYZ zeigen auch auf, dass in der HIC der Salzeinfluss auf
Proteine mechanistisch hochkomplex ist.

Bei der MMC werden Mechanismen von HIC und IEC kombiniert. Bei geringer lonenstarke
dominieren hierbei die lonenaustausch-Effekte, wahrend bei hoher lonenstarke die hydrophoben
Wechselwirkungen Gberwiegen. Untersuchungen der Protein-Beladung mit verschiedenen Salzen
zeigen auch hier unterschiedliche Effekte fiir verschiedene Proteine. [59,75,76]

2.4 Modellierung chromatographischer Systeme

Die Modellierung ist ein gangiges Werkzeug in der chromatographischen Prozessentwicklung, um die
benotigte Anzahl an Experimenten zu reduzieren [37,45]. Die Wichtigkeit einer geringen
Prozessentwicklungsdauer gerade in der pharmazeutischen Industrie (,time-to-market”) tragt dazu
bei, dass Modellierungsansitze eine immer wichtigere Rolle in der Industrie (ibernehmen
[23,52,77,78]. Hierbei kann die Modellierung sowohl in der friihen Phase der Produktentwicklung
eingesetzt werden, um geeignete Wirkstoffmolekile frih zu identifizieren, als auch zum Scale-up und
zur Prozesskontrolle [78-81].

Diese Modelle kénnen empirischer oder mechanistischer Natur sein, wobei die mechanistische
Modellierung in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen hat [82]. Die
mechanistische Modellierung setzt auf chemisch-physikalische Gleichungen, um Vorgdnge wahrend
eines Chromatographie-Prozesses quantitativ zu beschreiben. Hierzu kdnnen Massen-, Energie- oder
Impulsbilanzen sowie Gleichungen zur Beschreibungen des thermodynamischen Gleichgewichts
zwischen den verschiedenen Phasen gehéren [81].

In Kapitel 2.4.1 werden mechanistische Modellierungsansatze verschiedenen Detaillierungsgrades
vorgestellt und die hierzu bendtigten Modellparameter erldutert. Kapitel 2.4.2 beschreibt die fir
diese Arbeit relevanten Start- und Randbedingungen sowie Diskretisierungsverfahren, wahrend
Kapitel 2.4.3 die Open-Source Toolbox Cadet vorstellt, die in dieser Arbeit zur Modellierung
angewendet wurde.

2.4.1 Modellierungsansatze und Modellparameter

Ubersicht gingiger Chromatographie-Modelle

In Abbildung 2.11 ist das Prinzip der differentiellen Massenbilanz fiir eine Chromatographiesaule
dargestellt. Hierbei wird ein differentielles Volumenelement mit der Lidnge dz betrachtet. Eine
Ublicherweise getroffene Vereinfachung ist, dass die Konzentrationen der Komponenten in radialer
Richtung als konstant betrachtet werden. Ebenfalls wird die Saulenpackung im Allgemeinen als
homogen angenommen, wodurch GroBen wie Porositat und Partikelradius fiir die Saule als konstant
angesehen werden. Die Querschnittsflache des differentiellen Volumenelements kann somit mit der
Grundflache der Saule gleichgesetzt werden. Das differentielle Volumenelement lasst sich analog zu
Kapitel 2.1.2 in das interpartikuldre Volumen dVin: und das Volumen der Partikel dV, unterteilen,
welches sich wiederum aus dem Porenvolumen dVpere und dem Feststoffvolumen dVs zusammensetzt.
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Porendiffusion

Konvektion +
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Abbildung 2.11: Prinzip der differentiellen Massenbilanz an einer Chromatographiesdule, verdndert nach [81].

Filmdiffusion ™"

In Tabelle 2.2 sind hierauf aufbauend gdngige Modellierungsansatze verschiedener
Detaillierungsgerade mit ihren zugehotrigen Modellparametern fir unterschiedliche Effekte
aufgefiihrt. Das einfachste hier vorgestellte Modell ist das Ideal-Modell. Hier werden weitere
Bandenverbreiternde Effekte wie die Dispersion in der Sdule oder der Massentransport-Widerstand
vernachldssigt. Das Ideal-Modell geht von gleichbleibenden Konzentrationen in der Flissigkeit
innerhalb und auBerhalb einer Pore aus. Der konvektive Stofftransport durch die Saule wird mithilfe
der interpartikuldren FlieBgeschwindigkeit uinx beschrieben. Das Adsorptionsgleichgewicht wird
mithilfe einer passenden Adsorptionsisotherme berechnet. Dabei wird die Beladung g(c) in
Abhéangigkeit der Konzentration aller beteiligten Komponenten bestimmt. [81]

Das Dispersive- und das Transport-Modell erweitern das Ideal-Modell um jeweils einen weiteren
Parameter: Im Dispersive-Modell wird die effektive Dispersion Des beriicksichtigt, der die Dispersion
aufgrund der Sdulenpackung mit allen anderen Dispersionseffekten zusammenfasst, und im
Transport-Modell der effektive Filmdiffusionskoeffizient ke, der die Diffusion durch den
Flussigkeitsfilm um die Partikel und die Poren der Partikel zusammenfasst. Diese Modelle werden
verwendet, wenn einer der bandenverbreiternden Effekte Dispersion oder Massentransport-
Widerstand einen deutlich groReren Einfluss hat und der jeweils andere vernachlassigt werden kann.
[53,81]

Das Transport-Dispersive-Modell verbindet diese beiden Ansatze und beriicksichtigt mit dem axialen
Dispersionskoeffizienten D, die Dispersion durch die Saulenpackung sowie mit ke den
Massentransport-Widerstand durch die Partikel. [81]

Das General-Rate-Modell beriicksichtigt dieselben Effekte wie das Transport-Dispersive-Modell,
betrachtet den Massentransport-Widerstand der Filmdiffusion durch den Flissigkeitsfilm um die
Partikel und der Porendiffusion jedoch separat. Statt des kombinierten Parameters ket werden im
General-Rate Model daher der Filmdiffusionskoeffizient ksim und der Porendiffusionskoeffizient Dyore
bericksichtigt. [81]

Im Bereich der Protein-Chromatographie werden meist das Transport-Dispersive- oder das General-
Rate-Modell verwendet [37].
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Tabelle 2.2: Modellparameter zur Beschreibung verschiedener Phdnomene in gédngigen Modellierungsansdtzen
in der Chromatographie.

. Adsorptions- . . Massentransport-Widerstand
Modell-Name | Konvektion Gleich';ewicht Dispersion Filmdiffusionp Porendiffusion
Ideal Uint q(c) - - .
Dispersive Uint q(c) Degr - -
Transport Uint q(cp) . Kegt
e | e | w0 | o
General-Rate Uint q(cp(r)) Dax K fim Dpore

Mathematische Beschreibung des Transport-Dispersive-Modells

In dieser Arbeit wird das Transport-Dispersive-Modell verwendet (siehe Kapitel 6). Gleichung 2.19
beschreibt die Massenbilanz im interpartikuldaren Volumen einer Sdule in einem differentiellen
Volumen mit der Hhe dz und der Querschnittsfliche der Siule A.. Die zeitliche Anderung der Masse
der Komponente j in diesem Volumen m,.; setzt sich aus einem konvektiven, einem diffusiven und
einem Massentransport-Anteil zusammen. Der konvektive und diffusive Anteil beschreiben jeweils
die Differenz des ein- und austretenden konvektiven beziehungsweise diffusiven Massenstroms
Meonv,i beziehungsweise myisy,; Uber die Anderung dieser Terme (iber die Hohe des Volumenelements
dz. Der Massenstrom der Komponente i, der dieses Volumenelement (ber die Grenzflache zu den
Partikeln verlasst, wird als Massentransport-Anteil mm.; bezeichnet. [81]
amconv,i an"Ldisp,i

amacc,i .
ot - oz Yo 92T M

In den Gleichungen 2.20-2.23 werden diese MassengroRen aus der Konzentration der Komponente i
in der interpartikuldren Phase c¢; berechnet. In Gleichung 2.20 ist auRerdem die Berechnung des
differentiellen interpartikuldaren Volumenelements dVi.: aus dem Liickengrad €, Ac und dz angegeben.
Gleichung 2.21 beschreibt den konvektiven Massentransport als Produkt der Konzentration und des
Volumenstroms, welcher sich wiederum aus der FlieBgeschwindigkeit und dem fiir die Konvektion
zuganglichen Teil der Querschnittsfliche (ec Ac) zusammensetzt. Analog wird in Gleichung 2.22 der
dispersive Massentransport als Produkt von D., der Anderung der Konzentration in axialer
Saulenrichtung und der zuganglichen Querschnittsfliche berechnet. Der Term erhalt ein negatives
Vorzeichen, da die Diffusion entgegen dem Konzentrationsgradienten wirkt, also Masse vom Ort
hoher zum Ort niedriger Konzentration transportiert wird. mn; kann wie in Gleichung 2.23

2.19

dargestellt als Produkt des Stoffiibergangskoeffizienten kef;, der Differenz der Konzentration der
Komponente i auRerhalb (¢) und innerhalb (cp) der Partikel und der Oberfliche aller Partikel
innerhalb des differentiellen Volumenelements dA, bestimmt werden. [81]

Mace,i = Ci dVine = ¢; ¢ Ac dz 2.20
mconv,i =¢V =¢eAcUnt ¢ 2.21
f = 9c 2.22
mdisp,i = —& Ac Daxg '
mmt,i = keff,i(ci - Cp,i)dAp 2.23

Um dA, mit bekannten GroéBen auszudriicken, wird in Gleichung 2.24 das Verhaltnis des
Partikelvolumens dV, und des interpartikuldren Volumens dVi.: innerhalb des differentiellen
Volumenelements bestimmt. Gleichung 2.25 beschreibt das Verhdltnis von dA, zu dV,. Die
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Partikelanzahl innerhalb des differentiellen Volumenelements N, wird hierzu sowohl mit der
Kugeloberflache als auch mit dem Kugelvolumen eines Partikels mit dem Radius r, multipliziert und
kann somit gekiirzt werden.

W _1-c 2.24
dVine & '
dA, Npydnri 3
AN S 225
PN, 3T p
Aus den Gleichungen 2.24 und 2.25 lasst sich nun Gleichung 2.26 ableiten.
1—¢e 3 1—¢. 3
da, = — dVjpp=—— — . A. dz 2.26
& T & Ty

Durch Einsetzen der Gleichungen 2.20-2.23 und 2.26 in Gleichung 2.19 ergibt sich Gleichung 2.27.

Oci aCi —azci
EgcAch:_EdZSCACuint_?dzgcAcDax 527
1—¢ 3 ‘
- keff,i(ci - Cp,i) - T_ Ec Ac dz
p

Durch Kiirzen des in allen Termen auftretenden Faktors . Ac dz und Umstellen der Gleichung 2.27
ergibt sich Gleichung 2.28. Diese stellt die Erhaltungsgleichung fiir die Komponente i in der
interpartikuldren Phase in ihrer gebrauchlichen Form dar [78,81].

ac; ac; 9%¢; 1-—¢g. 3
a7 = Uintp T Dax 55— —Ckeff,i g (¢ci — ¢p,i) 2.28

Zusatzlich wird die Massenbilanz innerhalb eines Partikels benétigt. Gleichung 2.29 beschreibt, dass
der Massenstrom der Komponente i durch die Grenzfliche mu:; der Summe der Anderungen der
Masse der Komponente i in der intrapartikuldren Flissigphase mac,ip und der direkt an die feste
Phase gebundenen Masse Mac,is entspricht.

0Mycci O0Myeci

LD acc,i,s .
+ = M 2.29
ot ot

In den Gleichungen 2.30 und 2.31 werden die Massen Macip UNd Macis in Abhdngigkeit der
interpartikuldaren Konzentration c,; bzw. der Beladung g; dargestellt.

Maccip = Cp,i AV = ¢pi &p (1 — €)Ac dz 2.30
Maceis = 4i dVS =4q; (1 - 5p) (1 - Ec)Ac dz 2.31

Das Einsetzen der Gleichungen 2.23, 2.30 und 2.31 in Gleichung 2.29 liefert Gleichung 2.32. Durch
Kirzen des Ausdrucks (1-£.) Ac dz erhalt man Gleichung 2.33, welche die Erhaltungsgleichung fiir die
Komponente i in der intrapartikularen Phase in ihrer gebrauchlichen Form darstellt. [81]

ani 6ql

g (1—e)Acdz——+ (1—¢&y) (1 —e)Acdz——
ot at 232

1—¢. 3 :
= keff,i(ci - Cp,i) — & Ac dz
& Ty
dcp i dq; 3

Sp % + (1 — Sp)a—tl = keff,i E(Ci — Cp,i) 2.33
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Die Beladung g; kann grundsatzlich entweder als Ergebnis einer kinetischen Bindereaktion oder als
GleichgewichtsgroRe betrachtet werden. Die kinetische Modellierung wird in Gleichung 2.34
beschrieben. Die Rate der Bindereaktion (reac Wird als Differenz der Adsorptionsgeschwindigkeit mit
der  Adsorptionskonstante Kags;  und der  Sattigungsbeladung  gsai  sowie  der
Desorptionsgeschwindigkeit mit der Desorptionskonstante Kqes; betrachtet. Neomp bezeichnet hierbei
die Anzahl der beteiligten Komponenten. [81]

Ncomp
- 1 i K, 2.34
lpreac,i = Rads,i 9sat,i - Cp,i — Res,i 9i .
= QSat,j

Wenn die Raten fiir Adsorption und Desorption ausreichend hoch sind, kann der Vorgang stattdessen
als Gleichgewicht zwischen der intrapartikuldren Flissigkeit und der festen Phase betrachtet werden.
Die Beladung berechnet sich dann wie in Gleichung 2.35 dargestellt als Funktion der Konzentrationen
aller beteiligten Komponenten und wendet somit direkt die zu Grunde liegende Isotherme an (siehe
Kapitel 2.2.1). [81]

qi = f(Cp,1s s Cp.Neomp) 2.35

Die Bilanzen fiir ein differentielles Volumenelement mit dem Transport-Dispersive-Modell lassen sich
somit mit den Gleichungen 2.28, 2.33 und, je nachdem, ob eine kinetische Modellierung erfolgen soll
oder nicht, Gleichung 2.34 oder 2.35 beschreiben.

2.4.2 Diskretisierung, Start- und Randbedingungen

Die in Kapitel 2.4.1 vorgestellten Differentialgleichungen missen diskretisiert sowie mit Start- und
Randbedingungen versehen werden, um numerisch I6sbar zu werden. Bei der Diskretisierung werden
die Differentialgleichungen aus ihrer kontinuierlichen Form in eine ortlich und zeitlich in endliche
Punkte diskretisierte Form tberfiihrt.

Finite-Volumen-Methode

Eines der gangigsten Diskretisierungsverfahren fir partielle Differentialgleichungssysteme ist die
finite-Volumen-Methode (FVM). Hierbei wird der betrachtete Bereich in eine endliche Zahl an
Volumenzellen unterteilt. Alle GroRen (wie beispielsweise die Konzentration) werden als Mittelwert
liber ein Volumenelement betrachtet. Uber die Grenzflichen der Volumenelemente findet ein Fluss
der TransportgroRen statt, der im Einklang mit der Massenerhaltung die Anderungen innerhalb der
Volumenelemente im Verlauf eines Zeitschritts definiert. [83]

Zelle1 Zelle 2 [...] Zellen [.] Zelle N
] L o
Dax > Dax 1> > Dax > g Dax -8 _fcu‘;
1 2 n N E o
1, Ci 1, Ci 1, [] 1, Ci 1, [] 1, Ci 1,

Uint Uint Uint Uint Uint [0}
kegr 4 kefr 4 kerr 4 Feefr 4 ® @
1 2 n N |58
‘pii pii Cpji Cp,i f =&

@

- - - - - - - - > Z
Zps =0 715 Z3 5 Zn—05 Zn4+o,5 ZN-05 Zyto,5 = Le

Abbildung 2.12: Beispielhafte Diskretisierung einer Chromatographiesédule der Linge Lc in N Zellen mit der
finiten-Volumen Methode, verdndert nach [84] und [53].

25



Stand der Technik

Abbildung 2.12 skizziert die Anwendung der FVM auf eine Chromatographiesaule. Der Nullpunkt der
Ortsachse z ist als Einlass und die Lange L. als Auslass der Saule definiert. Die Konzentration ¢/ einer
Komponente j in der mobilen Phase einer Zelle n kann als das Integral zwischen den Grenzen des
Volumenelements zn.05 und zp.0,5 betrachtet werden [84]:

1 [?%n+os
' =— ¢;(z)dz 2.36
4z ),
n-0,5
Uber den Filmdiffusionskoeffizienten ke steht ¢/ in Austausch mit der Porenkonzentration c,,”. Der
konvektive Transport erfolgt mit der Stromungsgeschwindigkeit uint in die benachbarte Zelle in
Flussrichtung, wahrend der diffusive Transport mit dem Dispersionskoeffizienten D.x sowohl mit als
auch gegen die Flussrichtung stattfindet. Die in Gleichung 2.28 bendtigten 6rtlichen Ableitungen der
Konzentration werden in der FVM iber die Konzentrationen an den Grenzflichen und den
benachbarten Zellen berechnet. Hierbei werden symmetrische Differenzen der ersten Ordnung

verwendet. Die resultierende ortliche Diskretisierung ist in Gleichung 2.37 dargestellt. [84]

n n+0,5 n-0,5 n+1 n n—-1
dc; " c; - +D ¢ T —=2c¢ +¢ 1—¢
— T UYint ax -
at n Az

3
kest; — (i — cp) 2.37
472 ge oy (0T Cp

Fir die Berechnung des konvektiven Terms werden die Konzentrationen an den Grenzen des
Volumenelements benétigt. Eine Moglichkeit, diese zu berechnen ist das gewichtete, im
Wesentlichen nicht oszillierende (Weighted Essentially Non-oscillatory [WENO]) Berechnungsschema
[84,85]. Das WENO-Schema bericksichtigt bei der Berechnung von GréRen an einer Grenzflache
mehrere benachbarte Zellen, wodurch die Werte geglattet werden und eine héhere numerische
Stabilitat erreicht wird. Hierfir wird die gesuchte GréRe ¢/%° wie in Gleichung 2.38 beschrieben aus
einer frei wahlbaren Anzahl k an Polynomen c¢;/"*° approximiert, welche jeweils mit einem
Gewichtungsfaktor w, multipliziert werden [85]. Jedes dieser Polynome setzt sich wie in Gleichung
2.39 beschrieben aus k Termen zusammen, in denen die Konzentrationen in benachbarten Zellen mit
Faktoren aus der Matrix M* multipliziert werden.

K—1
n+0,5 __ n+0,5
¢ = z Wy Ci,r 2.38
r=0
K—1
n+0,5 _ () n-r+j
Cir = Z M. ¢ 2.39
j=0

Die Gewichtungsfaktoren w, setzen sich aus Einzelgewichtungen & zusammen, welche wiederum aus
den Glattheitspolynomen B¢ und den Konstanten d,® berechnet werden (Gleichungen 2.40 und
2.41). @ bezeichnet hierbei einen numerischen Sicherheitssummanden, der eine Division durch null
verhindert und fiir den eine niedrige positive Zahl willkirlich festgelegt wird. [84]
w, = —ki 2.40
s=0 S;S

a®

i

Im Folgenden wird die Berechnung mit k=3 ndher erldutert, was einem gangigen Wert in der
Chromatographie-Modellierung entspricht. Gleichung 2.42 stellt die zugehdrige Matrix M® dar,
woraus sich die drei in Gleichung 2.43 beschriebenen Polynome ergeben. [84]

2.41
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(1 5 17
3 6 6
e =1 5 1 2.42
6 6 3
1 7 11
L 3 6 6
1 5 1
(s §Cin+gcin+1_gcin+2
. 1 1
% | = —gci”_1+6cin+§cln+1 243
Cn+05 1 7 11
b2 \—c-”_z——c-” 1 —cn/
3 6" 6 "

Die fiur die Berechnung der Einzelgewichte & bendétigten GroRRen fiir k=3 sind in den Gleichungen 2.44
und 2.45 dargestellt. An den Randern der betrachteten Geometrie muss die Ordnung des WENO-
Schemas reduziert werden, da weniger benachbarte Zellen zur Verfligung stehen. [84]

d(3)=[i 6 1 2.44
10 10 10
13 2 1 2
®3) 12 (el =2t + H2)" + Z (el = 4c*t + )
0
13 1
1(3) = E(Cin—l — 2+ Cin+1)2 + Z(Cin_l — ci”+1)2 2.45

2(3) 13 n-2 n-1 n)2 1 n-2 n-1 n)2
E(c — 2¢; +cl-) +Z(Ci —4c; +3ci)

i

Start- und Randbedingungen

Um das so erhaltene Gleichungssystem I6sen zu kdnnen, missen die Startwerte von Beladungen und
Konzentrationen in der gesamten betrachteten Domane vorgegeben werden. Bei Pulsversuchen sind
Ublicherweise zu Beginn der Injektion am Zeitpunkt t=0 die Konzentration und Beladung der
Zielkomponente i an jeder Stelle z innerhalb des Systems null [81] (Gleichung 2.46):

Ci(t =0, Z) = Cp,i(t = O,Z) = ql(t = O,Z) =0 2.46

Bei der IEC hingegen ist die Sdule auch vor der Probeninjektion vollstandig mit Salz beladen. Des
Weiteren ist im Allgemeinen auch zu Beginn von LGE-Versuchen Salz in der mobilen Phase vorhanden.
Es wird angenommen, dass die Start-Salzkonzentration der mobilen Phase ¢ in der gesamten Saule
sowohl im interpartikuldren als auch im intrapartikularen Raum vorliegt. Fir die Komponente Salz
werden bei der Modellierung von IEC-Prozessen daher folgende Startbedingungen gesetzt
(Gleichungen 2.47 und 2.48): [86]

c(t=0,2) =cps(t=0,2) =cgp 2.47
qs(t=0,z) = A 2.48

Des Weiteren missen an den Randern der zu diskretisierenden Geometrie die Einfllisse dieser
Grenzflachen beschrieben werden. Bei der Eindimensionalen Chromatographie-Modellierung bilden
der Einlass und der Auslass der Sdule oder der Anlagenperipherie diese Rander. Hierzu werden
sogenannte Randbedingungen verwendet. Diese missen Ulber die gesamte Dauer der Simulation
vorgegeben werden. Da lediglich die mobile Phase mit den Randern der Geometrie interagiert (siehe
Abbildung 2.12), missen auch nur fiir diese Randbedingungen definiert werden. In der
Chromatographie-Modellierung haben sich die Vorgabe des Konzentrationsprofils am Einlass ciin
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(Gleichung 2.49) sowie das Verschwinden des Konzentrationsgradienten am Auslass (Gleichung 2.50)
als geeignete Bedingungen durchgesetzt. [20,81]

ci(t,z=0) = c;in(t) 2.49

dei(t,z=Lc)

0z B

Fir eine Pulsinjektion mit der Dauer ti,; und der Konzentration creeq,i kann das Konzentrationsprofil

der Zielkomponenten wie in Gleichung 2.51 dargestellt beschrieben werden [20,87]. Bei

beispielsweise der LGE weist die Salzkonzentration c¢;i» ein anderes Profil auf und muss als ¢seient
vollstandig vorgegeben werden (Gleichung 2.52). [88]

0 2.50

Cfeed,i t< tinj
ii = 2.51
Cl,m(t) { 0 t> tinj 5
Cs,in () = Cs,Eluent (1) 2.52

2.4.3 CADET-Toolbox

In dieser Arbeit wird die vom Forschungszentrum Jilich entwickelte Open-Source-Software
Chromatographie Analyse und Design Toolkit (CADET) zur Modellierung der Chromatographie-
Prozesse verwendet. Die Software wird Uber ein Matlab- oder Python-Interface angesteuert. Hierbei
kénnen drei Teilprogramme der CADET-Familie unterschieden werden.

Das eigentliche Chromatographie-Simulationstool wird im Folgenden als CADET-Core bezeichnet. In
CADET-Core kann aus einer Vielzahl von Bindungsmodellen (Isothermen) und Modellierungsansatzen
das passende Setup ausgewahlt werden. Der Ablauf des Prozesses wird (ber Flussraten,
Verschaltungen von Unit-Operations und Einlasskonzentrationen ebenfalls vorgegeben. Des
Weiteren werden die Parameter fiir die Diskretisierung und den Solver gesetzt (beispielsweise Anzahl
der Zellen oder Fehlertoleranzen). Es kann ebenfalls angegeben werden, ob eine kinetische
Modellierung erfolgen soll. CADET-Core fiihrt daraufhin eine Diskretisierung mit der FVM und dem
WENO-Schema durch. Fir die Zeitdiskretisierung wird eine variable Zeitschrittweite mit einer
optionalen Obergrenze verwendet. Die Berechnung selbst erfolgt in C++. StandardmaRig verwendet
CADET-Core Sl-Einheiten, es konnen allerdings auch andere Einheitensysteme verwendet werden.
Neben der klassischen Chromatographie-Sdaule kénnen auch zusatzliche Unit-Operations wie
Rihrkessel simuliert werden, um beispielsweise Totvolumina der Anlage abzubilden. Aufgrund der
vielen Einstellungsmoglichkeiten ist CADET-Core ein stark anpassbares Programm, dass sich dank
geringer Rechenzeiten auch gut fiir eine Kopplung mit Tools zur Parameterbestimmung oder zur
Prozess-Optimierung eignet. [23]

Mit CADET-Match verfiigt die CADET-Familie iber ein flexibles Tool zum Parameter-Fitting. Hiermit
kénnen aus experimentellen Chromatogrammen Parameter fir die Modellierung abgeleitet werden.
CADET-Match ruft im Lauf des Fitting-Prozesses CADET-Core fiir eine Vielzahl von einzelnen
Simulationen auf, wobei verschiedene Such-Algorithmen verwendet werden konnen. Das
grundsatzliche Vorgehen beim Parameter-Fitting wird in Kapitel 2.5.2 naher beschrieben. CADET-
Match beinhaltet hierbei eine Funktion, um Datensdtze zu glatten, was die Vergleichbarkeit von
experimentellen und simulierten Daten verbessert. Hierzu kombiniert CADET-Match eine schnelle
Fourier Transformation (fast Fourier transform [FFT]) mit der Verwendung von Splines, um Uber eine
grolRe Bandbreite an Zeitintervallen Rauschen effektiv zu entfernen, ohne relevante Charakteristika
aus den Daten zu entfernen. Bei der FFT wird Rauschen im hohen Frequenzbereich effektiv
automatisiert erkannt und kann herausgefiltert werden.
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Abbildung 2.13: Uberblick iiber den Aufbau des CADET-Process Tools, nach [89].

Splines sind ebenfalls eine robuste und automatisierbare Methodik, fiir hochfrequentes Rauschen
aber rechenintensiv. Indem zuerst mit dem FFT-Filter das hochfrequente Rauschen entfernt wird,
bevor mit den Splines das so erhaltene Chromatogramm weiter geglattet wird, kann die Rechenzeit
reduziert werden. Dariiber hinaus bietet CADET-Match eine Vielzahl von Zielfunktionen an, die bspw.
auch Ungenauigkeiten in den experimentellen Daten beriicksichtigen. [90]

CADET-Process ist ein Tool zur Prozessoptimierung. Der grundsatzliche Aufbau des Programms ist in
Abbildung 2.13 dargestellt. Das Prozess-Modell enthéalt die Konfiguration des chromatographischen
Setups, also bspw. Informationen lber die verwendeten Unit-Operations und deren Verschaltung
sowie Uber die Verlaufe von Feed-Konzentrationen und Flussraten. Der Simulations-Adapter bereitet
hieraus Daten vor, mit denen ein externer Simulator aufgerufen werden. Dies kann grundsatzlich ein
beliebiges-Chromatographie-Simulationstool sein, in dieser Arbeit wird hierfir CADET-Core
verwendet. Der Adapter bestimmt aus der Losung des Simulators die benétigten Chromatogramme.
CADET-Process bietet an dieser Stelle die Moglichkeit, cyclische Prozesse auf ihre Stationaritat zu
Uberprifen. Ist Stationaritdt erreicht oder nicht erforderlich wird mit dem Chromatogramm eine
Optimierung der Fraktionierung durchgefiihrt und hieraus eine Performance ermittelt. Diese
Performance wird mit den Prozessparametern verknipft, um Uber die Auswertung verschiedener
Parameter eine Optimierung des Prozesses zu erreichen. Als externer Optimierer kann ebenfalls eine
beliebige Optimierungs-Software verwendet werden. StandardmaRig wird das Open-Source Python-
Paket COBYLA [91] verwendet. [89]

Die Optimierung der Fraktionierung erfolgt in CADET-Process vollstandig automatisiert. Hierbei kann
eine beliebige Anzahl der beteiligten Komponenten als Produkt deklariert werden. Fiir jedes Produkt
wird eine erforderliche Reinheit vorgegeben. Hierbei kénnen Komponenten definiert werden, die fir
die Betrachtung der Reinheit ignoriert werden. Hierzu zahlt Gblicherweise das Salz in der IEC. Das
Chromatogramm wird daraufhin nach Regionen durchsucht, in denen die Reinheit der Komponenten
Uber dem geforderten Minimalwert liegt. AnschlieBend erweitert der Optimierer die
Fraktionierungsfenster und versucht, die Produktmenge unter Einhaltung der Reinheitsanforderung
zu maximieren. Als Performance-Kriterium fiir die Prozess-Optimierung sind neben der
Produktmenge auch die GrofRen Ausbeute, Produktivitat und Eluent-Verbrauch vorimplementiert. Es
besteht auch die Maoglichkeit, diese GroRen beliebig in einer neuen Funktion zu kombinieren. [89]
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2.5 Bestimmung von Modellparametern

2.5.1 Yamamoto-Methode

Yamamoto et al. schlagen einen Ansatz zur Korrelation der Gradientensteigung in LGE-Versuchen und
der Retentionszeit eines Proteins zur Bestimmung von Isothermen-Parametern vor [92]. Hierbei wird
die Wanderungsgeschwindigkeit des Proteinpulses durch die Sdule betrachtet. In Gleichung 2.53 ist
die Anderung der axialen Position des Peak-Maximums zpeak; €ines Proteins i liber der Zeit dargestellt:

dzpeak,i _ Uint
N 1—¢
L Tl
Ec ’

2.53

Hierbei beschreibt Ky,; den Verteilungskoeffizienten zwischen der stationdaren und der mobilen Phase.
Dieser wird nach Gleichung 2.54 bestimmt, wobei Vk; das Retentionsvolumen von i und V; das
Retentionsvolumen eines nicht porengdngigen Tracers beschreibt [92,93]:

Ko = Vri — Vo
V,l ‘/C _ VO
Die Integration von Gleichung 2.53 fiihrt mit weiteren Umformungen (siehe Anhang A.2) zu Gleichung

2.55. GH beschreibt hierbei die normalisierte Gradientensteigung, c.z die Salzkonzentration am
Saulenauslass zum Zeitpunkt der Protein-Elution und Ky s den Verteilungskoeffizienten des Salzes.

2.54

Cs,R

GH:g(l—gt)V1=1_gtf ! dc 2.55
e 1- Ec KV,i(Cs) - KV,S s

Cs,0

Der Faktor g wird in Gleichung 2.56 definiert. Der Ausdruck cssnai beschreibt dabei die
Endkonzentration und c.p die Startkonzentration des Salzes bei einem Gradienten mit dem
Gradientenvolumen V.

_ Cs,final - CS,O
Ve

Durch Integration lasst sich aus Gleichung 2.55 mit Verwendung der SMA-Isotherme und unter
Annahme einer gegen null gehenden Proteinkonzentration Gleichung 2.57 ableiten (siehe Anhang
A.2). Da im Allgemeinen csg>>Csp gilt, kann der zweite Term im Zahler vernachlassigt werden.

2.56

vi+1 vi+1 vi+1

CsR — Cs,0 - CsR
Keq AVi (Vi + 1) Keq AVi (Vi + 1)

GH = 2.57
Durch Ziehen des Logarithmus auf beiden Seiten der Gleichung erhdlt man Gleichung 2.58, welche
die Yamamoto-Gleichung in gebrauchlicher Form darstellt [25]. Dieser Ansatz vernachladssigt
Stofftransport-Effekte und ist nur fir geringe Proteinkonzentrationen und c,o-Werte gliltig. [92—94]

log(GH) = (v; + 1) log(csr) — log(Keq AVt (vi + 1)) 2.58

Gleichung 2.58 stellt einen Zusammenhang zwischen der Gradientensteigung GH und dem
resultierenden c;r flir ein Protein her. Ist die Kapazitit A der Sdule bekannt, so sind die
Modellparameter der SMA-Isotherme K.q und v die einzigen unbekannten Parameter der Formel.
Sofern aus experimentellen Daten mindestens zwei Werte fiir c;g bei unterschiedlichen
Gradientenlangen bekannt sind, konnen die Werte fiir log(GH) tber log(csr) aufgetragen und eine
Regressionsgerade durch die Messpunkte gelegt werden. Die Steigung der Geraden entspricht
hierbei vi+1. Mit dem so bestimmten Wert fir v; kann daraufhin aus dem Achsenabschnitt Keq

30



Stand der Technik

berechnet werden. Mit bekannten Parametern Keq und v ldsst sich mit Gleichung 2.58 ¢,z und somit
tr eines Proteins fiir beliebige Gradientenlangen bestimmen. [93,95]

2.5.2 Inverses Fitting

Beim inversen Fitting werden die Parameter eines mechanistischen Modells variiert, um eine
moglichst hohe Ubereinstimmung zwischen simulierten und experimentellen Daten zu erreichen
[35,81]. Dazu wird das experimentelle Chromatogramm, das Ublicherweise aus UV-
Absorptionsmessungen besteht, in eine Konzentrations-Zeit-Reihe cmeas(t) umgewandelt. Dies kann
etwa durch eine vorherige Kalibrierung des Detektors erfolgen. Das mechanistische Modell generiert
mit dem Parametersatz X ebenfalls eine Konzentrations-Reihe cpred(t;,X), welche an dem selben Ort
und den selben Zeitpunkten ausgewertet wird wie die experimentellen Daten. Dazu muss ein
mechanistisches Modell und eine Isotherme ausgewahlt werden (siehe Abschnitt 2.4.1 und 2.2.2). [8]

Zielfunktionen und Such-Algorithmen

Fir die Quantifizierung der Abweichung zwischen den berechneten und den experimentellen
Chromatogrammen gibt es eine Vielzahl an méglichen Bewertungsfunktionen. Die einfachste dieser
Methoden ist die Summe der Fehlerquadrate (sum of squared errors [SSE]). Die Berechnung des SSE-
Werts wird in Gleichung 2.59 dargestellt. Dabei bezeichnet t, die Start- und tfna die Endzeit des
Versuchs. [8,22,90]

final

SSE = Z (Cpred(ti'X) — Cmeas(t)? 259
i=0

Die SSE-Metrik gehort zu den am haufigsten verwendeten Bewertungsfunktionen in der
Chromatographie. Sie weist allerdings Schwachen bei der Bericksichtigung von Datenfehlern und der
Abstufung von Fehlern bei fehlender Uberschneidung der Chromatogramme auf. Heymann et al. [90]
schlagen daher alternative Methoden vor. Die Shape-Metrik beriicksichtigt etwa die Form der Peaks.
Es kdnnen auch verschiedene Metriken in eine Zielfunktion kombiniert werden. Die Peak-Front-
Funktion kann fir Peaks verwendet werden, bei denen durch nicht-ideales Verhalten der
Komponenten nur der vordere Teil des Chromatogramms verwendet werden kann. Hierbei isoliert
die Peak-Front-Methode den entsprechenden Bereich und betrachtet in diesem Abschnitt die Form
und die Position des Peaks. Grundsatzlich gilt, dass es keine Zielfunktion gibt, die fir alle
Problemstellungen die optimale Wahl darstellt. Je nach den genauen Bedingungen des
Optimierungsproblems muss daher eine passende Zielfunktion ausgewahlt werden. [90]

Mit einer Zielfunktion kann dann die Optimierung des Parametersatzes X durchgefiihrt werden.
Hierfir muss eine Such-Strategie angewendet werden, die bestimmt, wie X flir die nachste
Auswertung angepasst wird. Eine Moglichkeit dazu bildet die Gradientensuche. Dabei werden
benachbarte Punkte im Parameterraum untersucht. Daraus ergibt sich ein Gradient der Zielfunktion,
dem der Algorithmus in Richtung geringerer Werte (Minimierung) folgt. Diese Methodik ist sehr
effizient, wenn die aktuellen Werte fiir X nah am gesuchten Optimum liegen. Es besteht allerding die
Gefahr, nur lokale Optima statt des globalen Optimums zu finden. [90]

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung ist der genetische Algorithmus (GA). Diese Methodik ist der
biologischen Evolution nachempfunden. Die Optimierungsgrofien, im Fall des Parameterfittings das
zu optimierende Parameterset, werden als Genom eines Organismus betrachtet. Ein Set an
Parametern wird hierbei als Individuum bezeichnet. Bei einem GA werden mehrere unterschiedliche
Individuen betrachtet. Die Summe aller Individuen bildet die sogenannte Population. Zu Beginn der
Optimierung kann die Startgeneration zufallig erzeugt werden, wobei fiir jeden Parameter eine Ober-
und Untergrenze definiert werden muss. Fir jedes Individuum der Population wird ein als Fitness
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bezeichneter Wert mithilfe einer Zielfunktion berechnet. Die Individuen werden anhand ihrer Fitness
sortiert und beispielsweise die Kandidaten mit dem niedrigsten Wert (Minimierung) als Grundlage fir
die nachste Generation ausgewdhlt. Die Individuen der neuen Generation werden dabei Uber
Mutation und Rekombination dieser besten Individuen der alten Generation erzeugt. Mutation
bezeichnet bei einem GA eine zufillige Veranderung eines einzelnen Parameter-Werts, wahrend bei
der Rekombination die Parameter-Sets verschiedener Individuen gekreuzt werden. Mit diesem
Vorgehen werden so viele neue Individuen erzeugt, bis die urspriingliche PopulationsgroRe erreicht
ist. Mit dieser neuen Generation wird das Vorgehen dann wiederholt. Dieser Ansatz wird fortgesetzt,
bis ein Abbruchkriterium erreicht wird. Als Abbruchkriterium kann etwa eine maximale
Generationenanzahl oder eine bestimmte Anzahl an Generationen ohne weitere Verbesserung der
Fitness gesetzt werden. Die genauen Auswahlbedingungen fiir die nachste Generation sowie
Haufigkeit von Mutation und Rekombination oder zusatzliche Vorkehrungen zur Erhohung der
Diversitat der Individuen kénnen variieren, sodass es verschiedene Algorithmen innerhalb dieser
Kategorie gibt. Fir die Chromatographie-Anwendung empfehlen Heymann et al. den nicht-
dominierten genetischen Such-Algorithmus 3 (non-dominated sorting genetic algorithm 3 [NSGA3])
[90]. Der GA ist durch die zufélligen Spriinge gut fiir die Vermeidung von lokalen Minima geeignet. Es
handelt sich um einen Ansatz, der ohne Vorkenntnisse Gber den Verlauf der Zielfunktion angewendet
werden kann. [22,90,96]

Vorgehen fiir den sequenziellen Ansatz

Flr die mechanistische Chromatographie-Modellierung muss eine Vielzahl von Parametern bestimmt
werden. Um die benétigte Rechenkapazitdt zu reduzieren und Uneindeutigkeiten zu vermeiden,
kénnen einzelne Parameter getrennt voneinander ermittelt werden. Dazu werden verschiedene
Experimente durchgefiihrt, die aufeinander aufbauend die isolierte Betrachtung von Parametern
ermoglichen [90,97]. Grundsatzlich wird der Parametersatz X aus Gleichung 2.59 dabei in einen Teil
Xrix mit festen GroRen fur die Modellierung, die nicht angepasst werden, und X.ar mit zu fittenden
Parametern aufgeteilt [8]. Zu den von Anfang an bekannten und somit zu X:x gehdrenden GréRen
gehort beispielsweise die Flussrate, welche experimentell direkt eingestellt wird. Die in einem Schritt
bestimmten Parameter X,.r werden fir die nachste Parameterschatzung Xsx zugeordnet, wahrend die
in diesem Aufbau neu hinzukommenden Parameter fiir den Fit zu X..r zdhlen [81,90,97].

Eine Moglichkeit fir die Abfolge dieser Versuche und die ermittelten Parameter fir eine
Modellierung mit dem Transport-Dispersive-Modell (siehe Kapitel 2.4.1) ist in Tabelle 2.3 dargestellt
[90]. In einem ersten Schritt wird ein Versuch mit einem Tracer ohne Saule durchgefihrt. Dabei
beinhaltet Xsx das Setup des Versuchs, was etwa die Konzentrationsprofile am Einlass und den
Volumenstrom umfasst. An diesen Versuch kann nun das Totvolumen der Anlage Vyiant und somit die
Totzeit tpant gefittet werden. Ab dem zweiten Schritt besteht der Versuchsaufbau auch aus der
Chromatographie-Saule. Das Setup beinhaltet dabei auch Informationen Uber die Sdulengeometrie
wie das Volumen V.. In Versuchsaufbau zwei wird ein Puls eines nicht-porenganigen Tracers auf die
Saule gegeben. An das resultierende Chromatogramm lassen sich die Werte . und D fitten. Dazu
wird in dem Modell Gleichung 2.28 vereinfacht, in dem ke auf null gesetzt wird. Mit diesen
Parametern kann im dritten Schritt mittels eines porengénigen Tracers &, bestimmt werden. Dazu
wird in dem Modell g in Gleichung 2.33 auf null gesetzt. Je nach Versuchsdesign besteht auch die
Moglichkeit, an dieser Stelle ket zu fitten. Eine Moglichkeit flr einen Tracer ist es namlich, das zu
untersuchende, grundsatzlich bindende Molekiil unter nicht bindenden Bedingungen zu verwenden
(beispielsweise hohe Salzkonzentration in der IEC) [98]. In diesem Fall kann der Stofftransport dieses
Molekils Uber kesr mitbestimmt werden. Dariiber hinaus bietet dieser Ansatz den Vorteil, dass die
ermittelte Porositat tatsachlich dem diesen Molekil zur Verfiigung stehenden Porenvolumen
entspricht [99]. [90]
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Tabelle 2.3: Vorgehen bei der Parameterbestimmung mit einem sequenziellen Ansatz fiir das Transport-
Dispersive Modell.

Versuchsaufbau Beschreibung Xiix Xvar
1 Ohne Saule Setup Vplant
2 Nicht-porengangiger Tracer Setup, Vpant Eer Day
3 Porengéangiger Tracer Setup, Vplant, £, Dax €p, (ketr)
4 Bindendes Molekil Setup, Vplant: £c» Dax» €p» (Kefr) | q(c), (Kefr)

Wird stattdessen ein Tracer wie Aceton verwendet, ldsst sich ket des bindenden Molekdls in diesem
Schritt nicht ermitteln und das zugangliche Porenvolumen wird fir grofle Molekile tendenziell
liberschatzt, da Aceton auch in Poren eindringen kann, die fir diese Molekiile zu klein sind. Auf der
anderen Seite fiihrt es zu Problemen, wenn einzelne Komponenten (verschiedene bindende
Molekiile) unterschiedliche zugéngliche Porenvolumina aufweisen, da dies standardmaRig nicht im
Modell abgebildet werden kann. [90]

Im vierten Versuchsaufbau werden dann (meist mehrere) Experimente zur Bestimmung des
Adsorptionsverhaltens durchgefiihrt [90,100]. Das Fitting der Isothermen-Parameter und
gegebenenfalls von kes erfolgt dann simultan an alle Chromatogramme dieses Schritts. Hierbei muss
die Art der Isotherme bereits bekannt sein. Ebenfalls muss festgelegt werden, ob die Bindung
kinetisch modelliert werden soll.

2.5.3 Kombinierte Anséatze

Die Ansatze der Parameterbestimmung aus den vorherigen Abschnitten lassen sich miteinander oder
mit anderen Methoden kombinieren [101]. Riidt et al. schlagen eine Kombination der Yamamoto-
Methode mit der Betrachtung der sogenannten van Deemter-Gleichung vor [49]. Die Isothermen-
Parameter werden mit der Yamamoto-Methode bestimmt, wahrend HETP-Werte aus der Breite der
Peaks nach Gleichung 2.15 fir verschiedene FlieRgeschwindigkeiten berechnet werden. Hieraus
kénnen mittels Regression der in Gleichung 2.60 dargestellten modifizierten van Deemter-Gleichung
die Parameter Dax und ke bestimmt werden. Die so erhaltenen Parameter kdnnen verwendet
werden, um ein mechanistisches Modell zu betreiben. [49]

HETP =2 Dy + zLui’m 2.60
& ke

Ein anderer Ansatz zur Bestimmung von Modellparametern der SMA-Isotherme wurde von Saleh et
al. entwickelt [25]. Bei diesem Vorgehen werden das Totvolumen und die Sdulenporositdten
sequenziell bestimmt. AnschlieBend wird der Filmdiffusions-Parameter ke mithilfe von
Erfahrungswerten aus einer Korrelationsgleichung ermittelt. Die Isothermen-Parameter werden in
einem ersten Schritt mit der Yamamoto-Methode im niedrig konzentrierten Bereich bestimmt.
AnschlieBend werden diese Parameter in ein kinetisches, mechanistisches Modell ibernommen.
Hierbei bleiben die Werte fir v und Keq konstant. Die kinetische Ad- bzw. Desorptionsrate wird
hingegen zusammen mit dem sterischen Faktor o liber inverses Fitting an weitere experimentelle
Daten im hohen Konzentrationsbereich ermittelt. Die so erhaltene Isotherme wird durch weitere
Yamamoto-Plots fir verschiedene pH-Werte erweitert. Mit diesen Daten werden die zusatzlichen
Parameter des pH-abhangigen SMA-Modells (siehe Gleichungen 2.12 und 2.13) regressiert. [25] Mit
diesen Parametern kann ein mechanistisches Modell prazise Vorhersagen ({ber das
Retentionsverhalten bei verschiedenen pH-Werten und Prozessbedingungen treffen [25,102].
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3 Einfluss der Salzspezies auf Modellproteine

In diesem Kapitel werden die Untersuchungen zur Bestimmung der Auswirkung der Salzspezies in der
CEC von Modellproteinen dargestellt, wobei die Einflisse von Kationen und Anionen separat
betrachtet werden. Hierdurch sollen die aufgestellten Arbeitshypothesen, dass Salze einen
relevanten und proteinspezifischen Einfluss auf die IEC haben und die Wahl des Co-lons ebenfalls von
grolRer Bedeutung ist, Gberprift und somit die Relevanz der Salzspezies in der Prozessentwicklung
von CEC-Schritten ermittelt werden. Nach der Beschreibung der verwendeten Materialien und
Methoden (Kapitel 3.1) werden zuerst verschiedene Ansitze zur Vergleichbarkeit von lonen mit
unterschiedlicher Valenz untersucht (Kapitel 3.2), bevor die Einflisse von verschiedenen Anionen-
und Kationenspezies auf das Retentionsverhalten von Proteinen aufgezeigt werden (Kapitel 3.3).
AbschlieBend werden die in diesem Kapitel gewonnen Erkenntnisse zusammengefasst (Kapitel 3.4).
Teile dieses Kapitels und der hier dargestellten Ergebnisse sind bereits in der Fachliteratur
veroffentlicht worden [103].

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Experimentelles Setup

Die experimentellen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden an einer semi-praparativen
»Azura“ Chromatographie-Anlage der Firma Knauer Wissenschaftliche Gerdte GmbH (Berlin,
Deutschland) durchgefiihrt. Das schematische FlieBbild der Anlage ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
Die Anlage verfligt Giber das Pumpensystem , Azura P6.1L“. Dieses besteht aus zwei Eluent-Pumpen
(Pumpen A und B), worilber zwei Eluenten in einem beliebigen Verhaltnis geférdert werden kénnen.
Beide Pumpen verfligen liber ein weiteres Auswahlventil und kénnen aus einem der Vorratsbehalter
Al oder A2 beziehungsweise B1 oder B2 fordern. Die Strome der Pumpen werden in einer statischen
Mischkammer mit 100 uL Volumen vermischt, bevor der Eluent-Strom das Injektionsventil erreicht.
Hier kann der Inhalt der 50 pL Probenschleife injiziert werden.

T [F

Al A2 B1 Waste

Leitfahigkeitsdetektor
Pumpe A Pumpe B

Feed UV-Detektor

Mischkammer
Feed-Pumpe
Waste Chromatographie-Séaule

Injektions-Ventil

Probenschleife

Abbildung 3.1: FliefSbild der verwendeten Chromatographie Anlage.
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Die ebenfalls an das Injektionsventil angeschlossene Feed-Pumpe kann die Probenschleife vor einer
Injektion mit einer Feed-Losung beflllen. Der Eluent beziehungsweise die injizierte Feed-Losung
werden daraufhin iber die Chromatographie-Sdule geleitet. Am Auslass der Sdule sind ein UV-
Detektor ,MWD 2.1L“ und ein Leitfahigkeitssensor angeschlossen. Die Anlage wird Uber einen
angeschlossenen Computer mit der Software ,,PurityChrom Version 5.09.036“ von Knauer gesteuert.
Die verwendete Chromatographie-Saule ist die vorgepackte Kationenaustausch-Saule ,HiScreen SP
Sepharose High Performance” von Cytiva (Marlborough, USA). Die Saule besteht aus Polypropylen
und verfligt bei einer Lange von 10 cm Uber ein Volumen von 4,7 mL. Sie ist mit Agarosepartikeln mit
einem mittleren Durchmesser von 34 um gepackt, die mit der starken Kationenaustausch-Gruppe
Sulfopropyl funktionalisiert sind.

3.1.2 Zusammensetzung der Puffer

Fir die Untersuchung des Salzeinflusses werden verschiedene Puffer hergestellt. Diese kénnen
grundsatzlich in Hochsalz- und Niedrigsalzpuffer eingeteilt werden. Ein Niedrigsalzpuffer besteht aus
einem 20 mM Essigsdure/Acetat Puffer. Dazu werden die Massen fiir 15,5 mM Essigsaure und 4,5
mM Acetat-Salz abgewogen. Das Kation des Acetat-Salzes entspricht dabei flr jeden Versuch dem im
Hochsalzpuffer zugegebenen Kation (beispielsweise wird Natriumacetat fir die Untersuchungen mit
NaCl verwendet). Der Hochsalzpuffer enthélt ebenfalls dieses Puffersystem und dariiber hinaus Salz
mit einer Kationen- oder Anionenstarke von 1 M (siehe Gleichung 2.17 in Kapitel 2.3.1). AbschlieRend
werden alle Puffer auf einen pH-Wert von vier titriert, wobei die Sdure beziehungsweise Base des im
Hochsalzpuffer bereits enthaltenen Anions beziehungsweise Kations verwendet wird. So wird fir die
Untersuchung mit NaCl Salzsdure (HCI) oder Natriumhydroxid (NaOH) zur Titration verwendet. Es
werden die Chlorid-Salze von fiinf verschiedenen Kationen sowie die Natrium-Salze von fiinf
verschiedenen Anionen betrachtet. Die verwendeten Salze und ihre Valenzen sind in Tabelle 3.1
aufgefihrt.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die verwendeten Salze und ihre Valenzen sowie die resultierenden Kationenstdrken Ic
beziehungsweise Anionenstdrken ..

Salz Valenz z;
I. beil,von1 M|, beil.von1M
Name Summenformel | Anion | Kation
Natriumchlorid NaCl 1 1 1 1
Kaliumchlorid KCl 1 1 1 1
Ammoniumchlorid NH4CI 1 1 1 1
Magnesiumchlorid MgCl, 1 2 2 0,5
propjr_:l\'/r::i);qr{r;;l:;ﬂorid CsHioNOC! ! 1 ! !
Natriumsulfat Na S04 2 1 0,5 2
Natriumcitrat NaCsH;07 1-3 1 0,57 1,74
Natriumtartrat NaCsHs06 1-2 1 0,56 1,81
Natriumdihydrogenphosphat NaH,PO4 1 1 1 1
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Es werden die Einflisse auf die drei Modellproteine a-Chymotrypsin (ACH), BSA und LYZ untersucht.
Mit diesen Modellproteinen wird eine grof’e Bandbreite an Eigenschaften abgedeckt, da sich die
Proteine sowohl in ihrem pl als auch in ihrer molekularen Masse M stark unterscheiden. BSA hat eine
molekulare Masse von 66,4 kDa und einen pl von 4,7, LYZ eine molekulare Masse von 14,3 kDa und
einen pl von 11 sowie ACH eine molekulare Masse von 25 kDa und einen pl von 7,8 [59,104,105]. Es
wurden Proteinlésungen angefertigt, indem jeweils ein Protein mit einer Konzentration von 0,2 mM
in Niedrigsalzpuffer gel6st wurde.

Flr eine Evaluierung der Vergleichbarkeit von lonen mit unterschiedlichen Valenzen werden fir jedes
Salz zum einen Hochsalzpuffer mit einer Kationenstdarke von 1 M und zum anderen Hochsalzpuffer
mit einer Anionenstadrke von 1 M angesetzt. Haben Anion und Kation dieselbe Valenz, entspricht wie
in Tabelle 3.1 zu erkennen die Anionenstarke der Kationenstarke und es wird nur ein Puffer bendétigt.

Fir die Berechnung der Valenzen und lonenstarken wird davon ausgegangen, dass alle Salze auBer
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,), Natriumcitrat (NaC¢H;0;) und Natriumtartrat (NaCsHsOs)
vollstandig dissoziiert vorliegen [13,70]. NaH,PO. wird als vollstindig monovalent vorliegend
betrachtet [106]. Der 3-Hydroxy-1-propanaminiumchlorid-Puffer wird durch die dquimolare Zugabe
von HCl und Aminopropanol hergestellt. Das Dissoziationsverhalten von NaCgH;07 und NaCsHsOs ist
bei pH 4 stark von der lonenstarke abhangig. Die Speziesverteilung wurde mit den von DeRobertis et
al. veroffentlichten Daten fir die pKs Werte in einer 1 M NaCl-L6sung berechnet [107,108].

Pufferzusammensetzung fiir Citrat- und Tartrat-Salze

Die Zusammensetzung der Citrat- und Tartrat-Puffer ist aufgrund der vier (Citrat) beziehungsweise
drei (Tartrat) Ladungsvarianten der Molekile komplexer als bei den anderen Salzen. Es wird ein
Ansatz bendtigt, mit dem die Pufferzusammensetzung fiir einen festen pH-Wert berechnet werden
kann. Hierzu wird zunachst die Henderson-Hasselbach-Gleichung betrachtet (Gleichung 3.1) [109]:

Ca-

pH = pK; + log (—) 3.1

CHA
Hierbei steht cya flir die Konzentration der protonierten Spezies und ca- fiir die Konzentration der
deprotonierten Spezies. Fir die Citronensaure gibt es drei pK; Werte und somit vier Spezies. Diese
unterschiedlich protonierten Varianten werden im Folgenden als HsA, H,A,, HAZ und A% bezeichnet.
Auch die pKs Werte werden nummeriert. pKs1 beschreibt dabei den Zusammenhang zwischen den
Konzentrationen der Spezies HsA und HyA", pKs2 zwischen H A und HAZ und pKs 3 zwischen HA* und
A¥. Zusatzlich ergibt die Summe aller Spezies-Konzentrationen die Gesamtkonzentration Cges:

Cges = CHyA T CH,A~ T CHaz- T Cp3- 3.2

Bei gegebener Gesamtkonzentration und pH-Wert ldsst sich somit mit den drei Henderson-
Hasselbach-Gleichungen der verschiedenen pK; Werte sowie Gleichung 3.2 ein Gleichungssystem aus
vier Gleichungen mit den vier unbekannten Spezieskonzentrationen aufstellen. Somit ist das
Gleichungssystem vollstandig bestimmbar. Gleichung 3.3 stellt die resultierende Gleichung fiir das
Verhaltnis von cu,a- ZU Cges dar:

C _
“HaA™ (10PH-PKs2 . 1QPH-PKs3 4 10PH-PKs2 4 10~(PH-PKs1) 4 1)1 33

Cges
Aus den Henderson-Hasselbach-Gleichungen kénnen nun die weiteren Verhaltnisse der Spezies-
Konzentrationen zu der Gesamtkonzentration berechnet werden. Die detaillierte Berechnung der
Speziesverteilung und des daraus resultierenden Verhaltnisses von Natrium- zu Citrat-
beziehungsweise Tartrat-lonen sowie die Herleitung von Gleichung 3.3 ist im Anhang A.3 dargestellt.
Fiir die Puffererstellung wurde die benétigte Natrium Konzentration in Form von NaOH vorgelegt und
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dann Citronensaure im berechneten Stoffmengenverhéltnis 1:1,4 oder Weinsaure im Verhaltnis 1:1,6
zugegeben. Der sich einstellende pH-Wert zeigte eine gute Ubereinstimmung mit dem Zielwert von 4.

3.1.3 Versuchsdurchfihrung

Alle Versuche wurden unter Umgebungsbedingungen in einem auf 22°C temperierten Labor
durchgefiihrt. Die Retentionszeiten der Komponenten wurde am UV-Detektor bei einer Wellenlange
von 280 nm gemessen. Zur Ermittlung der Totzeit der Anlage wurden Tracer-Versuche mit einer 1%
Aceton-Losung durchgefiihrt. AnschlieRend wurde dieser Tracer ebenfalls verwendet, um die
Retentionszeit t, einer nicht bindenden Komponente zu bestimmen (siehe Kapitel 2.2.1). Fir diese
Experimente wurde eine Flussrate von 0,5 mL/min verwendet.

Vor Beginn eines Proteinversuchs wurde die Siule bei einer Flussrate von 1 mL/min mit 6
Saulenvolumen (Column Volumes [CV]) Hochsalzpuffer gespiilt und anschlieRend mit 6 CV
Niedrigsalzpuffer equilibriert. Fir die LGE wurde die Flussrate auf 0,5 mL/min verringert. Zu Beginn
eines Versuchs wurden 50 pL der jeweiligen Proteinlosung Uber die Probenschleife injiziert.
AnschlieBend wurde flir 2 CV mit Niedrigsalzpuffer gespiilt, bevor iber eine Dauer von 15 CV der
Anteil des Hochsalzpuffers bei konstanter Flussrate linear von 0% auf 100% erhoht wurde. Alle
Versuche wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt und die erhaltenen Retentionszeiten gemittelt.

Im Laufe der LGE verandert sich die lonenstirke der mobilen Phase. Hierdurch wird das
Dissoziationsverhalten von Citrat und Tartrat beeinflusst, was zu einer leichten Erhohung des pH-
Werts fiihrt. Diese Erhéhung ist bei einem Anteil des Hochsalzpuffers von etwa 6% maximal und liegt
bei 0,2 flr Citrat und 0,19 flr Tartrat. Bei hoheren Anteilen an Hochsalzpuffer sinkt der pH-Wert
wieder und nahert sich wieder einem Wert von 4 an.

Fir die Auswertung der Retentionszeiten werden der Retentionsfaktor k“ und der Separationsfaktor
a verwendet (siehe Kapitel 2.2.1). Um eine mogliche Anderung der Retentionsreihenfolge sichtbar zu
machen, werden die Komponenten 1 und 2 von a1, nach dem Retentionsverhalten mit NaCl
zugewiesen (siehe Gleichung 2.6). Ein a1,<1 bedeutet in diesem Fall, dass die Komponenten ihre
Retentionsreihenfolge im Vergleich zu NaCl gedndert haben

3.2 Vergleichbarkeit fir lonen mit unterschiedlicher Valenz

Abbildung 3.2 zeigt die Retentionsfaktoren der drei Proteine ACH, LYZ und BSA mit allen
untersuchten Salzen bei a) einer konstanten Kationenstadrke sowie b) einer kontanten Anionenstéarke
(siehe Tabelle 3.1). An dieser Stelle soll noch keine detaillierte Untersuchung von Effekten der
Salzspezies sondern eine Betrachtung von grundsatzlichen Trends durch den Einfluss von
lonenvalenzen erfolgen. Es gibt finf Datenpunkte pro Protein bei einer a) Anionenstdrke und b)
Kationenstdrke von 1 M. Diese Punkte gehéren zu den funf Salzen, die aus einem monovalenten
Kation und einem monovalenten Anion bestehen und deren Anionen- und Kationenstdrke somit
immer denselben Wert haben. Daher sind diese Datenpunkte in den beiden Graphen identisch. In
Abbildung 3.2 b) fehlen zwei Datenpunkte fiir BSA. Bei Na,SO, mit einer Kationenstarke von 0,5 M
und bei NaCsHsOg mit 0,56 M konnten keine klaren BSA-Peaks identifiziert werden, da das Messsignal
zu gering war und vom Baseline-Rauschen (iberlagert wurde.

Abbildung 3.2 a) lasst keinen klaren Trend zwischen der Anionenstdrke und dem resultierenden k*
Wert eines Proteins erkennen. Uber das gesamte Spektrum der Anionenstirke liegen die
Retentionsfaktoren in einem dhnlichen Bereich. Abbildung 3.2 b) zeigt andererseits einen klaren
Zusammenhang zwischen den k“Werten und der Kationenstdrke: Fir jedes der untersuchten
Proteine sinkt der Retentionsfaktor mit steigender Kationenstarke.
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Abbildung 3.2: Retentionsfaktoren der Modellproteine mit den untersuchten Salzen bei a) einer konstanten
Kationenstdrke von 1 M und b) einer konstanten Anionenstdrke von 1 M liber der resultierenden a)
Anionenstdrke beziehungsweise b) Kationenstérke im Hochsalzpuffer, nach [103].

Diese deutliche Korrelation zwischen der Austauschionenstarke und dem Retentionsverhalten passt
zu dem in Literaturdaten erkennbaren Verhalten von niedrigeren Retentionszeiten bei hoheren
Valenzen der Austauschionen bei gleicher Austauschionen-Konzentration [11,16]. Das Verhalten lasst
sich gut mit der Wirkweise des lonentauschers erklaren: Die hohere Ladung der lonen fiihrt zu einer
starkeren elektrostatischen Anziehung zu der stationaren Phase, wodurch sie bereits gebundene
Molekiile besser von dieser verdrangen kénnen.

Fir die Untersuchung von Salz-Effekten auf das Retentionsverhalten von Proteinen und die
Identifikation von proteinspezifischen Effekten ist ein solches Verhalten bei konstanter Co-
lonenstarke unglinstig. Vergleicht man unter diesen Bedingungen die Retentionszeiten eines Proteins
bei zwei Salzen mit unterschiedlichen Valenzen, so fiihrt die Anderung der Austausch-lonenstirke zu
einer Anderung der Retentionszeit, die hauptsichlich von den Valenzen der beteiligten lonen
bestimmt wird. Weitere Effekte, die an die konkrete lonenspezies gekoppelt sind, wie etwa
proteinspezifische Effekte, konnten hiervon Gberlagert werden und waren schwieriger zu erkennen.
Das Fehlen eines klaren Trends fiir die konstante Kationenstdrke bestatigt, dass dieses Verhalten
nicht bei einer Anderung der Co-lonenstirke auftritt. Diese Herangehensweise ist daher gut dazu
geeignet, den Einfluss von Salzspezies losgeldst von ihrer Valenz auf das Retentionsverhalten von
Proteinen zu beschreiben und proteinspezifische Effekte zu identifizieren. Daher werden fiir die
weitere Auswertung nur die Versuche bei konstanter Kationenstdrke aus Abbildung 3.2 a)
beriicksichtigt.

3.3 Auswirkung der Auswahl von Kationen- und Anionenspezies

3.3.1 Untersuchung des Retentionsverhaltens

Einfluss der Kationenspezies

Die Retentionsfaktoren der Modellproteine fiir die Chlorid-Salze der untersuchten Kationen bei einer
Kationenstarke von 1 M im Hochsalzpuffer sind in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Retentionsfaktoren
von ACH sind signifikant geringer als die von BSA und LYZ, welche bei allen Kationen jeweils dhnliche
Retentionsfaktoren zueinander aufweisen. ACH weist den geringsten k“Wert bei NaCl und den
hochsten bei NH4Cl auf, wahrend die Retentionsfaktoren fiir die weiteren Kationen sehr dhnlich sind.
Bei BSA erhohen sich die Retentionsfaktoren in der Reihenfolge NaCl < KCl < NH4Cl < MgCl; <
C3H1oNOCI. Diese Reihenfolge der BSA-Elution ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Liu
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und Shi flr verschiedene Kationenaustauscher-Harze [13]. Die Reihenfolge der Retentionsfaktoren
von LYZ mit den verschiedenen Salzen ist KCl < NaCl < NH4Cl < MgCl; < CsH1oNOCI. Die relative
Anderung zwischen dem hdéchsten und dem niedrigsten Retentionsfaktor mit den verschiedenen
Kationen betragt 25% fiir LYZ, 20% fiir BSA und 12% fir ACH.

In diesen Daten lassen sich sowohl proteinspezifische als auch nicht-spezifische Salzeinfllsse
erkennen. Die Ahnlichkeiten im Retentionsverhalten von BSA und LYZ deuten auf eine Abstufung der
Elutionsstarke der lonen hin, nach der C3H1;oNOCI die geringste Elutionsstarke aufweist, gefolgt von
MgCl; und NH4Cl. Dies deutet auf nicht-spezifische Einfllisse hinter diesen Effekten hin. Die geringe
Elutionsstarke von C3H1oNOCI ldsst sich gut durch die Molekiilstruktur erklaren: Es ist das mit Abstand
groflte der untersuchten lonen, sodass eine sterische Hinderung der elektrostatischen Interaktion mit
dem Adsorbens wahrscheinlich ist. Des Weiteren Uben die an die geladene Amin-Gruppe
angrenzenden CH>-Gruppen einen induktiven Effekt auf diese aus, welcher das Elektronendefizit an
der geladenen Gruppe verringert [110]. Diese Effekte beeinflussen die Kation — Adsorbens
Interaktion und sind somit unabhangig vom jeweiligen Protein. Auch in der Literatur fihren fir
andere Proteine Magnesium und Ammonium zu héheren Retentionsfaktoren als Natrium und Kalium
[13]. Fir ACH konnte dieser Trend nicht beobachtet werden. Die sehr dhnlichen Retentionsfaktoren
von KCI, MgCl, und NH4Cl sind daher auf proteinspezifische Effekte zuriickzufiihren. Diese
Abweichung von der (blichen Elutionsreihenfolge kénnte dafiir genutzt werden, die Trennung von
ACH von BSA oder LYZ zu verbessern, indem Magnesium oder Ammonium statt Natrium oder Kalium
als Kation verwendet werden. Eine weitergehende Diskussion des Einflusses auf die Trennung erfolgt
in Kapitel 3.3.2.

Ein weiterer proteinspezifischer Effekt lasst sich auf LYZ erkennen: Wahrend fiir ACH und BSA die
geringsten Retentionszeiten mit Natrium erreicht werden, ist dies fir LYZ mit Kalium der Fall. Diese
einwertigen lonen stammen beide aus der Gruppe der Alkali-Metalle, was die Vermutung nahelegt,
dass die beobachtbaren Effekte hauptsachlich auf die GroRe der lonen zurickzufiihren sind.
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Abbildung 3.3: Retentionsfaktoren der Modellproteine mit Standardabweichungen fiir Chlorid-Salze von
verschiedenen Kationen bei einer Kationenstdrke von 1 M im Hochsalzpuffer, nach [103].
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Das bedeutet, dass die lonengréRe nicht nur fiir die lon — Adsorbens Interaktion eine wichtige Rolle
spielen kann, sondern auch fiir die lon — Protein Interaktion. Eine Moglichkeit, diese Beobachtung zu
erklaren, ist die Abschirmung von negativen Proteinladungen: Je nach Struktur und
Ladungsverteilung der Proteinoberflache kdnnen die negativen Ladungen besser oder schlechter
erreichbar sein und die Ladungsabschirmung somit starker oder schwacher von der KationengroRe
abhéngig sein.

Ein moglicher Einfluss der Salzspezies auf die Proteine ist die Modulierung von hydrophoben Effekten,
die in der Hofmeister-Reihe eingeordnet werden (siehe Kapitel 2.3.1). Die beobachtete Elutions-
Reihenfolge der Proteine mit den verschiedenen Kationen steht allerdings in keinem Zusammenhang
mit der Einordnung der Kationen in die Hofmeister-Reihe, bei der die chaotropen Effekte in der Reihe
Ammonium < Kalium < Natrium < Magnesium zunehmen [111]. Fiir 3-Hydroxy-1-propanaminium
wurde keine Einordnung in der Literatur gefunden. Bei der Auswertung muss auch beriicksichtigt
werden, dass MgCl, in geringeren Konzentrationen vorliegt als die monovalenten Kationen. Das
Fehlen eines klaren Trends entlang der Hofmeister-Reihe zeigt auf, dass die kosmotropen Effekte der
Salze nicht der alleinige Faktor fiir deren Einfluss auf das Elutionsverhalten der Proteine sind.

Einfluss der Anionenspezies

Die Retentionsfaktoren der Modellproteine fiir die Natrium-Salze der untersuchten Anionen bei einer
Kationenstarke von 1 M im Hochsalzpuffer sind in Abbildung 3.4 dargestellt. Die k-Werte fiir NaCl
entsprechen denen in Abbildung 3.3. Die Retentionsfaktoren fiir LYZ erh6hen sich in der Reihenfolge
NaCgH;07 < NaCl < Na,;S04 < NaCsHs0s < NaH;PO4 und fiir ACH in der Reihenfolge NaCgH;07< NaCl <
Na,SO, < NaH,P04 < NaC4HsOs, wobei die Anderung zwischen den beiden letztgenannten Salzen sehr
gering ist und innerhalb der Standardabweichung liegt. Fir BSA folgen die k“Werte dem Trend
NaCsH;07 < NaCl < NaCsHsOs < Na,SO4 < NaH,P0O4, wobei die Anderung zwischen Sulfat und Phosphat
ebenfalls innerhalb der Standardabweichung liegt. Die relative Anderung der Retentionsfaktoren mit
den verschiedenen Anionen betragt 47% fiir BSA, 32% fiir LYZ und 20% fiir ACH.

Fir alle Proteine ist die Elutionsreihenfolge mit den verschiedenen Anionen &hnlich, was das
Vorhandensein von nicht-spezifischen Effekten der Co-lonenspezies auf das Retentionsverhalten der
Proteine zeigt. Wie fir die Kationen lasst sich auch fiir die Anionen kein klarer Zusammenhang mit
der Einordnung der lonen in die Hofmeister-Reihe erkennen, wonach Citrat den geringsten und
Chlorid den starksten chaotropen Effekt aufweist [66,111,112]. Daher ist es unwahrscheinlich, dass
die Modulation der hydrophoben Effekte einen entscheidenden Anteil fir diesen nicht-
proteinspezifischen Beitrag zur Proteinretention der Co-lonen hat. Jedoch muss beriicksichtigt
werden, dass die Anionen unterschiedliche Valenzen haben und daher in unterschiedlichen
Konzentrationen vorliegen, was den Vergleich der insgesamt resultierenden chaotropen Effekte
erschwert.
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Abbildung 3.4: Retentionsfaktoren der Modellproteine mit Standardabweichungen fiir Natrium-Salze von
verschiedenen Anionen bei einer Kationenstdrke von 1 M im Hochsalzpuffer, nach [103].

Darliber hinaus lassen sich jedoch auch proteinspezifische Effekte der Anionen erkennen. Fiir BSA ist
der k*“Wert mit NaC¢H;07 um 21% geringer als der mit NaCl, wahren dieses Verhaltnis fiir ACH nur 7%
und fur LYZ nur 4% betragt. Des Weiteren sind die Retentionsfaktoren von BSA mit Na,SO, und
NaH,PO, mit einer Abweichung von 1% fast identisch, wahrend die Anderungen fiir ACH 4% und fir
LYZ 9% betragen. Die hochsten k““Werte fir BSA und LYZ treten mit NaH,PO, auf, wahrend der
hochste Retentionsfaktor von ACH mit NaC4HsOs zu sehen ist. Ein Vergleich der Retentionsfaktoren
zwischen den Proteinen fiir einzelne Salze zeigt auBerdem, dass sich die Reihenfolge der Elution von
BSA und LYZ dndert: Mit NaCsH;0O7; und NaH,PO, eluiert BSA vor LYZ, wahrend mit NaCl und Na,SO4
LYZ den geringeren k~Wert aufweist. Diese Anderung der Elutions-Reihenfolge ist ein klarer Indikator
fiir das Auftreten von proteinspezifischen Effekten bei den untersuchten Anionen. Die Anderungen
der Retentionsfaktoren mit den Co-lonen folgen keinem erkennbaren Trend bei dem Einfluss der
Ladung oder der GroRe. Die beiden Anionen organischer Sduren, Citrat und Tartrat, welche eine
relativ hohe Ladung aufweisen und die grofften der untersuchten Anionen sind, liegen an
unterschiedlichen Enden des Retentionsfaktor-Spektrums. Fiir alle untersuchten Proteine fiihrt Citrat
zu den niedrigsten und Tartrat zu hohen k“Werten. Die Werte fir das kleine und monovalente
Chlorid liegt jeweils zwischen den Werten von Citrat und Tartrat. Daraus folgt, dass sich kein direkter
Zusammenhang zwischen den Anionen-Charakteristika wie GroRe oder Ladung und dem
resultierenden Retentionsfaktor eines Proteins ableiten lasst.

Insgesamt ist der beobachtete Einfluss der Anionen-Spezies auf das Retentionsverhalten der Proteine
groRer als der Einfluss der Kationen-Spezies, obwohl die Kationen die Austausch-lonen in der CEC
sind. Hierbei muss berlcksichtigt werden, dass mit Citrat und Tartrat zwei der Anionen auch zu
leichten Schwankungen des pH-Werts fiihren, was ein weiterer Einflussfaktor sein und die
verschiedenen Proteine unterschiedlich beeinflussen kdnnte. Dieser Effekt konnte auch zu dem
besonders niedrigen Retentionsfaktor von BSA mit Citrat beitragen, da der pl von BSA am nachsten
am pH-Wert der Experimente liegt. Da jedoch derselbe pH-Effekt auch fiir Tartrat auftritt, das fir alle
Proteine zu hohen k““Werten fiihrt und bei dem LYZ und BSA zur gleichen Zeit eluieren, wird der
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Einfluss von Citrat auf BSA vermutlich nicht hauptsachlich durch die pH-Schwankung erzeugt. Hearn
et al. beschreiben einen grofReren Einfluss der Anionenspezies in der AEC als den der Kationenspezies
in der CEC unter isokratischen Bedingungen [61]. Sie schreiben diesen Effekt der gr6Reren Varianz
der untersuchten Anionen in Ladung und GréBe zu. Auch in dieser Arbeit sind die untersuchten
Anionen insgesamt vielseitiger in Bezug auf GrofRe und Ladungsverteilung als die untersuchten
Kationen. Auch wenn mit 3-Hydroxy-1-propanaminium ein Kation mit deutlich héherer molekularer
Masse verwendet wird, ist der GroRenbereich, den die Anionen abdecken, immer noch weiter
gefasst. Daher kann der hier beobachtete groRere Einfluss der Anionenspezies auch mit ihrer
groReren Vielfaltigkeit und Komplexitdt zusammenhéangen.

3.3.2 Einfluss auf die Proteintrennung

Die Auswahl der Anionen fiihrt fiir die hier untersuchten Molekiile zwar zu einer stiarkeren Anderung
der Retentionszeiten fur die einzelnen Proteine als die der Kationen, der Einfluss auf die
Proteintrennung wird aber durch die Unterschiede in den Einflissen auf die einzelnen Proteine
verursacht. Um diese Effekte zu untersuchen, wird der Separationsfaktor a (siehe Kapitel 2.2.1) fiir
die moglichen Protein-Paare BSA/LYZ, BSA/ACH und LYZ/ACH berechnet. Tabelle 3.2 bietet eine
Ubersicht (iber die erhaltenen Ergebnisse. Ein a<l bedeutet hierbei eine Anderung der
Retentionsreihenfolge der Proteine im Vergleich zu NaCl.

Die Separationsfaktoren fiir die Trennung von BSA oder LYZ von ACH sind alle gréBer als 1 und
weisen signifikant héhere Werte als fiir die Trennung von BSA und LYZ auf, da ACH allgemein deutlich
friher eluiert als BSA und LYZ. Die Trennung von BSA und LYZ ist schwieriger, sodass die
Separationsfaktoren naher um den Wert 1 liegen. Fir die Salze NaCgH;07 und NaH,PO, ergeben sich
Werte von a<1, die Elutionsreihenfolge von BSA und LYZ dndert sich also bei einzelnen Anionen. Es
lasst sich erkennen, dass sowohl agsa,vz als auch agsaacn fir NaC¢H;07 deutlich niedrigere Werte als
fir die anderen Salze annehmen. Dies bestatigt noch einmal das Vorhandensein eines
proteinspezifischen Effekts von Citrat auf BSA.

Tabelle 3.2: Separationsfaktor as > fiir jedes Paar der untersuchten Proteine fiir die verwendeten Salze bei einer
Kationenstédrke von 1 M im Hochsalzpuffer. Die Zuordnung als Komponente (Komp.) 1 oder 2 erfolgt nach
absteigenden Retentionsfaktoren mit NaCl, nach [103].

Separationsfaktor a1,
Salz Komp. 1 Komp. 2 Komp. 1 Komp. 2 Komp. 1 Komp. 2
BSA LYz BSA ACH LYz ACH

NaCl 1,03 1,42 1,38
KCl 1,08 1,39 1,28
NH.CI 1,03 1,46 1,42
MgCl, 1,05 1,55 1,48
CsHioNOCI 1,00 1,51 1,51
Na SO, 1,09 1,55 1,48
NaCsH;0; 0,88 1,22 1,41
NaCsHsOs 1,00 1,51 1,50
NaH,PO, 0,99 1,48 1,55
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Fir eine weitere Untersuchung der Auswirkung der Kationen- und der Anionen-Auswahl wird das
Verhaltnis des maximalen Separationsfaktors amax zum minimalen Separationsfaktor amin flr jedes
Protein-Paar betrachtet, die tiber die Kationen- bzw. Anionen Auswahl erreicht werden kann. Fir die
Anionen-Auswahl werden also alle Natrium-Salze aus Tabelle 3.2 in Betracht gezogen und fir die
Kationen-Auswahl alle Chlorid-Salze. Die resultierende Separationsanderung ist in Abbildung 3.5
dargestellt. Fir die Trennung von BSA und LYZ wird die maximale Separationsdnderung durch die
Anionen-Auswahl Gber NaC¢H;07; und Na,SO, und durch die Kationen-Auswahl Gber NaCl und KCl
erreicht. Die Anderung von agsaac+ durch die Anionen-Auswahl ist maximal mit NaCsH707 und Na,SO4
und durch die Kationen-Auswahl mit KCl und MgCl,. Die Salz-Paare mit der hochsten Auswirkung auf
avzack sind NaCl und NaH;PO, fir die Anionen-Auswahl sowie KCI und MgCl, fir die Kationen-
Auswahl.

Beide Separationsfaktoren, die BSA beinhalten, werden am starksten durch einen Anionen-Wechsel
von Citrat zu Sulfat beeinflusst, wiahrend aiyzacy die héchste Anderung bei einem Kationen-Wechsel
von Kalium zu Magnesium zeigt. Fir jedes Protein-Paar beinhaltet die maximale
Separationsdanderung somit ein Salz, das einen proteinspezifischen Einfluss aufweist (siehe Kapitel
3.3.1). Die erreichbaren Separationsdanderungen liegen hierbei zwischen 16% und 30%. Die
beobachteten proteinspezifischen Effekte der Salze haben somit einen signifikanten Einfluss auf die
erreichbare Separation der Proteine, wodurch die erste Arbeitshypothese bestatigt wird (siehe
Kapitel 1.1).

Die Trennung von BSA und LYZ sowie die Trennung von BSA und ACH werden deutlich starker von der
Anionen-Auswahl beeinflusst, wahrend die Kationen-Auswahl einen hoheren Einfluss auf die
Trennung von LYZ und ACH hat. Insgesamt hat die Anionen-Auswahl bei den untersuchten Molekiilen
einen groReren Einfluss auf die Proteintrennung als die Kationen-Auswahl. Hierbei sollte beachtet
werden, dass dies hauptsachlich durch einen proteinspezifischen Effekt von Citrat auf BSA verursacht
wird. Doch auch ohne die Beriicksichtigung von Citrat sind die erreichbaren Anderungen iiber die
Kationen- und die Anionen-Auswahl in einem ahnlichen Bereich. Diese Ergebnisse zeigen die
Moglichkeit von signifikanten Verbesserungen der Proteintrennung in der CEC durch die Anionen-
Auswahl. Daher sollte beim Design eines IEC-Schrittes sowohl der Einfluss verschiedener Gegenionen
als auch verschiedener Co-lonen untersucht werden.

BSA/LYZ
1,3+ BSA/ACH
LYZ/ACH
£1.2+
]
™~
£
<]
1,1+
1,0
Anionen-Auswahl Kationen-Auswahl

Abbildung 3.5: Verhdltnis des maximalen Separationsfaktors omex zum minimalen Separationsfaktor omin fiir
sowohl die verschiedenen Anionen von Natrium-Salzen als auch die verschiedenen Kationen von Chlorid-Salzen,
nach [103].
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Bei der Bewertung dieser Ergebnisse muss beachtet werden, dass die Experimente mit einer festen
Kationenstarke und somit einer variablen Anionenstarke durchgefiihrt wurden. Daraus folgt, dass die
Anderungen der gesamten lonenstirke fiir multivalente Anionen héher ausfallen. Zwar folgen die
Retentionsfaktoren keinem klaren Trend im Zusammenhang mit der Anionenstadrke (siehe Kapitel
3.2), die hohere Varianz der Losungseigenschaften kdonnte aber dennoch die Proteintrennung
beeinflussen. Unter diesen Bedingungen kann die Auswahl der Anionen in der CEC von der gleichen
oder sogar von einer héheren Bedeutung sein als die Auswahl der Kationen. Somit wird die zweite
Arbeitshypothese, dass auch die Wahl des Co-lons fiir IEC-Prozesse von grolRer Bedeutung ist, durch
die vorliegenden Daten bestatigt.

3.4 Fazit

In diesem Kapitel wurde der Einfluss der Kationen- und der Anionen-Auswahl auf das
Retentionsverhalten von Modellproteinen in der CEC untersucht. Hierzu wurde in einem ersten
Schritt die Eignung von konstanten Kationen- und konstanten Anionenstdrken zum Vergleich von
Salzeffekten von lonen mit unterschiedlicher Valenz bestimmt. Dabei wurde festgestellt, dass bei der
Verwendung derselben Kationenstarke die resultierende Anionenstarke keinen eindeutigen Einfluss
auf das Retentionsverhalten aufweist. Somit wurde die Verwendung der konstanten Austausch-
lonenstarke als ein geeigneter Ansatz zum Vergleich von Salzeffekten von lonen mit
unterschiedlicher Valenz in der CEC nachgewiesen.

Hierauf aufbauend wurden die Retentionszeiten von BSA, LYZ und ACH mit fiinf unterschiedlichen
Anionen sowie mit finf unterschiedlichen Kationen bestimmt und miteinander verglichen. Hierbei
wurden sowohl nicht-spezifische als auch proteinspezifische Effekte der Salzspezies beobachtet. Zu
den proteinspezifischen Effekten zdhlen ein Einfluss von Citrat auf BSA in Richtung niedriger
Retentionszeiten und ein Einfluss von Sulfat auf BSA in Richtung héherer Retentionszeiten. Es liell
sich kein klarer Zusammenhang zwischen resultierender Retentionszeit und der Einordnung der Salze
in die Hofmeister-Reihe oder der lonengréRe oder -ladung feststellen. Insgesamt war der Einfluss der
Anionenspezies groRer als der Einfluss der Kationenspezies. Dies unterstreicht die groRe Bedeutung,
die die Auswahl des Co-lons haben kann.

Somit wurden in diesem Kapitel sowohl die erste Arbeitshypothese, dass Salze einen relevanten und
proteinspezifische Einfluss auf die CEC von Proteinen ausiiben, als auch die zweite Arbeitshypothese,
dass die Wahl der Co-lonen Spezies einen signifikanten Einfluss auf die Proteintrennung ausliibt,
bestatigt (siehe Kapitel 1.1). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Auswahl der Salzspezies einen
wichtigen Aspekt in der Prozessentwicklung darstellt und fiir eine Optimierung von CEC-Schritten
detailliert untersucht werden sollte. Durch eine signifikante Erhohung der Trenneffizienz kann die
Salzauswahl dazu beiztragen, die aktuell hohen Kosten der Downstream-Prozesse von Proteinen zu
senken.
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4 Auswirkung von Salzmischungen auf Modellproteine

In diesem Kapitel werden die Untersuchungen zum Einfluss von Salzmischungen auf das
Retentionsverhalten von Modellproteinen in der CEC dargestellt. Hierbei wird das mogliche
Auftreten von synergetischen Mischungseffekten in der CEC untersucht und somit die dritte
Arbeitshypothese Uberprift. In Kapitel 4.1 wird neben der Darstellung der experimentellen
Materialen und Methoden auch die Anpassung der Modellgleichung aus der Literatur auf LGE-
Experimente in der IEC beschrieben. AnschlieRend werden die Einfliisse von bindren Salzmischungen
auf das Retentionsverhalten betrachtet (Kapitel 4.2). In Kapitel 4.3 wird daraufhin der Salzeinfluss fur
die Mischung von vier lonensorten sowie die Anwendbarkeit der angepassten Modellgleichung
untersucht. In Kapitel 4.4 wird mithilfe der Modellgleichung der Einfluss von Salzmischungen auf die
Trennung der Proteine BSA und LYZ mittels CEC beschrieben. Kapitel 4.5 stellt daraufhin die
experimentellen Daten fiir die Untersuchung von Cytochrom C (CYC) dar, welche fir die
mechanistische Modellierung in Kapitel 6 bendtigt werden. Die in diesem Kapitel gewonnen
Erkenntnisse werden in Kapitel 4.6 zusammengefasst. Teile dieses Kapitels und der hier dargestellten
Ergebnisse sind bereits in der Fachliteratur veréffentlicht worden [113].

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Experimentelles Vorgehen und Pufferzusammensetzung

Das verwendete experimentelle Setup wird in Kapitel 3.1.1 beschrieben. Das grundsatzliche
Vorgehen zur Puffererstellung wie das Ansetzen eines Hoch- und eines Niedrigsalzpuffers sowie der
LGE-Versuchsdurchfiihrung inklusive Proteinkonzentration und Injektionsvolumen ist ebenfalls
analog zu Kapitel 3.1.2 und Kapitel 3.1.3. Als Niedrigsalzpuffer wird ein 20 mM
Essigsaure/Natriumacetat-Puffer verwendet. Fir die Hochsalzpuffer wird zusatzlich Salz mit einer
Kationenstarke von 1 M zugegeben (siehe Gleichung 2.17). In dieser Untersuchung werden die lonen
Na*, NHs*, CI" und SO4> betrachtet.

Es werden unterschiedliche Gradientenlangen untersucht. Die betrachteten Volumina, innerhalb
derer der Anteil des Hochsalzpuffers in den LGE-Versuchen von 0% auf 100% erhoht wird, betragen
3 CV,5CV, 10 CV und 15 CV. Zur Beschreibung der Salzzusammensetzung im Hochsalzpuffer wird der
lonenanteil x; von jedem lon i verwendet:

Zj i

Xi=o—
bXzic

4.1

Die Summe im Nenner von Gleichung 4.1 wird dabei Uber alle Kationen gebildet, wenn das lon i ein
Kation ist, und Uber alle Anionen, wenn das lon i ein Anion ist. Die Valenz des lons wird durch z
ausgedriickt. Dieser Ansatz fihrt zu Werten fir x, die zwischen null und eins liegen. Die verwendeten
Salzzusammensetzungen sind (iber die jeweiligen lonenanteile in Abbildung 4.1 dargestellt. Fir die
Kalibrierung der Modellgleichung (siehe Abschnitt 4.1.2) wurden Reinsalze und bindre Mischungen
untersucht (rote Kreise in Abbildung 4.1). Die bindren Mischungen wurden an vier verschiedenen
Mischungsverhiltnissen pro Salz-Paar betrachtet. Dabei wurden monodistante Anderungen der x;
Werte verwendet. Um die Vorhersagekraft der Modellgleichung zu untersuchen, wurden mit
weiteren Zusammensetzungen Validierungsversuche durchgefiihrt (blaue Quadrate in Abbildung 4.1).
Die Salzzusammensetzungen der Validierungsversuche ist mit allen lonenanteilen in Tabelle 4.1
aufgefihrt. Hier lasst sich erkennen, dass die Summe aller x; fir die Kationen sowohl die Summe aller
x; fur die Anionen immer 1 entspricht. Daher wird die Zusammensetzung eines Systems aus zwei
Kationen und zwei Anionen mit einem Kationenanteil und einem Anionenanteil bereits vollstandig
beschrieben.
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NH,CI 50,7 (NH4),50,
. 4 X

XNJ‘
NH,

NaCl Na, S0,

Abbildung 4.1: Zusammensetzungen der verwendeten Hochsalzpuffer zur Bestimmung von Mischungseffekten
von Salzen auf das Retentionsverhalten von BSA und LYZ. Die Zusammensetzungen werden (iber die
lonenanteile x beschrieben. Reinsalze entsprechen den Ecken des Diagramms und die schwarzen Linien
entsprechen einer binéren Salzmischung. Die roten Kreise stellen die Versuchspunkte zur Modellkalibrierung dar,
wdhrend die blauen Quadrate die Validierungspunkte beschreiben. [113]

Fir die Proteine BSA und LYZ wurden alle Zusammensetzung aus Abbildung 4.1 untersucht und der
Einfluss auf die Proteintrennung betrachtet. Fiir CYC wurden lediglich Versuche mit Mischungen aus
NaCl und (NH4);SO4 betrachtet (Diagonale von unten links nach oben rechts in Abbildung 4.1), da
diese flir die mechanistische Modellierung in Kapitel 6 benotigt werden.

Tabelle 4.1: lonenanteile x; der Salzzusammensetzungen fiir die Validierungsversuche [113].

XNat Xcr- XNH} Xs02-
0,5 0,5 0,5 0,5
0,75 0,5 0,25 0,5
0,25 0,5 0,75 0,5
0,5 0,75 0,5 0,25
0,5 0,25 0,5 0,75

4.1.2 Anpassung der Modellgleichung

Die von Werner und Hasse entwickelte Modellgleichung (Gleichung 2.18) muss angepasst werden,
um auf LGE-Experimente in der IEC angewendet werden zu kdnnen [70]. Als ZielgroRe y der
Gleichung wurde der Retentionsfaktor k“ ausgewahlt. Aufgrund des erwarteten Wertebereichs wurde
eine lineare anstelle einer logarithmischen Skalierung verwendet. Da sich die Konzentration der
lonen innerhalb eines LGE-Laufs dndert, wurde stattdessen der lonenanteil x verwendet. Da dieser
bereits dimensionslos ist, wird kein zusatzlicher Parameter zur Entdimensionierung analog zu co
bendtigt (Gleichung 4.2).
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1
k’ = lO + z li X + Ezz linin 4.2
i i g

Wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, sind ein Anionenanteil und ein Kationenanteil ausreichend, um das
vorliegende System aus Na*, NH4*, Cl" und SO, vollstindig zu beschreiben. Die lonenanteile xy,+ und
xc- werden hierfiir verwendet. Dazu werden die lonenanteile xnu,+ beziehungsweise xso,2- durch die

Ausdricke (1-xnat) beziehungsweise (1-xc) ersetzt. Durch Anwendung der in Kapitel 2.3.2
vorgestellten Annahmen fir die Interaktionsfaktoren und Umstellen der Terme erhédlt man
Gleichung 4.3:

k' =1lo + Iygs + lsoz- + (Inat — Ing)*nat + (a- — lsoz-)xar-

4.3
+ Ina* nug XNat (1 — Xnat) + Lo- s0z- Y- (1 — x¢p-)

Die Anwendung dieser Gleichung auf ein LGE-System steht vor zwei Problemen: Zum einen ist der
Faktor lo, der den Retentionsfaktor ohne die Gegenwart von Salz beschreibt, kein sinnvoller Wert fiir
LGE-Experimente, die inhdrent auf die Verwendung von Salz angewiesen sind. Zum anderen gibt es
vier lineare Einzelionenfaktoren und nur zwei Zusammensetzungsparameter. Das System ist somit
unterbestimmt. Um eindeutige Modellparameter zu erhalten, muss die Anzahl der Variablen
reduziert werden. Dazu werden die Faktoren /vy, und Iso,2- mit lo zu dem Parameter hnm,),s0,
kombiniert, um den Retentionsfaktor bei reinem (NH4),SO4 abzubilden. Die Terme (/na*—Inn,*) und (fer
- ls0,2) werden durch die Faktoren hya.+ beziehungsweise hc ersetzt, die die Anderung des
Retentionsfaktors mit hoheren Na* beziehungsweise ClI" Anteilen beschreiben. Fiir eine konsistente
Nomenklatur wurden auch die Interaktionsparameter in hnatnw, und herso,z umbenannt, welche
identisch zu den Parametern Ina+,nu,+ und ler,so,2- aus Gleichung 4.3 sind:

k/ = h(NH4)ZSO4 + hNa+xNa+ + hCl—xCl— + hNa+’NH1—xNa+ (1 - XNa+)

4.4
+ hei- soz-xa1- (1 — x¢1-)

Die Parameter hw,),50,, hnat, hcr, hnatnk, und herso,- werden Uber eine Regression mittels der
geringste-Fehlerquadrat-Methode bestimmt. Dazu werden die experimentell ermittelten k-Werte
mit den nach Gleichung 4.4 berechneten Werten verglichen. Die Parameter werden variiert, bis das
Parameterset mit der geringsten Abweichung zwischen experimentellen und berechneten Daten
gefunden ist. Hierzu wir die fminsearch Funktion der Matlab Software (Version 9.8.0, MathWorks Inc.,
Natick, USA) verwendet [114]. Auf diese Weise werden die Parameter fir jede untersuchte
Gradientenlange einzeln bestimmt.

Um die Prazision der Ergebnisse der Modellgleichung zu bestimmen, wird die normalisierte Wurzel
der mittleren Fehlerquadrate (normalized root mean square error [NRMSE]) verwendet (Gleichung
4.5) [115]:

1
\/N Zn(Ymeas,n - ypred,n)2 4.5

NRMSE =

Ymeas,max — Ymeas,min

Dabei bezeichnet N die Anzahl der Datenpunkte, ymess die experimentell gemessenen und ypreq die
von der Modellgleichung berechneten Werte. Fiir die Auswertung von Gleichung 4.4 wird der
Retentionsfaktor k* als y verwendet. Die Daten werden durch die Division mit dem experimentellen
Wertebereich fir das jeweilige Protein bei dieser Gradientenlange Vmeasmax — VYmeas,min NOrmalisiert
[115]. Diese Normalisierungsmethode wurde verwendet, da der experimentelle Wertebereich fir
jede Gradientenldange den sinnvollen Bereich der regressierten Werte darstellt, und der NRMSE somit

47



Auswirkung von Salzmischungen auf Modellproteine

sowohl ein realistisches Mall fir die tatsdchlichen Abweichungen darstellt als auch fir eine
Vergleichbarkeit der Werte bei verschiedenen Gradientenlangen sorgt.

4.2 Bindre Salzmischungen

Die Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen mit verschiedenen Kationen (Na*
und NHs*) und dem gleichen Anion (a: CI, b: SO4*) sind fiir die Gradientenlinge von 15 CV in
Abbildung 4.2 dargestellt. BSA weist bei allen Salzzusammensetzungen einen hoheren k*-Wert auf als
LYZ. Fir beide Proteine lasst sich eine klare Erhéhung des Retentionsfaktors mit steigendem NH,4*-
Anteil beobachten. Dieses Ergebnis stimmt gut mit der Studie von Liu und Shi (iberein, die den
Einfluss verschiedener Kationen in der CEC untersucht, sowie mit den Beobachtungen aus Kapitel 3
[13]. Hierdurch wird bestatigt, dass NHs" im Vergleich zu Na* eine geringere Affinitat zu der Saule hat
und unabhangig vom verwendeten Co-lon und Mischungseffekten das schwachere Austausch-lon ist.
Fiir BSA ist dieser Effekt starker ausgepragt, sodass der Abstand zwischen den Retentionsfaktoren
mit steigendem NHs*-Anteil wichst. Des Weiteren lasst sich erkennen, dass beide Proteine mit SO4*
als Co-lon spater eluieren als mit CI. Dies bestatigt, dass dieser bereits in Kapitel 3 fir Na*
beobachtete Trend unabhangig vom Austausch-lon ist.

In Abbildung 4.3 sind die entsprechenden Daten fiir bindre Salzmischungen mit verschiedenen
Anionen (CI" und SO,%*) und dem gleichen Kation (a: Na*, b: NHs*) bei einer Gradientenldnge von
15 CV dargestellt. Der Trend der hdheren Retentionsfaktoren mit hoheren SO4%-Anteilen lasst sich
fiir beide Proteine bei allen Mischungsverhaltnissen bestatigen. Die Unterschiede zwischen den k*-
Werten der Proteine nehmen mit steigendem SO4%-Anteil ebenfalls zu. Diese Beobachtung ist in
guter Ubereinstimmung zu dem in Kapitel 3 beschriebenem proteinspezifischen Effekt von SO auf
BSA. In der HIC treten die synergetischen Mischungseffekte hauptsachlich fiir verschiedene Anionen
auf [69-71]. Fur die IEC lasst sich in Abbildung 4.3 allerdings kein klarer synergetischer Effekt
erkennen, die Kurven steigen kontinuierlich mit héheren SO,>-Anteilen an und die maximalen und
minimalen k““Werte treten flr die reinen Salze auf.

a) xg-=1 Xna* b) Xs0,2-=1 Xnat
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Abbildung 4.2: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen mit dem selben Anion bei einer
Gradientenldnge von 15 CV. Es werden die Mischungen aus NaCl und NH4Cl (a) sowie aus Na:SOs und (NH4)2S04
(b) dargestellt, nach [113].
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Abbildung 4.3: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen mit demselben Kation bei einer
Gradientenlédnge von 15 CV. Es werden die Mischungen aus NaCl und Na:S0a (a) sowie aus NH4Cl und (NH4)2504
(b) dargestellt, nach [113].

Abbildung 4.4 stellt die Retentionsfaktoren von BSA und LYZ bei einer Gradientenldange von 15 CV fir
Mischungen aus Salzen dar, bei denen sich sowohl das Kation als auch das Anion unterscheiden. In
Abbildung 4.4 a) sind die Ergebnisse fir Mischungen aus NaCl und (NH4);SO4 zu sehen und in
Abbildung 4.4 b) fir Mischungen aus NH4Cl und Na,SO,. Fir die Mischungen aus NaCl und (NH4),S04
bestdtigen die Retentionsfaktoren fiir beide Proteine die Trends fiir Mischungen aus Salzen mit
demselben Kation oder Anion. Héhere Na*- oder SO;*-Anteile fihren bei beiden Proteinen zu
hoheren k““Werten, wobei diese Zunahme fiir BSA starker ausgepragt ist. Bei Salzmischungen aus
NH4Cl und Na,SOs zeigt LYZ eine kontinuierliche Abnahme des Retentionsfaktors mit hoheren NH4Cl-
Anteilen. Fur BSA bleiben die k*-Werte zwischen NH4Cl-Anteilen von 0 und 0,2 beinahe konstant.
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Abbildung 4.4: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen mit verschiedenen Kationen und
Anionen bei einer Gradientenldnge von 15 CV. Es werden die Mischungen aus NaCl und (NH4):SO4 (a) sowie aus
Na2504 und NH4Cl (b) dargestellt, nach [113].
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Des Weiteren weist BSA den minimalen Retentionsfaktor bei einem NH4Cl-Anteil von 0,8 auf. Dieses
Phanomen lasst sich bei allen untersuchten Gradientenlangen beobachten (siehe Anhang B). BSA
weist somit einen klaren synergetischen Effekt bei der Mischung von NH4Cl und Na;SO,4 Salzen auf.
Beide Salze beinhalten je ein lon, das in dem untersuchten System mit vier lonenarten zu kiirzeren
Retentionszeiten fuhrt (Na* or CI), sowie je ein lon, das zu langeren Retentionszeiten fihrt (NH*
oder SO,%). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass synergetische Effekte bei der IEC auch
auftreten kénnen, aber schwacher ausgepragt sind als bei der HIC.

Der Einfluss der Gradientenlange auf die Retentionsprofile von BSA und LYZ ist anhand der binaren
Mischungen von NaCl und (NH4),SO. in Abbildung 4.5 dargestellt. Die weiteren Ergebnisse fir binare
Salzmischungen bei den anderen Gradientenlangen sind in Anhang B zu finden. Es lasst sich erkennen,
dass sich die Retentionsprofile der einzelnen Proteine bei den verschiedenen Gradientenldangen sehr
dhneln. Der prinzipielle Verlauf ist unabhangig von der Gradientensteigung. Das Verhaltnis von BSA
zu LYZ verschiebt sich jedoch deutlich. In Abbildung 4.5 lasst sich erkennen, dass mit abnehmender
Gradientenlange BSA im Vergleich zu LYZ immer friiher eluiert.
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Abbildung 4.5: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir Mischungen aus NaCl und (NH4)2S04 bei verschiedenen
Gradientenldngen.
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Bei 15 CV (a) eluiert BSA bei allen Zusammensetzungen spater als LYZ, wahrend es bei 5 CV (c)
und 3 CV (d) nur bei reinem (NH4),SO, spéater eluiert. Dieser Trend ist bei allen binaren
Salzmischungen zu erkennen. Die Ursache hierfiir wird in der héheren Ladung von BSA vermutet.
Dieses Phanomen wird in Kapitel 5.2 ndher diskutiert.

4.3 Kalibrierung und Validierung der Modellgleichung

Die experimentellen Daten flr die bindren Salzmischungen bei je einer Gradientenldange wurden
verwendet, um die Modellgleichung zu kalibrieren. Die so erhaltenen Parameter fiir Gleichung 4.4
sind flir BSA und LYZ bei allen Gradientenldngen in Tabelle 4.2 aufgefiihrt. Mit diesen Parametern
und Gleichung 4.4 kann der Retentionsfaktor liber die Salzzusammensetzung als Regressions-Ebene
dargestellt werden. In Abbildung 4.6 ist diese Ebene zusammen mit den Kalibrierungs- und
Validierungsversuchen bei einer Gradientenlange von 15 CV und in Abbildung 4.7 bei einer
Gradientenlange von 3 CV fiir BSA (a) und LYZ (b) dargestellt. Die Ergebnisse fiir 10 CV und 5 CV sind
in Anhang B zu finden. Fir beide Proteine beschreibt die Regressionsebene die Trends im
Retentionsverhalten gut, wobei geringe Abweichungen zwischen experimentellen und regressierten
Daten existieren. Die nach Gleichung 4.5 berechneten NRMSE-Werte sind fiir alle Gradientenlangen
in Tabelle 4.3 aufgefiihrt. Der maximale NRMSE tritt mit einem Wert von 5,81% bei den
Kalibrierungsversuchen von LYZ bei einer Gradientenldange von 5 CV auf. Der durchschnittliche
NRMSE der Kalibrierungsversuche von BSA betragt 4,35% und der von LYZ 3,76%, wahrend der
gemittelte NRMSE der Validierungsversuche von BSA bei 2,21% und der von LYZ bei 3,43% liegt.

Insgesamt werden die Validierungsversuche also etwas besser von der Modellgleichung getroffen als
die Kalibrierungsversuche. Diese unerwartete Beobachtung konnte durch die Verteilung der
Kalibrierungs- und Validierungspunkte erklart werden: Die Zusammensetzungen zur Kalibrierung sind
Uber alle untersuchten Salzzusammensetzungen verteilt, wahrend sich die Validierungspunkte im
mittleren Bereich der Zusammensetzungen befinden. Somit kdnnte der geringere Fehler bei den
Validierungsversuchen bedeuten, dass die Modellgleichung besonders gut geeignet ist, um
Retentionsfaktoren bei ausgeglicheneren Mischungsanteilen zu beschreiben. Fir beide Proteine
sticht ein besonders hoher Fehler in den Validierungsversuchen bei einer Gradientenlange von 3 CV
heraus.

Tabelle 4.2: Parameter der angepassten Modellgleichung fiir BSA und LYZ fiir die untersuchten
Gradientenléngen.

BSA LYZ

Parameter
15 CV 10CVv 5CV 3CV 15 CV 10CVv 5CV 3CV
h(NH4)2504 16,88 12,20 7,51 5,56 14,71 11,16 7,31 5,62
hya+ -1,50 -1,21 -0,64 -0,42 -0,99 -0,72 -0,42 -0,29
he- -3,20 -2,14 -1,14 -0,72 -1,69 -1,31 -0,84 -0,62
hNa+_NHI 0,11 0,50 0,26 0,21 0,18 0,13 0,08 0,08
hcr,soﬁ‘ -1,88 -1,25 -0,72 -0,55 -0,33 -0,28 -0,23 -0,20
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Abbildung 4.6: Retentionsfaktoren von a) BSA und b) LYZ bei einer Gradientenldnge von 15 CV in Abhéngigkeit
der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die
Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression durch die Modellgleichung an, nach [113].
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Abbildung 4.7: Retentionsfaktoren von a) BSA und b) LYZ bei einer Gradientenldnge von 3 CV in Abhdngigkeit

der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die
Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression durch die Modellgleichung an.
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Tabelle 4.3: NRMSE-Werte der parametrisierten Modellgleichung fiir die Kalibrierungs- und
Validierungsversuche.

BSA LYz
15Cv | 10CV 5Cv 3CVv 15Cv | 10CV 5Cv 3Cv

Parameter

NRMSE Kalibrierung | 4,05% | 5,08% | 5,29% | 2,99% | 3,11% | 2,93% | 5,81% | 3,19%

NRMSE Validierung | 2,00% | 1,45% | 1,10% | 4,28% | 1,47% | 2,88% | 3,97% | 5,39%

In Abbildung 4.7 lasst sich erkennen, dass bei BSA ein einzelner Ausreiller bei den lonenanteilen von
Xxna+=0,75 und x¢=0,5 flr diese Abweichung verantwortlich ist. Bei LYZ sind alle Retentionsfaktoren
der Validierungsversuche etwas hoher als die der Regressionsebene. Hier kdnnte eine systematische
Unterschatzung der Retentionszeiten durch die Modellgleichung vorliegen. Ein Vergleich mit den
Kalibrierungsversuchen deutet allerdings eher auf leichte Ungenauigkeiten in den experimentellen
Daten hin. Bei den sehr geringen k“Werten bei den kurzen Gradienten spielen kleine
Messungenauigkeiten relativ gesehen eine groflere Rolle und kénnten zu dem hohen NRMSE-Wert
beigetragen haben. Insgesamt werden die Kalibrierung und Validierung der Modellgleichung auf
Grund von NRMSE-Werten von unter 6% als erfolgreich bewertet. Hierdurch wird bestatigt, dass die
in Gleichung 4.4 vorgeschlagene Anpassung der Modellgleichung mit Einzelionenfaktoren fiir jede
lonenart sowie mit Interaktionsparametern zwischen lonen der gleichen Ladung ein geeigneter
Ansatz zur Beschreibung des Einflusses von Salzmischungen auf die CEC von Proteinen ist.

In Abbildung 4.6 lasst sich erkennen, dass die Retentionsfaktoren von BSA eine klare Krimmung
entlang der Anionen-Achse aufweisen, wdhrend sie fir LYZ hauptsachlich linear sind. Fiir beide
Proteine fallt die Steigung entlang der Anionen-Achse starker aus als entlang der Kationen-Achse.
Dies bestatigt den hoheren Einfluss der Anionen auf das Retentionsverhalten, obwohl die Kationen
die Austausch-lonen in der CEC sind. Ein Vergleich der Interaktionsparameter (Anatnn,+ Und hcrso,2-)
aus Tabelle 4.2 zeigt, dass der Betrag der hcr,s0,2--Werte von BSA bei allen Gradientenlangen deutlich
groRer ist als der Betrag aller anderen Interaktionsparameter. Zusammen mit der resultierenden
Form der Ebenen in Abbildung 4.6 wird somit lediglich der hcrso0,2--Parameter von BSA als relevant
und die anderen Interaktionsparameter als vernachlassigbar bewertet.

Bei der Parametrisierung der HIC-Modellgleichung fiir das gleiche lonensystem haben Hackemann
und Hasse fiir BSA auch den Interaktions-Parameter der Kationen als vernachlassigbar eingestuft [71].
Fir LYZ haben Werner und Hasse ebenfalls einen relevanten Anionen-Interaktions-Parameter und
einen vernachldssigbaren Kationen-Interaktions-Parameter festgestellt [70]. Fir BSA ist die
grundsatzliche Relevanz der Anionen- und Kationen-Interaktion in der CEC also vergleichbar mit der
HIC, wahrend sie fiir LYZ in der CEC eine schwachere Rolle spielen.

In Abbildung 4.6 a) und Abbildung 4.7 a) weist die Regressionsebene fir BSA eine leichte Abnahme
der Retentionsfaktoren fiir NH4Cl mit geringem Na,SOs-Anteil im Vergleich zu reinem NH,4Cl auf. Der
grundsatzliche Trend des in Abbildung 4.4 b) beobachteten synergetischen Salzeffekts wird also auch
durch die Modellgleichung beschrieben, auch wenn die Auspragung des Effekts geringer ausfallt als
bei den experimentellen Daten. Da der Interaktions-Parameter hna+,nn,+ flir BSA positiv ist, tragt er zu
einer leichten Erhdhung der k“Werte bei gemischten Kationen bei. Daher wird die Abnahme der
Regressionsebene vollstdndig durch den negativen Interaktions-Parameter hcrs0,2- und die Mischung
der Anionen verursacht. Das deutet darauf hin, dass auch der synergetische Effekt in Abbildung 4.4 b)
rein durch einen synergetischen Effekt der Anionen verursacht werden kénnte und nicht durch eine
Kombination von Anionen- und Kationen-Effekten. Dass dieser Effekt nur bei den bindren
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Salzversuchen mit NH4Cl und Na;SO, sichtbar ist und nicht bei den anderen Anionen-Mischungen,
kénnte an einer Uberlagerung mit den Einfliissen der Einzelionenfaktoren liegen. Héhere Na*- und CI
-Anteile fiihren grundsatzlich zu geringeren Retentionsfaktoren. Bei Mischungen von Cl" und SO4*
lonen mit demselben Kation Uberwiegt dieser Effekt des Faktors
hc- gegeniiber dem Interaktionsfaktor hcr,so,2. Werden sowohl Kationen als auch Anionen gemischt
wird dieser Effekt fir das Salz-Paar NaCl und (NH4),SO4 sogar noch verstarkt, da beide Einzelionen-
Parameter zu héheren Retentionszeiten flihren. Lediglich bei der Mischung von NH4Cl und Na;SO,4
wirkt der Effekt des Faktors hn.+ dem von hg- entgegen, sodass der Einfluss der Anionen-
Mischungseffekte am deutlichsten wird.

In Kapitel 3 wurde bereits herausgestellt, dass SOs> neben einem nicht-spezifischen auch einen
proteinspezifischen Einfluss auf BSA in Richtung hoherer Retentionsfaktoren hat. Da die starkste
Abweichung von linearem Verhalten in Abbildung 4.6 und Abbildung 4.7 entlang der Anionen-Achse
bei BSA auftritt, kénnte dieser Effekt mit dem proteinspezifischen Einfluss von SO,* auf BSA
zusammenhangen. Wie der beobachtete Einfluss von Salzmischungen in der HIC beweist, treten bei
der Modulierung von hydrophoben Effekten synergetische Salzeinfllisse auf. Miiller et al. weisen
explizit auf die Moglichkeit von synergetischen Effekten in der HIC bei der Mischung von einem
kosmotropen und einem chaotropen Salz hin [18]. Mischungen aus SO4* und CI fallen in diese
Kategorie [111,112]. Somit liegt als Ursache fiir den proteinspezifischen Effekt von SO4% auf BSA die
Modulierung von hydrophoben Effekten nahe. Diese Vermutung wird durch die Struktur von BSA
gestlitzt. BSA weist eine vergleichsweise hohe Hydrophobizitat auf [116]. Dariiber hinaus zahlt BSA zu
den sogenannten weichen Proteinen, die ihre Struktur und Konformation leicht andern [117]. Somit
koénnte eine Veranderung der Salzzusammensetzung leicht zu einer Konformationsdanderung von BSA
fihren, was einen auf Salz — Protein Interaktionen beruhenden, proteinspezifischen Effekt
wahrscheinlich macht. Die geringere Auspragung dieses Phanomens fiir die CEC im Vergleich zur HIC
kann aus der Uberlagerung mit nicht-spezifischen elektrostatischen Effekten erklirt werden. Des
Weiteren konnte dies bedeuten, dass synergetische Mischungseffekte in der CEC hauptsachlich flr
Salze mit Proteinen auftreten, auf die sie einen proteinspezifischen Einfluss haben, sowie
insbesondere fiir Anionen, die hydrophobe Effekte im Allgemeinen starker modulieren als Kationen
[61]. Um diese Schlussfolgerung zu bestatigen, misste die experimentelle Datenbasis an Salzen und
Proteinen jedoch noch erweitert werden.

4.4 Einfluss auf die Proteintrennung

Da die angepasste Modellgleichung (Gleichung 4.4) die Kalibrierungs- und Validierungsexperimente
gut beschreiben kann und als hinreichend genau zur Beschreibung des Retentionsverhaltens fiir
Salzmischungen betrachtet wird, kann sie zur Berechnung des Separationsfaktors a in Abhangigkeit
der Salzzusammensetzung verwendet werden. Die Komponenten gehen analog zu Kapitel 3.3 in den
Separationsfaktor ein, sodass der k“Wert von BSA immer im Zahler und der von LYZ im Nenner steht
(siehe Gleichung 2.6). Ein a kleiner eins bedeutet daher, dass sich die Retentionsreihenfolge gedndert
hat und BSA vor LYZ eluiert.
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Abbildung 4.8: Separationsfaktoren a von BSA und LYZ bei einer Gradientenlédnge von 15 CV in Abhéngigkeit der
Salzzusammensetzung [113]. Die zu Grunde liegenden k’-Werte wurden mit der kalibrierten Modellgleichung

berechnet.
Abbildung 4.8 stellt die so erhaltenen Separationsfaktoren agsavz bei einer Gradientenlange von

15 CV fur die vier untersuchten lonen dar. Da BSA bei allen Zusammensetzungen den hoheren
Retentionsfaktor aufweist, ist der Separationsfaktor durchgehend groRer als eins. Die beste
Trennung der Proteine wird mit einem a-Wert von 1,147 bei reinem (NH4).SO4 erreicht. Ein hdherer
Na*-Anteil fihrt dabei zu einer geringen und ein héherer Cl*-Anteil zu einer starken Abnahme des
Separationsfaktors. Dies ist hauptsachlich auf den proteinspezifischen Effekt von SO, auf BSA
zuriickzufiihren. Der geringste Separationsfaktor tritt bei NaCl mit einem sehr geringen Anteil an
Na,S04 (etwa 1,5%) auf. Dieses Minimum liegt mit einem Wert von 1,012 allerding weniger als 0,01%
unterhalb des Wertes bei reinem NaCl, wodurch seine Bedeutung fiir die Proteintrennung
vernachldssigbar ist. Somit zeigen die Ergebnisse, dass bei einer Gradientenlange von 15 CV die
synergetischen Effekte von Salzmischungen keinen positiven Einfluss auf die Trennung von BSA und

LYZ haben.

Abbildung 4.9 stellt die Separationsfaktoren agsayz bei einer Gradientenldnge von 3 CV dar. Es ist
eine deutlich ausgepradgtere Krimmung der Flache als bei der Gradientenldnge von 15 CV zu
erkennen. Entlang der Anionen-Achse gibt es ein klares Minimum und auch entlang der Kationen-
Achse tritt eine erkennbare Kriimmung auf. Der minimale Separationsfaktor tritt mit reinem Na* bei
einem CI-Anteil von 69,4% mit einem Wert von etwa 0,931 auf. Im Vergleich zur Auspragung der
synergetischen Effekte in der HIC fiir dasselbe Stoffsystem ist die Anderung der a-Werte aber gering.
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Abbildung 4.9: Separationsfaktoren a von BSA und LYZ bei einer Gradientenldnge von 3 CV in Abhdngigkeit der

Salzzusammensetzung. Die zu Grunde liegenden k’-Werte wurden mit der kalibrierten Modellgleichung
berechnet.

Hackemann und Hasse berichten von einer Zunahme der Beladung um etwa 10% durch das Mischen
von Salzen [71]. Der Separationsfaktor am Minimum ist fiir dieses System nur etwa 1% unter dem
Wert fir reines NaCl. Der maximale Wert von etwa 0,989 ist bei reinem S04 mit einem Na*-Anteil
von 0,2% zu sehen. Dieses Maximum ist aber sehr schwach ausgepragt und liegt nur weniger als
0,00001% Uber dem Wert von reinem (NH4);SO4, wodurch es als vernachldssigbar betrachtet werden

kann. Die berechneten Separationsfaktoren fiir die Gradientenldangen von 10 CV und 5 CV sind in
Anhang B zu finden.

Es ldsst sich erkennen, dass mit abnehmender Gradientenlange die Krimmung der Separationsebene
zunimmt. Das bedeutet, dass die synergetischen Salzeffekte bei kurzen, aber steilen Gradienten
einen groReren Einfluss auf die Proteintrennung haben und bei 3 CV zu einer signifikanten
Verbesserung der Trennung beitragen. Insgesamt ldsst sich jedoch mit einer hoheren
Gradientenlange eine bessere Trennung der Proteine erzielen. Ein agsa vz von 0,931 entspricht einem
ouvzesa von 1,074. Die Differenz des Separationsfaktors zu einem Wert von 1 ist fiir die Trennung bei

15 CV also etwa doppelt so hoch wie bei 3 CV. Fir eine Trennung von LYZ und BSA sind somit lange
Gradienten mit (NH4),SO, ideal.

Eine Ursache fiir die Anderungen der a-Werte mit der Gradientenldnge ist der in Abschnitt 4.2
erwahnte Unterschied im Einfluss auf die Retention von BSA und LYZ, der unabhdngig von der
Salzzusammensetzung zu einer Anderung der Elutionsreihenfolge fiihren kann. Dies erklart jedoch
nicht die Zunahme der Krimmung und die starkere Bedeutung der synergetischen Effekte. Eine
Erklarung ware die Bedeutung der Salzkonzentration bei der Elution. Bei kiirzeren Gradienten
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befinden sich die Proteine durchschnittlich in Medium mit héherer Salzkonzentration (siehe Kapitel
2.5.1). So nimmt etwa die lonenstdrke bei der Elution von BSA mit NaCl von 0,594 M bei einer
Gradientenlange von 15 CV um etwa 12% auf 0,649 M bei einer Gradientenlange von 3 CV zu. Héhere
Salzkonzentrationen konnten somit eine starkere Auspragung der synergetischen Salzeffekte
bedeuten. Hierzu wiirde auch die Beobachtung passen, dass die synergetischen Effekte in der HIC
insgesamt starker ausgepragt sind als in der CEC. In den Untersuchungen von Werner und Hasse
sowie von Hackemann und Hasse wurden lonenstarken zwischen 2,4 M und 4,2 M verwendet [70,71].

Eine weitere Erklarung flr die unterschiedliche Auspragung der synergetischen Effekte in HIC und
CEC liegt in der anderen Wirkweise der Salze auf die Adsorptionsmechanismen: In der HIC bewirkt
das Salz hauptsachlich ein Aussalzen der Proteine durch einen Einfluss auf die Struktur der
Wassermolekiile [68,118]. Wahrend die Struktur der Wassermolekiile auch von groRer Bedeutung in
der CEC sein kann, bewirkt das Salz hauptsachlich eine Verdrangung der Proteine von den geladenen
Bindestellen des Adsorbens. Der groRe Einfluss der Anionen auf das Retentionsverhalten in der CEC
(siehe Kapitel 3) zeigt zwar auf, dass auch Salz — Protein Interaktionen eine wichtige Rolle spielen,
doch der elektrostatische Verdrangungseffekt ist der entscheidende Faktor fir das
Retentionsverhalten der Proteine.

Die vorliegenden Daten bestatigen somit die dritte Arbeitshypothese, dass synergetische Effekte von
Salzmischungen auch bei der IEC von Proteinen auftreten konnen (siehe Kapitel 1.1). Diese Effekte
fallen allerdings geringer aus als in der HIC und fiihren fiir das untersuchte Stoffsystem nicht zu einer
Verbesserung der Separation.

4.5 Untersuchungen fir Cytochrom C

Fir die in Kapitel 6 betrachtete mechanistische Modellierung und die in Kapitel 7 durchgefihrte
Optimierung eines Trennproblems wird ebenfalls das Protein CYC betrachtet. Die Ergebnisse fir
Mischungen aus NaCl und (NH4),SO4 sind fir alle untersuchten Gradientenlangen in Abbildung 4.10
dargestellt.

Der grundsatzliche Verlauf der Retentionsfaktoren gegen die Salzzusammensetzung ist bei CYC
analog zu den anderen Proteinen fir alle Gradientenlangen gleich. Es ldsst sich erkennen, dass der
Trend von héheren Retentionsfaktoren mit héheren Anteilen an Na* und SO4* auch auf CYC zutrifft.
Bei den Verldufen der Retentionsfaktoren lasst sich zudem eine klare Zunahme der Steigung mit
héheren (NH4),SO4-Anteilen erkennen, was an einen exponentiellen Verlauf erinnert. Hieraus folgt
eine hohe Sensitivitat der Retentionsfaktoren gegeniiber dem (NH4).SOs-Anteil bei hohen Werten fir
diesen Anteil und eine geringe Sensitivitat bei niedrigen Werten.

Dieses Verhalten deutet auf das Auftreten von Mischungseffekten der Salze hin. Da sich dieser
Verlauf von CYC von denen von BSA und LYZ unterscheidet (siehe Abbildung 4.5), ist dieses
Phdanomen proteinspezifisch. Die Auswirkungen auf die Proteintrennung werden in Kapitel 7 naher
betrachtet.
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Abbildung 4.10: Retentionsfaktoren von CYC fiir Mischungen aus NaCl und (NH4):SOs bei verschiedenen
Gradientenléngen.

4.6 Fazit

In diesem Kapitel wurde der Einfluss von Salzmischungen auf das Retentionsverhalten von
Modellproteinen in der CEC untersucht und mit dem in der Literatur in der HIC beobachteten
Phianomen der synergetischen Mischungseffekte verglichen. Die semi-empirische Modellgleichung,
die in der Literatur zur Beschreibung der Mischungseffekte verwendet wurde, wurde fiir die
Anwendung in einem LGE-Setup angepasst. Dabei wurde die Eignung des Ansatzes von
Einzelionenfaktoren und Interaktionsfaktoren fiir lonen mit der gleichen Ladung fir die CEC unter
Beweis gestellt. Es konnte gezeigt werden, dass in einem System aus vier unterschiedlichen lonen die
Kalibrierung der Modellgleichung mit Daten fiir bindre Salzmischungen ausreicht, um k“Werte fir
weitere Zusammensetzungen vorhersagen zu kénnen.

LYZ zeigte einen hauptsachlich linearen Einfluss der Salzzusammensetzung auf den Retentionsfaktor.
Bei BSA liel8 sich ein synergetischer Effekt der Anionen-Zusammensetzung erkennen. Dieser Einfluss
wurde auf den proteinspezifischen Effekt von SO42 auf BSA zuriickgefiihrt. Da sich hier die Effekte der
HIC und der CEC dhneln, wurde postuliert, dass der proteinspezifische Einfluss von SO;* auf die
Modulation von hydrophoben Kraften zurlickgeht, die gegebenenfalls eine Strukturdanderung bei BSA
hervorrufen kdnnte. Dadurch wurde die dritte Arbeitshypothese, dass synergetischen Effekte von
Salzmischungen in der IEC auftreten konnen, bestatigt (siehe Kapitel 1.1). Der Einfluss auf die
Proteintrennung ist jedoch gering, sodass die synergetischen Mischungseffekte als von geringerer
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Intensitat als in der HIC eingestuft wurden. Als eine mogliche Ursache hierfiir wurde die
durchschnittliche Salzkonzentration der verschiedenen Chromatographiearten identifiziert, welche
bei der HIC deutlich héher liegt. Hierzu passt auch eine starkere Auspragung der Mischungseffekte
bei geringen Gradientenlangen in der CEC, da die Elutions-Salzkonzentration mit steigender
Gradientenldnge abnimmt. Ebenfalls kann die Uberlagerung der verschiedenen loneneffekte in der
IEC fiur die geringere Auspragung der synergetischen Effekte verantwortlich sein: In der IEC werden
elektrostatische lonen-Effekte, die ausschlaggebend fir den Elutions-Mechanismus sind, und die
Modulation von hydrophoben Effekten, die einen Einfluss auf die Struktur der Proteine haben
kénnen, kombiniert, wahrend in der HIC der Einfluss auf die hydrophoben Krafte dominiert. Ein
Wirken der synergetischen Salzeffekte auf die Modulation der Hydrophobizitat wiirde somit den
starkeren Effekt auf die HIC erklaren.

Dariber hinaus wurde ein signifikanter Einfluss der Gradientenlange auf den Verlauf der Separation
Uber der Salzzusammensetzung beobachtet. Bei kurzen Gradientenlangen eluiert BSA vor LYZ, was
sich bei hoheren Gradientenldngen umkehrt. Die optimale Trennung von BSA und LYZ wird mit
reinem (NH,4),SO, bei langen Gradienten erreicht.
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5 Beschreibung von Mischungseinfliissen mit der Yamamoto-
Methode

In diesem Abschnitt wird die Yamamoto-Methode zur Bestimmung von Modellparametern fir die
SMA-Isotherme angewendet. Dabei sollen die in Kapitel 4 beobachteten Einflisse von
Salzmischungen auf die untersuchten Proteine in der CEC beriicksichtigt werden, indem die
Modellparameter der Isotherme als Funktion der Salzzusammensetzung beschrieben werden. Eine
geeignete Bestimmung von Modellparametern stellt hierbei die Grundlage fiir eine mechanistische
Modellierung der CEC-Prozesse in Abhangigkeit der Salzzusammensetzung dar. Kapitel 5.1 beschreibt
die fir dieses Vorgehen verwendete Methoden. In Kapitel 5.2 werden die erhaltenen
Modellparameter vorgestellt und in Kapitel 5.3 auf ihre Sensitivitat flir die experimentellen Daten
untersucht. Die Genauigkeit von mit den erhaltenen Parametern berechneten Retentionsfaktoren
wird in Kapitel 5.4 betrachtet. AnschlieRend werden in Kapitel 5.5 die Ergebnisse fiir CYC vorgestellt,
welche fir die mechanistische Modellierung in Kapitel 6 bendtigt werden, bevor in Kapitel 5.6 eine
Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse erfolgt.

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Charakterisierung der Chromatographie-Saule

Fir die Bestimmung der Modellparameter der SMA-Isotherme wird die Kapazitdit A der Saule
bendtigt. Um diese zu ermitteln, miissen die Porositdaten der Saule ermittelt werden. Hierzu wurden
die ersten drei Schritte des sequenziellen Verfahrens (siehe Tabelle 6.1) durchgefiihrt. Dabei wurde
1 g/L Blue-Dextran als nicht-porengangiger Tracer und 1% Aceton als porengangiger Tracer sowie zur
Bestimmung der Totzeit beziehungsweise des Totvolumens der Anlage Vpant verwendet. Die
Bestimmung von & wird in Kapitel 6.1.1 naher beschrieben. Die Kapazitatsbestimmung selbst erfolgte
Uber eine Titration. Die Sdule wird fur mindestens 90 min bei einer Flussrate von 1 mL/min mit einer
Essigsdaure-Losung bei pH 3 gespllt, um samtliche Bindeplatze mit H*-lonen zu besetzen [119].
AnschlieBend erfolgt ein Waschschritt mit reinem Wasser, bevor NaOH-Losung mit einem genau
bestimmten pH-Wert auf die Sdule gegeben wird [120].

Die Na*-lonen verdrangen die H*-lonen von den Bindepldtzen, welche daraufhin die OH™-lonen
neutralisieren und zu H,O reagieren. Wenn alle H*-lonen ausgetauscht sind, beginnt NaOH am
Saulenauslass auszutreten. Dies kann im Leitfdhigkeitsdetektor an einer Zunahme der Leitfahigkeit
beobachtet werden. Aus dem Volumen der verbrauchten NaOH-Losung Vnaon bis zum Durchbruch,
der aus dem pH-Wert errechneten Konzentration an NaOH cnaon sowie der Porositdt der Saule kann
nun die Kapazitat der Sdule mit Gleichung 5.1 bestimmt werden. [8,120]

_ CNaOH (VNaon — Vo) _ CNaOH (VNaon — & Ve — Vplant)

A
Vs A-e)

5.1

Die GroRe A ist hierbei auf das Feststoffvolumen Vs des Adsorbens bezogen. Wie in Abschnitt 2.2.2
beschrieben kdnnen fiir die Beschreibung der Adsorption verschiedene BezugsgréoRen verwendet
werden. Da in dieser Arbeit g auf Vs bezogen wird, muss fiir A analog vorgegangen werden.

5.1.2 Bestimmung von Keq und v

Die experimentellen Daten aus Kapitel 4 werden mit der Yamamoto-Gleichung (Gleichung 2.58)
ausgewertet. An den in Kapitel 4 verwendeten Salzzusammensetzungen fiir Mischungen aus Na*,
NH4*, CI" und SO4* (siehe Abbildung 4.1) werden die experimentellen Daten fiir BSA und LYZ fiir die
Gradientenlangen von 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV verwendet, um die Gleichgewichtskonstante Keq
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und die charakteristische Ladung v fiir diese Salzzusammensetzung zu bestimmen. Die hierfir
bendtigte Salzkonzentration wahrend der Protein-Elution c¢sg wird wie in Gleichung 5.2 beschrieben
aus der Retentionszeit des Proteins tg, der Dauer des Waschschrittes ty, der Retentionszeit eines

porengangigen Tracers to sowie der Dauer des Gradienten tg berechnet:
tr =t — tw
Csr = Cspo + (Cs,final - Cs,O) T 5.2

Mit den dazugehorigen normalisierten Gradientensteigungen GH (siehe Gleichung 2.55) lassen sich
Uber eine lineare Regression mit den Gleichungen 5.3 und 5.4 die Steigung a: und der
Achsenabschnitt ap der Auftragung von log(GH) gegen log(csg) bestimmen [121]. Hierbei bezeichnen

log(cs,r) und log(GH) die Mittelwerte der entsprechenden GréRe.

_ Zn(l0g (csrn) — log(csr))(log (GH,) — log(GH))
Yn(log (CS,R,n) - log(cs,R))z

ao = T0g(GH) — ay 10g(cer) >

53

a;

Aus ao und a1 kénnen anschlieBend mit den Gleichungen 5.5 und 5.6 Keq und v berechnet werden
(vergleiche Abschnitt 2.5.1):

v=a;—1 5.5
107
Keg=——"— 5.6
A+

Mit den so erhaltenen Werten kann mit den Kalibrierungsversuchen (siehe Abbildung 4.1) eine
Regression fir Keq und v Gber die Salzzusammensetzung erfolgen (vergleiche Kapitel 4). Analog zu
Gleichung 4.4 werden mit den Gleichungen 5.7 und 5.8 K¢q und v (iber Einzelionen-Faktoren sowie
Interaktions-Parameter flir Anionen beziehungsweise Kationen berechnet. Aufgrund des
Wertebereichs wird Keq wie von Werner und Hasse fiir die HIC empfohlen als logarithmische GroRe
beschrieben [70].

V = hy(NH,),50, T AyNatXNat + Ayc-Xcm + By Nat NupXNat (1 — XNat)

5.7
+ hy ¢~ soz-Xa- (1 — xc1-)

log (Keq) = hx,q,(NH,),50, T kg Na*¥Na* + Hk,q,c1-XcIm

5.8
+ hg o Nat N Nat (1= Xnat) + Ry c1m s03-Xaim (1 = xar-)

5.1.3 Validierung der Parameter

Analog zur Validierung in Kapitel 4 werden K¢q und v auch an den Validierungspunkten in Abbildung
4.1 mit den Gleichungen 5.3 bis 5.6 bestimmt. Die NRMSE-Werte kdnnen fiir beide Parameter mit
Gleichung 4.5 bestimmt werden. Fir die Gleichgewichtskonstante wird auch fir diese Auswertung
eine logarithmische Skala verwendet und somit log Keq als y eingesetzt.

Fir die Bewertung von Abweichungen von K¢q und v wird die Sensitivitat der Parameter am Beispiel
von BSA mit NaCl betrachtet. Dazu werden die Yamamoto-Gleichung (Gleichung 2.58) und die
ermittelten Parameter Keq und v an dieser Stelle als absolute Wahrheit (sogenannte ,,ground truth®)
betrachtet. Hiermit werden die Salzkonzentrationen bei der Elution c;r fir die Gradientenlangen 3 CV,
5 CV, 10 CV und 15 CV berechnet. Diese Werte stellen nun fiir diese Betrachtung die absolut wahren
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csr-Werte dar. Anschlielend wird jeweils einer dieser c,g-Werte um 2% erhoht oder verringert und
aus dem so erhaltenen Set erneut Werte flir Keq und v berechnet. Dieses neue Parameter-Set kann
wiederum verwendet werden um neue c¢sgr-Werte fiir die betrachteten Gradientenlangen zu erhalten.
Zur Betrachtung der Abweichungen der Salzkonzentrationen und Parameter von den wahren Werten
wird der in Gleichung 5.9 beschriebene mittlere, absolute prozentuale Fehler (mean absolute
percentage error [MAPE]) verwendet [122,123]. Fir die Salzkonzentrationen werden die
Gradientenlangen 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV als Messpunkte betrachtet und c.r als y in Gleichung
5.9 eingesetzt. Fir Keq und v ist jeweils nur ein einzelner Wert zum Vergleich vorhanden, sodass N=1
gilt. Die als absolute Wahrheit betrachteten Werte werden hierbei als die experimentellen Daten
Vmeas,n €ingesetzt. Flr die Gleichgewichtskonstante wird weiterhin eine logarithmische Skala
verwendet und somit log Keq als y eingesetzt.

1 N

MAPE = —Z
N

n=1

Darliber hinaus ist mit K.q und v mit der Yamamoto-Gleichung eine Berechnung von Retentionszeiten
beziehungsweise -faktoren fir unterschiedliche Gradientenldangen moglich (Gleichungen 2.58 und
5.2). Mit den regressierten Keq und v-Werten werden k“Werte in Abhadngigkeit der
Salzzusammensetzung bei den Gradientenlangen 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV berechnet und mit den
Ergebnissen der direkten k“-Regression aus Kapitel 4 sowie den Validierungsversuchen verglichen.
Des Weiteren werden an den Validierungspunkten (siehe Tabelle 4.1) weitere experimentelle k*-
Werte fir die Gradientenlamgen 7 CV und 17 CV aufgenommen und mit den Vorhersagen der
Yamamoto-Gleichung verglichen. Die Qualitat der Vorhersagen wird ebenfalls mit dem MAPE-Wert
beschrieben, wobei nur die Validierungsversuche als experimentelle Daten betrachtet werden.

n d,
Ymeas,n — Ypredn 59

Ymeasn

5.1.4 Untersuchungen mit Cytochrom C

Fir die in Kapitel 6 betrachtete mechanistische Modellierung und die in Kapitel 7 durchgefiihrte
Simulationsstudie eines Trennproblems wird ebenfalls das Protein CYC verwendet. Hierbei werden
nur Mischungen aus NaCl und (NH4);SO4 betrachtet. Analog zu dem Vorgehen bei BSA und LYZ
werden aus den in Abbildung 4.10 dargestellten Retentionsfaktoren bei den Gradientenldangen 3 CV,
5 CV, 10 CV und 15 CV bei der entsprechenden Zusammensetzung mit der Yamamoto-Methode
jeweils ein Wert fir v und Kq bestimmt. Da in diesem Fall die Anteile xna+ Und Xc- immer identisch
sind, vereinfachen sich die Regressionsgleichungen 5.7 und 5.8 zu einer einfachen quadratischen
Regression (Gleichung 5.10).

y(x) =ay +a, x + a, x? 5.10

Die Salzzusammensetzung kann hierbei (iber den NaCl-Anteil x beschrieben werden, der identisch zu
Xnat Und xc- ist. Hierzu werden dieselben Salzzusammensetzungen wie fiir die anderen Proteine
entlang der Mischungsachse aus NaCl und (NH.),SO, als Kalibrierungs- und Validierungsversuche
verwendet. Die ZielgroRe y steht fiir log Koq oder v. Der Zusammenhang der quadratischen
Regressionsparameter mit den Parametern der Gleichungen 5.7 und 5.8 ist in den Gleichungen 5.11-
5.13 dargestellt. Somit vereinfacht sich die Regression durch die Betrachtung dieser binaren
Salzmischungen von finf auf drei unterschiedliche Parameter.

Ay = h(NH4)2504 5.11

a, = hNa+ + h’Cl_ + hNa+,NHf{ + hCl_,SOLZL_ 5.12
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a; = —(hNa+,NH3{ + hcr,so?;) 5.13

5.2 Bestimmung von Modellparametern

Die mit den Vorversuchen ermittelten Porositdaten der Saule &. und & sowie die Kapazitdt A sind in
Tabelle 5.1 aufgelistet. Die Werte fiir die Porositdten liegen in einem Ublichen Bereich fir
vergleichbare lonentauscher [8,124]. Der Hersteller gibt fiir die Saule eine Kapazitat von 0,15 M bis
0,2 M bezogen auf das gesamte Saulenvolumen an. Die ermittelte Bindekapazitat liegt, wird sie
ebenfalls auf das gesamte Sdulenvolumen statt auf das Feststoffvolumen bezogen, mit einem Wert
von 0,177 M innerhalb dieses Bereichs. Die Bestimmung der Saulenparameter wird daher als
erfolgreich betrachtet.

Die GroRen Keq und v werden an allen untersuchten Salzzusammensetzungen mit der Yamamoto-
Gleichung bestimmt. In Abbildung 5.1 ist beispielhaft der Yamamoto-Plot mit Regressionsgeraden fir
die Ergebnisse von BSA und LYZ mit NaCl dargestellt. Je langer ein Gradient ist, desto geringer ist
seine Gradientensteigung (siehe Gleichung 2.56). Somit sind Messpunkte mit langeren Gradienten
bei niedrigeren log(GH)-Werten zu finden. Es lasst sich erkennen, dass sich die Regressionsgeraden
von BSA und LYZ schneiden, was mit einer Anderung der Retentionsreihenfolge einhergeht. Dies
stimmt mit den in Kapitel 4.2 beschriebenen Beobachtungen lberein. Die Anwendung der
Yamamoto-Gleichung liefert auch eine Erklarung fir dieses Phdanomen: Wie in Gleichung 5.5
dargestellt steht die Steigung im Yamamoto-Plot im direkten Zusammenhang mit der
charakteristischen Ladung v. Ein hohes v bedeutet hierbei eine hohe Steigung, was eine starkere
Anderung der Salzkonzentration bei der Elution c;r beziehungsweise der Retentionszeit t fiir andere
Gradientenlangen mit sich bringt. Die Regressionsgeraden zweier Proteine mit unterschiedlichen
charakteristischen Ladungen haben somit rechnerisch immer einen Schnittpunkt im Yamamoto-Plot,
an dem sich die Elutionsreihenfolge umkehrt. Hierbei kann es vorkommen, dass der Schnittpunkt
auRerhalb des relevanten Wertebereichs liegt, so dass flr die praktische Anwendung diese
theoretische Anderung der Elutionsreihenfolge keine Rolle spielt. Fiir BSA und LYZ liegt dieser
Schnittpunkt aber fir alle untersuchten Salze in einem relevanten Wertebereich.

Dieses Verhalten lasst sich auch durch die Betrachtung der Bindereaktion erklaren: Molekiile mit
einer hohen charakteristischen Ladung interagieren mit vielen Bindestellen des Adsorbens
gleichzeitig. Hierdurch wird das Bindeverhalten dieser Molekiile besonders stark durch die
Salzkonzentration beeinflusst. Wie in Gleichung 2.8 dargestellt geht v als Exponent der
Salzkonzentration ¢s in die Gleichgewichtskonstante ein. Ein hohes v sorgt somit bei geringen
Salzkonzentrationen fiir eine besonders hohe und bei hohen Salzkonzentrationen fiir eine besonders
geringe Beladung g. Bei langen Gradienten wird das Bindeverhalten der Molekiile bei geringen
Salzkonzentrationen wichtiger, da diese Bedingungen eine langere Zeit vorherrschen und die
Salzkonzentration bei der Elution sinkt.

Tabelle 5.1: Ergebnisse der experimentellen Bestimmung der Séulenparameter.

GréRe Wert
A 1,715 M
& 0,275
& 0,897
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Abbildung 5.1: Yamamoto-Plot von BSA und LYZ mit reinem NaCl. Die Symbole stellen die experimentellen Daten
bei Gradientenldngen von 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV dar und die Linien repréisentiert die Regressionsgeraden.

Die im Vergleich hohere Beladung g von Molekiilen mit hoher charakteristischer Ladung bei geringen
Salzkonzentrationen fiihrt zu einer
Bedingungen.

verhaltnismalRig hoheren Retentionszeit unter diesen

In Abbildung 5.1 Iasst sich erkennen, dass die Steigung von BSA deutlich héher als die von LYZ ist. Der
hieraus ableitbare signifikant hohere v-Wert von BSA entspricht hierbei den aus der MolekilgroRe
gefolgerten Erwartungen. Die molare Masse M von BSA ist mehr als viermal so hoch wie die von LYZ,
was eine Interaktion mit mehr Bindestellen des Adsorbens wahrscheinlicher macht.

Mit den so erhaltenen Werten fiir Keq und v werden die in Tabelle 5.2 dargestellten Parameter fir die
Gleichungen 5.7 und 5.8 bestimmt. Die resultierenden Verldufe von K. und v lber die
Salzzusammensetzung werden zusammen mit den Kalibrierungs- und Validierungspunkten fiir BSA in
Abbildung 5.2 und fir LYZ in Abbildung 5.3 dargestellt. Hierbei ist zu beachten, dass fiir eine bessere
Sichtbarkeit des Ebenenverlaufs die Achsen der Salzzusammensetzung fiir die Daten von v in einer
anderen Ausrichtung gezeigt werden.

Tabelle 5.2: Parameter der angepassten Modellgleichung fiir BSA und LYZ zur Bestimmung von log Keq und v.

log Keq v
Parameter
BSA LYZ BSA LYZ

h(NH4)ZSO4 -2,6125 -0,2777 12,416 4,3926
hnat -1,2584 -0,376 1,1153 0,2603
hei- -1,8604 -1,1629 0,5729 1,5474
hNa+,NH+ 1,0064 0,1123 -1,9408 -0,1053
hcr,soz‘ -3,0298 -0,0927 5,8687 0,2804
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Abbildung 5.2: Die mit der Yamamoto-Methode bestimmten Parameter a) Gleichgewichtskonstante Keq und b)
charakteristische Ladung v von BSA in Abhdngigkeit der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die

Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression
durch die Modellgleichung an. In Plot b) ist die Ausrichtung der Achsen fiir eine bessere Sichtbarkeit gedreht.
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a)

b)

Abbildung 5.3: Die mit der Yamamoto-Methode bestimmten Parameter a) Gleichgewichtskonstante Keq und b)
charakteristische Ladung v von LYZ in Abhéngigkeit der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die
Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression
durch die Modellgleichung an. In Plot b) ist die Ausrichtung der Achsen fiir eine bessere Sichtbarkeit gedreht.
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Tabelle 5.3: NRMSE-Werte fiir die Kalibrierungs- und Validierungsversuche fiir die log Keq und v-Werte von BSA
und LYZ.

log Keq v
Parameter
BSA LYz BSA LYz
NRMSE Kalibrierung 13,73% 4,90% 18,54% 6,67%
NRMSE Validierung 15,55% 10,67% 19,05% 17,15%

Im Folgenden wird fir eine bessere Einordnung der Beobachtungen der Zusammenhang der
Parameter mit den resultierenden Retentionsfaktoren betrachtet. Aus der Definition von Keq
(Gleichung 2.8) folgt, dass wenn die anderen Werte konstant sind, eine hdhere
Gleichgewichtskonstante mit einer hoheren Beladung und somit einer héheren Retentionszeit
einhergeht. Der Einfluss von v auf die Beladung g ist komplexer: Bei konstantem K.q nimmt die
Beladung bei der gleichen, geringen Proteinkonzentration mit steigendem v zu, wenncg < A —
(v; + 07)q; gilt (siehe Gleichung 2.11). Hierbei spielt die Definition des Referenzvolumens von g und
A eine wichtige Rolle (vergleiche Kapitel 2.2.2), was verdeutlicht, dass die Modellparameter der SMA
Isotherme von diesen Definitionen abhdngen. Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und die
Definition des Feststoffvolumens Vs als Referenzvolumen fiihren zu Werten fir A, die Gber der
finalen Salzkonzentration der Versuche liegen (siehe Kapitel 3.1 und Tabelle 5.1). Da sich die
Proteinkonzentration bei den betrachteten Versuchen im geringen Bereich befindet, sorgt ein
steigendes v bei konstantem K., flir steigende Retentionsfaktoren. Die von Chen et al.
veroffentlichten Daten bestatigen, dass sich dieser Trend bei hoheren Protein- und
Salzkonzentrationen umkehren kann [125].

Die NRMSE-Werte fur die Kalibrierungs- und Validierungsversuche sind in Tabelle 5.3 aufgefiihrt. Die
Daten von BSA zeigen eine weite Streuung um die Regressionsebene. Die resultierenden NRMSE-
Werte spiegeln diese geringe Ubereinstimmung der Daten mit Werten von deutlich tiber 10% wider.
Die Abweichungen der Kalibrierungs- und Validierungsversuche liegen in einem dhnlichen Bereich,
wobei die Werte fir die Validierungsversuche etwas héher liegen. Der Messpunkt bei xna+ = 1 und xcr-
= 0,4 weist sowohl fiir v als auch fiir log Keq besonders hohe Abweichungen auf. Hierbei fallt auf, dass
die Regressionsebene an dieser Stelle fir v unterhalb und fir logK.s oberhalb des
Kalibrierungsversuchs liegt. Ein Vergleich der anderen Mespunkte bestatigt diese Beobachtung:
Wenn die Differenz zwischen den Messpunkten und der Regressionsebene ymeas — Ypred betrachtet
wird, weist diese an jeder Stelle ein anderes Vorzeichen fiir v als flr Keq auf. Die Regressionsebene fiir
Keq weist insgesamt abfallende Werte fiir hhere Anteile an Na* und CI" auf, wobei die Abnahme
entlang der Anionenachse stdrker ausgepragt ist. Zusatzlich fihrt der stark negative hcrso,2--Wert zu
einer sichtbaren Krimmung nach unten entlang dieser Achse. Fiir v ldsst sich insgesamt eine leichte
Zunahme der Regressionswerte mit steigenden Anteilen an Na® und CI" beobachten. Des Weiteren
tritt entlang der Anionenachse eine deutliche Kriimmung nach oben auf.

Die Daten von LYZ weisen eine geringere Streuung auf. Die NRMSE-Werte der Kalibrierungsversuche
liegen insgesamt etwas oberhalb der Werte von der Retentionsfaktor-Regression (siehe Kapitel 4.3)
aber deutlich unterhalb der Werte von BSA. Die Abweichungen fiir die Validierungsversuche fallen im
Verhidltnis hierzu deutlich héher aus und liegen auf einem &hnlichen Niveau wie fiir BSA. Ein
Vergleich der Messpunkte mit der Regressionsebene zeigt, dass an den Validierungsstellen die
Messpunkte alle mit einem &dhnlichen Abstand fir v unterhalb und fir log K. oberhalb der
Regressionsebene liegen. Fir die Kalibrierungspunkte lasst sich ebenfalls der gleiche Trend von
wechselnden Vorzeichen der Differenz yYmeas — Yprea flir v und Keq wie bei BSA beobachten. Die
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Regressionsebene fiir K.q weist analog zu den Beobachtungen fiir BSA abfallende Werte fiir hohere
Anteile an Na* und CI" auf, wobei die Abnahme entlang der Anionenachse starker ausgepragt ist. Flr
v lasst sich eine hohe Zunahme der Werte mit steigenden Cl*-Anteilen und eine geringe Zunahme mit
steigenden Na'-Anteilen beobachten. Die Interaktionsparameter hatnn,s und herso,> weisen nur
geringe Werte auf und die resultierende Krlimmung ist zu vernachlassigen.

Bei den hier erhaltenen Regressionsebenen treten insbesondere fir BSA hohe NRMSE-Werte auf.
Eine Untersuchung der Sensitivitat der Modellparameter und eine Bewertung der Aussagekraft der
Abweichungen erfolgt in Kapitel 5.3. Die grundsatzlichen Verlaufe der Regressionsebenen von v und
Keq weisen fiir BSA und LYZ einige Gemeinsamkeiten auf. Der Vergleich der Parameter in Tabelle 5.2
bestatigt, dass fiir LYZ und BSA die Vorzeichen aller Einzelionen- und Interaktionsparameter fiir eine
GrofRe immer dasselbe Vorzeichen haben. Dies deutet darauf hin, dass die Parameter von beiden
Proteinen hauptsachlich durch dhnliche Effekte beeinflusst werden. Flr LYZ l3sst sich eine grolRe
Ahnlichkeit im Verlauf der Regressionsebenen fiir log Keq (Abbildung 5.3) und den Retentionsfaktoren
(Abbildung 4.6) beobachten. Dies wirde zu dem erwarteten Zusammenhang zwischen
Gleichgewichtskonstante und Retentionsverhalten passen. Dieser direkte Zusammenhang ist
allerdings nur giiltig, wenn v als konstant betrachtet wird. Im Fall von LYZ nimmt v gegenldufig zu Keq
ab und tragt somit zu einer Verringerung der Retentionszeit bei. Besonders ausgepragt ist dieser
Abfall in Richtung von héheren S0,%-Anteilen. Somit kdnnte dieser Einfluss auf die charakteristische
Ladung durch die erhéhte Anionenstarke erklart werden. Die zweiwertigen lonen sorgen fir eine
starkere elektrostatische Abschirmung und kénnten so dazu beitragen, dass das Protein in einer
etwas anderen Ausrichtung an das Adsorbens bindet. Die starkere Ladungsabschirmung verhindert
dabei die Anziehung von weiteren positiven Ladungen des Proteins durch die negative
Adsorbensoberflache. Die steigenden Werte fiir K.q kdnnen ebenfalls mit der Ladungsabschirmung
durch die Anionen zusammenhangen, da hiermit auch die Affinitdt der Austausch-lonen Na* oder
NHs* zu dem Adsorbens sinkt. Darliber hinaus konnen aber auch leichte Strukturdanderungen der
Proteine auftreten. Bei dieser Interpretation muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die
Yamamoto-Methode viele Annahmen und Vereinfachungen trifft. In einem solchen Fall ist die
Ubersetzung des Parameters in eine direkte physikalische Bedeutung, also etwa die Interpretation
von v als tatsdchliche Anzahl an interagierenden Bindestellen auf molekularer Ebene, nur bedingt
moglich.

5.3 Sensitivitdt der Modellparameter

Zur Einordnung der hohen Abweichungen wird der Einfluss von geringen Fehlern in experimentellen
Daten auf resultierende Parameter sowie deren Vorhersagekraft mit der Yamamoto-Methode
betrachtet. Ausgehend von den fiir BSA mit NaCl bestimmten Parametern wird der Einfluss von
leichten Anderungen in einzelnen experimentellen Daten auf die Parameter Keq und v sowie auf aus
diesen neuen Parametern berechneten Salzkonzentrationen csg betrachtet. Die resultierenden
Ergebnisse sind in Tabelle 5.4 dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass eine einzelne, recht geringe
Abweichung einer gemessenen Salzkonzentration zu massiven Anderungen der zugehdrigen
Modellparameter der SMA-Isotherme flihren kann. Die MAPE-Werte der aus diesen Parametern
bestimmten Salzkonzentrationen fallen hingegen wieder deutlich geringer aus. Ein Vergleich der
Vorzeichen der Differenz von den neu berechneten zu den als wahr betrachteten Werten von Keq und
v bestitigt die Beobachtung der gegensitzlichen Anderungen.
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Tabelle 5.4: MAPE-Werte fiir Keq, v und daraus abgeleitete csg-Werte mit der Yamamoto-Methode bei
Anderungen einzelner Experimente. Die Vorzeichenfunktion sgn gibt an, ob die Parameter nach der Anderung
gréfer (1) oder kleiner (-1) als die urspriinglichen Werte sind.

Verdnderter | Anderung
Gradient von Cx MAPE(csR) MAPE(log Keq) MAPE(v) sgn(AKey) | sgn(Av)
15 CV +2% 0,60% 17,16% 15,57% -1 1
10Cv +2% 0,50% 3,37% 3,44% -1 1
5¢CVv +2% 0,51% 11,69% 9,71% 1 -1
3¢V +2% 0,71% 19,04% 16,08% 1 -1
15 CV 2% 0,73% 17,74% 15,80% 1 -1
10 CV 2% 0,56% 11,82% 10,71% 1 -1
5¢CV -2% 0,50% 3,02% 2,11% -1 1
3¢V -2% 0,62% 21,11% 17,88% -1 1

Diese  Sensitivitdit der Modellparameter beschreibt eine  Uneindeutigkeit in der
Parameterbestimmung. Zwar ist die Regression mit der Yamamoto-Methode mit festen
Datenpunkten eindeutig I6sbar, doch gibt es hierbei mehrere Parameterpaare mit dhnlich geringen
Abweichungswerten. Eine leichte Anderung des Datensatzes reicht dann aus, um ein anderes
Parameterpaar aus der Regression zu erhalten.

In der Literatur beschreiben Osberghaus et al. ebenfalls Beobachtungen im Zusammenhang mit
Uneindeutigkeiten der Modellparameter der SMA-Isotherme [8]. Wenn fiir ein experimentelles
Datenset der Wert fiir Koo flir verschiedene festgesetzte v-Werte bestimmt wird, so erhdlt man
verschiedene Parameterpaare die eine dhnliche, hohe Bestimmtheit zu den experimentellen Daten
aufweisen. Hierbei beobachten sie ebenfalls, dass hohere Werte fiir einen Parameter geringere
Werte fir den anderen bedeuten. [8]

Hiermit wird bestatigt, dass geringe experimentelle Abweichungen einen grofRen Einfluss auf die
resultierenden Modellparameter der SMA-Isotherme haben kdnnen. Da hierbei aber gegenlaufige
Anderungen von Keq und v auftreten, ist der Einfluss auf die Salzkonzentrationen beziehungsweise
Retentionszeiten deutlich geringer ausgepragt, da sich die Effekte teilweise ausgleichen. Eine
Uneindeutigkeit in der Parameterbestimmung bedeutet in diesem Fall nicht, dass die ermittelten
Parameter fiir eine Beschreibung der experimentellen Daten ungeeignet sind, sondern dass es
verschiedene Parameterpaare von Keq und v gibt, die die experimentellen Daten gut abbilden. Nach
der Modellvorstellung der SMA-Isotherme beschreibt die charakteristische Ladung v die Anzahl der
Bindestellen auf dem Adsorbens, mit der ein Protein interagiert (siehe Kapitel 2.2.2). Allerdings
bestatigt die hier beschriebene Uneindeutigkeit in der Parameterbestimmung, dass die direkte
physikalische Bedeutung der ermittelten Modellparameter im Allgemeinen nicht gesichert ist.

Ebenfalls stellen uneindeutige Parameterpaare ein Problem bei der Extrapolierbarkeit zu weiteren
Gradientenlangen dar. So werden die Abweichungen von den wahren Werten der
Salzkonzentrationen flir zusatzliche Gradienten aullerhalb der betrachteten Messpunkte im
Allgemeinen auf Grund der unterschiedlichen Steigungen der Regressionsgeraden zunehmen. Die
Extrapolation auf weitere Gradienten auRerhalb der zum Fitting verwendeten Messpunkte kénnte
daher zu Problemen fiihren.

Um die Bestimmbarkeit der Parameter zu erhéhen, kdnnten weiter LGE-Versuche mit langeren
Gradienten berlicksichtigt werden. Die Abdeckung eines GrofReren Wertebereichs im Yamamoto-Plot
wiirde die Identifizierbarkeit der Steigung und somit der charakteristischen Ladung erhdohen. Dies
wirde allerdings ebenfalls zu einem deutlich héheren experimentellen Aufwand fiihren. Ein weiterer
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Einflussfaktor, der die Parameterbestimmung insgesamt positiv beeinflussen konnte, ist die
Regression der ermittelten Parameter mit den Gleichungen 5.7 und 5.8. Durch die Form der semi-
empirischen Gleichung wird ein standiger Wechsel von steigenden und fallenden Parameterwerten
Uber der Salzzusammensetzung verhindert. Hierdurch findet tber eine grofle Datenmenge von 28
Kalibrierungspunkten, in welche jeweils vier experimentelle Retentionszeiten eingehen, eine
Glattung der Parameterverlaufe statt. Die hierbei erfolgende Mittelung der aus den zahlreichen
experimentellen Daten ermittelten Parameter konnte also dazu fiihren, dass die resultierenden
Ebenen sinnvolle Parameterpaare beinhalten, die zu einer Berechnung von Retentionszeiten bei
unterschiedlichen Gradientenldangen geeignet sind.

Aufgrund der hier beschriebenen Beobachtungen werden die hohen Abweichungen zwischen der
Regressionsebene und den Messpunkten bei der Anwendung der Regressionsgleichung zur
Bestimmung von Keq und v als nicht zwangslaufig problematisch betrachtet. Die Abweichungen in den
Messpunkten, mit gegenldufig nach oben und unten springenden Verldufen, sind durch kleine
experimentelle Ungenauigkeiten und die Sensitivitat der Parameter zu erklaren. Durch die Regression
mit einer semi-empirischen Gleichung werden diese Abweichungen Uber eine Vielzahl von
Experimenten gemittelt und in einen klareren Verlauf iberfiihrt. Ob die so erhaltenen Parameter fir
die Berechnung von Retentionszeiten geeignet sind, wird im folgenden Kapitel untersucht.

5.4 Berechnung von Retentionsfaktoren

Mit dem so erhaltenen Verlauf der Parameter kann mithilfe der Gleichungen 2.58 und 5.2 die
Retentionszeit flur eine beliebige Salzzusammensetzung und eine beliebige Gradientenlange
berechnet werden. In einem ersten Schritt werden die auf diese Weise vorhergesagten
Retentionsfaktoren mit den Ergebnissen der direkten Retentionsfaktor-Regression und den
entsprechenden Validierungsversuchen (siehe Kapitel 4) verglichen. Die Ergebnisse fiir die
Gradientenlangen von 15 CV und 3 CV sind in Abbildung 5.4 und Abbildung 5.5 dargestellt. Die Daten
fir die Gradientenlangen von 10 CV und 5 CV sind in Anhang C.1 zu finden. In Tabelle 5.5 sind die
MAPE-Werte fir die berechneten Retentionsfaktoren an den Validierungspunkten aufgetragen.

Es lasst sich erkennen, dass die Ebene aus der direkten Regression der Retentionsfaktoren insgesamt
eine hohe Ubereinstimmung mit den aus der Regression von Keq und v berechneten Werten aufweist.
Insbesondere im mittleren Bereich der Zusammensetzungen bei Mischungen mit hohen Anteilen
verschiedener lonen sind die Werte fast identisch, wahrend in den Ecken der Grafiken bei den
Reinsalzen die Abweichungen etwas groRer sind. Somit entsprechen auch die grundsatzlichen
Verlaufe der mit der Yamamoto-Methode berechneten Retentionsfaktor-Ebenen denen der direkten
Regression, mit einem hauptsachlich linearen Verlauf fliir LYZ und einer erkennbaren Krimmung
entlang der Anionen-Achse fiir BSA (siehe Kapitel 4).
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Yamamoto-Methode sind als Ebene dargestellt, die Ergebnisse der direkten Retentionsfaktor-Regression als rote
Kugeln und die Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Ergebnisse fiir a) BSA und b) LYZ gezeigt.

Abbildung 5.4: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten mit den durch die kalibrierte
Modellgleichung erhaltenen Retentionsfaktoren bei einer Gradientenldnge von 15 CV. Die Vorhersagen der
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Yamamoto-Methode sind als Ebene dargestellt, die Ergebnisse der direkten Retentionsfaktor-Regression als rote
Kugeln und die Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Ergebnisse fiir a) BSA und b) LYZ gezeigt.

Abbildung 5.5: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten mit den durch die kalibrierte
Modellgleichung erhaltenen Retentionsfaktoren bei einer Gradientenlinge von 3 CV. Die Vorhersagen der
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Tabelle 5.5: MAPE-Werte fiir die mit den regressierten Modellparametern der SMA-Isotherme berechneten
Retentionsfaktoren fiir die beim Fitting berlicksichtigten Gradientenldngen. Als experimentelle Daten wurden
die fiinf Validierungsversuche der jeweiligen Gradientenlinge verwendet.

Gradientenlange
Protein
15 cv ocv 5¢Cv 3¢cv
BSA 0.55% 0.70% 0.30% 0.85%
MAPE(k’)
LYz 0.45% 0.46% 0.59% 1.13%

Die Ubereinstimmung der Ebenen nimmt insgesamt fiir BSA in den Bereichen der Reinsalze mit
kirzeren Gradientenlangen ab, wahrend sie fir LYZ auf einem &hnlichen Niveau bleibt. Die
Betrachtung der MAPE-Werte in Tabelle 5.5 zeigt sehr geringe Abweichungen der
Validierungsversuche von den berechneten Werten. Mit Ausnahme des MAPE-Werts flir LYZ bei
einer Gradientenldnge von 3 CV sind alle Fehler unterhalb von 1%. Hierbei ist zu beachten, dass die
Validierungspunkte eher im Zentrum der Ebene liegen und die Vorhersagequalitat fir die Reinsalze
somit etwas geringer ausfallen kann.

Die hohe Ubereinstimmung der Vorhersage mit der Yamamoto-Methode und der direkten
Regression der k“Werte im Zentrum der Ebene impliziert, dass die beiden Methoden in diesem
Bereich nahezu aquivalent sind. Die Abweichungen in den Ecken der Ebene deuten darauf hin, dass
der Grad der Ubereinstimmung mit der Anzahl der benachbarten Messpunkte zunimmt. Die hohe
Sensitivitdt der Modellparameter K. und v mit den resultierenden groBen Spriingen in den
ermittelten Werten kénnte dazu fiihren, dass die Mittelung durch die Regression auf Grund der
vielen benachbarten Messpunkte im Zentrum der Ebene gut funktioniert, wahrend hierflir in den
Ecken nur ungeniigend Datenpunkte zur Verfliigung stehen. Hierdurch wird die Notwendigkeit einer
guten Datenbasis deutlich, um die Modellparameter der SMA-Isotherme fiir verschiedene
Salzzusammensetzungen zu interpolieren.

Die hohe Ubereinstimmung der Yamamoto-Vorhersage mit den Validierungsversuchen bei allen
betrachteten Gradientenlangen mit jeweils einem einzelnen Set an Modellparametern bestatigt
nochmal die grundséatzliche Anwendbarkeit der Yamamoto-Methode auf das vorliegende System.
Darliber hinaus zeigt sie, dass die interpolierten Parameter K.q und v trotz der hohen Abweichungen
der Regressionsebenen von den Messwerten (siehe Abschnitt 5.2) eine hohe Vorhersagequalitat mit
sich bringen. Die Methodik der Interpolation von Modellparametern fiir verschiedene
Salzzusammensetzungen ist somit erfolgreich und in der Lage, sinnvolle Modellparameter mit hoher
Vorhersagekraft fir neue Zusammensetzungen, welche nicht in die Regression eingeflossen sind, zu
bestimmen. Hierbei wird bestatig, dass die Regression von v direkt und von Keq mit den
logarithmischen Werten erfolgen sollte. Diese hohe Ubereinstimmung mit experimentellen Daten bei
allen betrachteten Gradientenlangen deutet auch darauf hin, dass die Modellparameter der SMA-
Isotherme und die Yamamoto-Methode fiir weitere Gradientenldangen geeignet sind.
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Untersuchung weiterer Gradientenlangen

Fir eine weitergehende Untersuchung der Vorhersagekraft der regressierten Modellparameter der
SMA-isotherme werden die Retentionsfaktoren daher an den Validierungspunkten noch fir
zusatzliche, nicht in die Regression eingegangene Gradientenlangen berechnet und mit
experimentellen Daten verglichen. In Abbildung 5.6 sind die Ergebnisse fiir eine Gradientenlange von
7 CV zu sehen, die zwischen den fiir das Fitting verwendeten Gradientenldangen liegt. In Abbildung 5.7
werden die Daten fiir eine Gradientenlange von 17 CV dargestellt, die aulerhalb dieses Bereichs liegt.
Die resultierenden MAPE-Werte sind fur beide Gradientenldangen in Tabelle 5.6 aufgefiihrt.

Fir die Gradientenldange von 7 CV lasst sich fiir beide Proteine mit MAPE-Werten von deutlich unter 1%
eine sehr hohe Ubereinstimmung der berechneten und experimentellen k“Werte erkennen. Diese
Abweichung liegt in demselben Bereich wie bei den in der Regression beriicksichtigten
Gradientenlangen. Hierdurch ist die Fahigkeit des Ansatzes zur Interpolation sowohl bei der
Salzzusammensetzung als auch bei der Gradientenldange bestatigt.

Die Betrachtung der Daten fiir die Gradientenlange von 17 CV bestétigen, dass auch die Extrapolation
auf neue Gradientenldangen mit den interpolierten SMA-Parametern moglich ist. Die MAPE-Werte
liegen flr LYZ unter und fir BSA knapp Uber 1%, was auch in diesem Fall eine hohe
Vorhersagequalitat fir beide Proteine aufzeigt. Der Trend des nichtlinearen Einflusses der
Anionenzusammensetzung auf die Retentionsfaktoren fir BSA wird hierbei auch fiir weitere
Gradientenlangen bestatigt.

Mit diesen Ergebnissen kann der gewahlte Ansatz, die Modellparameter der SMA-Isotherme aus
verschiedenen Gradientenlangen fiir unterschiedliche Salzzusammensetzungen zu bestimmen und
mit der angepassten Modellgleichung zu regressieren, als erfolgreich betrachtet werden. Die
Fahigkeit dieser Parameter, auch extrapolierend prazise Retentionszeiten berechnen zu kénnen,
deutet auf eine mechanistische Signifikanz der Modellparameter hin.

Tabelle 5.6: MAPE-Werte fiir die mit den regressierten Modellparametern der SMA-Isotherme berechneten
Retentionsfaktoren fiir weitere, nicht beim Fitting berticksichtigten Gradientenlidngen. Als experimentelle Daten
wurden die fiinf Validierungsversuche der jeweiligen Gradientenlénge verwendet.

Gradientenldnge
Protein
17 Ccv 7CV
BSA 1,09% 0,71%
MAPE(k")
LYz 0,76% 0,55%
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Abbildung 5.6: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten Retentionsfaktoren mit den
Validierungsversuchen bei einer Gradientenldnge von 7 CV. Die Vorhersagen der Yamamoto-Methode sind als

Ebene dargestellt und die Ergebnisse der der Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Daten fiir
a) BSA und b) LYZ gezeigt.
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Abbildung 5.7: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten Retentionsfaktoren mit den
Validierungsversuchen bei einer Gradientenlédnge von 17 CV. Die Vorhersagen der Yamamoto-Methode sind als
Ebene dargestellt und die Ergebnisse der der Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Daten fiir

a) BSA und b) LYZ gezeigt.
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5.5 Untersuchungen mit Cytochrom C

Die Uber die Yamamoto-Methode bestimmten Parameter Ko, und v von CYC fir bindre
Salzmischungen mit NaCl und (NH4)2SO, sind in Abbildung 5.8 dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass
der grundsatzliche Verlauf der GréRen eine hohe Ahnlichkeit zum Verlauf fiir LYZ entlang der NaCl
und (NH.),SO4 Achse aufweist. Fiir beide Proteine zeigen die Verldufe steigende v- und fallenden Keq-
Werte flr héhere NaCl-Anteile. Die NRMSE-Werte fir diese Regression sind in Tabelle 5.7 aufgefiihrt.

Es lasst sich erkennen, dass die Abweichungen der regressierten Modellparameter von den
Kalibrierungs- und Validierungsversuchen fiir CYC deutlich geringer ausfallen als fir die beiden
anderen Proteine. Hierbei muss allerdings bertlicksichtigt werden, dass das Fitting fiir CYC nur entlang
einer diagonalen der Ebene stattgefunden hat, an die BSA und LYZ gefittet wurden. Fir die
Regressionskurve von CYC standen drei Parameter zur Beschreibung von sechs Messpunkten zur
Verfligung. Fir die Regressionsebenen von BSA und LYZ standen fiinf Parameter zur Beschreibung
von 28 Kalibrierungspunkten zur Verfligung. Hierdurch kénnen groRere NRMSE-Werte fiir BSA und
LYZ zustande kommen, sodass diese Werte nicht miteinander vergleichbar sind. Fir alle
Kalibrierungs- und den Validierungsversuche von CYC ldsst sich die Beobachtung bestatigen, dass
wenn die Regressionslinie fiir v oberhalb der Messwerte liegt, sie fiir Keq unterhalb dieser liegt und
umgekehrt.

Tabelle 5.7: NRMSE-Werte fiir die Kalibrierungs- und Validierungsversuche fiir die log Keq und v-Werte von CYC.

CYC
Parameter
log Keq v
NRMSE Kalibrierung 3,18% 5,46%
NRMSE Validierung 4,36% 7,86%
a) b)
L4
\\ e Kalibrierung
. 4 Validierung 8 by
107 5 Regression )
- L ]
.-'.'
- .\\ A 7+
J S o a
\“.\‘n\
10} 0 .
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Abbildung 5.8: SMA-Parameter von CYC nach der Yamamoto-Methode fiir Mischungen zwischen NaCl und
(NH1)2504.
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5.6 Fazit

In diesem Kapitel wurde die Eignung der Yamamoto-Methode zur Beschreibung des Einflusses von
Salzmischungen in der CEC untersucht. Hierzu wurden nach der Charakterisierung der
Sduleneigenschaften die Modellparameter der SMA-Isotherme Keq und v von BSA und LYZ an allen in
Kapitel 4 beschriebenen Salzzusammensetzungen ermittelt. Die angepasste Modellgleichung wurde
angewandt, um eine Regressionsgleichung fiir diese GroRen zu erhalten. Dabei ging v direkt und Keq
mit logarithmierten Werten in die Regression ein. Die so erhaltene Regressionsebene zeigte teilweise
grofe Abweichungen von den Messpunkten. Auffillig hierbei war, dass wenn der Messpunkt von v
unterhalb der Regressionsebene lag, der Messpunkt von K.q dariber lag und umgekehrt. Eine
Sensitivitatsanalyse bestatigte, dass leichte Abweichungen in den experimentellen Daten zu grofRen
Abweichungen in den Modellparametern fiihren kénnen. Die Anderungen der beiden Parameter
verlaufen dabei jedoch gegensatzlich und konnen sich somit teilweise ausgleichen, sodass dennoch
prazise Vorhersagen mit diesen Werten getroffen werden konnen. Diese Uneindeutigkeit der
Parameterbestimmung bedeutet auch, dass die Interpretation der Modellparameter als direkte
physikalische Eigenschaft nicht gesichert ist. Die Glattung und Mittelung der vielen Datenpunkte Gber
die angepasste Modellgleichung konnte dazu beitragen, einen Parameterverlauf in einem sinnvollen
Wertebereich zu erhalten.

Um die Vorhersagekraft der Parameter zu {berprifen, wurden mit den regressierten
Modellparametersatzen der SMA-Isotherme Retentionsfaktoren fiir verschiedene Gradientenlangen
berechnet. Die so erhaltenen k““Werte zeigten auch fir nicht bei der Kalibrierung beriicksichtigte
Salzzusammensetzungen hohe Ubereinstimmungen mit den experimentellen Daten, sowohl an den
Gradientenlangen, die fir die Kalibrierung verwendet wurden, als auch an interpolierten und
extrapolierten Gradientenldangen.

Somit ist die verwendete Methodik zur Bestimmung von aussagekraftigen Parametersatzen geeignet.
Die Modellgleichung ist in der Lage, die Anderungen der Parameter in Abhingigkeit der
Salzzusammensetzung gut zu beschreiben. Durch die Regression werden die sprunghaften Verldufe
der diskreten experimentellen Parameter geglattet und es lassen sich kontinuierliche Funktionen
aufstellen. Die so ermittelten Parametersatze kénnen zu der Berechnung von Separationsfaktoren fir
beliebige Salzzusammensetzungen der untersuchten lonen und Gradientenlangen eingesetzt werden,
wodurch relevante Prozessbereiche identifiziert werden kdnnen. Des Weiteren kann diese
Parameterbestimmung als Grundlage fiir die mechanistische Modellierung betrachtet werden,
welche im folgenden Kapitel ndher untersucht wird.
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6 Mechanistische Modellierung der experimentellen Daten

In diesem Kapitel wird die Anwendung der mechanistischen Modellierung zur Beschreibung des
Einflusses der Salzzusammensetzung auf die CEC untersucht. Hierbei soll die vierte Arbeitshypothese,
dass der Einfluss von Salzmischungen {iber eine passende Parameterbestimmung in der
mechanistischen Modellierung abgebildet werden kann, Uberprift werden. Zuerst wird das
verwendete mechanistische Modell zum Parameterfitting beschrieben (Kapitel 6.1). Anschliefend
werden die Ergebnisse flir die Parameterbestimmung (Kapitel 6.2) und die Validierung der
Modellierung (Kapitel 6.3) der Proteine BSA, LYZ und CYC mit Salzmischungen aus NaCl und (NH4).SO,
dargestellt, bevor die gewonnen Erkenntnisse zusammengefasst werden (Kapitel 6.4).

6.1 Material und Methoden

In diesem Abschnitt wird zuerst das verwendete Simulationstool beschrieben und die Anwendung zur
Parameterbestimmung und zur Validierung erldutert. AnschlieBend werden die zusatzlich
durchgefiihrten Experimente und die Aufarbeitung aller experimentellen Daten fir die Verwendung
in der mechanistischen Modellierung beschrieben.

6.1.1 Aufbau des Simulationstools

Parameterfitting

In dieser Arbeit wurde ein Modellierungstool in Python erstellt. Der schematische Aufbau ist in
Abbildung 6.1 dargestellt. Dieses Programm baut auf den Tools CADET-Match und CADET-Core auf
und verwendet das Transport-Dispersive Modell sowie die SMA-Isotherme. Die in das Transport-
Dispersive Modell eingehenden Annahmen wie konstante Konzentrationen entlang des Sdulenradius,
eine homogene Sdulenpackung sowie die Beschreibbarkeit der Stofftransportphdanomene mit einem
kombinierten Parameter ke flur die Film- und Porendiffusion werden in Kapitel 2.4.1 naher
beschrieben. Fiir die Berechnungen mit der SMA-Isotherme werden wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben
direkt die lonenkonzentrationen verwendet und somit mogliche Einflisse von Aktivitatskoeffizienten
vernachlassigt. Ob die Verwendung einer kinetischen Berechnung notwendig ist, soll in einer
Voruntersuchung ermittelt werden.

In einem ersten Schritt wird ein diskretisiertes Modell erstellt. Hierzu werden dem Programm das
Setup des Prozesses sowie die Eigenschaften der Saule vorgegeben. Fir die Adsorptions- und
Stofftransport-Parameter der einzelnen Komponenten findet eine Bestimmung der Startwerte statt.
Ist die entsprechende GroRe bereits aus einer vorhergegangenen Parameterbestimmung bekannt,
wird der entsprechende Wert ausgelesen. Andernfalls wird dieser GroélRe ein festgelegter Startwert
zugewiesen (siehe Tabelle 6.2). Mit den vorgegebenen Diskretisierungseinstellungen kann daraufhin
ein Modell erzeugt werden, das nun in der Lage ist, Chromatogramme zu berechnen.

In einem zweiten Schritt kann dieses Modell verwendet werde, um mit Hilfe von experimentellen
Daten eine Parameterbestimmung durchzufiihren. In dieser Arbeit werden mehrere, aufeinander
aufbauende Parameterbestimmungen nach dem sequenziellen Ansatz durchgefiihrt. Der in Tabelle
2.3 dargestellte Ansatz wird leicht fiir das verwendete System angepasst. Da mehrere Komponenten
gleichzeitig modelliert werden sollen, wird in Versuch 3 Aceton als porengangiger Tracer verwendet
und der Stofftransport-Parameter ket wird flr das jeweilige Protein in Versuch 4 bestimmt (siehe
Abschnitt 2.5.2). Die Versuche 1 und 2 werden direkt Uber die Retentionszeit des Tracers
ausgewertet. Die axiale Dispersion wird daher in Versuch 3 zusammen mit der Partikelporositat
ermittelt.
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Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau des Simulationsprogramms zur Chromatographie-Modellierung und
Parameterbestimmung.

Das resultierende Vorgehen wird in Tabelle 6.1 dargestellt. Die experimentelle Durchfiihrung der
Versuche 1 bis 3 wird in Abschnitt 5.1.1 und der Versuchsgruppe 4 in Abschnitt 4.1.1 beschrieben.
Fir dieses Kapitel wird eine neue Saule desselben Typs verwendet (,HiScreen SP Sepharose High
Performance”, siehe Kapitel 3.1.1), daher werden die Versuche 2-4 erneut mit der neuen Saule
durchgefiihrt. Im Prozess-Setup werden die relevanten Versuchsbedingungen gebiindelt. Hierzu
zdhlen die Konzentrationsprofile am Einlass der Sdule und die Flussrate der mobilen Phase. Im
Folgenden wird das Vorgehen fiir die verschiedenen Parameterbestimmung ndher beschrieben,
wobei zwischen den OptimierungsgroRen Xar und festen Werten Xsix unterschieden wird.

Tabelle 6.1: Vorgehen bei der Parameterbestimmung mit dem adaptierten sequenziellen Ansatz fiir das
Transport-Dispersive Modell.

Versuchsaufbau | Beschreibung Xiix Xvar Ansatz
1 Ohne Saule Setup Vplant Berechnung aus tr
2 Dextran-Tracer Setup, Vplant & Berechnung aus tr
3 Aceton-Tracer Setup, Vplant & €p» Dax Parameterfitting
4 Protein Setup, Vplant €c) €ps Daxs V, 0 | Kegret kefr | Parameterfitting
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Zur Darstellung der Anlagenperipherie wird eine lange und diinne Sdule ohne stationare Phase (e.=1)
modelliert. Der Durchmesser dieser Saule wird auf den Durchmesser der verwendeten Schldauche der
Anlage mit 0,25 mm gesetzt. Die zugehorige Lange der Sdule wird aus dem Totvolumen der
Anlagenperipherie Vpant berechnet. Diese wird nicht Gber das Simulationstool, sondern rechnerisch
aus der Retentionszeit bei Versuch 1 des sequenziellen Ansatzes bestimmt. Analog wird bei Versuch
2 die Saulenporositdt . aus der Retentionszeit des nicht-porengdngigen Tracers Dextran tg pextran
berechnet. Hierzu wird Gleichung 6.1 verwendet [48]:

t vV
£ = R,De);/tran 6.1
c

Ebenfalls wird das Volumen der Anlage zwischen Mischkammer und Probenschleife rechnerisch
ermittelt, indem die Zeit von einer Anderung der Pufferzusammensetzung bis zu einer Anderung des
Messsignals ermittelt wird (siehe Abschnitt 6.1.2). Da das Modellierungstool das experimentelle
Setup ab der Probenschleife beschreibt, muss das Einsetzen des Gradienten in der Modellierung um
dieses Volumen verzogert werden.

Fir die weitere Parameterbestimmung nach Tabelle 6.1 wird das Modellierungstool eingesetzt. Die
Startwerte sowie die Ober- und Untergrenzen der Optimierung der zu bestimmenden Parameter Xyar
werden in Tabelle 6.2 zusammengefasst. In Versuch 3 des sequenziellen Ansatzes werden die
Partikel-Porositdt und die axiale Dispersion der Saule bestimmt. Die weiteren Sdulenparameter
Saulenvolumen V. und Querschnittsflaiche A. werden den Herstellerangaben entnommen und
ebenfalls an das Modell Gbergeben. Die Sdulenkapazitat wird mit den Ergebnissen fiir die Porositat
und das Totvolumen wie in Gleichung 5.1 dargestellt berechnet.

Tabelle 6.2: Startwerte mit zugehériger Quelle sowie Ober- und Untergrenzen fiir die Optimierungsgréfsen Xvar.
Die Gleichgewichtskonstante wird in Abhdngigkeit der Salzzusammensetzung x mit der Regressionsgleichung
5.8 berechnet.

Komponente | GroBe | Versuch | Startwert Xstart Quelle Untergrenze Obergrenze
2 2 2
alle Dax 3 5% 108 m- [126] 1% 10~10 m 1%10~4% m-
S s s
alle & 3 0,85 [8] 0 1
Yamamoto- . 3
Keg,ref 4 Methode Kapitel 5 0,1 * Xgrart 10° * Xgtart
BSA
m m m
Kest 4 51077 — [24] 1,1%1077 — 1%107% —
s s s
Yamamoto- .
Keg,ref 4 Methode Kapitel 5 0,1 * Xstart 103 * Xgpart
LYZ
m m m
Kest 4 5%1076 — [24] 1,1%1077 — 1%107% —
s s s
Yamamoto- .
Keq,ref 4 Methode Kapitel 5 0,1 * Xgrart 103 * Xgeart
CYC
m m m
Kest 4 5%107° " [24] 1,1 %1077 " 1x107* "
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Insbesondere bei Komponenten mit einer hohen charakteristischen Ladung v kann die direkte
Modellierung mit der SMA-Isotherme zu numerischen Problemen fihren. Zur Erhéhung der
numerischen Stabilitat und fiir eine Verbesserung der Parameterbestimmung werden die Werte fir
Keq Uber Referenzkonzentrationen angepasst (Gleichung 6.2). Die Einheit der so erhaltenen GréRe
Keg ref ist unabhdngig von dem Wert fiir v. [127]

K _ (qref>vi _4qi ( Cs Qref)vi 6.2
eqrefi — Deq, - — .
Cref Ci \Cref (s

Wie von Heymann et al. empfohlen wird die Referenzkonzentration fiir die stationdre Phase grer auf
die Kapazitdt A und die Referenzkonzentration der mobilen Phase crf auf den Wert der maximal
auftretenden Salzkonzentration gesetzt [90]. Das Modell rechnet mit dieser angepassten GroRe Keg,ret
und optimiert somit auch diesen Wert.

In Versuchsgruppe 4 werden jeweils fiir ein Protein (BSA, LYZ oder CYC) die in Kapitel 4
beschriebenen Versuche mit einer Salzzusammensetzung (Mischungen aus NaCl und (NH4),S0,) bei
Gradientenlangen von 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV zusammengefasst. Dieses Fitting wird fir jedes
Protein bei jeder untersuchten Salzzusammensetzung durchgefiihrt. Die Werte von v und die
Startwerte von Keq werden aus der Yamamoto-Modellgleichung (ibernommen. Da fiir die
mechanistische Modellierung nur bindre Salzmischungen aus NaCl und (NH4),SO4 betrachtet werden,
vereinfachen sich die entsprechenden Regressionsgleichungen der Modellparameter 5.7 und 5.8 fir
BSA und LYZ analog zu CYC zu Gleichung 5.10. Hierbei wird die Salzzusammensetzung Gber den NaCl-
Anteil x beschrieben. Da rechnerisch mehrere Parameterpaare von Keq und v zu ahnlich guten
Regressionsergebnissen flihren konnen (siehe Kapitel 5.3), wird der Wert von v auf diesen Wert
festgesetzt und nur die Gleichgewichtskonstante wird als Fitting-Parameter betrachtet. Die Auswabhl
von v und nicht Keq als fixe GroRe begriindet sich durch die Bestimmung der beiden Parameter tber
die Yamamoto-Methode: v hangt direkt von der Steigung der Gerade ab, wdhren K. von dem
Achsenabschnitt und von v abhangt. Des Weiteren ist der Wert von Keq deutlich fehleranfalliger, da er
nur in logarithmischer Form direkt aus der Regressionsgerade bestimmt werden kann (siehe Kapitel
2.5.1). Somit werden fiir das jeweilige Protein bei der jeweiligen Salzzusammensetzung beim
Parameter-Fitting mit der Versuchsgruppe 4 zeitgleich die GrofRen Keqrer Und ke an die vier LGE-
Versuche gefittet. Die in Tabelle 6.2 beschriebene Untergrenze fiir ket wurde auf Grund der
folgenden Beobachtung festgelegt: Wird ein geringeres ke flir die Simulation verwendet, so ergibt
sich ein zusatzlicher, schmaler Peak dieser Komponente, der die Retentionszeit eines nicht-
porengangigen Tracers hat. Die sehr geringe Filmdiffusion sorgt somit dafiir, dass ein Teil dieser
Komponente Uberhaupt nicht in das Porensystem hineinkommt und die Saule ohne zu binden wieder
verlasst. Da dieses Phanomen in der Realitdt nicht auftritt, wurde es auch im Modell durch die
Untergrenze von kesr unterbunden.

Die Werte fir die Diskretisierung und die Solver-Einstellungen des CADET-Core Modells sind in
Tabelle 6.3 aufgeflihrt. Das so diskretisierte Modell kann zusammen mit den zugehorigen
experimentellen Daten an das Parameter Fitting lGbergeben werden. Hierzu wird CADET-Match
verwendet. Die Zielgrolen X,.r werden wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben angepasst, um die
Abweichungen zwischen Modell und Experiment zu minimieren. Hierzu wurde die NSGA3-Methodik
verwendet. Die PopulationsgroRe betragt 100 pro gleichzeitig optimiertem Parameter, wodurch
insgesamt 200 Individuen pro Generation erzeugt werden. Als Abbruchkriterium ist das Ausbleiben
einer weiteren Verbesserung der Fitness Uber funf Generationen festgelegt. Als Fehlerwert wird
hierbei der SSE verwendet. Nach Abschluss des genetischen Algorithmus erfolgt mit dem so
gefundenen Optimum noch eine Gradientenoptimierung. AbschlieRend wird das optimierte
Parameterset ausgegeben.

83



Mechanistische Modellierung der experimentellen Daten

Tabelle 6.3: Diskretisierung und Fehlertoleranzen fiir das verwendete Simulationsmodell in CADET-Core.

o Startwert 1%107%s
Zeitschrittweite -
Maximalwert 1+1071s
Zeitliche Diskretisierung -
Relativ 1%107°
Fehlertoleranz
Absolut 1%107°
Saule 100
Anzahl Volumenelemente
. Anlagenperipherie 50
Ortliche Diskretisierung
@ 1x10°8
WENO-Parameter 3
K

Die Adsorption wird in einer ersten Sensitivitdtsbetrachtung fiir die Proteine einmal als kinetische
Reaktion und einmal als sofortiges Gleichgewicht modelliert (siehe Abschnitt 2.4.1). Ausgehend von
diesen Ergebnissen wird festgelegt, ob fiir die Parameterbestimmung K.gs und Kqes getrennt ermittelt
werden (Gleichung 2.34), oder ob Kges auf einen Wert von 1 s* festgelegt und Kags dquivalent zu Keq
betrachtet werden kann (Gleichung 2.35).

Validierung der Ergebnisse

Das Simulationstool soll in der Lage sein, flur verschiedene Gradientenlangen und beliebige
Salzmischungen aus NaCl und (NH,4).SO4 das Retentionsverhalten der verschiedenen Proteine korrekt
zu berechnen. Hierzu wird die Modellerstellung erneut wie in der oberen Halfte von Abbildung 6.1
dargestellt durchgefiihrt. Die Parameter-Berechnung liefert in dieser Anwendung nicht die
Startwerte fiir die Optimierung, sondern die finalen Parameter fiir die Simulation. Samtliche
Modellparameter mit Ausnahme der OptimierungsgrofRen aus der Versuchsgruppe 4, Keqrer Und Kesf,
werden direkt aus der Parameterbestimmung lGbernommen. Die Salzzusammensetzung x wird als
bekannte GrofRe an das Modell libergeben. Von ke wird fir jedes Protein der Mittelwert aus den
sechs Salzzusammensetzungen der Kalibrierung gebildet. Die Werte flr Keqrer aus dem
Parameterfitting werden einer weiteren Regression unterzogen. Um aus den sechs einzelnen
Punkten eine Funktion flr beliebige NaCl-Anteile zu erhalten, wird mit Gleichung 5.10 eine weitere
quadratische Regression von log Keqrer gegen x durchgefiihrt. Mit den so erhaltenen Werten fiir die
Regressionsparameter ao, ai1 und a; kann der Wert von Keqrer flir die vorgegebene
Salzzusammensetzung berechnet werden.

Um das Modell zu validieren, werden Gradientenlangen und Salzzusammensetzungen untersucht, die
nicht in die Parameterbestimmung eingeflossen sind. Um die Extrapolierbarkeit der
Gradientenlangen zu untersuchen, wird das Retentionsverhalten der Proteine mit NaCl bei einer
Gradientenlange von 20 CV berechnet. Des Weiteren werden Simulationen bei einem NaCl-Anteil
von 50% mit den Gradientenlangen 3 CV, 5 CV, 10 CV und 15 CV durchgefiihrt. Diese Ergebnisse
werden mit experimentellen Daten verglichen, um die Vorhersagekraft des Modells zu Gberprifen.

6.1.2 Zusatzliche Experimente

Wenn im experimentellen Setup (siehe Abbildung 3.1) eine Anderung der Zusammensetzung
zwischen den Puffern A und B eingestellt wird, so andert sich diese Zusammensetzung im Moment
der Anpassung an der Mischkammer. Bis dieses gednderte Verhaltnis an der Probenschleife
ankommt, vergeht die Zeit, die der Puffer bei der eingestellten Flussrate bendtigt, um durch die
Mischkammer und den verbindenden Schlauch zu flieBen. Da das Modell das System erst ab der
Probenschleife abbildet, muss der Beginn des Gradienten in der Simulation um diese Zeit verzogert
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werden. Um diesen Wert zu ermitteln, wird ein zuséatzlicher Versuch durchgefihrt. Hierbei wird das
System ohne Saule mit Niedrigsalzpuffer equilibriert. Zu Beginn des Versuchs wird die
Zusammensetzung von 100% Niedrigsalzpuffer auf 100% Hochsalzpuffer umgeschaltet. Das UV-Signal
wird bei 200 nm aufgenommen und die bendétigte Zeit wird bei 50% des Maximalwerts abgelesen.

Zur Bestimmung des sterischen Faktors o der SMA-Isotherme werden Durchbruchsversuche mit den
Proteinen BSA, LYZ und CYC durchgefiihrt. Um die Menge an benétigten Proteinen zu reduzieren,
wird hierzu eine kleinere Saule mit einem Volumen von 1 mL verwendet. Hierbei handelt es sich um
die ,HiTrap SP Sepharose High Performance” von Cytiva (Marlborough, USA), die mit dem gleichen
CEC-Adsorbens gefiillt ist wie die flir die anderen Versuche verwendete Saule. Die Kapazitat und
Porositdt der Saule wird wie in Abschnitt 5.1.1 beschrieben bestimmt.

Fir die Durchbruchsversuche wird die Saule mit mindestens 10 CV NaCl-Hochsalzpuffer gespiilt und
anschlieRend fir mindestens 10 CV mit Niedrigsalzpuffer equilibriert (siehe Kapitel 4.1.1 fur die
Pufferzusammensetzung). AnschlieBend wird kontinuierlich Proteinlésung mit 0,2 mM Protein in
Niedrigsalzpuffer mit einer Flussrate von 0,5 mL/min auf die Sdule gegeben. Am S&ulenauslass wird
das UV-Signal bei 280 nm aufgezeichnet. Es wird Proteinlésung aufgegeben, bis ein klarer Durchbruch
am Detektor erkennbar ist. Die Durchbruchszeit tgsr; einer Komponente i wird bei 50% des
Maximalwerts abgelesen. Hieraus kann mit Gleichung 6.3 das gebundene Proteinvolumen Vying,i
berechnet werden. Der sterische Faktor o lasst sich daraufhin mit Gleichung 6.4 bestimmen [50]. Fir
vi werden hierbei die Werte aus Kapitel 5 mit NaCl verwendet.

Vbing,i = Veri — Vo =V a1, — &V — Vplant 6.3

AVs = Creed,i Voina,i Vi _ A —eVe

Creed,i Vbind,i Creed,i Vbind,i

o; = Vi 6.4

Fir die Validierung des Simulationstools werden, zusatzlich zu den bereits in Kapitel 4.1
beschriebenen Versuchen mit 50% NaCl und 50% (NH.),SO, weitere LGE-Versuche durchgefiihrt. Das
in Kapitel 4.1 beschriebene experimentelle Vorgehen wird fiir jedes der drei Proteine BSA, LYZ und
CYC mit einem NaCl-Hochsalzpuffer und einer Gradientenldnge von 20 CV durchgefiihrt.

6.1.3 Aufbereitung der experimentellen Daten

Zur Auswertung der experimentellen Daten und zum Vergleich mit den Simulationen missen die
aufgezeichneten Chromatogramme aufbereitet werden. Hierzu wird in einem ersten Schritt der
Verlauf der Grundlinie (auch Baseline genannt) des Chromatogramms betrachtet und, falls
notwendig, eine sogenannte Baseline-Korrektur durchgefiihrt [128,129]. Falls die Baseline in der
Umgebung des Peaks einen von null abweichenden Wert aufweist, wird dieser Blindwert von den
gemessenen Adsorptionswerten abgezogen [130]. Des Weiteren wird der relevante Peak-Bereich des
Chromatogramms identifiziert. Um den Einfluss von zum Beispiel Messrauschen oder leichten
Verunreinigungen zu reduzieren, wird dieser Bereich des Haupt-Peaks ausgeschnitten und das Signal
auBerhalb dieses Bereichs auf null gesetzt. Dieses Vorgehen wird in Abbildung 6.2 fiir den 5 CV
Versuch von LYZ mit 50% NaCl und in Abbildung 6.3 fir den 3 CV Versuch von BSA mit 50% NaCl
gezeigt.

In Abbildung 6.2 a) ldsst sich erkennen, dass bei diesem Versuch ein starker Baseline-Drift stattfindet.
In der Umgebung des Peaks ist die regressierte Grundlinie deutlich oberhalb der tatsachlichen
Nulllinie. Ebenfalls ldsst sich deutlich eine Peak-Schulter am Ende des Haupt-Peaks erkennen. Das aus
der Datenaufbereitung resultierende Chromatogramm ist in Abbildung 6.2 b) zu sehen.
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Abbildung 6.2: Baseline-Korrektur und Ausschneiden des relevanten Peak-Bereichs fiir LYZ mit 50% NaCl bei
einer Gradientenlénge von 5 CV. In a) werden die Rohdaten dargestellt und in b) die Daten nach der Anpassung.
In a) ist in schwarz die Nulllinie sowie als gestrichelte Linie die regressierte Baseline im Peak-Bereich
eingezeichnet.

In Abbildung 6.3 a) ist zu Beginn des Chromatogramms eine automatisierte Aktualisierung des
Nullwerts nach 60 s Versuchszeit zu sehen. Der vordere Chromatogramm-Bereich mit den erhdhten
Adsorptionswerten wird durch das Ausschneiden des Peak-Bereichs abgetrennt und hat keinen
Einfluss auf das finale Chromatogramm. Bei dem hier gezeigten Versuch war keine Baseline-Korrektur
notwendig. Wie an diesem Chromatogramm zu erkennen, tritt bei den BSA-Versuchen ein starkes
Tailing des Peaks auf. Dies ist ein typisches Verhalten von BSA und kann auf die teilweise
Zusammenlagerung der BSA Molekile zu Dimeren zuriickgefiihrt werden [131]. Um den Einfluss des
Dimers zu reduzieren und das BSA-Monomer als einzelne Spezies zu betrachten, wird der Tailing-
Bereich nicht als Teil des Peaks betrachtet und abgetrennt. Der resultierende Peak-Verlauf ist in
Abbildung 6.3 b) dargestellt.

In einem letzten Schritt wird das Adsorptions-Signal noch in einen Konzentrationsverlauf
umgewandelt. Hierzu wird das Integral Gber die Adsorptionskurve gebildet. Der Signalverlauf At)
wird hierzu zwischen den einzelnen Messpunkten linear interpoliert.
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Abbildung 6.3: Ausschneiden des relevanten Peak-Bereichs fiir BSA mit 50% NaCl bei einer Gradientenlédnge von
3 CV. In a) werden die Rohdaten dargestellt und in b) die Daten nach der Anpassung.
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Da eine bekannte Stoffmenge an Protein n; Gber die Probenschleife mit dem Volumen Vi injiziert
wird, kann ein Konversionsfaktor ar bestimmt werden, mit dem das Adsorptions-Integral multipliziert
werden muss, um auf die vorgegebene Stoffmenge zu kommen (Gleichung 6.5). Das
Adsorptionssignal A{t) kann nun an jedem Messpunkt mit oar multipliziert werden, um die
Konzentration ci(t) zu erhalten. Hierbei wird die Annahme getroffen, dass die Adsorption linear mit
der Konzentration der Zielkomponente korreliert.

tend
c;(t)dt = apf A;(H)dt 6.5

start

tend

N = Creed,i Vinj = f

Cstart

6.2 Parameterbestimmung

6.2.1 Saulencharakterisierung und Vorversuche

Die Ergebnisse der Saulencharakterisierung mit den Versuchen 1-3 des sequenziellen Ansatzes sowie
der Titration zur Kapazitatsbestimmung sind in Tabelle 6.4 dargestellt. Das experimentelle und
modellierte Chromatogramm von Versuch 3 sind in Abbildung 6.4 zu sehen.

Der Wert fiir die axiale Dispersion D liegt in derselben GréBenordnung wie Literaturdaten fir
lonentauscherharze [51,126]. Die ermittelten Porositaten und Kapazitat dieser Saule sind sehr nah an
den Ergebnissen fir die erste charakterisierte Saule (siehe Kapitel 5.2). Des Weiteren lasst sich in
Abbildung 6.4 eine hervorragende Ubereinstimmung von experimentellen und simulierten Daten fiir
Versuch 3 beobachten. Die Parameterbestimmung fiir diese Werte wird daher als erfolgreich
betrachtet.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der kleinen Sdule sowie die sterischen Faktoren aus den
Durchbruchsversuchen sind in Tabelle 6.5 zusammengefasst Die zugehdrigen Chromatogramme sind
in Anhang B.2 dargestellt. Fir LYZ und CYC sind Literaturdaten fiir o bei einer vergleichbaren Saule
verfugbar. Bei einem pH-Wert von 5 haben Ladiwala et al. fir LYZ einen Wert von 17 und fiir CYC
einen Wert von 15,8 ermittelt [132]. Somit liegen die hier errechneten Werte in der gleichen
GroRenordnung und zeigen eine dhnliche Abweichung zueinander. Daher kann die Bestimmung der
Parameter als erfolgreich betrachtet werden.

Tabelle 6.4: Ergebnisse der Anlagen- und Séulencharakterisierung fiir die Versuche 1-3 des sequenziellen
Ansatzes sowie der Kapazitdtsbestimmung.

GroBRe | Versuch Ergebnis
Vplant 1 0,952 mL
£ 2 0,260
mZ
Dax 3 8,401 1078 —
& 3 0,816
N Titration 1,867 M
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Abbildung 6.4: Experimentelles und mit Parameterfitting simuliertes Chromatogramm fiir Aceton.

In Abbildung 6.5 sind Streudiagramme der SSE-Werte fiir eine Optimierung von K,gs aufgetragen. Es
werden hier beispielhaft die Daten von LYZ mit NaCl gezeigt. In Abbildung 6.5 a) wird die Adsorption
als Gleichgewicht betrachtet, so dass Kads = Keqrer S gilt. In Abbildung 6.5 b) wird die Adsorption als
kinetische Reaktion modelliert und parallel zu Kags wird noch Kges gefittet, wobei Kags = Keg,rer Kaes gilt
(vergleiche Kapitel 2.4.1). Jeder Punkt steht fiir eine einzelne Simulation in CADET-Core, die wahrend
der Optimierung mit CADET-Match durchgefiihrt wurde. Der entsprechende Fehlerwert wird gegen
den der Simulation zu Grunde liegenden Kass Wert aufgetragen. Die Farbe der Punkte richtet sich
ebenfalls nach dem Fehlerwert. Die Werte der anderen Optimierungsvariablen (ke und in b) auch
noch Kges) kdnnen dieser Darstellung nicht entnommen werden. Es lasst sich erkennen, dass die
Gleichgewichtsbetrachtung zu einem klaren Minimum und einem gut bestimmten Wert fir Kuqs bei
etwa 0,4 s fuhrt. Die kinetische Modellierung weist hingegen kein klares Minimum auf, hier bleibt
der erreichbare Fehlerwert ab einem Kags-Wert von etwa 10 s nahezu konstant. Das bedeutet, dass
flr die kinetische Modellierung kein eindeutiger Wert fiir K.qs bestimmt werden kann. Der Fehlerwert
bleibt auf einem konstanten, niedrigen Niveau, solange die Adsorptionsrate hoch genug ist. Hieraus
folgt, dass die kinetische Modellierung keine Vorteile mit sich bringt und zu unbestimmten
Parametern fiihrt. Daher wird fiir die weiteren Anwendungen des Simulationstools die Adsorption als
Gleichgewicht modelliert.

Darliber hinaus bestatigt das klar erkennbare Minimum fir die Betrachtung der Adsorption als
Gleichgewicht in Abbildung 6.5 a) eine eindeutige Identifizierbarkeit der Gleichgewichtskonstante.
Fir einen festgelegten Wert von v lasst sich Keq also eindeutig bestimmen. Dies bestdtigt den
Kalibrierungsansatz, die Werte von v aus der Regression der Yamamoto-Werte zu verwenden und
von den Modellparametern der SMA-Isotherme nur Keq an dieser Stelle zu fitten.

Tabelle 6.5: Ergebnisse der Berechnungen aus den Durchbruchsversuchen sowie die Sdulenparameter der
kleinen Sdule.

GréRe Wert
A 2,252 M
& 0,933

OBsa 44,583
Oz 14,137
Ocve 12,641
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Abbildung 6.5: Vergleich der Streudiagramme fiir eine Parameterbestimmung mit dem Simulationsmodell mit
der Adsorption als a) Gleichgewicht und b) kinetische Reaktion. Es werden die Ergebnisse fiir LYZ mit NaCl
gezeigt.

6.2.2 Fitting der Modellparameter fir die untersuchten Proteine

Die experimentellen Daten und die mit den optimierten Parametern modellierten Daten sind fir die
verschiedenen Salzkonzentrationen fiir BSA in Abbildung 6.6, fiir LYZ in Abbildung 6.7 und fiir CYC in
Abbildung 6.8 dargestellt. In Abbildung 6.6 I3sst sich erkennen, dass die grundsatzlichen Trends von
BSA fir die verschiedenen Salzzusammensetzungen und Gradientenldangen von der Simulation gut
getroffen werden. Es sind allerdings auch Ungenauigkeiten sowohl in Bezug auf die Position des
Peak-Maximums als auch auf die Peak-Hohe und -Breite zu sehen. Hierbei tritt, wie beispielsweise in
Abbildung 6.6 a) und b) zu sehen, hadufig das Phdnomen auf, dass die Peak-Hohe fiir kurze Gradienten
von der Simulation unterschatzt wird, wahrend sie fiir lange Gradienten besser getroffen wird.
Darliber hinaus zeigen die simulierten Daten eine tendenziell breitere vordere und schmalere hintere
Peak-Hélfte als die experimentellen Daten. Des Weiteren ist in Abbildung 6.6 d) und f) zu erkennen,
dass die Position des Peak-Maximums flr kurze Gradienten prazise vorhergesagt wird, wahrend sie
bei langeren Gradienten in der Simulation im Vergleich zu den experimentellen Daten leicht
liberschatzt wird. Der MAPE-Wert fur die Position des Peak-Maximums, welche der Retentionszeit tr
entspricht, fur alle in Abbildung 6.6 gezeigten Gradienten liegt bei 1,53%, was eine insgesamt gute
Ubereinstimmung von Modellierung und Experiment bedeutet.

Die Abweichungen der Peak-Hohe und -Breite in Abhdngigkeit der Gradientenlange kénnen lber die
Neigung von BSA zur Dimer-Bildung erklart werden (siehe Kapitel 6.1.3) [131]. Durch die in Kapitel
6.1.3 beschriebene Aufarbeitung der experimentellen Daten wird der Einfluss des zum Tailing
fihrenden Dimers zwar reduziert, doch lasst sich in Abbildung 6.6 erkennen, dass das Dimer immer
noch einen erkennbaren Einfluss auf das Chromatogramm hat.
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Abbildung 6.6: Experimentelle (Exp) und mit Parameterfitting simulierte (Sim) Chromatogramme fiir BSA fiir die
untersuchten Gradientenlédngen und Salzzusammensetzungen.

Bei kurzen Gradientenlangen liegen die Peaks flir Monomer und Dimer beinahe libereinander, sodass
der resultierende Gesamtpeak auch nur ein geringes Tailing aufweist. Bei langen Gradienten werden
die Peaks fir die beiden Spezies immer weiter auseinandergezogen, was zu einem starkeren Tailing
fihrt, welches nicht vollstdndig durch die Datenaufarbeitung behoben werden konnte. Bei langen
Gradienten tritt somit ein zusatzlicher bandenverbreitender Effekt auf. Ein geringer kes-Wert fiihrt zu
hoheren HETP-Werten und somit ebenfalls zu breiteren Peaks (siehe Gleichung 2.15) [81]. Daher
werden die kes-Werte flir BSA durch das Parameter-Fitting tendenziell unterschatzt. Dies fuhrt zu
einer erhohten Peak-Breite bei kurzen Gradienten, wahrend dieser Effekt bei langen Gradienten
durch die zusatzliche Bandenverbreiterung durch das Dimer ausgeglichen wird. Analog lassen sich
auch die Unterschiede in der Breite der vorderen und hinteren Peak-Halfte erkldren. Die bei diesen
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niedrigen Konzentrationen auftretende asymmetrische Peak-Form ist durch das Modell mit einer
einzelnen Komponente nicht abzubilden. Somit fiihrt die Optimierung von ke zu einem Kompromiss
zwischen dem schmalen vorderen und dem durch das Dimer verursachten breiten hinteren Peak-
Verlauf. Da die Trends und Verlaufe der Chromatogramme insgesamt gut getroffen werden, wird die
Parameterbestimmung fiir BSA als erfolgreich betrachtet.

In Abbildung 6.7 ist eine gute Ubereinstimmung der simulierten und experimentellen Daten fiir LYZ
erkennbar. Die Retentionszeit tg wird mit einem MAPE-Wert von 0,32% durchgehend sehr prazise

getroffen, wahrend es fiir die Peak-Hohe vereinzelt zu Abweichungen kommen kann.
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Abbildung 6.7: Experimentelle (Exp) und mit Parameterfitting simulierte (Sim) Chromatogramme fiir LYZ fiir die
untersuchten Gradientenléngen und Salzzusammensetzungen.
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Bei langen Gradienten wird die Peak-Ho6he fiir LYZ durchgehend etwas unterschatzt. Fiir den 3 CV
Gradienten wird die Hohe durch die Simulation dagegen lberschatzt. Dieses Phanomen ist ebenfalls
durch die Datenaufbereitung zu erklaren. Wie in Abbildung 6.3 zu sehen, weist LYZ durch
Verunreinigungen bei langen Gradienten einen kleinen Peak vor und einen kleinen Peak nach dem
Hauptpeak auf. Bei langen Gradienten kdnnen diese Signale problemlos abgeschnitten werden.
Wenn die Peaks bei kurzen Gradienten aber ineinander laufen und keine klar erkennbare Trennung
mehr erfolgt, werden auch diese Bereiche der LYZ Hauptkomponente zugerechnet.
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Abbildung 6.8: Experimentelle (Exp) und mit Parameterfitting simulierte (Sim) Chromatogramme fiir CYC fiir die
untersuchten Gradientenléngen und Salzzusammensetzungen.
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Hierbei ist zu beachten, dass gerade bei den kurzen Gradienten die Peak-Hohe auf Grund der
schmalen Peaks sehr sensitiv auf sie Peak-Breite ist, da der Flacheninhalt der Peaks konstant ist. Wie
etwa in Abbildung 6.7 b) und f) zu sehen flhrt eine signifikante Abweichung in der Peak-Héhe nur zu
einer geringen Abweichung in der Peak-Breite, sodass die Modellierung und somit die
Parameterbestimmung fir LYZ als erfolgreich betrachtet werden kann.

Wie in Abbildung 6.8 zu erkennen, werden die experimentellen Daten von CYC ebenfalls sehr gut von
dem Modell abgebildet. Die simulierten Retentionszeiten weisen einen MAPE von 0,43% auf. Wie bei
LYZ kommt es zu leichten Abweichungen bei der Peak-H6he, wobei die Peak-Breite weiterhin gut
getroffen wird. Dies ist analog zu LYZ auf gering konzentrierte Verunreinigungen von CYC
zurickzufihren, die bei langeren Gradienten von dem Hauptpeak abgetrennt werden. Die
Parameterbestimmung fir CYC kann somit ebenfalls als erfolgreich betrachtet werden.

Die erhaltenen Keqrer-Werte werden wie in Abbildung 6.9 dargestellt fiir jedes Protein in
logarithmischer Form einer quadratischen Regression nach Gleichung 5.10 gegen den NaCl-Anteil x
unterzogen. Die so erhaltenen Regressionsparameter fiir log Keq,rer Werden zusammen mit den nach
den Gleichungen 5.11-5.13 berechneten Regressionsparametern fiir vin Tabelle 6.6 aufgefihrt.
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Abbildung 6.9: Regression der auf die Referenzgréfien bezogenen Gleichgewichtskonstante Kegref aus dem
inversen Parameterfit fiir die untersuchten Proteine.
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Tabelle 6.6: Parameter fiir die Regressionsgleichungen der Modellparameter der SMA-Isotherme als Funktion
der Salzzusammensetzung.

BSA LYz cYc
log Keg,ref v log Kegref v log Keg,res v
ao 0,2638 12,416 0,6540 4,3926 0,8505 5,6118
a; -5,2558 5,6161 -1,0090 1,9828 -1,3494 3,3171
a; 2,7559 -3,9279 -0,0486 -0,1751 0,2687 -1,0651

Es lasst sich erkennen, dass Keqgrer fiir BSA ein Minimum bei geringen (NH4),SOs-Anteilen aufweist.
Dieser Trend entspricht den Beobachtungen fiir die Parameterbestimmung Uber die Yamamoto-
Methode (siehe Kapitel 5). Der NRMSE-Wert fir diese quadratische Regression liegt flir BSA bei
3,23%. Fir LYZ und CYC sind die Verldaufe der Regressionskurve hauptsachlich linear. Die Regression
stimmt fur diese Proteine sehr gut mit den Kalibrierungspunkten Uberein. Flir LYZ betragt der
NRMSE-Wert 0,88% und fir CYC 0,29%.

Die hohe Ubereinstimmung der quadratischen Regression und der aus dem Parameterfitting
erhaltenen Keqre-Werte bestdtigt noch einmal die grundsatzliche Interpolierbarkeit der
Modellparameter Uber die Salzzusammensetzung fir die mechanistische Modellierung sowie eine
gute ldentifizierbarkeit der Gleichgewichtskonstante bei vorgegebener charakteristischer Ladung.
Das Vermeiden eines gleichzeitigen Fittings dieser beiden Modellparameter verhindert einen
sprunghaften Verlauf der Parameter wie er in Kapitel 5.2 beobachtet wurde und vereinfacht somit
die Regression Uber die quadratische Gleichung.

Die ermittelten Werte flir ket sind in Tabelle 6.7 dargestellt. Es ldsst sich erkennen, dass dieser
Parameter keinem klaren Trend im Zusammenhang mit der Salzzusammensetzung folgt. Des
Weiteren liegen die verschiedenen Werte fiir ein Protein jeweils in derselben GréRenordnung. Die
Werte fiir LYZ und CYC sind dabei ahnlich zueinander, wahrend der fiir BSA deutlich geringer ist. Fir
BSA lasst sich darlber hinaus erkennen, dass in vier von sechs Fallen der kes~Wert der Untergrenze
des Parameterbereichs entspricht. Da ein noch geringerer kes-Wert aber zu unrealistischen
Phanomenen fiihren wiirde (siehe Abschnitt 6.1.1) und die Peak-Breite in Abbildung 6.6 insgesamt
gut zu den experimentellen Daten passt, wird die Untergrenze fiir diesen Parameter nicht angepasst.

Tabelle 6.7: Ergebnisse der Parameterbestimmung der keg-Werte fiir die untersuchten Proteine bei
verschiedenen Salzzusammensetzungen.

NaCl-Anteil x ket / (10° m s)
BSA LYz cYC
1 0,130 166 300
08 0,110 1,84 284
0,6 0,171 1,48 222
0,4 0,110 3,79 3,19
0,2 0,110 3,44 3,67
0 0,110 2,48 512
Mittelwert 0,124 2,45 3,35
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Mechanistische Modellierung der experimentellen Daten

Da die ke-Werte keinem Trend in Zusammenhang mit der Salzzusammensetzung folgen, wird keine
Regression in Abhangigkeit des NaCl-Anteils erstellt. Stattdessen wird fiir jedes Protein der
Mittelwert aus den sechs einzelnen Parameterbestimmungen gebildet.

Die Verlaufe der kes~Werte deuten auf eine geringe Bestimmtheit des Parameters hin. Geringe
Anderungen dieses Parameters fiihren nur zu einer geringen Anderung der SSE-Werte der
Optimierungsfunktion, sodass bereits leichte Variationen in den experimentellen Daten zu einem
anderen kes-Wert flihren kdnnen. Die Daten aus Tabelle 6.7 deuten hierbei darauf hin, dass
zumindest die GroRenordnung des Parameters fiir die verschiedenen Proteine identifiziert werden
kann. Analog zu der Parameterbestimmung in Kapitel 5 ist es nicht zwangslaufig problematisch, wenn
durch die geringe Bestimmtheit verschiedene Parameter-Werte eine gute Beschreibung der
experimentellen Daten ermoglichen. Ob die Genauigkeit der nach diesem Vorgehen bestimmten kes-
Werte fiir eine Extrapolation der Gradientenldnge ausreichend ist, muss in der Validierung anhand
von zusatzlichen experimentellen Daten Uberpriift werden.

6.3 Validierung der Modellparameter

Fir die weitere Nutzung des Modells wird zusatzlich zu v auch Keq,rer Uber die Regressionsgleichung
5.10 mit den Parametern aus Tabelle 6.6 in Abhadngigkeit des NaCl-Anteils x berechnet. Flr ke
werden flr jedes Protein die Mittelwerte aus Tabelle 6.7 verwendet. Der Vergleich von
experimentellen und modellierten Daten fiir einen langeren Gradienten von 20 CV mit NaCl ist in
Abbildung 6.10 dargestellt. In Abbildung 6.11 werden die experimentellen und modellierten Daten
flir einen im Parameterfitting nicht betrachteten NaCl-Anteil von 50% gezeigt. Die MAPE-Werte der
Retentionszeiten sind in Tabelle 6.8 zusammengefasst.
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Abbildung 6.10: Validierungsversuche der untersuchten Proteine mit NaCl bei einer Gradientenlénge von 20 CV.
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In Abbildung 6.10 lasst sich erkennen, dass die Retentionszeit fiir BSA und LYZ fiir den langeren
Gradienten sehr prazise vorhergesagt wird, wahrend bei CYC die simulierte Retentionszeit mit 1,63%
leicht Gber der experimentellen liegt. Bei BSA gibt es leichte Abweichungen in der Peak-Breite und
Form, da in den experimentellen Daten noch das Tailing-Verhalten des Dimers zu erkennen ist. Der
Peak-Verlauf fir LYZ wird sehr gut getroffen. Bei CYC wird die Hohe des Peak-Maximums in der
Simulation etwas unterschatzt, insgesamt wird die Peak-Form aber gut vorhergesagt.

Die hohe Ubereinstimmung der Simulationen mit den experimentellen Daten bei einem NaCl-Anteil
von 50% ist in Abbildung 6.11 zu erkennen. Die MAPE-Werte der Retentionszeiten liegen fir jedes
Protein klar unter 0,5%. Bei BSA fiihrt analog zu den Versuchen zur Parameterbestimmung die
Simulation tendenziell zu einer etwas breiteren Vorder- und einer schmaleren Hinterseite des Peaks.

Die Ubereinstimmung von simulierten und experimentellen Daten sind fiir die Validierungsversuche
auf einem &dhnlich guten Niveau wie fir die Kalibrierungsversuche der Parameterbestimmung. Die
Regression der Gleichgewichtskonstante in einer logarithmischen und der charakteristischen Ladung
in einer linearen Skala sorgt fiir eine gute Vorhersage der Mischungseffekte der Salze, sodass das
Retentionsverhalten der Proteine auch fir neue Salzzusammensetzungen vorhergesagt werden kann.
Des Weiteren ist das Modell fiir einen groRen Bereich an Gradientenldangen einsetzbar.
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Abbildung 6.11: Validierungsversuche der untersuchten Proteine bei einer Salzzusammensetzung von 50% NaCl
und 50% (NH4)2SOa.
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Tabelle 6.8: Abweichungen der simulierten und experimentellen Retentionszeiten fiir die Validierungsversuche.

MAPE(tR)
NaCl-Anteil x Untersuchte Gradienten
BSA LYz CYC
1 20 CV 0,17% 0,23% 1,63%
0,5 3CV,5CV,10CV und15c¢CV 0,22% 0,18% 0,42%

Die Mittelung der kes-Werte flihrt zu einer guten Beschreibung der Peak-Breiten. Dies verdeutlicht
noch einmal, dass die Peak-Form nicht hochgradig sensitiv auf den kes-Wert ist. Vielmehr ist die
richtige GroRenordnung des Wertes ausreichend, um auch fiir héhere Gradientenlangen eine prazise
Vorhersage der Peak-Breite zu erreichen. Der vernachlassigbare Einfluss der Salzzusammensetzung
auf kess wird hierdurch bestétigt.

Somit kann mit dem kalibrierten Modell das Retentionsverhalten von BSA, LYZ und CYC in LGE-
Versuchen fir beliebige Mischungen aus NaCl und (NH4),SO4 und eine beliebige Gradientenlange
prazise vorhergesagt werden. Daher ist die vierte Arbeitshypothese, dass der Einfluss von
Salzmischungen (iber eine passende Parameterbestimmung in der mechanistischen Modellierung
abgebildet werden kann, mit dem hier verwendeten Ansatz bestatigt (siehe Kapitel 1.1). Die
Kombination von der Yamamoto-Methode zur Bestimmung einer Funktion fir v sowie des inversen
Fittings zur Bestimmung einer Funktion von K.y flihrt zu Parametersatzen, die das Verhalten bei
beliebigen Mischungen der beiden Salze beschreiben kénnen. Hierbei muss allerdings beachtet
werden, dass samtliche Versuche, die bei der mechanistischen Modellierung beriicksichtigt werden,
im gering konzentrierten Bereich liegen. Zwar gehen Uber die Bestimmung des sterischen Faktors
auch die Durchbruchsversuche der kleineren Saule in die Modellparameter ein, doch werden diese
Prozessbedingungen weder im inversen Fitting noch in der Validierung betrachtet. Die pradiktive
mechanistische Modellierung ist daher nur fiir den Bereich geringer Proteinbeladungen validiert. Fir
eine direkte Anwendung in industriellen Trennprozessen, die meist bei hdheren Beladungen ablaufen,
ware daher eine Erweiterung der experimentellen Daten erforderlich. Da sich diese Arbeit auf die
grundlegende Beschreibbarkeit der auftretenden Mischungseffekte tber die Modellparameter
fokussiert, welche gut im niedrig beladenen Bereich identifiziert werden kénnen, werden hohere
Beladungen hier nicht detaillierter betrachtet.

6.4 Fazit

In diesem Kapitel wurde ein Simulationstool zur Modellierung von CEC-Prozessen von Proteinen
vorgestellt. In einem ersten Schritt wurde die verwendete Sdule und die Anlage charakterisiert.
AnschlieBend wurden fir die Proteine BSA, LYZ und CYC fur verschiedene NaCl- und (NH;),SOs-
Anteile in der mobilen Phase Parameterbestimmungen flr Keqrer Und kegs durchgefiihrt, wobei fir die
charakteristische Ladung v die in Kapitel 5 ermittelte Funktion verwendet wurde. Mit diesen
Parametern konnten die experimentellen Daten, mit denen das Parameter-Fitting durchgefiihrt
wurde, gut beschrieben werden. Hierauf aufbauend wurden die Werte fiir Keq,rer in logarithmischer
Form mit einer quadratischen Gleichung als Funktion des Salzanteils beschrieben. Da die kex-Werte
keinen klaren Trend mit der Salzzusammensetzung zeigten und fir ein Protein jeweils in der gleichen
GroéRenordnung waren, wurde fir jedes Protein ein Mittelwert bestimmt. Es wurde festgestellt, dass
im Gegensatz zu den kes-Werten das Fitting von Keqref bei vorgegebenem v zu eindeutig
bestimmbaren Parameterwerten flhrt. Die Funktionen fiir Keqrer und die Mittelwerte flr ket wurden
flir die weiteren Simulationen als Parameter des kalibrierten Modells verwendet.
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Mechanistische Modellierung der experimentellen Daten

Um die Kalibrierung zu Uberpriifen und die Vorhersagekraft des Modells zu validieren, wurden fir
jedes der untersuchten Proteine Versuche bei einer neuen Salzzusammensetzung und einer neuen
Gradientenlange durchgefiihrt. Die neue Gradientenlange lag mit 20 CV aullerhalb der
Gradientenlange der Kalibrierungsversuche. Die experimentellen Chromatogramme dieser
Validierungsversuche wiesen eine hohe Ubereinstimmung mit den simulierten Daten auf. Hierdurch
wurde bestdtigt, dass die Interpolation der Modellparameter Keqrer Uund v (ber verschiedene
Salzzusammensetzungen moglich ist sowie dass die Bestimmung von ke als Mittelwert eine
ausreichende Genauigkeit fir die Modellierung aufweist. Die Kalibrierung des Modells war somit
erfolgreich und das erhaltene Modell kann verwendet werden, um Chromatogramme von BSA, LYZ
und CYC fur beliebige Mischungen aus NaCl und (NH4),SO4 und eine beliebige Gradientenlange zu
berechnen. Hierdurch wurde die vierte Arbeitshypothese, dass der Einfluss von Salzmischungen tber
eine passende Parameterbestimmung in der mechanistischen Modellierung abgebildet werden kann,
bestatigt. Der hier vorgestellte Ansatz zur Modellierung und Kalibrierung ermdoglicht daher eine
detaillierte modellbasierte Untersuchung des Salzeinflusses auf den Trennprozess. Hierbei wurde das
Modell nur fir Prozesse mit geringer Proteinbeladung kalibriert und validiert, sodass eine
Anwendung fir hoher beladene Prozesse zuséatzliche Untersuchungen erfordern wiirde.
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7 Simulationsstudie zum Einfluss der Salzzusammensetzung auf die
Proteintrennung

In diesem Kapitel wird das kalibrierte Modell verwendet, um den Einfluss der Salzzusammensetzung
auf die Separation der drei Proteine BSA, LYZ und CYC detailliert zu untersuchen und geeignete
Betriebspunkte fiir einen Trennprozess zu identifizieren. Hierbei wird sowohl das
Mischungsverhaltnis der Salze NaCl und (NH4),SO, als auch die Gradientenldnge des Prozesses
beriicksichtigt. Dabei soll die flinfte Arbeitshypothese, dass die Trennung von Proteinen in der IEC
durch die Verwendung von Salzmischungen verbessert werden kann, iberprift werden (siehe Kapitel
1.1). Das methodische Vorgehen wird in Kapitel 7.1 beschrieben. Kapitel 7.2 stellt die Ergebnisse fiir
den Fall dar, dass jeweils eines der drei Proteine als Zielkomponente betrachtet wird. In Kapitel 7.3
werden alle Proteine als Zielkomponenten betrachtet, die in einem Chromatographie-Schritt
voneinander getrennt werden sollen. Die Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse erfolgt in
Kapitel 7.4.

7.1 Material und Methoden

7.1.1 Durchfiihrung der Modellierung

Das kalibrierte Modell wird mit CADET-Process kombiniert. Dieses Tool kann automatisiert die
Fraktionierung des Chromatogrammes in Produkt- und Waste-Bereiche fiir eine vorgegebene Reinheit
durchfiuhren (siehe Kapitel 2.4.3). Die betrachtete ZielgroRe ist die Ausbeute bei einer Reinheit von
90%.

Das Modell berechnet den Verlauf eines LGE-Versuchs bei dem eine Proteinmischung mit je 0,2 mM
BSA, LYZ und CYC injiziert wird. Hierbei kann sowohl die Salzzusammensetzung als auch die
Gradientenlange variiert werden. In dieser Studie werden Simulationen mit NaCl — (NH4);SO4
Mischungen mit NaCl-Anteilen von 0% bis 100% bei einer Schrittweite von 1% durchgefiihrt. Diese
Zusammensetzungen werden an jeder untersuchten Gradientenldnge betrachtet. Die
Gradientenlangen bilden den Bereich von 1 CV bis 25 CV mit einer Schrittweite von 0,5 CV ab. Somit
werden 101 verschiedene Salzzusammensetzungen und 49 verschiedene Gradientenlangen
betrachtet, was zu insgesamt 4949 untersuchten Betriebsbedingungen fihrt. An jeder dieser Stellen
wird die Ausbeute berechnet, sodass der Verlauf der Ausbeute lber Salzzusammensetzung und
Gradientenlange approximiert werden kann.

In einem ersten Schritt wird die Ausbeute fiir ein einzelnes Protein als Produkt betrachtet. Hierzu
wird jeweils ein Protein als Produkt und die anderen beiden als Verunreinigungen betrachtet.
AnschlieBend wird noch die simultane Aufreinigung mehrerer Wertkomponenten untersucht. Hierzu
wird jedes Protein gleichzeitig als Produkt betrachtet, dass mit einer Reinheit von 90% von den
anderen Proteinen getrennt werden muss. Die Gesamt-Ausbeute wird hierbei als Mittelwert der
Ausbeuten der einzelnen Proteine betrachtet. Wenn ein Protein nicht in der bendtigten Reinheit
fraktioniert werden kann, schlagt die Berechnung der Fraktionierung mit Cadet-Process fehl. Daher
wird die Gesamt-Ausbeute auf null gesetzt, sobald mindestens ein Protein an dem untersuchten
Betriebspunkt nicht in der geforderten Reinheit fraktioniert werden kann.

Aus diesen Verlaufen der Ausbeuten kénnen fir jedes Produkt geeignete Betriebsbedingungen
bestimmt werden. Fir jedes Produkt soll eine Salzzusammensetzung und eine Gradientenlange fir
einen effizienten Trennprozess bestimmt werden.
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7.1.2 Validierungsversuche

An den ausgewahlten Betriebspunkten fir einen effizienten Trennprozess wird die Berechnung des
Tools erneut mit experimentellen Daten verglichen. Hierfliir wird die in Kapitel 4.1.1 dargestellte
experimentelle Methodik mit den entsprechenden Salzzusammensetzungen und Gradientenlangen
angewandt. Fir den Validierungsversuch des Trennprozesses mit BSA als Produkt wird auf Grund von
Lieferproblemen CYC von einem anderen Hersteller verwendet (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe).
Bei den durchgefiihrten Versuchen wird jedes der Proteine einzeln untersucht, um einen klaren
experimentellen Konzentrationsverlauf fiir jede beteiligte Komponente zu erhalten und die
Datenaufbereitung nach Kapitel 6.1.3 zu ermdéglichen.

Dies ist eine Abweichung von einer tatsdchlichen Trennung, da sich die Komponenten nicht
gleichzeitig in der Saule befinden und nicht miteinander interagieren. Allerdings werden samtliche
Versuche und Modellierungen im niedrig-konzentrierten Bereich durchgefiihrt. In dem hier
betrachten Konzentrationsbereich verhalten sich die Isothermen linear [79]. Im linearen Isothermen-
Bereich beeinflussen sich die verschiedenen Komponenten nicht gegenseitig [19,79]. Zur Bestatigung
dieses Verhaltens fir die vorliegenden Betriebsbedingungen, werden die Ergebnisse der drei
Modellierungen von den einzelnen Proteinen mit dem Ergebnis der gleichzeitigen Modellierung der
drei Proteine verglichen. Hierzu wird der Versuch mit einer Gradientenlange von 15 CV und einem
NaCl-Anteil von 100% betrachtet. Die Ergebnisse dieser Betrachtung sind im Anhang C.2 dargestellt.

7.2 Aufreinigung einer einzelnen Zielkomponente

7.2.1 Berechnung von Ausbeuten

BSA als Produkt

Die berechneten Ausbeuten von BSA bei einer Reinheit von 90% sind in Abbildung 7.1 Uber der
Salzzusammensetzung und der Gradientenlange aufgetragen.

Ausbeute
25 Tl ‘ [ 0,808
o LN & - o ;
X X X X
5 | 0,678
=5 7 |
O | .
‘5 ‘ r \\.\‘ - 0,548
g 15 4 \ //// # \\\
= L < \\ 0,418
2 3
c
@ 104 M
S “\-\_\ B 0,288
5 p : 0,158
X |
I T T x T > : T . T — 0,0280
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

XNacl

Abbildung 7.1: Ausbeuten von BSA liber die Gradientenlénge und die Salzzusammensetzung. Die Ausbeuten
beziehen sich auf eine Reinheit von 90%. Die Chromatogramme der Punkte a) bis f) werden zur Untersuchung
der auftretenden Phdnomene ndher untersucht. Punkt V beschreibt den vorgeschlagenen Betriebspunkt zur
BSA-Aufreinigung.
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Einige Punkte, die im Folgenden naher betrachtet werden, sind in der Abbildung mit Buchstaben
markiert. Es lasst sich erkennen, dass die Ausbeute mehrere starke Schwankungen Uber der
Gradientenlange und der Salzzusammensetzung aufweist. Wenn man beispielsweise die
eingezeichneten Punkte a), b), c) und d) betrachtet lasst sich erkennen, dass bei einer
Gradientenlange von 22 CV die Ausbeute von a) nach b) stark ansteigt. AnschlieRend fallt die
Ausbeute von b) nach c) ab, um dann von c) nach d) wieder anzusteigen. Ein dhnlich wechselhaftes
Verhalten lasst sich bei einer Salzzusammensetzung von 15% NaCl am Verlauf der Punkte a), e) und f)
beobachten. Insgesamt schwankt die Ausbeute zwischen knapp 3% und knapp 81%. Ein geringer Teil
des BSA kann also innerhalb der untersuchten Betriebsbedingungen immer mit der angesetzten
Reinheit von 90% fraktioniert werden. Da die Ausbeute stets unterhalb von 100% bleibt gibt es
analog dazu im untersuchten Bereich keine Betriebsbedingungen, die eine vollstidndige Abtrennung
von BSA ermoglichen.

Aufféllig sind im Verlauf der Ausbeuten ein Bereich besonders geringer Ausbeuten bei niedrigen
NaCl-Anteilen und einer Gradientenldange um 7 CV im Umfeld von Punkt e) und ein Bereich hoher
Ausbeuten bei mittleren NaCl-Anteilen und kurzen Gradientenlangen. Hierbei liegt das lokale
Maximum mit einer Ausbeute von etwa 80% bei einer Gradientenldange von 2,5 CV und einem NaCl-
Anteil von 56%, wobei sowohl langere als auch kiirzere Gradienten wieder zu EinbufRen in der
Ausbeute fihren. Weitere lokale Maxima sind bei NaCl-Anteilen von 0%, 41% und 100% jeweils bei
einer Gradientenlange von 25 CV und somit am Rand des untersuchten Bereichs zu sehen. Hierbei
erreicht die Ausbeute bei 100% NaCl mit etwa 81% den hochsten Wert aller untersuchten
Betriebsbedingungen. Als geeigneter Betriebspunkt wird das lokale Minimum bei kurzen Gradienten
ausgewahlt, da hier eine hohe Ausbeute mit sehr kurzen Prozesszeiten kombiniert wird. Die minimale
Erh6hung der Ausbeute, die bei einer Gradientenlange von 25 CV zu erreichbar ist, rechtfertigt nicht
die um das Zehnfache erhéhte Dauer des Gradienten. Der entsprechende Punkt ist in Abbildung 7.1
mit einem V dargestellt.

Zur ndheren Untersuchung der auftretenden Phdanomene sind die simulierten Chromatogramme der
Punkte a) bis f) mit der berechneten Fraktionierung in Abbildung 7.2 dargestellt. Die
hervorgehobenen Bereiche der Produktfraktionierung zeigen, dass das Produkt bei allen
Betriebsbedingungen zu mehreren Zeitpunkten gesammelt wird. Dies ist durch die hohe Peak-Breite
zu erklaren, die beispielsweise in Chromatogramm a) dazu fihrt, dass eine Fraktion an BSA bei etwa
150 min vor dem LYZ Peak gesammelt wird. Die Konzentration an BSA ist hier sehr gering und im
Chromatogramm nicht zu erkennen, sie liegt allerdings tber null. Die geringere Breite des LYZ Peaks
sorgt dafiir, dass an dieser Stelle dennoch die bendtigte Reinheit erreicht wird. Analog dazu fiihrt die
Peak-Breite in Chromatogramm f) zu einer Produkt Fraktion hinter dem CYC Peak. Ebenfalls fallt auf,
dass bei allen Chromatogrammen eine Produkt Fraktion nach etwa 5 min gesammelt wird, bei
welcher die Konzentration ebenfalls so gering ist, dass sie in der Abbildung nicht direkt sichtbar ist.
Diese friihe Fraktion ist durch den niedrigen kes-Wert von BSA zu erkldaren. Wie in Kapitel 6.1.1
beschrieben fihren sehr geringe kes-Werte dazu, dass ein Teil des Proteins nicht in das Porensystem
gelangt und das System mit der Retentionszeit eines nicht-porengangigen Tracers verldsst. Die
Untergrenze von ke wurde so gewahlt, dass dieses real nicht auftretende Phianomen auch in den
simulierten Chromatogrammen nicht sichtbar ist. Die gewahlte Untergrenze flihrt aber offenbar dazu,
dass eine sehr geringe Menge des Proteins weiterhin nicht in das Porensystem gelangt. Dies
verdeutlicht noch einmal, dass der geringe kes-Wert von BSA durch die Uberlagerung mit dem
zusatzlich bandenverbreiternden Effekt der Trennung von dem Dimer zustande kommt (vergleiche
Kapitel 6.2.2). Aufgrund der sehr geringen Konzentrationen in diesen Fraktionierungsbereichen ist
deren Anteil an der berechneten Ausbeute zu vernachladssigen. Somit stellt dieses unphysikalische
Phanomen keine relevante Einschrankung fiir die Modellgiiltigkeit dar.
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Abbildung 7.2: Simulierte Chromatogramme mit Fraktionierung von BSA an ausgewdhlten
Salzzusammensetzungen und Gradientenlédngen. Der Bereich der Produktfraktion ist blau dargestellt.
Der Vergleich der Chromatogramme a), b) und c) ldsst erkennen, dass bei konstanter

a) 22 CV; 15% Nacl

b) 22 CV; 35% NaCl

Gradientenlange samtliche Proteine bei einem steigenden NaCl-Anteil friiher eluieren. Hierbei findet
jedoch eine Verschiebung der Peaks zueinander statt. Bei 15% NaCl in a) Uberlagern sich groRtenteils
die Peaks von BSA und CYC, was zu geringen BSA-Ausbeuten fihrt. Bei 35% NaCl in b) liegt der BSA-
Peak genau zwischen den Peaks von LYZ und CYC, wodurch die Fraktionierung mit einer hohen
Ausbeute moglich ist. Steigt der NaCl-Anteil wie in c) dargestellt auf 70% (iberlagern sich die Peaks
von LYZ und BSA. Dies stimmt mit den Beobachtungen in Kapitel 4 iberein, wonach hohe (NH4),SO.-
Anteile (und somit geringe NaCl-Anteile) bei langen Gradienten eine gute Trennung von BSA und LYZ
bewirken. Dem gegeniiber steht hier der erkennbare Effekt, dass die Trennung von BSA und CYC mit
steigendem (NH4)2SOs-Anteil schlechter wird. Eine Mischung mit etwa 35% NaCl fiihrt hierbei wie in
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Chromatogramm b) erkennbar zu einem guten Kompromiss zwischen diesen beiden Effekten, da das
Peak-Maximum von BSA mittig zwischen den anderen liegt. Wird ein hoherer NaCl-Anteil als 70%
betrachtet setzt sich dieser Trend nicht fort. Wie in Chromatogramm d) bei einem Anteil von 100% zu
erkennen, verschiebt sich der BSA-Peak im Verhaltnis zu den anderen Peaks wieder nach hinten, was
zu einer erneuten Zunahme der Ausbeute fiihrt. Dieses Phanomen lasst sich auf den Verlauf der
Gleichgewichtskonstanten tber der Salzzusammensetzung zurilickfiihren. Die in Kapitel 6 in

Abbildung 6.9 dargestellten Graphen lassen erkennen, dass die Keqrer-Werte von allen Proteinen von
0% NaCl bis etwa 70% NaCl naherungsweise linear abnehmen. Bei h6heren NaCl-Anteilen flacht die
Kurve flr BSA ab, wahrend die Regressionslinien flir LYZ und CYC weiter abfallen. Dies fiihrt zu im
Vergleich hoheren Retentionszeiten fir BSA. Dies stimmt mit dem in Kapitel 4 beschriebenen
Verhalten Uberein. In Abbildung 4.9 fihrt ein ClI-Anteil von etwa 70% zu der im Verhiltnis zu LYZ
frihesten Elution von BSA. Die auftretenden synergetischen Effekte von Salzmischungen mit hohen
CI- und geringem SO4*-Anteilen auf BSA in Richtung kirzerer Retentionszeiten sind somit fiir das hier
betrachtete Trennproblem bei einer Gradientenlange von 22 CV nachteilig und fiihren zu den
geringen Ausbeuten um den Punkt c) in Abbildung 7.1.

Um den Einfluss der Gradientenldnge ndher zu untersuchen, werden die Chromatogramme a), e) und
f) in Abbildung 7.2 betrachtet. Es lasst sich erkennen, dass bei kurzen Gradienten BSA im Verhaltnis
zu den anderen Proteinen friher eluiert. Bei 7,5 CV in Chromatogramm e) liegen die Peak-Maxima
von BSA und LYZ nah beieinander, was in einer geringen Ausbeute resultiert. Bei einem noch
kiirzeren Gradienten von 2,5 CV lasst sich in Chromatogramm f) erkennen, dass BSA als erstes Protein
eluiert, was zu einem starken Anstieg der Ausbeute fiihrt. Wie in Kapitel 5.2 beschrieben fiihrt die
hohe charakteristische Ladung von BSA dazu, dass sich die Retentionszeit stark mit der
Gradientenlange andert und es bei kurzen Gradienten vor LYZ eluiert. Die Trennung zwischen LYZ
und CYC nimmt mit kiirzeren Gradienten ab und eine zunehmende Uberlappung der Peaks tritt auf.
Wie in Tabelle 6.6 erkennbar liegen die charakteristischen Ladungen von LYZ und CYC in derselben
GroBenordnung. Der Einfluss der Gradientenldange ist somit auf diese beiden Proteine dhnlich. Die
verringerte Trennung zwischen den beiden Proteinen ist daher durch die verkiirzte Prozessdauer zu
erklaren, die bei 2,5 CV nicht mehr fir eine signifikante Trennung zwischen den beiden Proteinen
ausreicht. Bei BSA hingegen (berwiegt in diesem Bereich der Einfluss durch die hohe
charakteristische Ladung v.

Im Umfeld von Punkt V) in Abbildung 7.1 lasst sich erkennen, dass eine weitere Absenkung des
Gradienten wieder zu einer Abnahme der Ausbeute fiihrt. In diesem Bereich (iberwiegt auch fur BSA
die abnehmende Prozesszeit den Einfluss durch die charakteristische Ladung v. Die Betrachtung eines
Yamamoto-Plots mit der logarithmierten Gradientensteigung log GH gegen die logarithmierte
Salzkonzentration bei der Elution log ¢z analog zu Abbildung 5.1 wiirde fiir BSA und LYZ zwar auch in
diesem Bereich eine grofRere Differenz der csr-Werte fiir noch kiirzere Gradienten aufzeigen, jedoch
tritt diese Differenz der Salzkonzentration durch den steileren Gradienten in einer kiirzeren Zeit auf.
Die Peaks Uberlagern sich somit starker und die erreichbare Ausbeute sinkt. Das Retentionsverhalten
am vorgeschlagenen Betriebspunkt V wird in Abschnitt 7.2.2 naher untersucht. Die Kombination von
hohen BSA-Ausbeuten und geringen Prozesszeiten ist fir dieses System nur mit Salzmischungen
moglich. Die auftretenden proteinspezifischen und synergetischen Salzeffekte flihren somit dazu,
dass die Trennung durch die Verwendung von Salzmischungen effizienter ablauft als es durch die
Verwendung von Reinsalzen moéglich ware.
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LYZ als Produkt

Die berechneten Ausbeuten von LYZ bei einer Reinheit von 90% sind fir die untersuchten
Gradientenldangen und Salzzusammensetzungen in Abbildung 7.3 dargestellt. Es ist ein groRerer
Bereich mit der maximalen Ausbeute von 1 bei geringen NaCl-Anteilen und langen Gradienten zu
erkennen. Angrenzend hierzu befindet sich ein schmaler Ubergangsbereich, indem die Ausbeute
stark abfallt. Im gesamten restlichen Bereich betragt die Ausbeute 0, mit Ausnahme eines sehr
kleinen Bereichs bei langen Gradienten und hohen NaCl-Anteilen, bei dem die Ausbeute ebenfalls im
mittleren Bereich liegt. Zur ndheren Untersuchung der auftretenden Phdanomene sind die Punkt a), b)
und c) in Abbildung 7.3 markiert.

Als geeigneter Betriebspunkt zur Aufreinigung von LYZ wird eine Gradientenldnge von 15 CV bei
einem NaCl-Anteil von 0% vorgeschlagen. Der entsprechende Punkt ist in Abbildung 7.3 mit einem V
markiert. Bei reinem (NH.),SO, ist der Gradientenldngen-Bereich mit einer Ausbeute von 1 am
grolRten und noch mit den geringsten Gradientenlangen erreichbar. Eine noch geringere
Gradientenlange als 15 CV ware ohne Verluste in der Ausbeute moglich. Allerdings weist der LYZ-
Peak durchgehend einen sehr steilen Verlauf auf, was die Ausbeute in den Grenzbereichen sehr
sensitiv flr leichte Verschiebungen der Retentionszeiten macht. Dies wird durch den schmalen
Ubergangsbereich in Abbildung 7.3 verdeutlicht. Fiir einen robusten Prozess wird daher ein
Betriebspunkt ausgewahlt, der nicht direkt an der Grenze des Bereichs mit hoher Ausbeute liegt.

Die Chromatogramme der Punkte a), b) und c) werden in Abbildung 7.4 zusammen mit den
berechneten LYZ-Fraktionen dargestellt. In Chromatogramm c) ist keine Fraktion eingezeichnet, da
die benotigte Reinheit von LYZ an keiner Stelle erreicht wird. Die Ausbeute an dieser Stelle ist somit 0.
Es lasst sich erkennen, dass an Punkten a), b) und c) CYC vollstandig von LYZ getrennt wird. Die
unterschiedlichen Ausbeuten werden allein durch das Trennverhalten von BSA und LYZ verursacht.
Dementsprechend fiihren nach den Ergebnissen aus Kapitel 4 fiir die Trennung von BSA und LYZ
lange Gradienten mit reinem (NH4),SO4 zu den besten Resultaten.
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Abbildung 7.3: Ausbeuten von LYZ iiber die Gradientenlinge und die Salzzusammensetzung. Die Ausbeuten
beziehen sich auf eine Reinheit von 90%. Die Chromatogramme der Punkte a) bis c) werden zur Untersuchung
der auftretenden Phdnomene ndher untersucht. Punkt V beschreibt den vorgeschlagenen Betriebspunkt zur LYZ-
Aufreinigung.
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Abbildung 7.4: Simulierte Chromatogramme mit Fraktionierung von LYZ an ausgewdhlten
Salzzusammensetzungen und Gradientenlédngen. Der Bereich der Produktfraktion ist rot dargestellt.

In Chromatogramm a) bei einem NaCl-Anteil von 10% ist zu erkennen, dass sich der LYZ-Peak mit
dem Anfangsbereich des BSA-Peaks Uiberlappt. Durch die Reinheitsanforderung von 90% ist dennoch
der gesamte LYZ-Peak als Produkt-Fraktion geeignet. Bei einem NaCl-Anteil von 25% in
Chromatogramm b) sorgt die geringere Trennung von BSA dafiir, dass nur noch ein Teil des Peaks
Uber die ausreichende Reinheit verflgt. Ein NaCl-Anteil von 40% fiihrt wie in Chromatogramm c) zu
erkennen zu einer weiteren Uberlagerung der Peaks, sodass kein LYZ in der bendtigten Reinheit

produziert werden kann. Das Retentionsverhalten am vorgeschlagenen Betriebspunkt V wird in
Abschnitt 7.2.2 ndher untersucht.

CYC als Produkt

Die berechneten Ausbeuten von CYC bei einer Reinheit von 90% sind in Abbildung 7.5 Uber der
Salzzusammensetzung und der Gradientenlange aufgetragen. Es lasst sich erkennen, dass in einem
groRen Bereich die maximale Ausbeute von 1 erreicht wird. Ahnlich wie bei LYZ gibt es einen
schmalen Ubergangbereich mit mittleren Ausbeuten. Bei sehr kurzen Gradienten oder sehr geringen
NaCl-Anteilen kann kein CYC mit der geforderten Reinheit fraktioniert werden. Bei langeren
Gradienten verschiebt sich der Ubergang vom Bereich niedriger zum Bereich hoher Ausbeuten dabei
zu hoheren NaCl-Anteilen. Hierbei fallt auf, dass mit Ausnahme der geringen Werte bei sehr kurzen
Gradienten, die Ausbeuten fir CYC beinahe gegenteilig zu denen fir LYZ verlaufen (vergleiche
Abbildung 7.3), wobei eine geringe Uberlappung der Bereiche mit hohen Ausbeuten gibt. An den
eingezeichneten Punkten a), b) und c) werden die modellierten Chromatogramme naher untersucht.
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Abbildung 7.5: Ausbeuten von CYC liber die Gradientenldnge und die Salzzusammensetzung. Die Ausbeuten
beziehen sich auf eine Reinheit von 90%. Die Chromatogramme der Punkte a) bis c) werden zur Untersuchung
der auftretenden Phdnomene néher untersucht. Punkt V beschreibt den vorgeschlagenen Betriebspunkt zur
CYC-Aufreinigung.

Punkt V stellt den vorgeschlagenen Betriebspunkt mit einer Gradientenlange von 5 CV bei einem
NaCl-Anteil von 80% zur CYC-Aufreinigung dar. Bei diesen Betriebsbedingungen ist die Prozesszeit auf
Grund des kurzen Gradienten gering. Um einen robusten Prozess zu erhalten, wird hierbei kein Punkt
ausgewahlt, der direkt an der Grenze zu geringeren Ausbeuten liegt. Das Retentionsverhalten am
vorgeschlagenen Betriebspunkt V wird in Abschnitt 7.2.2 ndher untersucht.

Die Chromatogramme der Punkte a), b) und c) sind in Abbildung 7.6 zusammen mit den berechneten
CYC-Fraktionen abgebildet. CYC weist in allen Chromatogrammen die héchste Retentionszeit auf. In
Chromatogramm a) bei reinem (NH,4),SO; ist keine Fraktion eingezeichnet, da die bendétigte Reinheit
von CYC an keiner Stelle erreicht wird. An allen drei Punkten ist eine dhnliche, geringe Uberlappung
der CYC- und LYZ-Peaks zu sehen. Dies bestatigt, dass die Trennung von CYC und LYZ kaum durch die
Salzzusammensetzung beeinflusst wird. Die Anderung der Ausbeute mit der Salzzusammensetzung
wird daher durch das Trennverhalten von BSA und CYC verursacht. In Chromatogramm b) bei einem
NaCl-Anteil von 10% ist der BSA-Peak weiter vom CYC-Peak getrennt und weist in etwa dieselbe
Retentionszeit wie LYZ auf. Aufgrund der hohen Peak-breite fiir BSA findet nach wie vor eine
Uberlappung des CYC-Peaks mit der Hinterseite des BSA-Peaks statt. Die sehr viel héhere CYC-
Konzentration im Bereich des Peak-Maximums ermoglicht aber dennoch eine Fraktion mit der
geforderten Reinheit von 90%. Bei einem NaCl-Anteil von 20% in Chromatogramm c) wird der BSA-
Peak im Vergleich zu den anderen weiter nach vorne verschoben, wodurch die Ausbeute an CYC
deutlich ansteigt.

LYZ und CYC sind bei den betrachteten Betriebsparametern mit Ausnahme von sehr kurzen
Gradienten gut voneinander zu trennen, wobei CYC das spater eluierende Protein ist. Somit hdngt bei
beiden Proteinen die Ausbeute vor allem von der Trennung von BSA ab. Dies erklart die
gegensatzlichen Verlaufe der Ausbeuten von LYZ und CYC. Hohe (NH4),SO4-Anteile flihren durch den
proteinspezifischen Effekt auf BSA zu hohen Retentionszeiten fir dieses Protein. Analog erhoht sich
aufgrund der hohen charakteristischen Ladung die Retentionszeit von BSA besonders stark mit der
Gradientenlange.
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Abbildung 7.6: Simulierte Chromatogramme mit Fraktionierung von CYC an ausgewdhlten
Salzzusammensetzungen und Gradientenléngen. Der Bereich der Produktfraktion ist griin dargestellt.

Bei hohen Gradientenldngen und (NH,),SOs-Anteilen wird BSA somit in Richtung des CYC-Peaks und
weg vom LYZ-Peak verschoben, sodass die LYZ-Ausbeute steigt und die CYC Ausbeute sinkt. Bei
geringen Gradientenlangen und (NH,),SOs-Anteilen tritt der genteilige Effekt auf.

7.2.2 Validierung der Prozessparameter

BSA als Produkt

Die Validierung des gewahlten Betriebspunkts fiir BSA ist in Abbildung 7.7 dargestellt. Es lasst sich
erkennen, dass BSA hauptsachlich vor den anderen Proteinen eluiert. Der hintere Teil des Peaks kann
nicht fur die Produkt-Fraktion verwendet werden, da er sich mit den anderen Peaks Uberschneidet.
Auf Grund der hohen Peak-Breite kann der auslaufende Teil des Peaks mit sehr geringer
Konzentration wieder in der bendtigten Reinheit fraktioniert werden. Der Beitrag dieser hinteren
Fraktion zu der Gesamt-Ausbeute ist wegen der geringen Konzentration zu vernachlassigen. Die friihe
Elution von BSA ist ausschlaggebend fiir die hohe Ausbeute mit diesen Prozessparametern. Die
Fraktionierung fuhrt zu einer Ausbeute von etwa 80% und einer Reinheit von 90%, wobei die 10%
Verunreinigung aus LYZ bestehen.
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Abbildung 7.7: Validierung des ausgewdhlten Betriebspunkts fiir die Aufreinigung von BSA. In 1) ist die
Fraktionierung des simulierten Chromatogramms dargestellt und in II) der Vergleich mit den experimentellen
Daten. Die betrachtete Gradientenldnge betrdgt 2,5 CV und der NaCl-Anteil 56%.

Der Vergleich mit den experimentellen Daten zeigt eine gute Vorhersagequalitat des Modells. Die
Form des BSA-Peaks zeigt leichte Abweichungen zu den Messdaten. Ebenso ist der berechnete CYC-
Peak deutlich schmaler als der experimentelle. Der relativ breite und niedrige experimentelle CYC-
Peak mit einem leichten Tailing-Verhalten stellt eine Abweichung von allen anderen Versuchen dar.
Die ist auf die Verwendung von Protein eines anderen Herstellers zuriickzufiihren. Dieses Material
weist vermutlich verschiedene Varianten des Proteins auf, beispielsweise Dimere. Wie bei BSA wiirde
dies das Auftreten des breiteren Peaks erklaren. Dieses Verhalten trat bei der Modellkalibrierung
nicht auf und kann daher in dem Modell nicht bericksichtigt werden. Da die Retentionszeit sehr gut
mit dem Modell Gbereinstimmt wird die Simulation als Erfolg betrachtet. Des Weiteren beeinflusst
die erhohte Peak-Breite nicht die mogliche Produkt Fraktionierung, welche durch den LYZ-Peak
bestimmt wird.

Die Prozessparameter mit einer Gradientenlange von 2,5 CV und einem NaCl-Anteil von 56% werden
hierdurch als gut geeignete Betriebsbedingungen zur Aufreinigung von BSA bestatigt. Hiermit wird
die fiinfte Arbeitshypothese, dass die Verwendung von Salzmischungen grolRe Vorteile fir die
chromatographische Proteintrennung beinhalten kann, bestétigt (siehe Kapitel 1.1).

LYZ als Produkt

Die Validierung der Prozessparameter zur Aufreinigung von LYZ ist in Abbildung 7.8 zu sehen. Es lasst
sich erkennen, dass LYZ an diesem Betriebspunkt als erste Komponente eluiert. Der gesamte LYZ-
Peak kann unter Einhaltung der Reinheit von 90% in einer Fraktion gesammelt werden. Dabei setzt
sich die Verunreinigung hauptsachlich aus BSA und einem sehr kleinen Teil CYC zusammen. Im
hinteren Teil der gesammelten Fraktion ist die BSA-Konzentration deutlich héher als die LYZ
Konzentration. Durch ein schmaleres Fraktionierungsfenster kénnte daher mit geringen EinbulRen bei
der Ausbeute die Reinheit signifikant gesteigert werden.
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Abbildung 7.8: Validierung des ausgewdhlten Betriebspunkts fiir die Aufreinigung von LYZ. In I) ist die
Fraktionierung des simulierten Chromatogramms dargestellt und in II) der Vergleich mit den experimentellen
Daten. Die betrachtete Gradientenlédnge betrdgt 15 CV und der NaCl-Anteil 0%.

Die Prozessparameter mit einer Gradientenlange von 15 CV bei reinem (NH,4),SO4 wurden bereits zur
Kalibrierung des Modells verwendet (siehe Kapitel 6). Der Vergleich mit den experimentellen Daten
zeigt, dass der modellierte BSA-Peak Abweichungen in der Peak-Form und auch in der Position des
Peak-Maximums aufweist. Die fiir die Fraktionierung entscheidende Vorderseite des Peaks stimmt
allerdings gut mit den experimentellen Daten (iberein. Die Peak-Breite von LYZ und CYC wird in der
Simulation etwas unterschatzt, wahrend die Retentionszeit prazise berechnet wird. Die
experimentellen Daten bestadtigen somit die Modellierung und zeigen ebenfalls die gute Trennung
von LYZ von den anderen beiden Proteinen. Die optimale Trennung von LYZ erfolgt somit mit reinem
(NH4)2S04 und wird durch die Verwendung von Salzmischungen nicht verbessert.

CYC als Produkt

Abbildung 7.9 zeigt die Ergebnisse der Validierung des ausgewahlten Betriebspunkts fir die
Aufreinigung von CYC. CYC ist die am spatesten eluierende Komponente, wobei sich der Peak leicht
mit den Auslaufern der anderen Peaks Gberschneidet. Der gesamte CYC-Peak kann unter Einhaltung

der Reinheitsbedingung von 90% in einer Fraktion gesammelt werden, wobei es zu geringen
Verunreinigungen durch sowohl BSA als auch LYZ kommt.

Die Prozessparameter mit einer Gradientenldange von 5 CV bei reinem NaCl-Anteil von 80% wurden
bereits zur Kalibrierung des Modells verwendet (siehe Kapitel 6). Die simulierten Chromatogramme
von LYZ und CYC stimmen sehr gut mit den experimentellen Daten Uberein. Flir BSA sind leichte
Abweichungen im Verlauf der Peak-Vorderseite sowie in der Peak-Hohe zu sehen. Die
experimentellen Daten bestatigen die gute Aufreinigung von CYC am betrachteten Betriebspunkt.
Wadhrend dieser Prozess eine Salzmischung verwendet, zeigt CYC eine dhnlich effiziente Trennung
auch bei reinem NaCl. Fir die erreichbare Trennqualitdt oder Prozesszeit bringt die Verwendung von
Salzmischungen fir die Trennung von CYC von BSA und LYZ also keinen signifikanten Vorteil.
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Abbildung 7.9: Validierung des ausgewdhlten Betriebspunkts fiir die Aufreinigung von CYC. In 1) ist die
Fraktionierung des simulierten Chromatogramms dargestellt und in II) der Vergleich mit den experimentellen
Daten. Die betrachtete Gradientenlénge betrdgt 5 CV und der NaCl-Anteil 80%.

7.3 Aufreinigung mehrerer Zielkomponenten

Im Folgenden wird nicht mehr ein einzelnes Protein als Produkt betrachtet, sondern alle drei
Proteine sollen in einem einzelnen Prozess voneinander getrennt werden. Dabei ist die geforderte
Reinheit fiir jedes Protein weiterhin 90%.

7.3.1 Berechnung von Ausbeuten

Die Gesamt-Ausbeute des Prozesses ist fiir die untersuchten Gradientenlangen und
Salzzusammensetzungen in Abbildung 7.10 dargestellt. Es ldsst sich erkennen, dass an den meisten
untersuchten Betriebsbedingungen die kombinierte Ausbeute 0 betragt. Hohe Ausbeuten werden
lediglich in einem schmalen Bereich bei langen Gradienten und im Umfeld eines NaCl-Anteils von
etwa 35% erreicht, wobei die maximale Ausbeute 85% betragt. Ein weiterer sehr kleiner Bereich mit
mittleren Ausbeuten ist bei langen Gradienten und einem NaCl-Anteil von 100% zu erkennen. Die
vorgeschlagenen Prozessparameter fiir die zeitgleiche Aufreinigung von BSA, LYZ und CYC sind eine
Gradientenldange von 25 CV und ein NaCl-Anteil von 35%. Unter diesen Bedingungen wird die
maximale Gesamtausbeute erreicht. Der entsprechende Punkt ist in Abbildung 7.10 durch den Punkt
V markiert. Das Retentionsverhalten an diesem Betriebspunkt wird in Kapitel 7.3.2 ndher
beschrieben.

Der grolSe Bereich mit einer Ausbeute von 0O fiir die kombinierte Aufreinigung der verschiedenen
Proteine folgt aus den Verlaufen der Ausbeuten fiir LYZ und CYC (siehe Abbildung 7.3 und Abbildung
7.5). Da die kombinierte Fraktionierung von Cadet-Process nur berechnet werden kann, wenn jede
Zielkomponente auch in der vorgegebenen Reinheit gesammelt werden kann, fihrt eine Ausbeute
von O flr ein einzelnes Protein als Produkt auch zu einer Ausbeute von O firr die kombinierte
Aufreinigung. Die Flache mit einer Ausbeute von 0 in Abbildung 7.10 stellt daher die Kombination der
Flachen mit einer Ausbeute von 0 von LYZ und CYC dar, da fir BSA die Ausbeute an keinem
Betriebspunkt auf O fallt.

Der schmale Streifen mit hohen Ausbeuten fiir die kombinierte Aufreinigung wird aus den Bereichen
gebildet, in denen sowohl LYZ als auch CYC mit hohen oder mittleren Ausbeuten gesammelt werden
kénnen. Die Ausbeute von BSA (siehe Abbildung 7.1) weist in diesem Bereich ebenfalls ein lokales
Maximum auf.
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Abbildung 7.10: Kombinierte Gesamt-Ausbeute von BSA, LYZ und CYC liber die Gradientenlénge und die
Salzzusammensetzung. Die Ausbeuten beziehen sich auf eine Reinheit von 90%. Kann mindestens ein Protein
nicht in der geforderten Reinheit fraktioniert werden, wird die Gesamt-Ausbeute des Prozesses auf O gesetzt.
Punkt V beschreibt den vorgeschlagenen Betriebspunkt zur kombinierten Protein Aufreinigung.

Die Fraktionierungsfenster konnen sich fir die kombinierte Aufreinigung zwar im Vergleich zu den
Aufreinigungen der einzelnen Produkte verschieben, der grundsatzliche Trend, ob eine Komponente
in ausreichender Reinheit von den anderen Proteinen getrennt wird, bleibt aber erhalten. Der kleine
Bereich von mittleren Ausbeuten bei hohen NaCl-Anteilen und langen Gradienten geht auf das
analoge Phanomen fiir die LYZ-Aufreinigung zurlick. Der Verlauf der Ausbeuten bestatigt, dass fiir das
Proteinsystem BSA, LYZ und CYC die Verwendung von Salzmischungen vorteilhaft fir die Trennung
der Komponenten ist.

7.3.2 Validierung der Prozessparameter

Die Validierung des Prozesses am ausgewahlten Betriebspunkt ist in Abbildung 7.11 zu sehen. Fir die
Fraktionierung von BSA treten erneut Produkt-Bereiche vor dem erkennbaren Protein-Peak auf.
Diese Phanomene wurden bereits in Kapitel 7.2 diskutiert. Der BSA-Peak liegt bei der Modellierung
mittig zwischen LYZ und CYC, wobei es zu einer leichten Uberlagerung der Peaks kommt. Die
Ausbeute an BSA betragt 72%, die an LYZ 91% und die an CYC 89%. Die Fraktionen an LYZ und CYC
enthalten jeweils als gering konzentrierte Verunreinigung BSA, wahrend die BSA-Fraktion geringe
Konzentrationen an LYZ und CYC enthadlt. Als mittlere Komponente geht ein Teil des BSA an der
Vorder- sowie an der Hinterseite des Peaks verloren, wahrend bei LYZ nur ein Teil der Peak-
Hinterseite und bei CYC der Peak-Vorderseite nicht Teil der Produktfraktion ist. Dies fuhrt zu der im
Vergleich mit LYZ und CYC geringeren Ausbeute an BSA.

Der schmale Bereich an Prozessparametern, an dem eine gleichzeitige Trennung der drei Proteine
moglich ist, ldsst sich durch das Zusammenspiel des Gradientenldangen- und des
Salzzusammensetzungs-Einflusses erklaren. Wie in Abbildung 7.11 erkennbar wiirde eine
Verschiebung des BSA-Peaks nach vorne beziehungsweise nach hinten dazu fiihren, dass LYZ oder
CYC nicht mehr erfolgreich fraktioniert werden kénnte.
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Abbildung 7.11: Validierung des ausgewdhlten Betriebspunkts fiir die simultane Aufreinigung von BSA, LYZ und
CYC. In I) ist die Fraktionierung des simulierten Chromatogramms dargestellt und in II) der Vergleich mit den
experimentellen Daten. Die betrachtete Gradientenlénge betrégt 25 CV und der NaCl-Anteil 35%.

Bei kiirzeren Gradienten verschiebt sich der BSA-Peak auf Grund der hohen charakteristischen
Ladung stark nach vorne. Durch die hohe Peak-Breite wiare unter diesen Bedingungen eine
vollstandige Elution von BSA vor LYZ nicht moglich, wodurch sich diese Peaks stark tberschneiden
wirden und LYZ nicht mehr in der erforderlichen Reinheit fraktioniert werden kénnte. Ein héherer
NaCl-Anteil fuhrt im Verhaltnis zu LYZ zu einer friheren Elution von BSA, wahrend ein geringerer
NaCl-Anteil im Verhaltnis zu CYC zu einer spateren Elution flhrt. Dieses proteinspezifische Verhalten
sorgt dafiir, dass die Verwendung von Salzmischungen einen groRen Vorteil fir die gleichzeitige
Trennung des Proteinsystems BSA, LYZ und CYC beinhaltet. Da dieser Effekt vollstandig (iber das
Verhalten von BSA erklart werden kann, ist dieses eine Protein fur den vorteilhaften Einfluss von
Salzmischungen verantwortlich. Die stdrkere Auspragung von hydrophoben Eigenschaften bei BSA im
Vergleich zu den anderen Proteinen kénnte daher fiir die starkere Auspragung des Einflusses von
Salzmischungen verantwortlich sein [116]. Fir eine abschlieBende Beurteilung dieses
Zusammenhangs sowie fiir eine Einschatzung zur Haufigkeit des Auftretens von synergetischen
Effekten in der IEC sind allerdings weitere experimentelle Untersuchungen mit zusatzlichen Proteinen
notwendig. Des Weiteren wird durch diese Untersuchung demonstriert, dass die Bestimmung von
Modellparametern und die Durchfilhrung einer Simulationsstudie zur Generierung von
Prozessverstandnis beitragen kann. So ermoglicht beispielsweise die Betrachtung der Werte der
charakteristischen Ladung, den Einfluss der Gradientenldnge auf die Trennung zu bestimmen und
nachzuvollziehen.

Der Vergleich mit den experimentellen Daten zeigt eine hohe Ubereinstimmung der
Chromatogramme. Die Kalibrierung des Modells erfolgte mit Gradientenldngen bis 15 CV. Die
erfolgreiche Vorhersage des Trennverhaltens fiir eine Gradientenlange von 25 CV und eine nicht bei
der Kalibrierung betrachtete Salzzusammensetzung bestatigt die gute Extrapolierbarkeit und die
breite Anwendbarkeit des entwickelten Modells.

7.4 Fazit

In diesem Kapitel wurde das kalibrierte mechanistische Modell verwendet, um den Einfluss der
Prozessparameter Salzzusammensetzung und Gradientenlange auf die Trennung der Komponenten
BSA, LYZ und CYC zu untersuchen und geeignete Betriebsbedingungen zu identifizieren. Die
Zielreinheit fiir die Produkte betrug 90%. Dabei wurde gezeigt, dass sich die optimalen Bedingungen
je nach Produkt stark unterscheiden. Fiir BSA war eine erfolgreiche Trennung mit einem kurzen
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Gradienten von 2,5 CV bei einem NaCl-Anteil von 56% moglich, wobei eine Ausbeute von 80%
erreicht wurde. Hierbei verbesserte die Verwendung von Salzmischungen das Potential des
Trennprozesses signifikant, was die hohe Bedeutung der proteinspezifischen und synergetischen
Salzeffekte unterstreicht. Fir die Aufreinigung von LYZ bei einer Ausbeute von 100% wurden die
Prozessparameter auf einen NaCl-Anteil von 0% und eine Gradientenlange von 15 CV festgelegt. Fir
dieses Produkt war die Verwendung von Salzmischungen nachteilig gegeniber der Verwendung von
reinem (NH4),S0,. Die Aufreinigung von CYC konnte bei einer Gradientenldange von 5 CV und einem
NaCl-Anteil von 80% mit einer Ausbeute von 100% durchgefiihrt werden. Hierbei war der Einfluss der
Salzzusammensetzung gering, solange der NaCl-Anteil mindestens 35% betrug. Fur die gleichzeitige
Trennung aller drei Proteine mit hoher Ausbeute war die Verwendung von Salzmischungen und
langen Gradienten notwendig. Bei einem NaCl-Anteil von 35% und einer Gradientenldange von 25 CV
betrug die Ausbeute an BSA 72%, an LYZ 91% und an CYC 89%.

Das Retentionsverhalten der Proteine wurde an den ausgewdhlten Betriebspunkten mit
experimentellen Daten validiert. Hierdurch wurde die Fahigkeit des Modells erneut bestatigt, fir
beliebige NaCl-Anteil und Gradienten die Chromatogramme der Proteine prazise vorherzusagen. Die
durchgefiihrte Simulationsstudie demonstrierte die Maglichkeit einer signifikanten Verbesserung der
Prozessausbeute durch die Anwendung von Salzmischungen. Es wurde gezeigt, dass je nach Produkt
die Anwendung von Reinsalzen oder von Salzmischungen vorteilhaft ist.

Fiir das in dieser Arbeit verwendete Modellsystem mit den Proteinen BSA, LYZ und CYC zeigte sich
der Einfluss von Salzmischungen vor allem in der Separation von BSA von den anderen beiden
Proteinen, wahrend der Einfluss auf die Trennung von LYZ und CYC gering ausgepragt war. Dies
stellte erneut die Abhangigkeit des Salzeinflusses von der genauen Proteinspezies heraus. Da BSA
Uber eine vergleichsweise hohe Hydrophobizitat verfigt, konnte die Auspragung des Einflusses von
Salzmischungen von den hydrophoben Eigenschaften der Proteine abhdngen. Insgesamt wurde die
flinfte Arbeitshypothese, dass die Verwendung von Salzmischungen zu einer Verbesserung der
chromatographischen Proteintrennung fiihren kann, durch die in diesem Kapitel beschriebenen
Beobachtungen bestétigt (siehe Kapitel 1.1). Somit konnte demonstriert werden, dass die
Bericksichtigung von Salzmischungen bei der Prozessentwicklung zu empfehlen ist, da diese dazu
beitragen kann, die hohen Kosten im Downstream-Prozess von Proteinen durch eine signifikante
Erhéhung der Ausbeute zu reduzieren. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass fiir eine umfassende
Bewertung zur Haufigkeit des Auftretens von synergetischen Effekten in der IEC Daten fiir zusatzliche
Proteine bendtigt werden. Des Weiteren ist zu berlicksichtigen, dass das kalibrierte Modell fiir die
Betrachtung von geringen Proteinbeladungen ausgelegt ist und fiir einen Transfer zu hoheren
Beladungen weitere Untersuchungen benétigt werden.

Die Bestatigung der grundsatzlichen Eignung des verwendeten Modellierungs- und
Kalibrierungsansatzes zur Beschreibung des Salzeinflusses ermoglicht es, diese Einfliisse auch fir
weitere Stoffsysteme modellbasiert zu untersuchen und in Kombination mit anderen
Prozessparametern wie der Gradientenldnge auszuwerten. Der experimentelle Aufwand zur
Untersuchung der verschiedenen Prozessparameter wird hierbei durch die erfolgreiche Modellierung
signifikant reduziert, was in einer giinstigeren und schnelleren Prozessentwicklung resultieren kann.
Des Weiteren fihrt die Betrachtung der erhaltenen Modellparameter und eine Simulationsstudie zu
zusatzlichem Prozessverstindnis, da die Einflisse der verschiedenen Prozessparameter
mathematisch nachvollzogen werden kénnen. Hierdurch stellt der vorgestellte Modellierungsansatz
eine vielversprechende Moglichkeit dar, die Einflisse von Salzmischungen in die Prozessentwicklung
einzubinden und fiir die Auslegung eines effizienten Trennprozesses zu beriicksichtigen.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

8.1 Uberblick tiber die gewonnenen Erkenntnisse

Salze spielen eine entscheidende Rolle im Trennprinzip der IEC. Es gibt bereits einige Untersuchungen
zum Einfluss verschiedener Salzspezies auf das Retentionsverhalten von Proteinen, jedoch wird
hierbei insbesondere das Gegenion untersucht, wahrend das Co-lon oft vernachlassigt wird [11,13—
16]. Die Signifikanz von proteinspezifischen Effekten der Salze ist dabei umstritten [10]. Dariber
hinaus gibt es fir die IEC bisher keine Untersuchungen tiber den Einfluss von Salzmischungen. Des
Weiteren spielt die mechanistische Modellierung von Chromatographie-Prozessen eine zunehmend
wichtige Rolle in der Prozessentwicklung. Hierfir ist eine prazise Parameterbestimmung notwendig,
die die auftretenden Effekte abdeckt.

Diese Dissertationsschrift befasst sich mit dem Einfluss von Salzen und Salzmischungen auf die CEC
von Proteinen, um zusatzliche Erkenntnisse (iber deren Signifikanz und mogliche Rolle in der
Prozessentwicklung zu generieren. Hierzu wurden Modellproteine in LGE-Versuchen bei einem pH-
Wert von 4 betrachtet. Ausgehend von den offenen Forschungsfragen wurden finf
Arbeitshypothesen formuliert, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollten:

Salze haben einen relevanten und proteinspezifischen Einfluss auf die IEC.

Die Wahl des Co-lons ist fiir IEC-Prozesse von grofRer Bedeutung.

Es kdnnen synergetische Effekte bei Salzmischungen in der IEC auftreten.

Der Einfluss von Salzmischungen kann Uber eine passende Parameterbestimmung in der
mechanistischen Modellierung abgebildet werden.

5. Die Trennung von Proteinen kann in der IEC durch die Anwendung von Salzmischungen
verbessert werden.

PwnNPR

In einem ersten Schritt wurde der Einfluss von verschiedenen Kationen und Anionen auf die
Modellproteine BSA, LYZ und ACH untersucht. Hierzu wurde ein geeigneter Ansatz fir den Vergleich
von Retentionszeiten flr ein- und mehrwertige lonen gesucht. Es wurde demonstriert, dass bei einer
konstanten Kationenstéarke kein systematischer Einfluss der resultierenden Anionenstarke und somit
der lonenvalenz auf die Retentionszeit besteht. Fiir die weiteren Versuche wurde daher ein
Hochsalzpuffer mit einer Kationenstarke von 1 M verwendet. Hierbei wurde neben nicht-spezifischen
loneneinflissen auch eine Vielzahl von proteinspezifischen Effekten festgestellt, die einen grofRen
Einfluss auf die Proteintrennung haben. In dem untersuchten System wurde ein starkerer Einfluss der
Anionen auf die Proteinretention und -separation beobachtet, obwohl die Kationen als Gegenionen
direkt an der lonenaustausch-Reaktion beteiligt sind. Fir den Salzeinfluss auf die Retentionszeit
konnte kein klarer Trend in Bezug auf die AnionengréRe oder -ladung sowie die Einordnung der Salze
in die Hofmeister-Reihe festgestellt werden. Hiermit wurde die hohe Bedeutung der Salzauswahl fir
CEC-Prozesse herausgestellt, bei der insbesondere auch das Anion beriicksichtigt werden sollte,
wodurch die erste und zweite Arbeitshypothese bestatigt wurden.

Darauf aufbauend wurde der Einfluss von Salzmischungen auf die Modellproteine BSA und LYZ
untersucht und mit den in der Literatur beschriebenen Effekten von Salzmischungen auf diese
Proteine in der HIC verglichen. Die von Werner und Hasse entwickelte semi-empirische
Modellgleichung zur Beschreibung synergetischer Salzeffekte in der HIC wurde an die Gegebenheiten
der IEC angepasst und auf das lonen-System Na*, NH;*, CI und SO4* angewendet [70]. Die Parameter
der Modellgleichung wurden an experimentellen Retentionszeiten bei verschiedenen
Salzzusammensetzungen gefittet. Daraufhin war die Gleichung in der Lage, die auftretenden Effekte
und Verlaufe der Retentionszeiten quantitativ gut zu beschreiben und die Retentionszeiten fir
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weitere Salzzusammensetzungen vorherzusagen. In den Verldufen der Retentionszeiten Uber die
Salzzusammensetzung liel} sich fiir LYZ ein linearer Zusammenhang zu den einzelnen lonen-Anteilen
erkennen. Fiir BSA traten bei hohen CI" und geringen SO, -Anteilen synergetische Salzeffekte in
Richtung niedriger Retentionszeiten auf. Die Trennung von BSA und LYZ wird durch diese
synergetischen Effekte anders als in der HIC nicht positiv beeinflusst. Die Separation dieser beiden
Proteine lduft am effizientesten bei reinem (NH4).SO; ab. Somit wurde das Auftreten von
synergetischen Salzeffekten fir die CEC nachgewiesen und die dritte Arbeitshypothese bestatigt. Die
Auspragung dieser Effekte fallt fiir das verwendete Stoffsystem jedoch geringer als in der HIC aus. Als
mogliche Ursachen hierfiir wurden zum einen die deutlich héhere Salzkonzentration in der HIC und
zum anderen die Unterschiedliche Gewichtung von hydrophoben Effekten in den beiden
Chromatographie-Arten vermutet: Wahrend in der IEC die Salze durch elektrostatische Krafte direkt
an der Verdrangung der Proteine beteiligt sind und gleichzeitig durch eine Modulation hydrophober
Effekte einen Einfluss auf die Proteinstruktur ausiiben, ist fiir die HIC lediglich der zweitgenannte
Effekt relevant. Das Wirken von synergetischen Effekten iber die Modulation hydrophober Krafte
kénnte somit die starkere Auspragung fir die HIC erklaren.

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der Salzmischungen fiir dasselbe lonen-System auf die
Isothermen-Parameter von BSA und LYZ untersucht. Die semi-empirische Modellgleichung wurde
weiter angepasst, um jeweils die Gleichgewichtskonstante K.q und die charakteristische Ladung v der
SMA-Isotherme in Abhédngigkeit der Salzzusammensetzung zu beschreiben. Fiir K. wurde einer
logarithmische und fir v eine lineare Skala gewahlt. An den Kalibrierungspunkten der
Salzzusammensetzung wurden Keq und v liber die Yamamoto-Methode bestimmt und die Parameter
der Modellgleichungen hieran gefittet. Die resultierenden Verlaufe der Modellparameter der SMA-
Isotherme zeigten teilweise grofle Abweichungen zwischen den Ergebnissen der Yamamoto-Methode
und den Regressionen der Modellgleichungen. Die Parameter-Verldaufe nach der Yamamoto-
Methode waren dabei sehr sprunghaft und folgten keinem klaren Trend. Eine Sensitivitdtsanalyse
ergab, dass die Yamamoto-Methode bei leichten experimentellen Abweichungen zu groRen
Unterschieden in den beiden Modellparametern flihren kann. Diese Unterschiede wirken hierbei fir
Keq und v in gegensatzliche Richtungen, sodass sich die Effekte auf aus diesen Parametern
berechneten Retentionszeiten wieder ausgleichen kdnnen. Die Modellgleichung fiihrte durch die
Regression zu geglatteten Parameter-Verldaufen. Mit diesen Parameter-Verlaufen konnten
Retentionszeit-Verlaufe Gber der Salzzusammensetzung fiir beliebige Gradientenlangen berechnet
werden. Hiermit konnten die experimentellen Retentionszeiten prazise vorhergesagt werden, wobei
sowohl zusatzliche Salzzusammensetzungen als auch zusatzliche Gradientenlangen untersucht
wurden, die nicht an der Kalibrierung der Modellgleichung beteiligt waren. Die Bestimmung der
Parameter fiir log Keq und v mit der angepassten Modellgleichung aus den Datenpunkten der
Yamamoto-Methode war somit erfolgreich. Dieser Ansatz fuhrt zu einer Funktion, der die
Modellparameter Keq und v von BSA und LYZ in Abhadngigkeit der lonen-Anteile des Systems Na*, NH.",
ClI und SO4* beschreibt. Die synergetischen Effekte der Mischungen aus Cl" und SOs*-lonen auf BSA
lassen sich ebenfalls in den Parameter-Verldaufen beobachten.

AnschlieBend wurde unter Verwendung der CADET-Toolbox ein mechanistisches Modell auf Basis des
Transport-Dispersive Modells entwickelt und kalibriert, dass das Retentionsverhalten der Proteine
BSA, LYZ und CYC in LGE-Versuchen mit Mischungen aus NaCl und (NH4),SO4 berechnen soll. Die
Anlagen- und Sauleneigenschaften wurden in einem sequenziellen Verfahren bestimmt. Von den
Modellparametern der Proteine wurde die charakteristische Ladung v aus der Regression der
Yamamoto-Methode libernommen. Eine Voruntersuchung ergab, dass die Adsorption im Modell als
Gleichgewicht betrachtet werden kann. Die Gleichgewichtskonstante Keq und der effektive
Filmdiffusionskoeffizient ke wurden durch ein inverses Fitting an jeweils vier LGE-Versuche an sechs
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Salzzusammensetzungen bestimmt. Die resultierenden kes-Werte lagen fiir ein Protein jeweils in
derselben GréRenordnung und wurden fiir das kalibrierte Modell gemittelt. Mit den erhaltenen sechs
log Keg-Werten pro Protein wurde eine weitere quadratische Regression durchgefiihrt, um Keq im
kalibrierten Modell als Funktion der Salzzusammensetzung ausdriicken zu kénnen. Das kalibrierte
Simulationstool war in der Lage, die Chromatogramme von LGE-Versuchen auch fiir zusatzliche
Salzzusammensetzungen und Gradientenlangen der Proteine BSA, LYZ und CYC prazise
vorherzusagen. Uber den verwendeten Ansatz zur Parameterbestimmung konnte somit der Einfluss
von Salzmischungen auf die CEC von Proteinen erfolgreich in einem mechanistischen Modell
abgebildet werden, wodurch die vierte Arbeitshypothese bestatigt wurde.

Dieses kalibrierte Simulationstool wurde daraufhin verwendet, um die Proteintrennung von BSA, LYZ
und CYC fir verschiedene Salzzusammensetzungen und Gradientenlangen von LGE-Versuchen
detailliert zu untersuchen. Hierzu wurde die Ausbeute bei einer Reinheit von 90% betrachtet. Die
berechneten Chromatogramme wurden an den ermittelten Betriebspunkten erfolgreich mit
experimentellen Daten validiert. Die proteinspezifischen Effekte zeigten einen groRen Einfluss auf
das Trennverhalten. So fiihrte ein hoher NaCl-Anteil zu einer guten Trennung von BSA und CYC,
wahrend ein hoher (NH4),SOs-Anteil zu einer guten Trennung zwischen BSA und LYZ fiihrte. Des
Weiteren verdanderte sich die Retentionszeit von BSA auf Grund seiner hohen charakteristischen
Ladung besonders stark mit der Gradientenldnge. Je nach Produkt ergaben sich hieraus andere
geeignete Prozessparameter fiir den Trennprozess. Fir LYZ fihrte die Verwendung von reinem
(NH4)2SO4 zu den kirzesten Prozesszeiten fiir eine Ausbeute von 100%. Hierbei konnte eine
Gradientenlange von 15 CV verwendet werden. Fiir CYC konnte jeder NaCl-Anteil von lber 35% fir
eine effektive Trennung eingesetzt werden. Hierbei wirkte sich die Verwendung von reinem NaCl im
Vergleich zu entsprechenden Mischungen mit (NH4);SO, weder positiv noch negativ auf die
Prozesszeit aus. Bei einer Gradientenlange von 5 CV lieR sich an diesen Salzzusammensetzungen eine
Ausbeute von 100% erreichen. BSA konnte bei einer Salzmischung mit einem NaCl-Anteil von 56%
mit einem sehr kurzen Gradienten von 2,5 CV mit einer Ausbeute von 80% fraktioniert werden.
Hierbei leisteten die synergetischen Effekte der Salzmischung auf BSA einen entscheidenden Beitrag,
um den Trennprozess signifikant zu verbessern. Bei der Betrachtung alle drei Proteine als Produkte,
die in einem einzelnen Prozessschritt voneinander getrennt werden sollen, stellte sich die
Verwendung von Salzmischungen als notwendig heraus, um hohe Ausbeuten zu erhalten. Die
Kombination der proteinspezifischen Salzeffekte, die entweder zu einer guten Separation von BSA
und LYZ oder BSA und CYC fiihrten, ermoglichte eine effiziente Trennung in einem Prozessschritt. An
dem ermittelten Betriebspunkt mit einem NaCl-Anteil von 35% und einer Gradientenlange von 25 CV
betrug die Gesamt-Ausbeute 85%.

Somit wurde anhand eines Beispielsystems demonstriert, dass proteinspezifische und synergetische
Salzeffekte das Potential haben, die CEC-Prozesse von Proteinen signifikant zu verbessern, wodurch
die flinfte Arbeitshypothese bestatigt wurde. Die synergetischen Mischungseffekte zeigten in dem
verwendeten Stoffsystem lediglich auf BSA einen fir die Separation relevanten Einfluss, sodass tber
die Haufigkeit des Auftretens von synergetischen Effekten noch keine abschlieBende
Schlussfolgerung gezogen werden konnte.

Durch die Bestatigung der fiinf Arbeitshypothesen konnte in dieser Arbeit dargelegt werden, dass
verschiedenen Gegen- und Co-lonen sowie Salzmischungen in der Entwicklung von CEC-Prozessen zur
Proteintrennung berlicksichtigt werden sollten. Die Kombination von Yamamoto-Methode und
inversem Fitting stellt hierbei einen vielversprechenden Ansatz zur Parameterbestimmung dar, um
die Salzeffekte fiir die mechanistische Modellierung zu berticksichtigen.
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8.2 Ansatze fir weiterfiihrende Forschung

Aufbauend auf den in dieser Arbeit herausgestellten Einflliissen der Salzspezies auf die CEC von
Proteinen bieten sich einige Aspekte fiir zukinftige Untersuchungen an. Die experimentelle Basis
konnte durch die Betrachtung zusatzlicher Proteine und Salze erweitert werden. Hierbei kdnnte
versucht werden, die auftretenden Effekte mit Eigenschaften der Proteine zu korrelieren,
beispielsweise Proteinklasse, Form oder Hydrophobizitdt. Hierdurch koénnten fir neue
Trennaufgaben auf Grundlage der Eigenschaften der beteiligten Proteine geeignete Salze zur
ndaheren Untersuchung fir den Trennprozess ausgewahlt werden. Des Weiteren kénnte untersucht
werden, ob das Sdulenmaterial und der pH-Wert einen Einfluss auf die proteinspezifischen Effekte
haben. Hierdurch koénnten wichtige Erkenntnisse fiir die Prozessentwicklung sowie Uber die
Wirkweise der zu Grunde liegenden Effekte gewonnen werden. Darlber hinaus kdnnten diese
Untersuchungen auch fir die AEC durchgefiihrt und die Einflisse auf die beiden Chromatographie-
Arten verglichen werden. Dies wiirde Verstindnis fir die Wirkweise der Salzeffekte sowie die
Ubertragbarkeit der Beobachtungen zwischen diesen beiden Methoden generieren.

Analog hierzu kénnte auch die experimentelle Basis fiir den Einfluss von Salzmischungen erweitert
werden. Hierbei kdnnten sowohl die Effekte in der AEC sowie zusatzliche Salze, Proteine, Sdulen und
pH-Werte in der CEC untersucht werden. Dies wiirde das Verstandnis zur Haufigkeit und Signifikanz
vom Auftreten der synergetischen Salzeffekte stdrken. Darilber hinaus konnten auch noch
komplexere Mischsysteme aus beispielsweise jeweils drei Anionen und Kationen betrachtet werden.

Das entwickelte Modell mit dem Ansatz zur Parameterbestimmung konnte fiir eine ganzheitliche
Prozessentwicklung erweitert werden. Zum einen bietet es sich an, den pH-Wert als Prozessvariable
mitzubetrachten. Die Isothermen-Parameter wiirden hierbei als Funktion sowohl des pH-Werts als
auch der Salzzusammensetzung beschrieben werden. Zum anderen sollte das Modell fir Systeme mit
hohen Beladungen im nicht-linearen Bereich untersucht werden. Diese Betriebsbereiche sind fiir
kommerzielle Anwendungen von groRer Wichtigkeit. Darauf aufbauend kdnnte die Optimierung der
Betriebsparameter als Schritt in Richtung einer kommerziellen Prozessentwicklung erweitert werden,
indem die Feed-Dauer als Teil der OptimierungsgréRen betrachtet wird. Hierfiir sollte ebenfalls die
Prozessfiihrung fur die Optimierung flexibilisiert werden, um konstante Salzkonzentrationen sowie
Konzentrationsspriinge zu ermoglichen.
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Anhang

A. Mathematische Herleitungen

A.1 SMA-Isotherme fiir mehrere Komponenten

Fiir die Betrachtung von Mehrkomponentensystemen mit der SMA-Isothermen bietet es sich an, eine
Summe Uber alle beteiligten Komponenten zu bilden. Hierbei wird konventionell dem Salz der Index
i=1 zugewiesen [50]. Die anderen Komponenten, zum Beispiel verschiedene Makromolekiile,
erhalten die Indizes i=2 bis i=N. Fir das Salz folgt aus den Definitionen der charakteristischen Ladung
und des Abschirmungsfaktors vi=1 und 01=0. Der Gleichgewichtsfaktor der Komponenten wird auch
immer auf das binadre Gleichgewicht mit dem betrachteten Salz bezogen (siehe Gleichung 2.8), sodass
ebenfalls Keq1=1 fiir das Salz folgt. Die Ladungsbilanz fiir ein Mehrkomponentensystem ist in
Gleichung A.1 dargestellt, wobei fiir g; in diesem Fall nur die frei verfligbare Salzbeladungq;
beriicksichtigt wird [50]:

N
A= Z(Vi + O'i)qi Al
i=1

Diese Gleichung kann auf beiden Seiten mit der Beladung g; einer beliebigen Komponente
multipliziert werden. Durch Division der Gleichung durch den Summen-Term erhalt man:

T (v +0))g;

Das Ersetzen der Beladungen auf der linken Seite der Gleichung mit Hilfe von Gleichung 2.8 fihrt nun
auf Gleichung A.3:

q] A.2

AKeq,jCj (Z:i)vj

. T v; — 4j A3
ic1 (Vi + 0)Keqic (a)

Die charakteristische Ladung ist im Allgemeinen fiir alle bindenden Komponenten mindestens 1.

Daher werden ausgehend von Gleichung A.3 der Zadhler und der Nenner des Bruchs durch (?)
1

dividiert. Fiir das Salz vereinfacht sich der Term hierdurch und wird in Gleichung A.4 aus der Summe
herausgezogen. Dies stellt die Mehrkomponenten-SMA-Isotherme in einer gangigen Schreibweise

dar. [50]

a1\’
AKeq,jCj (a)
— V-1 = q] A4

c1 + XL (Vi + 0)KeqiCi (z—i)
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A.2 Yamamoto-Gleichung in gebrauchlicher Form

Durch Integration von Gleichung 2.53 nach der lonenstdrke erhalten Yamamoto et al. die Gleichung
A.5[92].
Ir
GH (1 )V, f ! di A5
= — & = _— .
Yam = 8 ¢/ Veol KV,i(I) _ ers

0

Fiir die hierbei definierte normalisierte Gradientensteigung GHy.m wird der Faktor g mit dem
gesamten Adsorbens-Volumen inklusive des Poren-Volumens multipliziert, da auch fir die
Betrachtung von Beladungen dieses Volumen als Bezugsvolumen verwendet wird [92,93,133]. Wenn
hingegen das Feststoff-Volumen Vs als Bezugsvolumen verwendet wird, wird GH wie in Gleichung A.6
dargestellt definiert [25,49]. Darliber hinaus kann statt der lonenstdrke die Salzkonzentration
verwendet werden, da diese GroRen fiir ein Salz direkt proportional zueinander sind.

Cs,R

GH = g (1—£) Ve = —— 5 GH —1_£tf ! d A6
=g & COl_l—SC Yam — KV,i(CS)_KV,S Cs .

Cs,0
Die in Gleichung 2.54 dargestellte Definition von Ky, ldsst sich durch Teilen des Zdhlers und Nenners
durch V. in Gleichung A.7 Uberfiihren.
_ Ve,i/Ve — &
1—¢

Vi A7

Das Retentionsvolumen einer Spezies i lasst sich im Bereich geringer Proteinkonzentration mit
Gleichung A.8 ausdriicken [1,48]. Vo, bezeichnet hierbei das Retentionsvolumen eines
porengangigen, nicht bindenden Tracers.

1—stﬁ
& G

VR,i = VO,p + Vo'p A.8

Das Teilen beider Seiten der Gleichung durch V. fiihrt bei Vernachldssigung von Stofftransport-
Effekten zu Gleichung A.9.

VR,i/VC =&+ (1—¢&) % A9

l
Das Einsetzen dieses Ausdrucks in Gleichung A.7 fuhrt zu Gleichung A.10.
g+ (1—g) &_gc

C:
V,i 1 _ SC

Der Verteilungskoeffizient des Salzes Ky s beinhaltet das Retentionsvolumen des Salzes Vs, das dem
Wert Vo, entspricht:

_ VR,S/VC — & & — &

= A1l
Vs 1—¢. 1-—¢.
Die Differenz von Ky, und Ky lasst sich somit wie in Gleichung A.12 dargestellt ausdriicken.
1-g) L
Ko — K =( g, A12
V,i V,s 1— &

Dadurch vereinfacht sich Gleichung A.6 wie in Gleichung A.13 beschrieben.
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Cs,R Cs,R

GH=1_8t f 1 dc, = f (ﬁ>_1dc A.13
1-—&. A1-&)q ° ¢ $ :
Cs,0 (1 — EC) C; Cs0

Der Quotient innerhalb des Integrals kann durch die SMA-Isotherme (Gleichung 2.8) ausgedriickt
werden. Da im Bereich geringer Proteinkonzentration die freie Salzbeladung g5 etwa der Kapazitat
der Saule A entspricht, lasst sich dieser Term wie in Gleichung A.14 beschrieben vereinfachen.

Cs,R Cs,R

(TS Vi -1 . Csvi
GH:] Keq(c_s> decg = f Kquvidcs A14

Cs,0 Cs,0

Die Integration dieses Ausdrucks fuhrt zu Gleichung A.15, die in Kapitel 2.5.1 weiterverwendet wird.

+ +1

vi+l v
_CsRYT T G50t

GH = A.15
Keq AVi (v; + 1)

A.3 Detaillierte Berechnung der Citrat- und Tartrat-Spezieskonzentrationen

Fiir die Berechnung der Konzentrationen der Citrat Spezies-Konzentrationen kann das folgende
Gleichungssystem durch die drei Henderson-Hasselbach-Gleichungen [109] und die Spezies-Bilanz
aufgestellt werden:

C _

pH = pK;; + 10g< A > A.16
CH;A
Cyaz—

pH = pK, + 10g< A > A.17
CH,A-
CA3—

pH = pK3 + log( ) A.18
CHAZ-

Cges = CHuA 1 CH,A~ T CHaz- T Cp3- A.19

Die Gleichungen A.16 bis A.18 kdnnen nun nach der Konzentration der jeweils deprotonierten
Spezies und Gleichung 3.2 nach c,3- umgestellt werden:

CH,A- = Ch,a - 10PH7PKsa A.20
Chaz- = Cp,a- * 10PH7PKs2 A.21
Cp3— = Cyaz-- 10PH-PKs3 A.22
Ca3- = Cges — CH;A — CH,A~ — CHA? A.23

Das Einsetzen von Gleichung A.23 in Gleichung A.22 fihrt zu Gleichung A.24:

Copes — CH3A - CHZA_ = Cypz-- (1 + IOpH_pKS'3) A.24

8

Diese kann nach cyp2- umgeformt und in Gleichung A.21 eingesetzt werden:

Cges — CH;A — CH,A™
1+ 10PH-PKs;3
Wird hier nun ¢y, 4 durch eine umgestellte Gleichung A.20 ersetzt ergibt sich Gleichung A.26:

= Cp,a- - 10PH7PKs2 A.25
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__CHAm
Cges 1OpH_sz,1 CHZA_

_ A.26
1 + 10PH-PKs3 = Cy,a- * 10PHPKs2

Diese Gleichung kann nun nach der gesuchten GrolRe umgestellt werden und fihrt zu der
verwendeten Gleichung 3.3 beziehungsweise Gleichung A.27.

_CH2A_ = (1OPH—sz,2 - 10PH-PKs3 4 1QPH-PKs2 4 10—(pH—sz,1) + 1)—1 A27
c .
ges

. . . . CH,A . .
Dieses Ergebnis kann in Gleichung A.20 als cy,a- =%cges eingesetzt werden, sodass diese
ges

. CH3A
Gleichung nach . 3

C -
aufgelost werden kann. Analog kann mit Gleichung A.21 das Verhaltnis ‘:AZ
ges ges

C -
ermittelt werden, welches wiederum zur Bestimmung von CA—3 in Gleichung A.22 eingesetzt werden
ges

kann. Mit diesen Speziesanteilen kann das fiir die Puffererstellung entscheidende Verhaltnis von

Natrium zu Citrat Molekiilen Na*

- berechent werden. Dazu wird die Anzahl an negativen Ladungen
ges

aller Spezies mit der Anzahl an Natrium-lonen gleichgesetzt:

CNat c
Nl By

Cges Cges Cges Cges Cges

C - Cya2— Cp3-
Ay o THAT L 5. A

A.28

Tabelle A.1: Speziesverteilung, Verhdltnis zur Natrium Konzentration und verwendete pKs-Werte von Citrat und
Tartrat [107].

Molekul GroRe Wert
szll 2,79
pKs,2 4,079
pKs,3 5,275
CH,A
o 0,03179

ges
CH,A~
Citrat o 0,5156
ges
CHAZ—
c 0,4298
ges
CA3—
c 0,02282
ges
CNa+
P 1,44
Cges
pPKs,1 2,705
pKs,2 3,691
CH,A
D 0,01642
Cges
CHA-
Tartrat . 013239
ges
CAZ—
0,6597
Cges
CNa+
1,64
Cges
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Die so erhaltenen Speziesanteile sind zusammen mit den pK;-Werten von DeRobertis et al. und dem
Verhéltnis zur Natrium Konzentration in Tabelle A.1 aufgefiihrt [107]. Fir die Tartrat
Speziesverteilung wurde analog vorgegangen.
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B. Zusatzliche experimentelle Daten

B.1 Retentionsfaktoren von BSA und LYZ mit Salzmischungen

Bindre Salzmischungen
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Abbildung B.1: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen fiir eine Gradientenldnge von
3 CV. Es werden die Daten fiir die Mischungen aus NaCl und NHiCl (a), Na:SOs und (NH4)2504 (b), NaCl und
Na2504 (c), NH4Cl und (NH4)2S04 (d), NaCl und (NH4)2504 (e) sowie aus Na2SO4 und NHaCl (e) gezeigt.
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Die Retentionsfaktoren von BSA und LYZ mit bindren Salzmischungen aus den lonen Na*, NH4*, CI
und SO,> werden in Abbildung B.1 firr eine Gradientenldnge von 3 CV, in Abbildung B.2 fiir eine

Gradientenlange von 5 CV und in Abbildung B.3 fiir eine Gradientenldnge von 10 CV dargestellt.
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Abbildung B.2: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen fiir eine Gradientenldnge von
5 CV. Es werden die Daten fiir die Mischungen aus NaCl und NH4Cl (a), NazSOs und (NH4)2S04 (b), NaCl und
Na2S04 (c), NH4Cl und (NH4)2S04 (d), NaCl und (NH4)2504 (e) sowie aus Na:SO+ und NHaCl (e) gezeigt.
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Abbildung B.3: Retentionsfaktoren von BSA und LYZ fiir bindre Salzmischungen fiir eine Gradientenldnge von
10 CV. Es werden die Daten fiir die Mischungen aus NaCl und NH4Cl (a), Na:SO4 und (NH4)2504 (b), NaCl und
Na2S04 (c), NH4Cl und (NH4)2S04 (d), NaCl und (NH4)2504 (e) sowie aus Na2SO+ und NHaCl (e) gezeigt.

Kalibrierungs- und Validierungsversuche

Die Regressionsebenen mit den Kalibrierungs- und Valideirungsversuchen sind fiir die weiteren
Gradientenlangen in Abbildung B.4 und Abbildung B.5 dargestellt.
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Abbildung B.4: Retentionsfaktoren von a) BSA und b) LYZ bei einer Gradientenldnge von 10 CV in Abhdngigkeit
der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die

Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression durch die Modellgleichung an.
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Abbildung B.5: Retentionsfaktoren von a) BSA und b) LYZ bei einer Gradientenldnge von 5 CV in Abhdngigkeit
der Salzzusammensetzung. Die roten Kugeln stellen die Kalibrierungsversuche und die blauen Tetraeder die

Validierungsversuche dar. Die Ebene zeigt die Regression durch die Modellgleichung an.
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Separationsfaktoren

Die sich aus den regressierten k‘-Werten ergebenen Separationsfaktoren sind fur die weiteren

Gradientenlangen in Abbildung B.6 und Abbildung B.7 dargestellt.
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Abbildung B.6: Separationsfaktoren a von BSA und LYZ bei einer Gradientenldnge von 10 CV in Abhéngigkeit der
Salzzusammensetzung. Die zu Grunde liegenden k’-Werte wurden mit der kalibrierten Modellgleichung

berechnet.
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Abbildung B.7: Separationsfaktoren a von BSA und LYZ bei einer Gradientenlénge von 5 CV in Abhdngigkeit der
Salzzusammensetzung. Die zu Grunde liegenden k‘-Werte wurden mit der kalibrierten Modellgleichung

berechnet.
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B.2 Experimentelle Daten zur Parameterbestimmung

Die zur Berechnung des sterischen Faktors o verwendeten Durchbruchsversuche sind fiir die drei
Proteine BSA, LYZ und CYC in Abbildung B.8 zu sehen.
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Abbildung B.8: Chromatogramme der Durchbruchsversuche fiir die Bestimmung des sterischen Faktors. Es
werden die Ergebnisse von a) BSA, b) LYZ und c) CYC gezeigt.
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C. Weitere berechnete Daten

C.1 Zusatzliche Retentionsfaktoren nach der Yamamoto-Methode

Die mit den regressierten Yamamoto-Parametern und der Yamamoto-Gleichung berechneten

Retentionsfaktoren fiir BSA und LYZ sind flir eine Gardientenldnge von 10 CV in Abbildung C.1 und fir

eine Gradientenlange von 5 CV in Abbildung C.2 dargestellt.

a) BSA

b) LYZ

Abbildung C.1: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten mit den durch die kalibrierte

Modellgleichung erhaltenen Retentionsfaktoren bei einer Gradientenldnge von 10 CV. Die Vorhersagen der

Yamamoto-Methode sind als Ebene dargestellt, die Ergebnisse der direkten Retentionsfaktor-Regression als rote

Kugeln und die Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Ergebnisse fiir a) BSA und b) LYZ gezeigt.



s
o 0o
o 0 00 3 O
A 'O'o'
> 00 O ° > o
L B s O
"’ > ©
s O e O s 5 O
s o % s o O
P o O s o O e
s 00 °%°% % o s 0 0 0 O
L e o e O OOOO\OO

X
8 8 90000 50 20 00 = BYO ©/ O D B B 9 °0 0 *O

® G Qe G e 0 5 W W O O _H o H 5 o0 ¢ 0 *O * O
© 8 560000 0 3 @ @ @ G \G B B O 3 0 ¢ *O
+ 8% 04040 40 3 9 B B O B O W B W 0 +0 + O

|
\\
eots = s s 8 8 0 8 8 6 © 10000 9° 00 O O / . 5070000045 63 5 W @ @ B © W D O *
A -
// * B0 0c0 eh 3 ¢ B B B B A B WD D 3 +O0 O
\

90500035-010-0-0

.o.ooooa-o.a-
Be
% B 4 8 6 ©® 5 e OvA

L
WS 8 6 o w . s o
-O-OO e & o 1000000 000 > 5 & o 00
. ® 8 & 0 s - ® * & >
B & & o B B 8 g
@ & o » % B ae g
o & o 8¢ Bec ge
o o 8t e
- LX)
. T T T T T 0
o I i e o, °. 'S
~
A jopieisuonuSy N JOPBISUoRUS=Y

131

a) BSA

b) LYZ

Abbildung C.2: Vergleich der mit der Yamamoto-Methode berechneten mit den durch die kalibrierte

Yamamoto-Methode sind als Ebene dargestellt, die Ergebnisse der direkten Retentionsfaktor-Regression als rote
Kugeln und die Validierungsversuche als blaue Tetraeder. Es werden die Ergebnisse fiir a) BSA und b) LYZ gezeigt.

Modellgleichung erhaltenen Retentionsfaktoren bei einer Gradientenlinge von 5 CV. Die Vorhersagen der



C.2 Zusatzliche modellierte Chromatogramme

Die modellierten Chromatogramme von BSA, LYZ und CYC sind sowohl fiir den Fall der einzelnen
Modellierung als auch fiir den Fall der Modellierung mit allen Komponenten gleichzeitig in Abbildung
C.3 dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass die Konkurrenz der Proteine um die Bindestellen keinen

Einfluss auf das resultierende Chromatogramm hat. Der Prozess findet somit ausschlieBlich im
linearen Bereich der Isotherme statt.

0.005F BSA kombiniert
--- BSA einzeln

o —— LYZ kombiniert

5 0.004 --- LYZ einzeln
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Abbildung C.3: Vergleich von drei Modellierungen mit einem einzelnen Protein mit einer Modellierung mit drei

Proteinen. Es werden die Parameter der Proteine BSA, LYZ und CYC von NaCl und eine Gradientenldnge von
15 CV verwendet.
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