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(54) Title: PROCESS FOR PRODUCING SEPARATION MEDIA FOR PURIFICATION AND/OR ISOLATION OF ENZYMES
AND/OR PROTEINS

(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON SEPARATIONSMEDIEN ZUR AUFREINIGUNG UND/ODER

ISO

LIERUNG VON ENZYMEN UND/ODER PROTEINEN

(57) Abstract: The present invention relates to a process for producing a separation medium, to the separation medium to which at
least one metal fatty acid has been applied and is produced by the process, to the use of the separation medium for purification
and/or isolation of enzymes and/or proteins, and to a process for purifying and/or isolating proteins and/or enzymes.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Separationsmediums, das nach dem
Verfahren hergestellte Separationsmedium, auf das mindestens eine Metallfettsdure aufgebracht ist, die Verwendung des
Separationsmediums zur Aufreinigung und/oder Isolierung von Enzymen und/oder Proteinen sowie ein Verfahren zur Aufreinigung
und/oder Isolierung von Proteinen und/oder Enzymen.
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Verfahren zur Herstellung von Separationsmedien zur

Aufreinigung und/oder Isolierung von Enzymen und/oder

Proteinen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Herstellung eines Separationsmediums, das nach dem Verfahren
hergestellte Separationsmedium, auf das mindestens eine
Metallfettsdure aufgebracht ist, die Verwendung des
Separationsmediums zur Aufreinigung und/oder Isolierung wvon
Enzymen und/oder Proteinen sowie ein Verfahren zur
Aufreinigung und/oder Isolierung von Proteinen und/oder

Enzymen.

Um Proteine oder Enzyme mit festen Trennmedien aufzureinigen,
sind die unterschiedlichsten Verfahren einsetzbar. In der
Regel werden mehrere Schritte bzw. Adsorptionsmedien
miteinander kombiniert. Ublicherweise wird ein Gemisch von
Proteinen zundchst einmal durch eine Ionenaustauschchromato-
graphie aufgereinigt. Daran k&nnen sich ggf. weitere Schritte,
wie z. B. eine hydrophobe Interaktionschromatographie oder

eine Affinitdtschromatographie, anschlielen.

Ein spezielles Verfahren zur Protein- und/oder
FEnzymaufreinigung ist die sog. immobilisierte Metallchelat-
Affinitédtschromatographie, die im Englischen oft auch ,IMAC‘
abgekiirzt wird. Die Abkirzung kommt von ,Immobilized Metal
Affinity Chromatography’. Details zu dieser Methode sind
insbesondere in dem Buch von L. Kagedal, Protein
Purifications, Principles, High-Resolution Methods, and
Applications, Kapitel 8, Immobilized Metal Ion Affinity

Chromatography, Wiley-VCH (1998) angegeben. Dieses Verfahren
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beruht auf einer Komplexbildung von insbesondere
Histidingruppen der Proteine oder Enzyme mit dem Trennmedium.
Als Ankergruppen werden dabei an Komplexbildnern
immobilisierte Metallionen zur Verfiligung gestellt. Hierzu ist
es erforderlich, solche Trennmedien herzustellen, bei denen
ein festes Adsorbens, bestehend aus einem anorganischen oder
organischen Trdger, mit einem Komplexbildner zunachst
funktionalisiert wird. Ublicherweise wird hierzu ein Derivat
von Aminodiessigsdure eingesetzt, welches beispielsweise eine
Silangruppe tragen kann, um es auf Silicagelen zu verankern.
Im ndchsten Schritt wird das mit dem Komplexbildner
funktionalisierte Trennmedium an Metallionen aufgebracht.
Dieses Adsorbens kann nun eingesetzt werden, um histidinreiche
Proteine iiber Komplexbildung zu adsorbieren. Um das
entsprechende Protein wieder vom Trennmedium zu entfernen,
kann man beispielsweise mit einem histidinreichen Puffer

eluileren.

Um die Effizienz dieses Trennprozesses zu steigern, kann man
das Zielprotein oder Zielenzym, wenn dieses gentechnologisch
produziert wird, so modifizieren, dass es endstédndig noch
mehrere Histidingruppen trdgt. Man spricht von sog. his-tags.
Dadurch wird die Wechselwirkung mit Metallchelatmedien noch

weliter gesteigert.

Es ist im Stand der Technik bereits eine groBe Reihe wvon
Metallchelatmedien kommerziell verfiligbar. Trotzdem haben diese
bereits bekannten Metallchelatmedien eine Reihe wvon
Nachteilen: Einerseits arbeitet ein groRer Teil der
Metallchelatmedien mit relativ giftigen Schwermetallionen, wie
z. B. Co’" und Ni?'. Dies schrankt die Mdglichkeit ein, die
Trennprozesse in technischem Mabstab beispielsweise fiir die

Produktion von pharmazeutisch aktiven Proteinen oder im
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Bereich der Lebensmittelproduktion einzusetzen. Weiterhin ist
die Herstellung der bekannten Trennmedien sehr aufwendig und
teuer, so dass sie auch deshalb noch keinen Eingang in die
technischen Trennprozesse gefunden haben. Hier ist
insbesondere die kostenintensive Entsorgung der Schwermetalle
problematisch. Drittens ist es mit den bisher zur Verfigung
stehenden Verfahren zur Einfiilhrung von komplexbildenden
Gruppen nicht méglich, beliebige Substrate zu
funktionalisieren. So werden im Stand der Technik entweder die
Komplexbildner iiber kovalente organische Gruppen oder in Form
von Silanfunktionalitdten an entsprechende Trédger aufgebracht.
Eine Herstellung von Metallchelatmedien iiber Physisorption ist
bisher im Stand der Technik noch nicht ndher untersucht

worden.

Aufgrund des verstdrkten Einsatzes von biotechnologischen
Prozessen, sowohl bei der Herstellung von pharmakologisch
aktiven Proteinen als auch bei der Herstellung von technischen
Proteinen und Enzymen, besteht ein stdndiger Bedarf an
alternativen und effizienten Trennmedien. Dies gilt
insbesondere auch fiir das Einsatzgebiet der
Lebensmittelproduktion. Es ist daher dringend erforderlich,
dass einerseits Oberfldchenfunktionalisierungen gefunden
werden, bei denen toxische Schwermetallionen, wie z. B. Ni%*
und Co?", durch weniger toxische Metallionen, wie z. B. Fe’ /%
und Zn”} ersetzt werden konnen. Nur dann kdnnen diese
Metallchelatmedien auch zur Aufreinigung und Isolierung wvon
Proteinen und Enzymen eingesetzt werden, die spater Verwendung
in pharmazeutischen und lebensmitteltechnologischen Prozessen
finden. Weiterhin ist es notwendig, die
Oberflédchenfunktionalisierungen mit den aktiven
komplexbildenden Gruppen zu vereinfachen, um so den
Herstellungsprozess der Metallchelatmedien zu vereinfachen und

damit auch zu verglinstigen.
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Die Erfindung hat sich deshalb die Aufgabe gestellt,
alternative Metallchelatmedien zur Verfiigung zu stellen, die
die Nachteile des Standes der Technik nicht aufweisen und die
auf kostenglinstige Art und Weise auf die Trdgermaterialien
aufgebracht werden kdnnen. Erstaunlicherweise wurde nun
gefunden, dass sich mit dem erfindungsgemidlen Verfahren
beliebige Trdgermaterialein mit einer Schicht aus
Metallfettsdure {iberziehen lassen und dass die so
impragnierten Trdgermaterialien geeignet sind, um als
Metallchelatmedien auch in pharmakologischen und

lebensmitteltechnologischen Verfahren eingesetzt zu werden.

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben nun liberraschend
gefunden, dass sich besonders vorteilhafte Separationsmedien,
die sowohl in pharmakologischen wie auch
lebensmitteltechnologischen Verfahren eingesetzt werden
konnen, herstellen lassen, indem Metallfettsduresalze in einem
organischen L&sungsmittel auf die Tradgermaterialien

aufgebracht werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher in einem ersten

Aspekt ein

Verfahren zur Herstellung eines Separationsmediums umfassend

die Schritte

a) In-Kontakt-Bringen mindestens eines Metallsalzes

einer Fettsdure mit einem organischen LOsungsmittel;

b) In-Kontakt-Bringen des Gemischs gemdBl Schritt a) mit

mindestens einem Tradgermaterial;
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c) Abtrennen des Trdgermaterials.

Unter dem Begriff ,Separationsmedium” wird im Rahmen der
vorliegenden Erfindung ein Medium verstanden, bei dem ein
fester anorganischer oder organischer Trdger mit einer
Verbindung beaufschlagt ist, die mit mindestens einem der
aufzutrennenden Proteine oder Enzyme eine Verbindung eingehen

kann. Diese ,beaufschlagte Verbindung” bezeichnet man auch als

»Stationdre Phase”. Die aufzutrennenden Proteine oder Enzyme
werden in der ,mobilen Phase” (Gas oder Fliissigkeit)
eingesetzt.

Unter dem Begriff ,in Kontakt Bringen mindestens eines
Metallsalzes einer Fettsdure mit einem organischen
Losungsmittel” wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jede
Art des in-Kontakt-Bringens verstanden, die dem Fachmann als
fiir den erfindungsgemdBen Zweck geeignet bekannt ist.
Bevorzugt erfolgt das In-Kontakt-Bringen des Metallsalzes mit
dem Losungsmittel durch einfaches Mischen. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform wird wadhrend des in-Kontakt-
Bringens das Metallsalz der Fettsdure zumindest teilweise,
besonders bevorzugt vollstadndig, in dem organischen

Losungsmittel geldst.

Das ,1in Kontakt Bringen mindestens eines Metallsalzes einer
Fettsdure mit einem organischen Losungsmittel” erfolgt im
Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt bei einer
Temperatur von 1 bis 80 °C, bevorzugter 5 bis 75 °C, weiter
bevorzugt bei 15 bis 72 °C, ebenfalls bevorzugt bei 25 bis 70
°C, insbesondere bevorzugt bei 35 bis 65 °C und am meisten

bevorzugt bei 45 bis 60 °C.
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Weiter kann das ,in Kontakt Bringen mindestens eines
Metallsalzes einer Fettsdure mit einem organischen
Losungsmittel” im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt

bei Normaldruck erfolgen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird wadhrend des
»1n Kontakt Bringens mindestens eines Metallsalzes einer

Fettsdure mit einem organischen L&sungsmittel” geriihrt.

Das Mengenverhdltnis (g Metallsalz : g organisches
L&sungsmittel) liegt bevorzugt im Bereich 0,01 bis 1,
bevorzugter im Bereich 0,1 bis 0,99, weiter bevorzugt im
Bereich 0,15 bis 0,9, insbesondere bevorzugt im Bereich 0,2
bis 0,8, ebenfalls bevorzugt im Bereich 0,3 bis 0,75 und am

meisten bevorzugt im Bereich 0,35 bis 0, 7.

Unter dem Begriff ,Fettsdure” werden im Rahmen der
vorliegenden Erfindung alle Monocarbonsduren, also
Verbindungen, die aus einer Carboxygruppe (-COOH) und aus
einer unterschiedlich langen, aber fast ausschlieBlich
unverzweigten Kohlenwasserstoffkette bestehen, verstanden.
Geeignete Fettsduren sind beispielsweise gesdttigte Fettséduren
mit 8 bis 24 Kohlenstoffatomen, ungesdttigte Fettsduren
ausgewdhlt aus der Gruppe Olsdure, Elaidinsdure, Linolsdure
und Linolensdure, Hydroxyfettsduren wie Ricinolsdure und
Epoxyfettsduren wie Vernolsdure. Unter dem Begriff
nFettsdurederivate” werden im Rahmen der vorliegenden
Erfindung auch Fettsdurederivate subsumiert, d.h. Fettsauren,
die beispielsweise durch Hydroxy-, Alkyl-, Keto-, und/oder
Metoxygruppen modifiziert wurden. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform enthalten die Fettsduren keine primidren,
sekundédren und/oder tertidren Aminogruppen. Besonders geeignet
sind dabei ungesdttigte Fettsduren und Fettsdurederivate wie

Hydroxyfettsduren, die filir das Metallion eine verbesserte
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Zugadnglichkeit aufweisen und/oder mit dem Metallion besser
komplexieren. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung k&nnen auch
Mischungen von zwei oder mehr der vorgenannten Fettsduren und

Fettsdurederivate eingesetzt werden.

Bei dem Metallsalz der Fettsdure handelt es sich in einer
bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung um ein
Zzink—-, Eisen-, Magnesium- oder Calciumsalz einer Fettsaure,
wobeil ein Zink oder Eisensalz besonders bevorzugt ist.
Prinzipiell kdénnen Fe’’ und Fe’’ Fettsduren eingesetzt werden,
wobei Fe’' Fettsduren bevorzugt sind, da diese weniger
oxidationsanfallig sind. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
kénnen auch Mischungen von zweil oder mehreren
unterschiedlichen Fettsdure-Metallsalzen eingesetzt werden.
Besonders bevorzugte Metallsalze sind Zinksalze von

Fettsduren, wie Zinkoleat und Zinricinoleat.

Bei dem organischen L&sungsmittel handelt es sich im Rahmen
der vorliegenden Erfindung bevorzugt um einen Alkohol oder ein
Alkohol-haltiges L&sungsmittel, wobei ein Ethanol-haltiges
L&sungsmittel besonders bevorzugt ist. Weitere geeignete
L&sungsmittel sind Aceton, Cyclohexanon, iso-Octan,
Cyclohepanon sowie Alkane deren Siedepunkt oberhalb des

Schmelzpunktes der Metallfettsdure liegt und deren Mischungen.

Besonders bevorzugt ist es dabei, wenn der Ethanolanteil des
L&sungsmittels bei 1 bis 99 Vol.-%, bevorzugter 5 bis 98 Vol.-
%, besonders bevorzugt 15 bis 95 Vol.-%, weiter bevorzugt 25
bis 93 Vol.-%, insbesondere bevorzugt 35 bis 92 Vol.-%,
ebenfalls bevorzugt 45 bis 91 Vol.-% und am meisten bevorzugt
bei 50 bis 85 Vol.% liegt. Ebenfalls bevorzugt ist ein

Ethanolgehalt von 100%.



WO 2012/156508 PCT/EP2012/059260

Bei dem Tradgermaterial kann es sich um ein organisches oder
inorganisches Material handeln. Bevorzugte Trdgermaterialien
sind anorganische Metalloxide (wie beispielsweise
Aluminiumoxid), Kieselgel, Cellulose, Dextran und deren
Mischungen. Ebenfalls m&glich ist, dass als Trdgermaterial in
dem erfindungsgemédlen Verfahren bereits eine fertige
Filtereinheit oder Tiefenfilterschicht eingesetzt wird, wie
beispielsweise Membranen oder pordse monolithische stationdére

Phasen.

Unter dem Begriff ,in Kontakt Bringen des Gemischs eines
Metallsalzes einer Fettsdure und eines Ldsungsmittels mit dem
Tragermaterial” gemdl Schritt b) des erfindungsgemidlien
Verfahrens wird jede Art des in-Kontakt-Bringens verstanden,
die dem Fachmann als fiir den erfindungsgeméBen Zweck geeignet
bekannt ist. Bevorzugt erfolgt das In-Kontakt-Bringen des
Gemischs des Metallsalzes einer Fettsdure und des
Losungsmittels mit dem Trdgermaterial durch Immersion des
Tragermaterials in das Gemisch oder durch Aufspriithen des
Gemisches auf das Trédgermaterial. Durch das ,in-Kontakt-
Bringen des Gemischs eines Metallsalzes einer Fettsdure und
eines L&sungsmittels mit dem Trdgermaterial” gemdl Schritt
b)wird die mindestens eine Metallfettsdure auf dem

Tragermaterial adsorbiert.

Das ,1in Kontakt Bringen des Gemischs eines Metallsalzes einer
Fettsdure und eines L&sungsmittels mit dem Tragermaterial”
gemdl Schritt b) des erfindungsgeméBen Verfahrens erfolgt
bevorzugt bei einer Temperatur von 1 bis 80 °C, bevorzugter 5
bis 75 °C, weiter bevorzugt bei 15 bis 72 °C, ebenfalls
bevorzugt bei 25 bis 70 °C, insbesondere bevorzugt bei 35 bis

65 °C und am meisten bevorzugt bei 45 bis 60 °C.
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Weiter kann das ,in Kontakt Bringen des Gemischs eines
Metallsalzes einer Fettsdure und eines Ldsungsmittels mit dem
Tragermaterial” gemdl Schritt b) des erfindungsgemidlien
Verfahrens im Rahmen der vorliegenden Erfindung bei

Normaldruck erfolgen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann das Abtrennen des
Trdgermaterials gemdl Schritt c¢) des erfindungsgemélen
Verfahrens von dem L&sungsmittelgemisch auf jede Weise
erfolgen, die dem Fachmann als fiir den erfindungsgemédBen Zweck
geeignet bekannt ist. Bevorzugt erfolgt das Abtrennen indem
das Losungsmittel bzw. das Losungsmittelgemisch verdampft
wird. Das Verdampfen erfolgt bevorzugt bei einer Temperatur
von 50 bis 90 °C, bevorzugter von 60 bis 85 °C, weiter

bevorzugt von 65 bis 75 °C.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
ein Separationsmedium, das gemdl dem erfindungsgemilen

Verfahren, wie vorstehend definiert, hergestellt wurde.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
ein Separationsmedium umfassend ein Trédgermaterial, auf das

mindestens eine Metallfettsdure aufgebracht ist.

Das ,Aufbringen” erfolgt im Rahmen der vorliegenden Erfindung
durch Adsorbieren der mindestens einen Metallfettsdure auf dem
Trdgermaterial. Dies kann dadurch erreicht werden, dass die
mindestens eine Metallfettsdure zusammen mit einem
Loésungsmittel mit dem Trdgermaterial in Kontakt gebracht wird
(siehe hierzu auch vorstehende Ausfiihrungen). Ebenfalls
mbglich ist auch ein Aufbringen der mindestens einen

Metallfettsdure auf das Trdgermaterial in Form eines Pulvers
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oder einer Suspension. Unter dem Begriff ,aufgebracht” wird im
Rahmen der vorliegenden Erfindung somit verstanden, dass die
mindestens eine Metallfettsdure auf dem Trédgermaterial

adsorbiert ist.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich
bei der mindestens einen aufgebrachten Metallfettsdure um

Zinkfettsdure.

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt
die Verwendung eines Separationsmediums wie vorstehend
definiert zum Aufreinigen und/oder Isolieren von Enzymen

und/oder Proteinen.

Desweiteren betrifft die vorliegende Erfindung in einem
weiteren Aspekt ein Verfahren zum Aufreinigen und/oder
Isolieren von Enzymen und/oder Proteinen

umfassend die Schritte

i) In-Kontakt-Bringen einer L&sung enthaltend mindestens
ein Protein und/oder Enzym mit einem

Separationsmedium wie vorstehend definiert;

ii) Abtrennen des Separationsmediums.

Unter dem Begriff ,in Kontakt Bringen einer L&sung enthaltend
mindestens ein Protein und/oder Enzym mit dem
Separationsmedium” wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung
jede Art des in-Kontakt-Bringens verstanden, die dem Fachmann
als flir den erfindungsgemdlben Zweck geeignet bekannt ist.
Bevorzugt erfolgt das In-Kontakt-Bringen einer LOsung

enthaltend mindestens ein Protein und/oder Enzym mit dem
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Separationsmedium durch Immersion des Separationsmediums in
die Lo6sung. Es ist jedoch ebenfalls bevorzugt, wenn das In-
Kontakt-Bringen erfolgt, indem die L&sung {iber eine S&dule
geleitet wird, in der das Separationsmedium enthalten ist.

M&glich sind auch Kartuschen zum einmaligen Gebrauch.

Das ,in Kontakt Bringen einer L&sung enthaltend mindestens ein
Protein und/oder Enzym mit dem Separationsmedium” erfolgt im
Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt bei einer
Temperatur von 1 bis 60 °C, bevorzugter 5 bis 55 °C, weiter
bevorzugt bei 10 bis 50 °C, ebenfalls bevorzugt bei 15 bis 55
°C, insbesondere bevorzugt bei 20 bis 50 °C und am meisten
bevorzugt bei 21 bis 35 °C. In speziellen Ausfiihrungsformen,
beispielsweise in dem Fall, dass Enzyme und/oder Proteine
eingesetzt werden, die {iber eine geringere Stabilitat verfiigen
und/oder leicht proteolytisch abgebaut werden, erfolgt das ,in
Kontakt Bringen einer L&sung enthaltend mindestens ein Protein
und/oder Enzym mit dem Separationsmedium” bevorzugt bei einer
Temperatur von 1 bis 25 °C, bevorzugter 2 bis 20 °C, weiter
bevorzugt bei 3 bis 15 °C und am meisten bevorzugt bei 4 bis

10 °cC.

Weiter kann das ,in Kontakt Bringen einer L&sung enthaltend
mindestens ein Protein und/oder Enzym mit dem
Separationsmedium” im Rahmen der vorliegenden Erfindung bei
Normaldruck oder bei einem Druck von 1,5 bis 50 bar, bevorzugt
2 bis 45 bar, weiter bevorzugt 3 bis 40 bar, ebenfalls
bevorzugt bei 4 bis 35 bar. Ein gegeniliber dem Normaldruck
erhdhter Druckbereich ist beispielsweise von Vorteil, wenn das
»1in Kontakt Bringen einer LOsung enthaltend mindestens ein
Protein und/oder Enzym mit dem Separationsmedium” in einer

Sdule durchgefihrt wird.
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Unter dem Begriff ,Ldsung enthaltend mindestens ein Protein
und/oder Enzym” wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jede
Fliissigkeit verstanden, die mindestens ein Protein und/oder
Enzym enthdlt. Geeignete Lo&sungen sind Lyophilisate wvon
Bakterien, Schimmelpilzen und/oder Hefen bzw. mit Hilfe wvon
Bakterien, Hefen und/oder Schimmelpilzen fermentierte
Fliissigkeiten. Diese fermentierten Fliissigkeiten kdnnen mit
oder ohne die Mikroorganismen eingesetzt werden, durch die sie
fermentiert wurden. Zudem kodnnen die noch in der fermentierten
Fliissigkeit enthaltenen Mikroorganismen vor dem In-Kontakt-
Bringen der L&sung mit dem Separationsmedium lyophilisiert

werden.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform sind die
Proteine und/oder Enzyme modifizierte Proteine und/oder Enzyme
beispielsweise modifiziert durch das Hinzufiligen von ein oder

mehreren Histidingruppen.

Bevorzugt enthédlt die Fliissigkeit einen Anteil an H,;0, der
besonders bevorzugt bei 1 bis 99 Vol.-%, bevorzugter bei 2 bis
95 Vol.-%, weiliter bevorzugt bei 5 bis 90 Vol.-%, insbesondere
bei 10 bis 85 Vol.-%, bevorzugter bei 15 bis 80 Vol.-% und am
meisten bevorzugt bei 20 bis 75 Vol.-% liegt. In einer
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthdlt die Fliissigkeit
einen Anteil eines Puffers, bevorzugt eines MES-Puffers oder
eines TRIS-Puffers. Weitere mdgliche Puffer sind ausgewdhlt
aus der Gruppe BIS-TRIS, PIPES, BES, MOPS, Phosphat Puffer,
TES, HEPES und Tricin. Weitere mdgliche Bestandteile sind
Salze, wie beispielsweise NaCl. NaCl kann vorteilhaft in der
Fliissigkeit eingesetzt werden um Wechselwirkungen
unspezifischer Art (z.B. elektrostatische Wechselwirkungen) =zu
verringern. Geeignete Konzentrationen von NaCl sind 5 bis 500

mM, bevorzugt 50 bis 450 mM, bevorzugter 100 bis 400 mM,
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insbesondere bevorzugt 150 bis 350 mM und am meisten bevorzugt
170 bis 320 mM, besonders bevorzugt in einem Anteil von 1 bis
99 Vol.-%, bevorzugter bei 2 bis 95 Vol.-%, weiter bevorzugt
bei 5 bis 90 Vol.-%, insbesondere bei 10 bis 85 Vol.-%,

bevorzugter bei 15 bis 80 Vol.-% und am meisten bevorzugt bei

20 bis 75 Vol.-%.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform enthdlt die
Losung desweiteren einen oder mehrere Bestandteile ausgewdhlt
aus der Gruppe bestehend aus Natriumchlorid, Glykol,

Harnstoff.

Das Abtrennen des Separationsmediums gemdB Schritt ii) kann
auf jede Art und Weise erfolgen, die dem Fachmann als fiir den
erfindungsgemdlen Zweck geeignet bekannt ist. Mdglich ist

beispielsweise ein Abfiltrieren des Separationsmediums.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst das
Verfahren zum Aufreinigen und/oder Isolieren von Enzymen

und/oder Proteinen desweiteren den Schritt

iii) In-Kontakt-Bringen des Separationsmediums gemal

Schritt ii) mit mindestens einer Pufferldsung.

Als ,Pufferldsung” wird bevorzugt eine L&sung gewdhlt, die die
Desorption der auf dem Separationsmedium adsorbierten Proteine
und/oder Enzyme fdrdert. Besonders bevorzugt handelt es sich
um eine Pufferldsung, die Phosphat und/oder Imidazol enthdlt.
Die Anteile liegen in bevorzugten Ausfiihrungsformen bei
beispielsweise 50 bis 1000 mM, bevorzugt 75 bis 750 mM,
bevorzugter 100 bis 500 mM und am meisten bevorzugt 150 bis
250 mM Imidazol und/oder 1 bis 250 mM Phoshpat, bevorzugt 5

bis 200 mM, bevorzugter 10 bis 150 mM und am meisten bevorzugt
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50 bis 100 mM. Besonders bevorzugt ist Natrium-Phosphat, das

allein oder in Kombination mit Imidazol eingesetzt wird.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform, wird das
Separationsmedium in Schritt iii) des erfindungsgemllen
Verfahrens vor dem in-Kontakt-Bringen mit einer Pufferldsung,
die die Desorption der auf dem Separationsmedium adsorbierten
Proteine und/oder Enzyme fdrdert, mit mindestens einem
Waschpuffer in Kontakt gebracht. Bei dem Waschpuffer handelt
es sich bevorzugt um einen sauren oder basischen Waschpuffer.
Bevorzugte saure Waschpuffer sind ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus Acetatpuffern und Formiatpuffern, bevorzugte
basische Waschpuffer sind ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend

aus TRIS Puffer und CAPS Puffer.
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Messmethoden und Verfahren

Bacillus stearothermophilus Esterase (Bste)

Mittels rekombinanter E. coli wurde eine Bacillus
stearothermophilus Esterase (Bste) gewonnen. Bste ist am C-
Terminus mit einem His-Tag versehen und hat ein

Molekulargewicht von etwa 31 kDa.

Zur Untersuchung der Bindung von Bste an die erfindungsgemdBlen
Materialien wurde lyophilisierter Uberstand aus dem
Zellaufschluss in demineralisiertem H,O geldst (2 mg/mL und mit
dem Bindungspuffer (0,5 mL geldstes Uberstandslyophilisat und

0,5 mL Bindungspuffer) versetzt.
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Die nachfolgenden Beispiele und Figuren dienen der nadheren

Erlduterung der vorliegenden Erfindung und stellen lediglich

mbgliche Ausfiihrungsformen dar.

In keinster Weise wird der

Umfang der vorliegenden Erfindung durch den Offenbarungsgehalt

der Beispiele und Figuren beschrankt.

Es zeigt

Fig.1l:

Fig.2:

Fig.3:

Fig.4:

Fig.5:

Fig.6:

die SDS-Gele der Uberstdnde von Adsorptions—, Wasch-

und Desorptionsschritt an Adsorebens 1

AD:
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D2:
D3:
D4:
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Desorption
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Desorption
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mit
mit
mit
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rH

einen Stufengradient in

Imidazol.

SDS-PAGE der Fraktionen

Figur 2.

Stufengradient in einer

mM
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mM

Imidazol
Imidazol
Imidazol

Imidazol,

300 mM NaCl, 50

einer Stufe mit 250 mM

aus dem Chromatogramm in

Stufe mit 500 mM Imidazol

Stufengradient in zwei Stufen mit 250 mM Imidazol und

500 mM Imidazol

Stufengradient in drei Stufen mit 100 mM Imidazol,

dann 250 mM Imidazol und 500 mM Imidazol
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Fig.7: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 4
Fig.8: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 5
Fig.9: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 6
Fig.10: Stufengradient in einer Stufe mit 250 mM Imidazol,

300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8)

Fig.11l: Stufengradient in einer Stufe mit 500 mM Imidazol,
300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8)

Fig.12: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 10
Fig.13: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 11
Fig.14: Stufengradient in einer Stufe mit 250 mM Imidazol,

300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8) (&)

Fig.15: Stufengradient in einer Stufe mit 250 mM Imidazol,
300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8) (B)

Fig.16: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 14

Fig.17: Fraktionen aus dem Chromatogramm aus Figur 15
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Beispiel 1: Beschichtung von Aluminiumoxid mit Zinkricinoleat

und Zinkoleat

Die entsprechenden Mengen Zinkricinoleat (2g, 3g, 5g) wurden
mit 30 ml Ethanol bei 60°C bis 70°C in einem 250ml Becherglas
unter Rilhren aufgeldst. Nach dem Aufldsen des Zinkricinoleats
wurden sofort 90g Aluminiumoxid 90 (Carl Roth, Karlsruhe)
zugegeben. Je nach Fillhothe des Becherglases musste Ethanol
zugegeben werden, damit das zu belegende Substrat vollstandig

von der Zinkricinoleat-Ethanol-L&sung umgeben war.

Bei 60°C bis 70°C wurde so lange weitergeriihrt, bis der
iberwiegende Teil des Ethanols verdampft und das Substrat fast
trocken war. Noch vorhandenes Ethanol wurde anschlieBend bei
75°C im Trockenschrank verdampft. Die so erhaltenen
Adsorbentien wurden zu Experimenten zur Auftrennung von

Proteinen und Enzymen benutzt.

Analog lédsst sich Aluminiumoxid mit weiteren Zinkfettsduren

beschichten, wie z. B. mit Zinkoleat (z. B. Adsorbens 2 in

Beispiel 3)

Beispiel 2: Bindung von Bacillus stearothermophilus Esterase

(Bste) aus ZellaufschluBl an Adsorbens 1 (2 % ZnRi, aus

Aluminiumoxid 90)

Bindung in Abhdngigkeit von der Ionenstdrke und dem pH-Wert

Zur Untersuchung der Bindung von Bste wurde lyophilisierter
Uberstand aus dem E. coli-Zellaufschluss in ddH;0 geldst (2
mg/mL) und zusammen mit Bindungspuffer (0,5 mL geldstes

Lyophilisat und 0,5 mL Bindungspuffer MES oder TRIS) zu den
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Materialien (100 mg) pipettiert und fiir 1 Stunde in einem

Uberkopfmischer bei ca. 0,5 rpm inkubiert.

Nach Abzentrifugation der Materialien wurde der Uberstand
einer SDS-PAGE unterzogen. Die Bindung wurde an mit
Zinkricinoleat beschichteten und entsprechenden

unbeschichteten Materialien untersucht:

Folgende Bindungspuffer wurden verwendet:

Puffer (50
pH-Wert Ionenstarke (NacCl)
mM)
6
MES
7 0mM / 500 mM /
) 1000 mM
TRIS
9

Die Tabelle 1 gibt an, unter welchen Bedingungen mdglichst

viel Bste an die ZnRi, belegten Materialien gebunden wurde.

Dem gegeniliber gestellt sind die Bedingungen, unter welchen
eine mdglichst geringe Bindung von Bste an die unbelegten
Materialien erfolgte. Die schraffierten Felder der Tabelle 1
kennzeichnen die die anhand der SDS-PAGE als optimal
eingeschétzten Bedingungen, unter welchen bei einer hohen
Bste-Bindung an die ZnRi,-Materialien zugleich eine niedrige
Bindung von Bste an die unbeschichteten Materialien (wenig

unspezifische Bindung) erfolgt.
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Tabelle 1: Vergleich der Bste-Bindung an Adsorbens 1 und
unbeschichtetes Al,035 bei unterschiedlichen pH-Werten und

unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen.

2 % ZnRi, auf
Aluminiumoxid 90
Aluminiumoxid 90

unbelegt

(Adsorbens 1)

hohe Adsorption von wenig Adsorption von

Bste Bste

Ionenstarke (mM NacCl) Ionenstarke (mM NacCl)
pH 0 500 1000 0 500 1000
8 X X X
9 X X X

Im Fall von 2 % Zinkricinoleat auf Aluminiumoxid 90) wurde bei
pH 7 und unter Zugabe von 500 mM NaCl bei moéglichst hoher
Bste—-Adsorption eine mdéglichst geringe Adsorption der Bste an

das unbeschichtete Material gefunden.

Beispiel 3: Elution von Bacillus stearothermophilus Esterase

des Adsorbens aus Beispiel 2

Zzur Untersuchung der Desorption wurden unterschiedliche
Imidazolkonzentrationen (100 mM, 250 mM und 500 mM) mit pH-
Werten zwischen 8 und 8,5 sowie ein IMAC-Elutionspuffer nach
Sigma (HIS-Select® Elution Buffer H5413 mit 250 mM Imidazol,
300 mM NaCl und 50 mM Na-Phosphat, pH 8) verwendet. Bei
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Imidazol handelt es sich um die funktionelle Gruppe der
Aminosdure Histidin. Imidazol konkurriert bei der
Metallchelatchromatographie mit gebundenem Histidin um
Metallbindungsplatze. Die Adsorption erfolgte wie unter
Abschnitt vorstehend beschrieben. Im Anschluss an die
Adsorption erfolgte ein Waschschritt im Bindungspuffer, daran
anschlieRend die Desorption. Nach jeden Schritt wurde ein
Aliquot fiir SDS-PAGE aufbewahrt. Figur 1 zeigt die SDS-Gele
der Uberstidnde von Adsorptions—-, Wasch- und

Desorptionsschritt.

Bei dem auf Aluminiumoxid basierten Material kann eine Zunahme
der Desorption mit steigender Imidazolkonzentration beobachtet
werden. Der IMAC-Elutionspuffer nach Sigma (250 mM Imidazol,
300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat, pH 8) zeigt hier den stérksten
Effekt. Beil diesem Material erfolgte keine sichtbare

Desorption von Host Cell Protein (HCP).

Beispiel 4: Bste-Isolierung mittels praparativer

Fliissigkeitschromatographie unter Verwendung der

erfindungsgemdben Materialien aus Beispiel 1

Im Folgenden wurde die Isolierung von Bste im Sdulenmodus
untersucht. Das entsprechende Material wurde in eine 7,5 mm x
50 mm Omnifit-Quarzglassédule gefiillt und mit 50 mM MES-Puffer,
pH 7 bzw. 50 mM MES-Puffer, pH 7 mit 500 mM NaCl bis zum
Erreichen einer geraden Basislinie (UV-Detektor, 280 nm)
equilibriert (ca. 20 mL Puffer). Nach der Equilibrierung
erfolgte die Injektion der Probe. Es wurden unterschiedliche
FElutionsgradienten getestet. Die Durchlauf- und
Elutionsfraktionen wurden aufgefangen und mittels SDS-PAGE

untersucht.
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Um den Einfluss der Konzentration an Zinkricinoleat auf dem
Trdgermaterial auf die Aufreinigung des Enzyms unter diesen
Bedingungen zu testen, wurden das Aluminiumoxid gemdlR Beispiel
1 mit 2,5 undl0 Gew.-% ZnRi belegt. Aublerdem wurde noch wurde

noch mit 10 % Zinkoleat belegtes Aluminiumoxid untersucht.

Material Adsorbens 1 (2 % Zinkricinoleat auf Aluminiumoxid 90)

Beim folgenden Versuch wurden je 500 mg des Adsorbens
211800801 eingesetzt. Die Bindung erfolgte in 50 mM MES-Puffer
mit 500 mM NaCl bei pH 7. Es wurde ein Probevolumen von

1500 pL (2 mg/mL) injiziert. Die Flussrate betrug 1 mL/min.
Die Elution wurde mittels Stufengradient mit 250 mM Imidazol

mit 300 mM NaCl in 50 mM Na-Phosphat bei pH 8 durchgefiihrt.

Abbildung 2 zeigt beispielhaft das Chromatogramm eines unter
den genannten Bedingungen durchgefiihrten FPLC-Durchlaufes. Die
Fraktionen 4-6 und 13-15 wurden aufgefangen und einer SDS-PAGE

unterzogen. Das Gel ist in Abbildung 3 dargestellt.

Diese ersten Versuche zeigen, dass eine pradparative
chromatographische Isolierung von Bste mit diesem Material

prinzipiell mdglich ist.

Adsorbens 2(10 % Zinkoleat auf Aluminiumoxid 90)

Bei den folgenden Versuchen wurden je 500 mg des Adsorbens 2
eingesetzt. Die Bindung erfolgte in 50 mM MES-Puffer (pH 7).
Es wurde je ein Probevolumen von 1500 pL (2 mg/mL) injiziert.
Die Flussrate betrug 1 mL/min. Es wurden unterschiedliche
Stufengradienten zur Elution untersucht. Die Chromatogramme
sind in Abbildung 4-6 gezeigt. Abbildung 7-9 zeigen die SDS-

Gele der aufgefangenen Fraktionen.
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Unabhdngig vom eingesetzten Stufengradient kann jeweils in der
ersten Elutionsfraktion eine relativ hohe Reinheit der Bste
erreicht werden. Auch dieses Material zeigt eine prinzipielle

FEignung fiir die chromatographische Aufreinigung von Bste.

Adsorbens 3 (5 % Zinkrizinoleat auf Aluminiumoxid 90)

Bei den folgenden Versuchen wurden je 1000 mg des Adsorbens
02070940 eingesetzt. Die Bindung erfolgte in 50 mM MES-Puffer
mit 500 mM NaCl (pH 7). Es wurde je ein Probevolumen von

1000 pL (2 mg/mL) injiziert. Die Flussrate betrug 1 mL/min.
Die Elution wurde mittels Stufengradient mit 250 mM Imidazol,
300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8) durchgefiihrt. Abbildung
10 und 11 zeigen Chromatogramme zweier FPLC-Durchlaufe
(Elution mit 250 mM bzw. 500 mM Imidazol im Elutionspuffer).
Die Fraktionen 445 und 9-13 bzw. 14 wurden aufgefangen und
einer SDS-PAGE unterzogen. Die Gele sind in Abbildung 12 und
13 dargestellt.

Die Elutionsfraktionen weisen im Fall dieses Materials eine
relativ hohe Reinheit auf. Die Belegung mit 5 % Zinkrizinoleat
scheint {iber eine relativ hohe His-tag-spezifische
Adsorptionskapazitédt zu verfiigen, so dass dieses Material

besonders fiir eine Isolierung der Bste geeignet ist.

Adsorbens 4(10 % Zinkrizinoleat auf Aluminiumoxid 90)

Bei den folgenden Versuchen wurden je 1000 mg (A) bzw. 2000 mg
(B) des Adsorbens 4 eingesetzt. Die Bindung erfolgte in 50 mM
MES mit 500 mM NaCl (pH 7). Es wurde je ein Probevolumen von
1000 pL (4 mg/mL) injiziert. Die Flussrate betrug 1 mL/min.
Die Elution wurde mittels Stufengradient mit 250 mM Imidazol,
300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat (pH 8) durchgefiihrt. Abbildung
14 und 15 zeigen die Chromatogramme der durchgefiihrten FPLC-

Durchlédufe. Die Fraktionen wurden aufgefangen und mittels SDS-



WO 2012/156508 PCT/EP2012/059260
24

PAGE untersucht. Die SDS-Gele sind in Abbildungen 16 und 17
dargestellt.

Auch dieses Material weist eine prinzipielle Eignung zur Bste-
Aufreinigung auf. Anhand der SDS-PAGE betrachtet scheint die
Verwendung des Aluminuimoxid basierten Materials mit 5 % ZnRi,
allerdings zu einer héherern Reinheit der eluierten Bste-
Fraktionen zu fihren. Eine h&here Ligandendichte kann
sterische Behinderungen auf der Oberfldche zur Folge zu haben,
was sich negativ auf die spezifische Adsorptionskapazitat

auswirken kann.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung eines Separationsmediums

umfassend die Schritte

a) In-Kontakt-Bringen mindestens eines Metallsalzes

einer Fettsdure mit einem organischen LOsungsmittel;

b) In-Kontakt-Bringen des Gemischs gemdBl Schritt a) mit

mindestens einem Tradgermaterial;

c) Abtrennen des Trdgermaterials.

Verfahren gemdB Anspruch 1, wobei es sich bei dem
mindestens einen Metallsalz um ein Zink oder Eisensalz

einer Fettsdure handelt.

Verfahren gemdB Anspruch 1 oder 2, wobei es sich es sich
bei dem organischen L&sungsmittel um Ethanol, Aceton,
Cyclohexanon, iso-Octan, Cyclohepanon oder deren

Mischungen handelt.

Verfahren gemdl einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Tragermaterial ausgewdhlt ist aus anorganischen
Metalloxiden, Kieselgel, Cellulose, Dextran, und deren

Mischungen.

Verfahren gemdl einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Abtrennen gemdl Schritt c¢) durch Verdampfen des

Losungsmittels erfolgt.

Separationsmedium umfassend ein Trdgermaterial auf das

mindestens eine Metallfettsdure aufgebracht ist.
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Separationsmedium gem&B Anspruch 6, wobei es sich bei der

Metallfettsdure um Zinkfettsdure handelt.

Verwendung eines Separationsmediums wie in einem der
Anspriiche 6 oder 7 definiert zum Auftrennen und/oder

Isolieren von Enzymen und/oder Proteinen.

Verfahren zum Auftrennen und/oder Isolieren von Enzymen

und/oder Proteinen umfassend die Schritte

i) In-Kontakt-Bringen einer L&sung enthaltend mindestens
ein Protein und/oder Enzym mit einem
Separationsmedium wie in einem der Anspriiche 6 oder 7

definiert;

ii) Abtrennen des Separationsmediums;

Verfahren gemdB Anspruch 9, wobei die LOsung mindestens
einen weiteren Bestandteil ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus Natriumchlorid, Harnstoff und Glykol
enthalt.

Verfahren gemdB Anspruch 9 oder 10, weiter umfassend den

Schritt

iii) In-Kontakt-Bringen des Separationsmediums gemal

Schritt ii) mit einer Pufferldsung.

Verfahren gemdB Anspruch 11, wobei die Pufferldsung
mindestens einen Bestandteil ausgewdhlt aus der Gruppe

bestehend aus Imidazol, Phosphat, NaCl enth&alt.
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