Dürauer Fragen WS 14/15[bookmark: _GoBack]Zusammenfassung der Fragen von den Folien in den VOs + Prüfungsfragen aus dem Katalog Stand 19.11.15
+Hinweise zu den Rechenbeispielen (nichts durchgerechnet)
Kein Anspruch auf Vollständigkeit

1 Einführung
- Expressionsformen
· Produkt in den Zellen  Zellaufschluss
· Produkt als Einschlusskörperchen (inclusion bodies)  Extraktion  umfalten/oxidieren
· Produkt löslich  Extraktion
· Produkt membranassoziiert  Extraktion
· Produkt im Überstand (ausgeschleust)  Anreicherung (capture)
· Reinigung  Feinreinigung (polishing)  Formulierung
Beispiele: 
· E. coli: Intrazellulär, oft inclusion bodies, S-S-Brücken meist nicht vollständig, keine Glykosylierung
· B. subtilis: Sekretiert Proteine, richtig gefaltet, S-S-Brücken korrekt, GRAS, sekretiert auch Proteasen
· Hefen: GRAS, high Mannose Glykosylierungstyp, intra- als auch extrazelullär
· Aspergilli: Oberflächen-/Submerskultivierung, beides sekretiert, aus Überstand ausgefällt
· Säugetierzellen: Sekretion, komplexe Gykosylierung, viele Wirtszellproteine
2 Grundlagen 
- Prinzipieller Ablauf des DSP
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· Primary recovery (Zellabtrennung, Volumensreduktion) mittels Filtration, Sedimentation, Extraktion, Adsorption
· Capture (Produktisolierung, Volumensreduktion) mittels Extraktion, Adsorption, Ultrafiltration, Präzipitation
· Intermediate purification (Produktreinigung) mittels Chrom, Affinitätsmethoden, Kristallisation, (fraktionelle) Präzipitation
· Polishing (Abtrennung von Flüssikeiten, Überführen in kristalline Form) mittels Kristallisation, Trocknung
· Formulation
· Filling
- Faustregeln des DSP
· Prozesse, die Volums reduzierend sind möglichst früh einsetzen 
· Zuerst die mengenmäßig größte Verunreinigung entfernen 
· Zuerst die leicht entfernbaren Verunreinigungen abtrennen 
· Zuletzt die schwierigsten und teuersten Prozessschritte durchführen 
· Prozesse auswählen, die sich den größten Unterschied an Eigenschaften zwischen Produkt und Verunreinigung zu Nutze machen 
· Prozesse auswählen und aneinanderreihen, die unterschiedliche treibende Kräfte besitzen 
- Abschätzung des Diffusionskoeffizienten einer Substanz 
Stokes-Einstein Gleichung:	
kB	Boltzmannkonstante 1,38x10-23 [J/K]
T 	absolute Temperatur [K]
µ	dyn. Viskosität
R	Partikelradius
Tyn & Gusek, 1990		
Rg	Gyrationsratius (Lichtstreumessungen)
Abhängigkeit vom Molekulargewicht Mr	
Größenordnungen von D (cm2/s) 
10-6-10-5 Ionen, Aminosäuren, Zucker, Peptide 
10-7-10-6 Proteine 
10-9 -10-8 DNA
1. Fick’sches Diffusionsgesetz:  [kg/m²s]
JA	Molenfluss [mol/cm²s]
D	Diffusionskoeffizient [cm²/s]		Widerstand
	Konzentrationsgradient [mol/cm4]		treibende Kraft
- Generelle Formulierung einer Transportgleichung 
Durchfluss = 	Widerstand 	x Gradient der treibenden Kraft
  (Flux)	(coefficient)		(driving force)
Analog für Impulstransport, Stofftransport, Wärmeübergang, Newton’sches Viskositätsgesetz
Rechnungen: Ausbeute u Reinheit, Abschätzung des Diffusionskoeffizienten, Adsorption eines Proteins
3 Zentrifugation
- Was ist Sedimentation? Typen, Relevanz für den DSP
Lat. sedimentum „Bodensatz“ 
Bewegung von Teilchen oder Makromolekülen in einem Kräftefeld (Schwerkraft, Fliehkraft)
Allererster Schritt im DSP
Anwendungen: Zellabtrennung, Abtrennung von Zellbruchstücken, Abtrennung von Inclusion bodies, Abtrennung von Präzipitaten
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	Absetzverhalten
	Beschreibung	
	Anwendung/Vorkommen

	Typ 1 Diskrete Partikel
	· Sedimentation von Partikeln in einer Suspensionmit sehr geringer Konzentration an Feststoff
· Die Partikel setzen sich als einzelne Partikel ab
· Keine signifikante Interaktion zwischend den benachbarten Partikeln
	· Zellsuspension
· Zellen, die auf spezifische Kugeln immobilisiert sind (microcarrier)

	Typ 2 Flockkulation
	Verdünnte Susspensionen, die während des Absetztens zusammenwachsen (koaleszieren). Durch die Koaleszenz nimmt die Masse des Partikels zu und setzt sich rascher ab
	Zellsuspensionen mit einer Konzentration höher als bei Typ 1 und nach Zugabe eines Flockulationsmittels

	Typ 3 Behinderte Sedimentation
	Hochkonzentrierte Suspensionen bei denen die Kräfte zwischen den Partikeln das Absetzten behindern. Die Partikel setzten sich als Ganzes ab.
	Fermentationsbrühen von Hochdichtefermentationen.

	Typ 4 Kompression
	Die Partikel haben bereits eine dreidimensionale Struktur ausgebildet und weiteres Absetzen erfolgt durch Kompression sich weiter absetzender Partikel
	Tritt am Boden von Absetztanks auf



- Beeinflussung der Absinkgeschwindigkeit
Kraftfeld (Schwerkraft – Erdbeschleunigung: g=9,81m/s²; Fliehkraft – Zentrifugalbeschleunigung: az=ω²*R)
Partikeleigenschaften: Masse, Radius, Dichte, Volumen
Flüssigkeitseigenschaften: Dichte, Viskosität
Zentrifugengleichung 	 	
Effektivität steigern durch (für Re < 0,4!)
· +Partikeldurchmesser
· +Drehzahl
· +Dichtedifferenz
· -Viskosität
· +Zentrifugationsdauer
· -Durchflussmenge
- Was ist die G-Zahl, wofür wird sie verwendet? 
	Beschleunigungsfaktor
Ultrazentrifugen 	105 – 106
Röhrenzentrifugen	13 000 – 30 000
Tellerzentrifugen	5 000 – 20 000
Dekanter		1 500 – 4 000
[image: ]- Zentrifugentypen die großtechnisch im DSP Bedeutung haben?
Röhrenzentrifugen:
Vorteile: 
· Ziemlich gleichbleibender Kläreffekt, bis Sedimente Überlaufdurchmesser erreichen
· Einfache Demontage der Trommel
· Bequeme und einfache Reinigung
· hohe G-Zahl
· E. coli-Brühen können gut geklärt werden
Nachteile: 
· geringe äquivalente Klärfläche
· geringer Schlammraum
· nicht kontinuierlich betreibbar
· kein Sterildesign möglich. Der Zentrifugenrotor wird nach dem Ausbauen in einem Autoklaven
· sterilisiert
Tellerseparatoren
Vorteile:
· kontinuierlicher Betrieb möglich
· Hoher Durchsatz
· Arbeiten unter Druck unterbindet Schaumbildung
· Sehr große äquivalente Klärfläche
· Kühlung möglich
· Zum Trennen und Klären verwendbar
Nachteile:
· Schwierige Reinigung
· Geringe Drehzahlen
Becherzentrifugen (Festwinkelrotoren, Ausschwingrotoren)
- Was ist die Äquivalente Klärfläche, wofür wird sie verwendet?
	
	äquivalente Klärfläche [m2] 
Q 	Durchsatz [m³*s-1] 
Ug 	Sedimentationsgeschwindigkeit im Schwerefeld [m/s]
Proportionale Vergleichszahl unterschiedlicher Seperatoren. 
Die Klärfläche eines Separators ist vergleichbar mit der Oberfläche eines Sedimentationsgefäßes, welches notwenig ist um ein Teilchen bestimmter Größe und spezifischen Gewichtes aus einer Flüssigkeit abzuscheiden.
Wichtig für Maßstabsvergrößerung, Wechsel des Zentrifugentyps
G	Beschleunigungsfaktor
A	Wirksame Rotorfläche
Rechnungen: RCF (rel. Zentrifugalbeschl.), Ug und Uc für Bakt., Hindered Settlement, äquivalente Klärfläche, Auslegung eines Tellerseparators
4 Filtration/Membrantrennverfahren
- Definition Membrantrennverfahren, wann im DSP und warum
Mechanische Trennung zweier oder mehrerer Komponenten eines Flüssigkeitsstromes aufgrund ihrer Größe. 
Die Membran wirkt dabei als selektive Grenzschicht. Die Selektivität basiert auf der Porenstruktur der Membran.
Membrantrennungen umfassen die Abtrennung von festen Partikeln (zb Zellen) als auch von gelösten Komponenten (Proteine, DANN, Ionen, etc…) mit unterschiedlicher Größe.
Findet an mehreren Stellen des DSP Anwendung (Zellabtrennung, Bruchstückabtrennung, (Produkt-)Anreicherung)
- Verlauf von Flux und Filterkuchenbildung über die Zeit für Dead End und Cross-Flow Filtration
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Treibende Kraft: Druckdifferenz/-abfall/Konzentrationsgradient, Transmembrandruck
Widerstand: Membranwiderstand R = Widerstand des Filtermediums Rm + Widerstand des Filterkuchens Rc
- wofür Filterhilfsmittel (Vorbelag), Beispiele
[image: ]Chemisch inerte Stoffe, die eine Filtration unterstützen, nicht mit Flockungsmitteln zu verwechseln
Werden eingesetzt, um den eigentlichen Filter oder Filtereinsatz leichter reinigen zu können oder um zu verhindern, dass Feststoffe aus der Suspension den Filter verstopfen oder in das Filtrat geraten.

· Stoffe, welche die Bildung eines Filterkuchens in Suspensionen mit wenigen Feststoffen fördern
· Stoffe, die durch ihre Masse selbst einen feinporigen Filter bilden
· Stoffe, welche einen dickflüssigen oder zu festen Filterkuchen lockern
(wikipedia)
Beispiele: 
· Diatomite (Kieselgel, Kieselerde)
· Perlite (aus vulkanischem Obsidiangestein durch thermische Expansion hergestellt)
· Cellulose
- Konzentrationspolarisation + ihr Einfluss
Ausbildung einer Grenzschicht an der Membran während des Filtrationsvorgangs. Dieses Konzentrationsgefälle wird von Makromolekülen gebildet, die die Membran nicht passieren können. Tritt während einer Filtration Konzentrationspolarisation auf, so macht sich dies durch einen reduzierten Transmembranfluss (Flux) bemerkbar. Dieser Effekt ist reversibel - wird die Membran gewaschen, so kann der ursprüngliche Flux nahezu wiederhergestellt werden. Wird an die Membran ein Querstrom (Cross-Flow-Filtration) angelegt, so minimiert das die Konzentrationspolarisation. (wikipedia)


- Maßnahmen gegen Konzentrationspolarisation und Unterschied zu Fouling
· [image: ]Erzeugung von turbulentem Fluss (Einbauten zur Wirbelbildung, bewegliche Membranen, dünnere Kanäle)
· Höhere Temperatur
· Druck reduzieren
· Reduktion der Feststoffe in Prozesslösung (verdünnen)
· Geringer Konzentrierungsfaktor
Fouling ist die Verschmutzung der Membran beruht auf physikalischer od chemischer Interaktion von Feed-Komponenten mit der Membran (je nach Poren- und Partikeldurchmesser  Adsorption, Deckschicht/Gelschicht, Verblockung). Bewirkt eine Abnahme des Permeatflusses und der Membranselektivität. Vermeidung mit richtiger Wahrl der Porengröße (50 000 MWCO), gebräuchlichste Maßnahme: Rückspülung, chemische Reinigung, Vorbehandlung mit Vollmetallkatalysatoren
- Flux/ Druckkurve für Protein/Wasser, optimaler Bereich
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[image: ]- Micro-, Ultra- und Diafiltration (+ Anwendung)
Mikrofiltration: >0,1µm (Pollen, Stärke, Blutzellen, Bakterien, Latexpartikel)
Ultrafiltration: <0,1µm (Albumin, Pepsin, Vitamin B12)
Treibende Kraft: Druckdifferenz/-abfall 
[image: ]Batch Modus: ohne Pufferzufuhr, nur Aufkonzentrierung
Diafiltration: Zufuhr von Puffer/Wasser für den Austausch  von niedermolekularen Substanzen, Abtrennung niedermolekularer Substanzen als Folge einer Druckdifferenz bei gleichzeitiger Zugabe von reinem Lösungsmittel
[image: ]Betriebsarten: 	diskontinuierlich (mit sequentieller Verdünnung/mit vorangegangener  Aufkonzentrierung/mit Teilrückführung/vollst. Rückführung (Bild))
Semikontinuierlich (Vp = V3)
Koninuierlich (permanenter Zulauf und Entnahme des Retentats)


- Berechnung: MWCO für die Abtrennung niedermolekularer Substanzen (Faustregel, Bsp.), Auslegung, Ausbeuten, Pufferverbrauch der Diafiltration
Rechnungen: Dimensionierung eines Filtrationsprozesses, Batch Filtration, CutOff Abschätzung, Aufkonzentrierung im batch Modus, Entsalzung einer Proteinlösung mittels Diafiltration

5 Zellaufschluss
- Welche Methoden, Mechanismus beschreiben, Vor- und Nachtteile, Beispiele. Welche Methode für Zellaufschluss von 100 L Sacch. cer oder 100 mL E coli und warum?
Osmotischer Schock (physikalisch)
Zellen werden in einer Lösung mit hohem osmotischem Druck equilibriert z.B. in 1 M Saccharose-Lösung
Anschließend wird mit Wasser rasch verdünnt, Wasser dringt in das Innere der Zelle, erhöht den Druck und bringt die Zellwand zum Platzen
Verwendung: tierische Zellen, Ausschleusen von Produkten aus E. coli ohne Zellaufschluss
Nachteil: nur für geschwächte Zellen oder in Kombination, nur in kleinem Maßstab, weil schwer kontrollierbar und kostenintensiv
Termolyse (physikalisch)
A Einfrieren der Zellen: Suspension langsam einfrieren und wieder auftauen, Eiskristalle erhöhen den Druck in der Zelle und bewirken ein Aufplatzen der Zellmembran; Prozess setzt sehr präzise Temperatursteuerung voraus
B Erhitzen der Zellen: 50-55°C: Zerstörung der äußeren Membran  Freisetzung des periplasm. Raums
90°C: cytoplasmatische Proteine aus E. coli
 große leicht abtrennbare Zellbruchstücke; nicht für lbs
Vorteile: gleichzeitige Abtötung des Wirtsorganismus und Proteasedeaktivierung
Anwendung: thermostabiles Produkt
Nachteil: stark vom Zustand der Zelle abhängig
Antibiotika (chemisch)
A β-Lactam Klasse (zb Penicilline, Cephalosporine, Carpabeneme)
	greifen in die Peptidoglycansynthese ein oder werden über Penicillin bildende Proteine inkorporiert, ohne diese Zellwand platzen die Zellen auf
	vor allem für gram-negative Bakterien wie E. coli
B Polymyxine
Zerstören die Phospholipidschicht durch Interaktion über ihren hydrophoben Rest
Nachteil: nicht für den großen Maßstab geeignet, hohe Kosten, Effizienz sehr stark von der Wachstumsphase abhängig, nicht für E. coli in der stationären Phase geeignet
Chelatbildner (chemisch)
Zerstören die äußere Membran durch Komplexbildung mit bivalenten Ionen Mg2+, Ca2+, die Lipopolysaccharide vernetzen
	Gut zum Freisetzen von periplasmatischem Protein geeignet
Temperaturunabhängig, aber sehr stammspezifisch und pufferabhängig, schlecht in HEPES und Phospatpuffer, gut in TRIS
Nachteil: alleine nicht effizient genug zur Freisetzung cytoplasmatischer Proteine, gut in Kombination einsetzbar
Chaotrope (chemisch)
Brechen Wasserstoffbrücken zwischen Wassermolekülen auf, schwächen daher die hydrophoben Effekte und lösen hydrophobe Membranproteine auf
Guanidinium, Harnstoff, Ethanol – am besten in Kombination mit nicht-ionischen Detergention wie Triton – X100
Nachteil: nicht im großen Maßstab, hohe Konzentrationen notwendig, sehr teuer, Entsorgungsprobleme
Detergentien (chemisch)
	Sind amphipatisch (haben eine hydrophobe und eine hydrophile Region)
	Regieren mit Lipiden der Zellmembran und mit Wasser
	Anionische Det. zb SDS (Sodiumdodecylsulfat), Salze von Fettsäuren – nur bei hohen pH aktiv
	Kationische Det. zb Tetraalkylammoniumsalz
	Nichtionische Det. zb Triton X-100, Brij, Tween 20, Octyl-β-glucosid – sehr schonend
´	Vorteil: können sehr spezifisch Membranproteine oder membran-assoziierte Proteine herauslösen
Nachteil: alleine nur in hohen Konzentrationen wirksam, hohe Kosten, erschwerter Reinigungsprozess
Lösungsmittel (chemisch)
Unpolare Lösungsmittel lösen hydrophobe Bestandteile aus der inneren Zellmembran von zb E.coli und lassen die äußere Zellwand unbeschädigt
	Toluol: stark temperatur- und konzentrationsabhängig, für Protein- und RNA-Extraktion, proteinspezifisch
Chloroform: Extraktion von periplasmatischem Protein aus gramnegativen Bakterien
Aceton: Extraktion von cytoplasmatischen Protein aus grampositiven Bakterien
Nachteil: nicht für großtechnische Anwendung, geringe Ausbeute, oft toxisch, Entsorgunsproblematik
Alkalische Lyse (chemisch
	Einfach, kostengünstig
	Basiert auf Verseifung der Lipidbausteine der Zellwand
	Harsch
	Nicht für die Isolierung von Proteinen
Biologische Methoden
Autolyse: beruht auf der Produktion von zelleigenen Enzymen der Wirtszelle, die die Lyse bewirken – kann/muss induziert werden zb Temperatur/pH-shifts, Zugabe von LM
	für Hefen erfolgreich, für E.coli weniger gut (nicht großtechnisch)
Lyse mit Phagen: E.coli mit Bacteriophagen, nicht großtechnisch umsetzbar
Lyse durch Fremdproteine: Lysozym
Mechanische Methoden (Rührwerkskugelmühle, Hochdruckhomogenisator, Ultraschall, Microfludizer)
	Druck- und Scherbeanspruchung (zw. Mind. 2 Flächen)
	Prallbeanspruchung (an einer Fläche)
	Beanspruchung durch das umgebende Medium (ohne Kontakt zu Feststoffoberflächen)
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[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c6/Prinzip_Ruehrwerkskugelmuehle.png]- Rührwerkskugelmühle (skizzieren, für welche Zellen gut geeignet, für welche eher nicht)
Rührwerk aus Scheiben oder Stiften
Mahlraum zu 80-90% mit Mahlkugeln gefüllt
· Aufschlussgrad steigt mit zunehmendem Füllgrad
· Zu hoher Füllgrad führt zu Verpressungen im Mühlraum
· Zu niedriger Füllgrad führt zu Entmischungen
Eignung: Hefen (Sac. Cerevisiae) > Schleimbakterien (Brevibakterium ammoniagenes) > E. coli > Aspergilli > Algen

- Prinzip der Hochdruckhomogenisation (erklären, Skizze, Vor- und Nachteile, AnwendungsBsp). Was ist Kavitation? Welche Mechanismen werden für den ZA durch Kavitation verantwortlich gemacht? Wichtige Einflussfaktoren auf den Aufschlussgrad. Wovon ist die Aufschlusskinetik bei der Hochdruckhomogenisation abhängig?
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· Hochdruckhomogenisatoren eignen sich hervorragend für Aufschluss von MO. Schleimige und besonders elatische MO (Brevibakterien) werden schlecht aufgeschlossen
· Starre MO wie E.coli werden sehr gut homogenisiert
· Besteht im Wesentlichen aus Hochdruckpumpe, Homogenisierventil, Wärmetauscher
· Lösung wird mit hoher Geschwindigkeit (300 m/s) über ein Ventil gepresst
Einflussparameter auf den Zellaufschluss
· Biotrockenmassekonzentration des Zulaufs (von 3,5% - 24% kein Einfluss)
· Zulauftemperatur (wenig Einfluss)
· Osmotische Effekte (hoher Einfluss. 50% Aufschlussgrad mit 3% NaCl im Vgl. zu Wasser)
· pH-Wert (geringer Einfluss, kann zur chem. Lyse der Zellen führen und unterstützen; Achtung: Hydrolyse d. Produktes)
· Viskosität (kein wesentlicher Einfluss)
· Vorbehandlung (sinnvoll wenn durch einmalige Beanspruchung keine zufriedenstellenden Aufschlussgrade erzielt werden)
Aufschlussgrad ist eine Funktion der Anzahl der Passagen N, des Druckes P und der Konzentration der Zellen Z (g/L)
Kavitation („Blasenbildung“ inkl. Wachstum und Zusammenbruch)
· Hydrodynamisch: durch Druckdifferenz in bewegten fluiden Medien (zb Hochdruckhomogenisator)
· Akustisch: durch Schallwellen (zb Ultraschall)
· Optisch: Einwirkung von Laserlicht
· Partikulär: Beschuss eines Fluids mit Elementarteilchen
- Wie ist der Aufschlussgrad definiert? Nennen sie Methoden zur Bestimmung des Aufschlussgrads einer Methode
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A	Aufschlussgrad (R/Rm)
R 	freigesetztes Protein zu best. Zeitpunkt
	Rm	max. freisetzbares Protein
k	Reaktionskonstante
N	Anzahl der Passagen
P	Druck
α, β	empirische Parameter

Methoden zur Bestimmung
· Direkt (Bestimmung der Anzahl der zerstörten Zellen)
· Färbemethoden: für intakte Zellen und mikroskopische Beurteilung (zb Methylenblau, Gramfärbung)
· Zellausstrich: auf Nährböden – Koch’sche Verdünnungsreihe
Ersten beiden zeitaufwändig, quantitative Aussage schwierig
· Färbemethoden: in Kombination mit automatischer Zellzählung (Cytometer)
· Bestimmung der Partikelgrößenverteilung mittels analytischer Zentifugen (nicht für Hefezellen)
· Indirekt (Bestimmung von Produkt, Gesamtprotein oder Markerproteinen, die in den Überstand freigesetzt wurden
· Gesamtproteinbestimmung mittels BCA, Brandford oder Lowry Assay
· Gesamtproteinbestimmung mit Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl
· Bestimmung von spezifischen Enzymen/Produkt

R	Anteil an freigesetztem Protein
C0	Proteinkonzentration vor Zellaufschluss
Ch	Proteinkonzentration nach Zellaufschluss
Cm	maximale Proteinkonzentration


- Welche Maßnahmen zur Erhaltung der biologischen Aktivität während des Zellaufschlusses setzen?
Temperatur, verlangsamt biologische und chemische Abbauvorgänge 
auf Eis 
auf Trockeneis 
in flüssigem N2 
Stabilisierungsmittel 
Glyzerin und andere Polyole 
Substrat stabilisiert Enzym 
Ligand stabilisiert Rezeptor 
Gezielte Inhibierung der enzymatischen Abbauvorgänge, durch Zugabe von Inhibitoren 
proteolytische Enzyme 
glykolytische Enzyme 
DNAsen 
RNAsen
6 Extraktion
- Definition und Physikalische Grundlagen der fl.-fl.-Extraktion -Vor und Nachteile für die Isolierung und Reinigung von Proteinen. Skizzieren und benennen Sie die Phasen
Prozess, in dem zwei Phasen zu dem Zweck miteinander in Kontakt gebracht werden, gelöste Substanzen oder Partikel von einer in die andere Phase zu transferieren
Extraktionskoeffizient 
y	Konzentration im Extrakt (leichte Phase)
x	Konzentration im Raffinat (schwere Phase)
Maß für die Verteilung eines Stoffes auf zwei verschiedene Phasen im Gleichgewichtszustand
abhängig von Größe des Moleküls, pH, Art der Lösungsmittel, Temperatur, Konzentration von Polymeren / Salzen in den Phasen
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Einflussfaktoren auf Trennung von Proteinen in ATPS:
· Hydrophobizität
· MW
· pH – Ladung
· Konzentration
· MW / Größe und Konzentration des Polymers
· Phasenzusammensetzung
· Salz Effekte
· Affinitätsliganden an Polymeren
 Vorhersagen für die Auftrennung von Proteinen sehr schwierig


- Systeme, die als ATPS (aeqous two phase system) eingesetzt werden nennen. Vor- und Nachteile? 
· Zwei wasserlösliche Polymere
kostenintensiv  nur für hochpreisige Produkte
· Ein Polymer und ein Salz in Wasser über der kritischen Konzentration
weniger kostenintensiv, viel Information & Erfahrungswerte
zb PEG – Phosphat, PEG – Sulfat, PEG - Citrat
· Eine ionische Flüssigkeit und ein Salz über der krit. Konzentration
· Ein niedermolekularer Alkohol und ein Salz über der krit. Konzentration
Vorraussetzung: beide Phasen nicht mischbar
Vorteile:
· Milde, nicht denaturierende Bedingungen für Proteinextraktion möglich
· Geringe Interphasenspannung – geringe Scherkräfte
· Hoher Wasseranteil in der Extraktionsphase (70-80%) – nicht brennbar, nicht giftig, umweltverträglich
· Niedriger Energieverbrauch
· Recycle-bare Puffersysteme
· Volumensreduktion
· Prozessintegration durch Kombination mit anderen Methoden möglich
· Einfache Scale-up Parameter
· Kontinuierliche Durchführung möglich
Nachteile
· Niedrige Selektivität / Kapazitäten / Ausbeuten
· Komplizierte Pufferzusammensetzung / heikle Gleichgewichte
· Teure Komponenten – Recycling möglich
· Abtrennbarkeit von Phasenkomponenten (Polymeren) und Produkt schwierig
· Schwierigkeiten im scale-up durch Korrosion und Anderung der Systemparameter
· Präzipitation der Proteine
· Exakte Mechanismen für Verteilung eines Proteins nicht vollständig verstanden
- Wann und warum ist die Extraktion im Aufreinigungsprozess einzusetzen? 
Früh weil
· Vor high resolution steps wie Chromatographi
· Volumensreduktion
· Separation von hochkonzentrierten Verunreinigungen wie Zellen/Zellbruchstücken
- Skizzieren Sie ein Phasendiagramm einer beliebigen ATPS! Was können Sie daraus ableiten? 
[image: ]
Kurve TCB	binodale Kurve
T		Zusammensetzung in der Top phase (Extraktphase)
B		Zusammensetzung in der bottom phase (Raffinatphase)
M		overall system composition
C		kritischer Punkt


- Wichtigste Systemparameter eines ATPS, nach welchen Kriterien ausgewählt?
· pH Wert
muss oberhalb des pI des Produktes liegen – Bindung zwischen negativ geladenen Produkt  PEG
· Salzphase
Löslichkeit und Stabilität der Salze abhängig von pH
Volumsverhältnis der Phasen VR
Sollte etwa 1 sein
· Polymer Molekulargewicht
Auswahl abhängig von MW und Hydrophobizität des Produktes
- Anwendungsbeispiele des MAB verglichen zu konventionellen Methoden ???
7 Präzipitation 
- Definieren Sie Präzipitation 
Ausfällen des Produktes aus einer Lösung in Form eines Feststoffes
- Wann ist die Präzipitation im Prozess einzusetzen, und warum? 
Früh, günstig, einfache Geräte, kontinuierlich möglich, Reinigung und/oder Volumensreduktion
- Beeinflussung des Präzipitationsverhaltens durch Größe und pI?
Isoelektrische Präzipitation: 
•Die Löslichkeit eines Proteins hängt nicht nur von der Zusammensetzung des Elektrolyten und der Ionenstärke, sondern auch vom pH-Wert des Puffers ab. 
•In der Nähe des isoelektrischen Punktes (IEP) sind Proteine am wenigsten löslich. Das Protein weist kaum Ladungen auf. 
•Es existiert eine Reihe von Proteinen, die bei niederen Salzkonzentrationen in der Nähe des IEP kaum löslich sind. •Diese Eigenschaft wurde zuerst bei den Globulinen entdeckt. 
Affinitätspräzipitation: Vernetzung (mit smart polymers, Affinitätsliganden, Polyelektrolyten)  Größenzunahme  Präzipitation
- Möglichkeiten der Präzipitation. Mechanismen und Bsp.
· Veränderung der Proteineigenschaften 
· pH Veränderung – pI des Proteins 
· Temperaturänderung
· Veränderung der Lösungsmitteleigenschaften 
· Zugabe von Salz (z.B. (NH4)SO2) 
· Zugabe eines Polymers (z.B. PEG) 
· Zugabe eines Lösungsmittels (z.B. EtOH) 
· Vernetzen des Proteins 
· Zugabe von Metallionen (z.B. Zn2+) 
· Zugabe eines Polyelektrolyten (z.B. Carboxymethylzellulose) 
· Verwendung von Fusionstags (z.B. ELP Fusion)
- Worauf basiert die Plasmafraktionierung nach Cohn?
Basiert auf Ethanolgehalt, pH, Leitfähigkeit, Proteingehalt, Temperatur
Die Lösungseigenschaften (Blutplasma) werden nach einem bestimmten Schema verändert woraufhin nach und nach die Fraktionen (I-V) ausfallen. Jede Fraktion enthält bestimmte Proteine / Proteinklassen
- Löslichkeit eines Proteins best. Konz. und Menge an Ammoniumsulfat für die Präz. eines Proteins aus einer Lösung berechnen können.
Rechnungen: Ammoniumsulfatpräzipitation, Proteintrennung durch Präzipitation, 




8 Chromatographie
[image: ]- allgemeines Trennprinzip
Basiert auf der unterschiedlichen Affinität von verschiedenen gelösten Molekülen zu verschiedenen Typen von Feststoffen. In den chromatographischen Adsorptionsprozessen wird ein Gleichgewicht zwischen der festen Phase (Chromatographiematrix, stationäre Phase, Chromatographiegel, engl. resin, matrix gel, adsorbens) und den gelösten Molekülen (Probe, adsorbate, solute) in der flüssigen Phase (mobile Phase, Laufmittel, Laufpuffer, engl. mobile phase, running buffer, solvent) angestrebt.
Prinzip: Adsorption – Desorption (Elution)
Prinzip: Komponenten wandern aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinität zur stat. Phase mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die Säule. Dadurch kommt es zur Auftrennung der einzelnen Komponenten
- Stufentheorie
Plattenmoddel, plate theory
[image: ]
Idealzustand wird erreicht wenn N  ∞, HETP  0



H	HETP (height equivalent to one theoretical plate) [cm]
h	reduced plate height
L	Säulenlänge [cm]
N	Anzahl der theoretischen Böden
dp	Partikeldurchmesser

HETP ist ein Verrgleichsmaß für die Güte der Säulenpackung und zum Vergleich der Trenneffizienz
- Van Deemter Plot: wie die einzelnen Parameter durch die Flussrate beeinflussbar sind, dass der Massentransfer der eigentliche chromatographische Effekt ist...
[image: ]



axiale Diffusion; 
hydrodynamische Dispersion; 
Massentransfer



- wie man eine höhere Trennleistung bekommt und wie die Flussrate das beeinflusst... 
Mit steigender Geschwindigkeit  Peakverbreiterung  Auflösung sinkt
H minimieren
Gradientenelution, Druck (HPLC)
- Zwischenkorngeschwindigkeit und lineare Fließgeschwindigkeit und was der Unterschied ist
Lineare Flussgeschwindigkeit (Flussrate bezogen auf Säulenquerschnitt): 	
Zwischenkorngeschwindigkeit (Geschwindigkeit zwischen den Partikeln):	
Zwischenkornvolumen (Lückengrad, voidfraction):	
V0	Volumen zwischen den Partikeln
Vt	Säulentotalvolumen
- Konzey-Karman Gleichung
Relation, um den Druckverlust eines Fluids, das durch eine feinkörnige Schüttung fließt zu berechnen


P	Druck
L	Säulenlänge
µ	dynamische Viskosität
u	lineare Geschwindigkeit
dp	Partikeldurchmesser
ε	Zwischenkornvolumen

- was beeinflussen backbone (stat. Phase), Partikeldurchmesser, Porengröße
•Basismaterial der festen Phase beeinflusst:
-mechanische und chemische Stabilität
-hydrophoben/hydrophilen Eigenschaften
-Chemie zur Aufbringung von Liganden
•Partikeldurchmesser beeinflusst:
-Rückdruck (Carman-Kozeny)
-Trenneffizienz (van Deemter)
-Diffusionszeit
•Porendurchmesser beeinflusst:
-Diffusionsgeschwindingkeit des Probenmoleküls
-Verfügbare Oberfläche und damit die Kapazität 
- Chromatographiemethoden nach Funktionalität und Trennprinzip aufzählen
[image: ]
Rechnungen: Effektiver Diffusionskoeffizient, Flussrate vs. Lineare Flussgeschwindigkeit, 2x Auslegung Chromatographie, +Zusatz
image4.png
Konventionelle oder Crossflow Filtration
Dead-end Filtration

- Cae etz

A





image5.png
Filtermedium
Vorbelag
Zulaut





image6.emf

image7.emf

image8.png




image9.png




image10.png
Sl

<y




image11.emf

image12.png
Method Technique Principle Stress | Cost Example
Non Osmotic shock | Osmotic rupture of gentle | cheap Red blood cells
Mechanical membrane
Enzyme digestion | Digestion of cell wall gentle | expensive | MLysodeiktious w. Egg
causes rupture lysozyme.
Solubilization Detergents solubilize | gentle | moderate | Bile salts acting on
membrane Ecoll
Lipid dissolution | Organic solvent moderate | cheap | Toluene disruption of
dissolves in membrane, yeast
destabilizes
Alali treatment | Saponification of lipids | harsh | cheap Nucleic acids extraction
dissolves membranes
Mechanical Homogenization | Cells chopped in blender | moderate | moderate | E col, animal tissues
or sheared
Grinding Cells ruptured by moderate | cheap | Yeast enzymes
grinding with abrasives
Uttrasonication | Cell broken by sonic harsh | expensive | Cell supensions on
cavistation small scale
Pressure cell Cells broken by shear | harsh | moderate | Large scale treatment
when forced through of cell suspensions
small hole
Ball mil Cells crushed between | harsh | cheap Large scale treatment

glass o steel balls or
beads

of cell suspensions and
plant tissues




image13.png
Produkteinlauf Mahlbehalter

* 1 Mahlscheibe
"
—> Produkt-
auslauf
Riemen-
antrieb Ruhrwelle  Trennsystem

Motor




image14.png
Druck: bis zu 1000 bar, im
LabormaRstab bis 2000 bar
Durchsatz: 30 I/h bis 8000 I/h




image15.png
prang—_|

Hompgenserspan10-20um

wanr

Ventikrper




image16.png
Ideale Extraktion / Reale Extraktion

Extrakiphase A+B
+Reste von C

1 i
’ - B
I me

Raffinatphase C
+Reste von A+B

A._.abzutrennende Komponente
B... Extraktionsmittel
C...Tragerflissigkeit




image17.png
‘Zugabe des zu trennenden Stoffgemisches
Scheidetrichter

Zwei flsssige, nicht mischbare Phasen

- Hahn zum Ablassen der schweren Phase





image18.emf

image19.emf

image20.png
]

] \ N “theoretische”

| / Boden (Platten)





image21.emf

image22.png
rinzip der Adsorption Treanprinzi

lonentauscherchromatographie | lonische Bindung Oberfiachentadung

Gelfitration Sterischer Ausschiut Grote und Form des Molekils

(GelausschiuBchromatographie)

Affinitatschromatographie Biospezifische Molekuiare Struktur
AdsorptionDesorption

Hydrophobe Interactions Hydrophobe Komplex- Hydrophobizitat & hydrophobe

Chromatographie bikdung [Domanen

umkehrphasenchromatographie

Metall-Chelate Chromatographie _|Koordinative Bindung [Komplexbindung mit Ubergangsmetall





image1.png
EHS O

ENFUGEN  ENTWURF

=)

x

Dizaues Fragen

1 Einfihrung
- Expressionsformen

Produkt in den Zellen > Zellaufschluss
Produkt als Einschlusskarnerchen (iacusion
Produkt Igslich > Extraktion
Produkt membranassoziiert > Extraktion

Produkt im Uberstand (ausgeschleust) > Anreicher|

> Reinigung > Feinreinigung (polishing) > Formu

Beispiele: E. coli: Intrazellular, oft inclusion badies

B. subilis: Sekretiert Proteine, richtig gefaltet, 5-

Hefen: GRAS, high Mannase Glkosvlienungstyp, in

‘snergill: Oberflschen-/Submesskultivierung, beid:

Saugetierzellen: Sekretion, komplexe Gykesylierun]

2 Grundlagen
- Prinzipieler Ablau des DSP

- Faustregeln des DSP
- Abschatzung des Diffusionskoeffizienten einer Sut
- Generelle Formulierung einer Transportgleichung

3 Zentrifugation

A

56,5% | +

s Werkzeuge Ausfiillen und Unterschreiben

Fermentationsbriihe

Zellabtrennung

Zellen - Uberstand

Pmmnmk—scnlauﬂ—l

(Produkt in den Zellen)

Zellaufschiug

Feinreinigung
(Polishing)

'

Formulierung





image2.png
EHES O-

Bl SART ENFUGEN  ENTWURF  SETENLAVOUT  VERWESE
i Verdana e - & #
Do rru-mnx &
Eifigen | % hbsatz Formatvorlagen Bearbeiten
B AR AF S - -
Zwischen... 5 _ schitart 5
() (coefficient) (driving force)

Analog fur Impulstransport, Stofftransport, Warmetbergang, newton’s
Rechnungen: Ausbeute u Reinheit, Abschatzung des Diffusionskoeffizief

Zentrifu
~Was ist Sedimentation? Typen, Relevan ir den DSP

Lat. sedimentum Bodensatz”
Bewegung von Teilchen oder Macromolekillen in einem Kraftefeld (Sch

- Beeinflussung der Absinkgeschwindigkeit

Partikeleigenschaften: Masse, Radius, Dichte, Gravitation/Zentrifugalbe
Flissigkeitseigenschaften: Dichte, Viskositat

ajw?r(py—p
Zentrifugengleichung U ”TN

- Was st die G-Zahi, wofir wird sie verwendet?

~ Zentrifugentypen die groBtechnisch im DSP Bedeutung haben?
~Was T die Aquivalente Klarftache, wofir wird sie verwendet?

- MaBnahmen gegen Konzentrationspolarisation und Unterschied zu Eg
- Flux/ Druckkurve fiir Protein/Wasser. anfimaler Rereich

7313 Zentritugation_GBPT_WS2014_1SkorrVers2paf - Adobe Reader
En T G R D

=]

£ ottnen |

1

14

409%

)

Sedimentationsvorgange

Werkzeuge

Typ 1
Diskrete Partikel

Modul Zentrifugation

T3
Behinderte
Sedimentation

potiel

0SS

(D)

Typ2
Flockulation

Typ 4
Kompression





image3.png
EHS O et E=3 B8

s Werkzeuge Ausfiillen und Unterschreiber]

f' %, |Verdana o Sttnen | [28] /99 | [565% [ ] |
D B OF K U-aex, X A

Einfigen ¥ osa
B AR AF S

Zuischen... & schvittart 5

« +Drehzahl

« +Dichtedifferenz

« Viskositat

- +zent

+ Durchflussmenge

- Was ist die G-Zahl, wofur wird sie verwe{

wr
G= s Beschleunigungsfaktor

Ultrazentrifugen  10°5 - 10°6
Rohrenzentrifugen 13 000 - 30 000
Tellerzentrifugen 5 000 - 20 000
Dekanter 1500 - 4 000

- Zentrifugentypen die groBtechnisch im |
- Was ist die Aquivalente Kiarflache, wofi

4 Filtration/Membrantrennverfahren
- Verlauf von Ely und Filterkuchenbildung|
- Konzentrationspolarisation + ihr Einfluss
- MaBnahmen gegen Konzentrationspolari
- Elux/ Druckkurve fir Protein/Wasser, opt
- Micro-, Ultra- und Diafiltration (+ Anwen|
- Berechnung: MWCO fur die Abtrennung

Ausbeuten, Pufferverbrauch der Diafiltrati





