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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a concentrated product solution via a tangential flow filtration, in
which the following steps are carried out: a) providing a filtration device with a filtration module, in which a retentate space is
separated from a permeate space by a filter medium, b) flowing the product solution to be concentrated across the filter medium on
the retentate side, ¢) removing the retentate from the retentate space via a retentate discharge, d) removing the permeate from the
permeate space via a permeate discharge. The method is characterized in that a solution of increased colligative properties is
introduced into the permeate space, the osmotic pressure of which solution is higher than the osmotic pressure of the product
solution in the retentate space. The invention further relates to a filtration device for producing a concentrated product solution via a
tangential flow filtration with a filtration module, in which a retentate space is separated from a permeate space by a filter medium,
wherein the filtration module has a feed supply to the retentate space and a retentate discharge from the retentate space, and wherein
the filtration module has a permeate space discharge from the permeate space. The device is characterized in that a solution of
increased colligative properties is introduced into the permeate space, the osmotic pressure of which solution is higher than the
osmotic pressure of the product solution to be introduced into the retentate space.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Verbffentlicht: —  vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz Frist;  Verdffentlichung ~ wird  wiederholt,  falls
3) Anderungen eingehen (Regel 48 Absatz 2 Buchstabe h)

Die Erfindung betriftt ein Verfahren zur Herstellung einer konzentrierten Produktldsung durch eine Tangentialflussfiltration, bei
dem folgende Schritte durchgefiihrt werden: a) Bereitstellen einer Filtrationsvorrichtung mit einem Filtrationsmodul, bei dem ein
Retentatraum von einem Permeatraum durch ein Filtermedium getrennt ist, b) Uberstromen des Filtermediums auf der
Retentatseite mit der aufzukonzentrierenden Produktldsung, c) Abfilhren des Retentats aus dem Retentatraum iiber einen
Retentatabfluss, d) Abfiihren des Permeats aus dem Permeatraum iiber einen Permeatabfluss. Das Verfahren ist dadurch
gekennzeichnet, dass in den Permeatraum eine Losung erhéhter Kolligativitat eingebracht wird, deren osmotischer Druck héher
ist als der osmotische Druck der Produktlgsung im Retentatraum. Die Erfindung betrifft weiterhin eine Filtrationsvorrichtung zur
Herstellung einer konzentrierten Produktlésung durch eine Tangentialflussfiltration mit einem Filtrationsmodul, bei dem ein
Retentatraum von einem Permeatraum durch ein Filtermedium getrennt ist, wobei das Filtrationsmodul einen Feedzufluss zu dem
Retentatraum und einen Retentatabfluss aus dem Retentatraum aufweist, und wobei das Filtrationsmodul einen
Permeatraumabfluss aus dem Permeatraum aufweist. Die Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, dass in den Permeatraum eine
Losung erhdhter Kolligativitat eingebracht ist, deren osmotischer Druck hoher ist als der osmotische Druck der in den
Retentatraum einzubringenden Produktlésung.
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Verfahren und Filtrationsvorrichtung zur Herstellung einer konzentrierten

Produktlésung

Beschreibung

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer konzentrierten Produktlésung

durch eine Tangentialflussfiltration, bei dem folgende Schritte durchgefihrt werden:

a) Bereitstellen einer Filtrationsvorrichtung mit einem Filtrationsmodul, bei dem ein
Retentatraum von einem Permeatraum durch ein Filtermedium getrennt ist,

b)  Uberstrdmen des Filtermediums auf der Retentatseite mit der aufzukonzentrierenden
Produktlésung,

c) Abflihren des Retentats aus dem Retentatraum lber einen Retentatabfluss,

d) Abflihren des Permeats aus dem Permeatraum iber einen Permeatabfluss.

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Filtrationsvorrichtung zur Herstellung einer
konzentrierten Produktlosung durch eine Tangentialflussfiltration mit einem
Filtrationsmodul, bei dem ein Retentatraum von einem Permeatraum durch ein
Filtermedium getrennt ist, wobei das Filtrationsmodul einen Feedzufluss zu dem
Retentatraum und einen Retentatabfluss aus dem Retentatraum aufweist, und wobei das

Filtrationsmodul einen Permeatraumabfluss aus dem Permeatraum aufweist.

Stand der Technik

Fur Anwendungen in der pharmazeutischen Therapie ist es oftmals notwendig
wirkstoffhaltige Losungen in einer hohen Konzentration bereitzustellen. Beispielsweise sind
hochkonzentrierte Proteinformulierungen in der Krebstherapie oder bei der Behandlung von

Immundefizienz notig.
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So wird zum Beispiel Immunglobulin in hohen Wirkstoffkonzentrationen zur subkutanen
Injektion verwendet. Die Vorteile einer subkutanen Verabreichung liegen dabei unter
anderem in der méglichen Selbstverabreichung, dem Aufbau von Wirkstoffdepots sowie der
Reduzierung der Infektionsgefahr im Vergleich zu einer intravendsen Verabreichung. Der
Wegfall von ambulanten oder stationaren Aufenthalten durch subkutane Injektion fuhrt

allgemeinhin zu einer besseren Lebensqualitat bei Patienten.

Eine weit verbreitete Methode um im industriellen Mafl3stab konzentrierte Proteinldsungen
herzustellen ist die Tangentialflussfiltration. Dabei wird das zu filtrierende Medium (,Feed®)
tangential Gber das Filtermedium geférdert um die Ausbildung einer Deckschicht zu
unterbinden. Die Deckschicht wiirde permanent zu einer Erhéhung des
Filtrationswiderstandes filhren und die Filtration verlangsamen beziehungsweise ganz zum
Erliegen bringen. Zur Konzentrierung wird dabei das Zielmolekil wahrend der
Tangentialflussfiltration zurlickgehalten (,Retentat®), wobei das Losungsmittel und zum
Beispiel kleinere Bestandteile des Feeds das Filtermedium passieren (,Permeat”).
Ausschlaggebend fir die Riickhaltung des Zielmolekiils ist dabei die Trenngrenze des
Filtermediums. Die Filtrationsgeschwindigkeit (Permeatstrom pro Flache und Zeit durch die
Membran = ,Flux“) hangt neben den Filtermedium und Eigenschaften der Proteinldsung
noch primar von der Uberstrémgeschwindigkeit und des Druckgradienten zwischen

Permeat- und Retentatseite ab.

Trotz Unterbindung der Deckschichtbildung sind allgemein bekannte Limitierungen bei der
Hochkonzentrierung (> 200 g/L) von Proteinen mittels Tangentialflussfiltration eine
Konzentrationspolarisierung beziehungsweise Gelschichtbildung auf dem Filtermedium,
aber auch der hohe FlieRwiderstand der Proteinldsung innerhalb des Filtrationsmoduls
durch die hohen Viskositaten. Diese flihren zu einer Herabsetzung der Filtrationsleistung

und bringen letzten Endes das Konzentrierungsverfahren zum Erliegen.

Eine Verringerung der negativen Effekte durch die Beeinflussung des Feeds, zum Beispiel
die Reduzierung der Viskositat durch Additive wie Salze oder Erh6hung der Temperatur,
sind nur begrenzt moglich. So kédnnen Additive in Form von Salzen in hohen
Konzentrationen zu Unvertraglichkeiten, Verringerung der Lagerfahigkeit oder Herabsetzen

des Wirkpotentials des Produktes fiihren. Ebenso fiihren Temperaturerhéhungen zur
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Erniedrigung der Viskositat nachhaltig zur Schadigung des Produktes, insbesondere bei

Proteinen.

Aus der WO 2001/085316A1 und WO 2013/086498A1 sind Filtermodule zur
Tangentialflussfiltration (Cross-flow-Filtration) bekannt. Flachfiltermodule bestehen dabei
aus einer Vielzahl von stapelférmig angeordneten Filtermedien. Diese Filtermedien werden
durch Abstandshalter voneinander getrennt welche zeitgleich als Feed- beziehungsweise
Retentat- oder Permeatkanal fungieren. Die Auslegung der Abstandshalter beeinflusst
dabei mafdgeblich die Eigenschaften der Flachfiltermodule hinsichtlich
Stromungseigenschaften und Deckschichtbildung am Filtermedium

(Konzentrationspolarisierung bzw. Gelschichtbildung).

Aus der US 8 580 933 B2 ist es bekannt, die Betriebsparameter wahrend der
Aufkonzentrierung anzupassen. Dabei werden in Abhangigkeit der Retentateigenschaften

(Art des Molekiils, Konzentration, Viskositat) Druckdifferenz und Uberstrémrate variiert.

Nachteilig hierbei sind die komplexere Regelung des Prozesses und die Notwendigkeit die

Retentateigenschaften iber den zeitlichen Verlauf des Prozesses zu kennen.

Aus der WO 2010/111378 A1 ist ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Herstellung
hochkonzentrierter Produktldsung mittels Tangentialflussfiltration in Kombination mit einer
Evaporation bekannt. Entlang der Permeatseite des pordsen Filtermediums wird ein
Gasstrom geflhrt um eine héher konzentrierte Losung zu erhalten. Die zu konzentrierende
Lésung wird dabei auf der Retentatseite zirkuliert. Durch Evaporation kann die erreichbare

Konzentration erhéht werden.
Nachteilig dabei ist, dass die Evaporationsprozesse sehr langsam sind. Um noch
akzeptable Prozesszeiten zu erreichen, muss die Filtrationsflache vergréfiert werden. Dies

fuhrt allerdings zu hoheren Kosten sowie einer schlechteren Ausbeute.

Aufgabenstellung

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren und eine Filtrationsvorrichtung

bereitzustellen, welches eine hdhere Filtrationsleistung auch bei hohen Konzentrationen
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ermdglicht und somit die Herstellung hochkonzentrierter Produktlésungen, beispielsweise
hochkonzentrierte Proteinldsungen ermoglicht. Dabei sollen die Prozesszeiten relativ kurz

sein und eine Schadigung der hochkonzentrierten Produktldsung soll vermieden werden.

Darlegung der Erfindung

Diese Aufgabe wird bezlglich des Verfahrens in Verbindung mit den Merkmalen des
Oberbegriffs von Anspruch 1 dadurch gel6st, dass in den Permeatraum eine Lésung
erhOhter Kolligativitat eingebracht wird, deren osmotischer Druck hoher ist als der

osmotische Druck der Produktldsung im Retentatraum.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass durch eine zusatzliche Losung mit erhéhter
Kolligativitat in dem Permeatraum Limitierungen hinsichtlich der erreichbareren
Endkonzentrationen der zu konzentrierenden Produktlésungen verringert werden kdnnen,
sodass hohere Endkonzentrationen in verkirzter Zeit erreicht werden kdnnen, ohne zum
Beispiel die Filtrationsflache zu vergrofRern. Beschadigungen der hochkonzentrierten

Produktlésung kénnen dabei zudem vermieden werden.

Unter einer Losung mit erhdhter bzw. hoher Kolligativitat wird eine Losung mit einer hohen

Teilchenzahl an gelésten Komponenten verstanden, die den osmotischen Druck erhdhen.

Zur Konzentrierung wird dabei das Zielmolekil der zu konzentrierenden Produktlésung
wahrend der Tangentialflussfiltration zuriickgehalten (,Retentat®), wobei das Losungsmittel
und zum Beispiel kleinere Bestandteile des Feeds, d.h. der zu konzentrierenden
Produktldésung, das Filtermedium als Permeat passieren. Ausschlaggebend fur die
Rickhaltung des Zielmolekiils ist dabei die Trenngrenze des Filtermediums. Die
Filtrationsgeschwindigkeit (Permeatstrom pro Flache und Zeit durch die Membran = ,Flux®)
hangt neben dem Filtermedium und den Eigenschaften der Produktldsung noch primar von
der Uberstrdmgeschwindigkeit und dem Druckgradienten zwischen Permeat- und

Retentatseite ab.

Bevorzugte Ausfiihrungsformen sind Gegenstand der abhangigen Anspriiche.



WO 2016/193100 PCT/EP2016/061809

Nach einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die aufzukonzentrierende
Produktlésung (Feed) einem Retentattank batchweise oder kontinuierlich zugefiihrt. Die zu
filtrierende, d.h. vorliegend die zu konzentrierende Produktlésung kann aus einem eigenen
Vorrats- oder Feedbehdlter dem Retentattank zugefiihrt werden. Grundsatzlich ist es aber
auch moglich, die zu filtrierende Produktldésung direkt aus dem Vorrats- oder Feedbehalter
dem Retentatraum des Filtermoduls zuzuflihren und das Retentat als konzentrierte

Produktldésung in einem Retentattank zu sammeln.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Retentat

zwischen dem Retentatraum und dem Retentattank mittels einer Pumpe rezirkuliert.

Gemal} einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die Losung erhohter
Kolligativitat Gber einen zusatzlichen (zusatzlich zu dem Zufluss Uber das Filtermedium)
Permeatraumzufluss dem Permeatraum zugefiihrt und zusammen mit dem Permeat (iber
den Permeatabfluss abgefiihrt. Dabei ist grundsatzlich eine einmalige Zufiihrung der
Lésung mit erhohter Kolligativitat moglich. Die Permeatseite kann derart ausgelegt werden,
dass durch einmalige Befiillung keine weitere Zuflihrung von ionenhaltiger Losung
notwendig ist. Neben der einmaligen Zufihrung ist grundsatzlich auch eine batchweise

Zufuhrung der Losung mit erhohter Kolligativitat moglich.

Das erfindungsgemalie Verfahren lasst sich dabei unabhangig von der
Filtrationsmodulbauweise (wie beispielsweise Flachfilter- oder Hohlfaser- oder

Wickelmodule) umsetzen.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die Losung
erhdhter Kolligativitat dem Permeatraum Uber den zusatzlichen Permeatraumzufluss

kontinuierlich zugefiihrt.

Nach einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden die Losung erhdhter
Kolligativitat und das Permeat einem Sammelbehalter zugefiihrt Die Lésung erhdhter
Kolligativitat und das Permeat kdnnen dabei zwischen dem Permeatraum und dem

Sammeltank liber eine Pumpe rezirkuliert werden.
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In einer weiteren Ausfiihrung kénnen statt Pumpen Gravitation oder mit Druckluft
beaufschlagte Behiltnisse verwendet werden um eine Uberstromung des Filtermediums zu

gewahrleisten.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung werden retentat- und
permeatseitig eine Druckmessung und eine Drucksteuerung oder alternativ eine

Druckmessung und eine Druckregelung durchgefiihrt.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird als Produktldsung eine

hochkonzentrierte Proteinldsung hergestellit.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird als Losung erhdhter

Kolligativitat eine ionenhaltige Losung dem Permeatraum zugefuhrt.

Die ionenhaltige Losung kann insbesondere Natrium-, Kalium-, Ammonium-, Magnesium-,
Chilorid-, Sulfat-, Phosphat- oder Carbonat-lonen aufweisen. Bevorzugt wird dabei als

ionenhaltige Losung eine Natriumchlorid-Losung zugefiihrt.

Der Begriff ,ionenhaltige Loésung® beschreibt die kolligative Eigenschaft (hohe Kolligativitat)
einer Losung und l3sst sich ganz allgemein als Loésung mit einem definierten (hohen)
osmotischen Druck oder als Losung mit einem definierten (hohen) Stoffmengenanteil an
geldsten Komponenten verstehen. Solche Losungen kdnnen beispielsweise Salzldsungen
sein, die durch die Dissoziation in lonen nach dem van-'t-Hoff'schen Gesetz einen

besonders hohen osmotischen Druck aufweisen.

Des Weiteren hat sich gezeigt, dass sich die Riickgewinnung von Protein aus der
Tangentialflussfiltrationsvorrichtung nach Beendigung des Filtrationsvorganges durch das
erfindungsgemalie Verfahren verbessern lasst. In bekannter Weise kann das in der
Vorrichtung verbliebene Produkt nach Beendigung der Tangentialflussfiltration mit Hilfe
einer Flissigkeit herausgespllt werden. Dadurch wird ein Produktverlust minimiert. Um
eine Verdinnung des vorab konzentrierten Produktes zu minimieren, ist es von Vorteil mit
moglichst wenig Flissigkeit die Filtrationsvorrichtung auszuspllen. Dabei ist es moglich,

nach der Konzentrierung die Permeatseite mit Puffer zu flllen und tber einen [angeren
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Zeitraum eine Losung des konzentrierten Produktes (Deckschicht) zu erwirken.

Anschlie3end wird das Protein mittels Puffer ausgespiilt.

Die Anwendung der erfindungsgemafien Vorrichtung und des Verfahrens hat gezeigt, dass
durch die Beflllung der Permeatseite mit einer ionenhaltigen Losung mit hohem
osmotischen Druck ein osmotisches Druckgefalle von der Permeatseite zur Retentatseite
erzeugt wird, wodurch die Deckschicht beziehungsweise die Gelschicht effektiver aufgeldst
wird. Hierdurch wurde die Riickgewinnung der Proteine aus der Deckschicht im Vergleich

mit der Ausspuilung nach dem Stand der Technik deutlich verbessert.

Die Aufgabe wird beziglich der Filtrationsvorrichtung in Verbindung mit den Merkmalen des
Oberbegriffs von Anspruch 12 dadurch geldst, dass in den Permeatraum eine Lésung
erhdhter Kolligativitat eingebracht ist, deren osmotischer Druck hoher ist als der osmotische

Druck der in den Retentatraum einzubringenden Produktlosung.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass durch eine Filtrationsvorrichtung, deren
Permeatraum eine zusatzliche Losung mit erhdhter Kolligativitat aufweist, Limitierungen
hinsichtlich der erreichbareren Endkonzentrationen der zu konzentrierenden Produktlésung
verringert werden kénnen, sodass héhere Endkonzentrationen in verklrzter Zeit erzielt
werden konnen, ohne zum Beispiel die Filtrationsflache zu vergrofiern. Beschadigungen
der hochkonzentrierten Produktldsung kdnnen mit einer solchen Vorrichtung zudem

vermieden werden.

Nach einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung weist das Filtrationsmodul einen
zusatzlichen (zusatzlich zu dem Zufluss uber das Filtermedium) Permeatraumzufluss in den
Permeatraum auf Uber den die Losung mit erhdhter Kolligavitat in den Permeatraum

einbringbar ist.

Gemal} einer bevorzugten Ausfilhrungsformdass der Erfindung ist im Feedzufluss zum
Retentatraum und im Permeatraumzufluss zu dem Permeatraum jeweils eine Pumpe
angeordnet. Grundsatzlich kdnnen statt Pumpen auch Gravitation oder mit Druckluft
beaufschlagbare Behltnisse verwendet werden um eine Uberstromung des Filtermediums

zu gewahrleisten. Im Feedzufluss und im Permeatraumzufluss oder im
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Permeatraumabfluss kdnnen Drucksensoren angeordnet sein, die wie die Pumpen mit

einer Steuer- oder Regeleinheit verbunden sind.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist das Filtrationsmodul

als ein Flachfiltermodul oder ein Hohlfasermodul oder ein Spiralwickelmodul ausgebildet.
Das Filtermedium weist mindestens eine mikropordse Ultrafiltrationsmembran mit einem
nominellen Abscheidegrad (NMWOC: Nominal Molecular Weight Cut-Off) von 1kDa bis
1000 kDa und einer Dicke zwischen 25 bis 300 ym auf. Dabei kann beispielsweise eine
mikropordse Polymermembran mit Porengrofen von 0,01 bis 10 ym verwendet werden.

Es wurden die nachfolgenden Versuche durchgefuhrt:

Ausfiihrungsbeispiel 1 ,Konzentrierung von Rinderserumalbumin®:

Nach dem erfindungsgemalfien Verfahren wurde Rinderserumalbumin (Fraktion V
lyophilisiert, Kraeber) konzentriert. Die erreichte Endkonzentration beziehungsweise
Prozessleistung wurde dabei mit einem Standardverfahren mit unterschiedlichen

lonenkonzentrationen im Feed verglichen.

Rinderserumalbumin wurde in Phosphatpuffer (Pufferbestandteile
Kaliumhydrogenphosphat und Dikaliumhydrogenphosphat) mit einer Molaritat von 10 mM

und einem pH-Wert von 7,2 geldst.

Fir die Versuche mit erhdhten lonengehalt beziehungsweise Salzgehalt wurde der Feed-

Lésung (Rinderserumalbumin in Puffer) entsprechend Natriumchlorid (NaCl) zugesetzt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch eine Absorptionsmessung bei 280 nm mit
einem UV-VIS Photometer. Die Berechnung der Konzentration aus der gemessenen
Extinktion erfolgte nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. Der Extinktionskoeffizient fur

Rinderserumalbumin wurde mit 0,63 I/(g*cm) bestimmt.

Fir alle Versuche wurden Tangentialflussflachfilterkassetten mit einer Filtrationsflache

von 0,02m? verwendet. In die Flachfilterkassetten verbaut wurden Membranen vom Typ
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Hydrosart® (zellulosebasierte Ultrafiltrationsmembran, Sartorius Stedim Biotech GmbH)
mit einer Trenngrenze von 30 kDa. Fir die Tangentialflussfiltration wurde das Sartoflow
Slice 200 Bench-Top Laborsystem (Tandem 10982 Peristaltik Pumpe, Sartocon Slice 200
Kassettenhalter, Laborwaage Talent TE 4100, Sartorius Stedim Biotech GmbH)
verwendet. Die Permeatzirkulation wurde liber die Pumpe eines zweiten Sartoflow

Slice 200 Bench-Top Laborsystems realisiert.

Vor Durchflihrung der Konzentrierungsversuche gemaft dem erfindungsgemaflen
Verfahren wurden Versuche zur Ermittlung eines Uber den Konzentrationsbereich
geeigneten Transmembrandrucks bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (100 g/l,
175 g/l. 250 g/l) und Druckdifferenzen (Pg-Pr) durchgefiihrt.

Es wurde festgestellt, dass ein Transmembrandruck von 1,5 bar fur den
Konzentrationsbereich bis 250 g/l am besten geeignet ist. Flir hdhere

Transmembrandriicke wurde keine signifikant hohere Filtrationsleistung erzielt.

Fir einen Vergleich der Konzentrierung nach erfindungsgemafen Verfahren wurden
zun&chst Proteinldsungen im Standard- Tangentialfluss-Verfahren konzentriert.
Standardverfahren bezeichnen hier Konzentrierung ohne zusatzliche ionenhaltige Losung
auf der Permeatseite. Es wurden Konzentrierungen bei unterschiedlichem lonengehalt im
Feed durchgefiihrt. Uber die Steuerung der Feed-Pumpe wurde ein konstanter
Eingangsdruck von 2,7 bar eingestellt. Der Transmembrandruck wurde entsprechend den
Vorversuchen auf 1,5 bar geregelt. Im Retentattank wurden 300 ml Feed-Lésung
vorgelegt (100 g/l). Wahrend der Konzentrierung wurde Feed-L&sung mit einer
Konzentration von 100 g/l kontinuierlich zugefihrt. Der Fllstand von 300 mlim
Retentattank wurde damit beibehalten. Bei einem Permeatfluss < 2,1 I/(m?*h) wurde die

Konzentrierung abgerochen.
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Abbildung 1

Abbildung 1 zeigt die erreichten Endkonzentrationen im Standard- Tangentialfluss-
Verfahren bei Abbruch der Konzentrierung. Durch eine Erhéhung der Salzkonzentration
der Feed-Ldsung erhdhte sich die erreichbare Endkonzentration im Retentat. Wie
eingangs erwahnt ist dabei jedoch vom Nachteil, dass die erhdhte Salzkonzentration im
Retentat (und damit im Produkt) sich negativ auf Haltbarkeit, Wirkung und Stabilitat
auswirken kdnnen. Im Ausfihrungsbeispiel betragt die Leitfahigkeit fur
Rinderserumalbumin in Phosphatpuffer und 150 mM NaCl 14,4 mS/cm, fir 1 M NaCl 69,9
mS/cm. Zum Vergleich: Die Leitfahigkeit von Rinderserumalbumin in 10 mM
Phosphatpuffer ohne Zugabe von Natriumchlorid betrug 2,5 mS/cm. Je nach Salzgehalt
beziehungsweise Produkt misste nach der Konzentrierung durch einen weiteren Schritt
entsalzt werden. Eine weitere Diafiltration ist zum Beispiel bei einer hohen

Proteinkonzentration jedoch nicht moglich.

Fir die Konzentrierungsversuche nach erfindungsgemalfien Verfahren wurde die
Proteinlésung zundchst ebenfalls im Standard- Tangentialfluss-Verfahren konzentriert.
Uber die Steuerung der Feed-Pumpe wurde ein konstanter Eingangsdruck von 2,7 bar
eingestellt. Der Transmembrandruck wurde entsprechend den Optimierungsversuchen
auf 1,5 bar geregelt. Unterschritt der Flux 15 I/(m#*h), wurde die Permeatzirkulation
gestartet. Es wurde entsprechend des Volumens im Permeattank die konzentrierte

Salzlésung zudosiert um eine spezifische Salzkonzentration zum Start der
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Permeatzirkulation einzustellen. Fir die Permeatzirkulation wurde ein konstanter Fluss von
60 mL/min eingestellt. Bei einem Permeatfluss < 2,1 I/(m#*h) wurde die Konzentrierung
ebenfalls abgerochen, um einen Vergleich der Leistung hinsichtlich Konzentrierung zu
ermoglichen.

360

340

320

300

280

260

240

Konzentration bei Abbruch [g/I]

220

200

10 mM KPi 10 mM KPi 150 mM 10 mM KPil M NaCl 10 mM KPi2,5M
NaCl NaCl

Puffer Permeat

Abbildung 2

Abbildung 2 zeigt die erreichten Endkonzentrationen nach dem erfindungsgemalien
Verfahren bei Abbruch der Konzentrierung. Durch die Zirkulation der ionenhaltigen Lésung
auf der Permeatseite konnte die finale Konzentration im Ausfliihrungsbeispiel um bis

zu 27 % gesteigert werden. Wahrend der Konzentrierung gelangen durch den
Konzentrationsgradienten im Ausflihrungsbeispiel auch Salzionen von der Permeat auf die
Retentatseite. Die Menge ist jedoch im Vergleich zur Konzentrierung bei erhdhter
Salzkonzentration in der Feedldsung deutlich geringer. Je nach gewahlter Konzentration
betrug die finale Leitfahigkeit des Retentats 4,5 mS/cm fiir 150 mM NacCl, 14,5 mS/cm fiir 1
M NaCl und 19,3 mS/cm fir 2,5 M NaCl.

Fir die Konzentrierung von Protein nach dem erfindungsgemafen Verfahren wurden
verschiedene Salzlésungen auf der Permeatseite bei einer Startkonzentration von 500 mM

zirkuliert. Prozessparameter und -Verlauf wurden wie zuvor gewahilt.
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Abbildung 3

Abbildung 3 zeigt die Erh6hung der finalen Konzentration beim Abbruchkriterium
(Permeatfluss < 2,1 I/(m®*h)) bei Verwendung anderer Salzlésungen flr die

Permeatzirkulation.

Ausfiihrungsbeispiel 2 ,Konzentrierung von Rinderserumalbumin nach dem

erfindungsgemafien Verfahren bei erhdhten Transmembrandruck und unterschiedlichen

Flachfilterkassette*

In dem Ausflhrungsbeispiel 2 wurde eine Flachfilterkassette mit anderen Abstandshaltern
zur Konzentrierung von Rinderserumalbumin genutzt. Die Konzentrierung erfolgte wie im
Ausflhrungsbeispiel 1 mit folgenden Unterschieden: Das Volumen des Retentattanks

betrug 70 ml. Der Transmembrandruck wurde auf 2,4 bar eingestellt.

Waéhrend der Konzentrierung ohne Salzzirkulation wurde eine Endkonzentration
von 324 g/l erreicht. Bei einer Konzentrierung mit Salzzirkulation (1 M Natriumchlorid)
wurde Endkonzentration von 518 g/l erreicht. Die finale Leitfahigkeit der Rententatldsung

betrug 15,7 mS/cm bei der Permeatzirkulation.

Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden

speziellen Beschreibung und den Zeichnungen.
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Kurzbeschreibung der Zeichnungen

Es zeigen:

Figur 1: eine Seitenansicht im Schnitt eines als ein Flachfiltermodul ausgebildeten
Filtermoduls,

Figur 2: eine schematische Darstellung einer Filtrationsvorrichtung mit einer
Rezirkulation zwischen einem Retentattank und einem Retentatraum
eines Filtrationsmodules und mit einer Rezirkulation zwischen einem
Sammeltank und einem Permeatraum des Filtrationsmodules und

Figur 3: eine schematische Darstellung einer Filtrationsvorrichtung mit einem

Vorratsbehalter fir eine zu konzentrierende Produktldsung und mit einem

Sammeltank fur Permeat und Losung erhohter Kolligativitat.

Beschreibung bevorzugter Ausfiithrungsformen

Eine Filtrationsvorrichtung 1 besteht im Wesentlichen aus einem Filtrationsmodul 2 mit

einem Feedzufluss 3, einem Retentatabfluss 4 und einem Permeatraumabfluss 5.

Entsprechend dem Ausfiihrungsbeispiel der Figur 1 ist das Filtrationsmodul 2 als ein
Flachfiltermodul ausgebildet, bei dem ein Retentatraum 6 von einem Permeatraum 7 durch
ein Filtermedium 8 getrennt ist. Der Retentatraum 6 ist einerseits mit dem Feedzufluss 3
und andererseits mit dem Retentatabfluss 4 verbunden. Der Permeatraum 7 ist mit einer
Lésung 10 mit erhdhter Kolligativitat beflllt. Die Losung 10 mit der erhdhter Kolligativitat
kann dabei Uber den Permeatraumzufluss 9 in den Permeatraum 7 eingebracht werden.
Der osmotische Druck der Losung 10 mit erhohter Kolligativitat ist hOher als der osmotische
Druck einer in den Retentatraum 6 Uber den Feedzufluss 3 einzubringenden
Produktiésung 11, die hochkonzentriert werden soll. Uber den Retentatabfluss 4 wird
konzentriertes Retentat 12 der Produktlésung 11 abgefiihrt. Durch das Filtermedium 8
hindurchtretendes Permeat 13 wird Uber den Permeatraumabfluss 5 zusammen mit der

Lésung 10 abgefihrt.
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Entsprechend Figur 1 wird somit ber den Feedzufluss 3 durch den Retentatraum 6, der
einen Retentatkanal bildet, das Filtermedium 8 bedingt durch eine Druckdifferenz P
zwischen dem Druck Pr des Feedzuflusses 3 und dem Druck Pr des Retetentatabflusses 4
(P = Pg- PRr) Uberstromt. Als Filtermedium 8 zur Konzentrierung von Proteinen eignen sich
je nach Molekilgrofie besonders bevorzugt Ultrafiltrationsmembranen (z.B. aus
Polyethersulfon oder regenerierter Cellulose) mit Abscheideraten von 1 — 1000 kDa.
Bedingt durch eine Druckdifferenz, dem Transmembrandruck TMP, auf beiden Seiten des
Filtermediums 8, namlich den mittleren Druck im Retentatraum 6 (Pg- Pr)/2 und dem Druck
Pp im Permeatraum 7 ergibt sich aus ein Transmembrandruck TMP = (P + Py )/2 — Pp,
wodurch ein Teil der Produktlésung 11 als Permeat 13 durch das Filtermedium 8 abfiltriert
wird. Der nichtffiltrierte Anteil der Produktldsung 11 (Feed) verldsst das Filtrationsmodul 2
Uiber den Retentatabfluss 4 als Retentat 12. Die Produktlésung 11, beispielsweise eine
ionenhaltige Losung (z.B. Natriumchlorid-Losung), kann tUber den Permeatraumzufluss 9
kontinuierlich zugefuhrt werden. Gemeinsam mit dem Permeat 13 verlasst die Loésung 10
dann das Filtrationsmodul 2 (iber den Permeatraumabfluss 5. Je nach erfindungsgemalier
Ausfuhrung ist das Retentat 12 der Filtermedium 8 Uber den Retentatraum 6 als auch das
Permeat 13 mit der Losung 10 Uber das Filtrationsmedium 8 im Permeatraum 7 sowohl
einmalig Uber Strdmen als auch rezirkuliert werden. Des Weiteren kann der Permeatraum 7
derart ausgelegt sein, dass durch einmalige Befiillung mit der Lésung 10 keine weitere
Zufuhrung der Losung 10 notwendig ist. Das erfindungsgemalie Verfahren Iasst sich dabei
unabhangig von der Ausbildung des Filtrationsmoduls 2 als Flachfilter-, Hohlfaser-, oder

Wickelmodul, durchfiihren.

Entsprechend dem Ausfiihrungsbeispiel der Figur 2 ist dem Filtrationsmodul 2 ein
Retentattank 14 mit der zu konzentrierenden Produktldsung 11 vorgelagert. Der
Retentattank 14 ist (iber eine Pumpe 15 mit dem Feedzufluss 3 des Filtrationsmoduls 2
verbunden. Zwischen dem Feedzufluss 3 und der Pumpe 15 ist ein Drucksensor 16
angeordnet. Der Retentatabfluss 4 des Filtrationsmoduls 2 ist (iber ein erste
Rezirkulationsleitung 17 mit dem Retentattank 14 verbunden. In der ersten
Rezirkulationsleitung ist ein erstes Ventil 23 geordnet. Dem Filtrationsmodul 2 ist ein
Sammelbehalter 18 nachgeordnet. Der Permeatraum 7 des Filtrationsmoduls 2 ist seinem
Permeatraumabfluss 5 Uber eine Sammelleitung 19 mit dem Sammelbehalter 18
verbunden. Der Sammelbehalter 18 ist iber eine zweite Rezirkulationsleitung 20 mit dem

Permeatraumzufluss 9 des Filtermoduls 2 verbunden. In der zweiten
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Rezirkulationsleitung 20 ist eine Pumpe 21 angeordnet. Zwischen der Pumpe 21 und dem
Permeatraumzufluss 9 ist ein Drucksensor 22 angeordnet. In der zweiten

Rezirkulationsleitung 20 ist ein zweites Ventil 24 angeordnet.

Die zu konzentrierende Produktldsung 11 (Feed) befindet sich im Retentattank 14. Durch
die Pumpe 9 wird die Produktlésung in den Retentatraum 6 des Filtrationsmoduls 2
befordert. Das Retentat 12 wird Uber die erste Rezirkulationsleitung 17 in den
Retentattank 14 beférdert. In dem Sammelbehalter 18 befindet sich die Losung 10, die mit
der Pumpe 21 in den Permeatraum 7 beférdert werden kann. Entsprechend dem
Ausfuhrungsbeispiel von Figur 2 werden sowohl das Retentat 12 als auch das Permeat 13
einschlieRlich Lésung 10 zirkuliert. Uber die Pumpenleistung der Pumpen 15, 21, liber die
Steuerung der Ventile 23, 24 und lber die Drucksensoren 16, 22 kénnen die
entsprechenden Druckverhaltnisse fir die Tangentialflussfiltration durch eine nicht

dargestellte Steuer- oder Regeleinheit gesteuert werden.

Entsprechend dem Ausflihrungsbeispiel der Figur 3 ist die Filtrationsvorrichtung 1° als
geschlossenes System und ohne Rezirkulation des Retentats 12' ausgebildet. Die zu
konzentrierende Produktldésung 11° wird von einem Vorratsbehalter 25 Giber die Pumpe 15°
und den Feedzufluss 3‘ in den Retentatraum 6° des Filtrationsmoduls 2° gefordert. Das
Filtermedium 8° trennt den Retentatraum 6° von dem Permeatraum 6°. Das Retentat 12°
verlasst das Filtrationsmodul 2° iiber den Retentatabfluss 4° und das Ventil 26 als
konzentrierte Produktldsung ohne Zirkulation. Auf der Permeatseite wird aus dem
Sammelbehalter 18° die Losung 10° mit erhdhter Kolligativitat und das Permeat 13° mittels
der Pumpe 21° liber die Zirkulationsleitung 20° und den Permeatraumzufluss 9' in den
Permeatraum 7° geleitet und zusammen mit dem Permeat 13’ Uber die Sammelleitung 19°
in den Sammelbehalter 18° geférdert. Der Sammelbehalter 18° ist daflir ausgelegt, sowohl
die Lésung 10° als auch das Permeat 13‘ aufzunehmen. Uber das Ventil 26, die
Drucksensoren 16, 22‘ und die Pumpen 15, 21‘ kann der Transmembrandruck TMP

gesteuert oder geregelt werden.

Naturlich stellen die in der speziellen Beschreibung diskutierten und in den Figuren
gezeigten Ausfuhrungsformen nur illustrative Ausflihnrungsbeispiele der vorliegenden
Erfindung dar. Dem Fachmann ist im Lichte der hiesigen Offenbarung ein breites Spektrum

von Variationsmoglichkeiten an die Hand gegeben.
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Bezugszeichenliste

1,1 Filtrationsvorrichtung
2,2 Filtrationsmodul

3, 3 Feedzufluss

4,4 Retentatabfluss

5,5 Permeatabfluss

6, 6° Retentatraum

7,7 Permeatraum

8, 8 Filtermedium

9,9 Permeatraumzufluss

10, 10 Lésung mit erhdhter Koll
11, 11 Produktldsung

12,12 Retentat von 11

13,13 Permeat

14 Retentattank

15, 15° Pumpe

16, 16° Drucksensor

17 erste Rezirkulationsleitung
18, 18° Sammelbehalter

19, 19° Sammelleitung

20, 20° zweite Rezirkulationsleitung
21, 21° Pumpe

22,22 Drucksensor

23 erstes Ventil von 17

24 zweites Ventil von 20
25 Vorratsbehéalter

26 Ventil
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer konzentrierten Produktlésung (11, 11°) durch eine

Tangentialflussfiltration, bei dem folgende Schritte durchgefiihrt werden:

a) Bereitstellen einer Filtrationsvorrichtung (1, 1°) mit einem
Filtrationsmodul (2, 2°), bei dem ein Retentatraum (6, 6°) von einem
Permeatraum (7, 7°) durch ein Filtermedium (8, 8°) getrennt ist,

b)  Uberstrdmen des Filtermediums (8, 8°) auf der Retentatseite mit der
aufzukonzentrierenden Produktlésung (11, 11°),

c) Abflihren des Retentats (12, 12°) aus dem Retentatraum (6, 6°) Giber einen
Retentatabfluss (4, 4°),

d)  Abflhren des Permeats aus dem Permeatraum (7, 7°) Uber einen
Permeatabfluss (5, 5°),

dadurch gekennzeichnet,

dass in den Permeatraum (7, 7°) eine Losung erhohter Kolligativitat (10, 10°)

eingebracht wird, deren osmotischer Druck héher ist als der osmotische Druck der

Produktldésung (11, 11°) im Retentatraum (6, 6°).

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Produktlésung (11) einem Retentattank (14) einmalig oder batchweise oder

kontinuierlich zugefihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Retentat (12) zwischen dem Retentatraum (6) und dem Retentattank (14)

mittels einer Pumpe (15) rezirkuliert wird.

4.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet,
dass die L6sung erhéhter Kolligativitat (10, 10°) Gber einen Permeatraumzufluss
(9, 9°) dem Permeatraum (7, 7°) zugefiihrt und zusammen mit dem Permeat (13, 13°)

Uber den Permeatraumabfluss (5, 5°) abgeflihrt wird.
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10.

11.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Losung erhohter Kolligativitat (10, 10°) und das Permeat (13, 13°) einem

Sammelbehalter (18, 18°) zugefiihrt werden.

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Losung erhdhter Kolligativitat (10, 10°) dem Permeatraum (7, 7°)

kontinuierlich zugefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Losung erhohter Kolligativitat (10, 10°) und das Permeat (13, 13°) zwischen
dem Permeatraum (7, 7°) und dem Sammelbehélter (18, 18°) Giber eine Pumpe

(21, 21°) rezirkuliert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet,
dass retentat- und permeatseitig eine Druckmessung und eine Drucksteuerung oder

alternativ eine Druckmessung und eine Druckregelung durchgefiihrt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet,
dass als Produktlésung (11, 11°) eine hochkonzentrierte Proteinldsung hergestellt

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,
dass als Losung erhohter Kolligativitat (10, 10°) eine ionenhaltige Losung dem

Permeatraum (7, 7°) zugefuhrt wird.
Verfahren nach Anspruch 10,

dadurch gekennzeichnet,

dass als ionenhaltige Losung eine Natriumchlorid-Losung zugefiihrt wird.
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12.  Filtrationsvorrichtung (1, 1°) zur Herstellung einer konzentrierten
Produktlésung (11, 11°) durch eine Tangentialflussfiltration mit einem
Filtrationsmodul (2, 2°), bei dem ein Retentatraum (6, 6°) von einem
Permeatraum (7, 7°) durch ein Filtermedium (8, 8°) getrennt ist, wobei das
Filtrationsmodul (2, 2°) einen Feedzufluss (3, 3°) zu dem Retentatraum (6, 6°) und
einen Retentatabfluss (4, 4°) aus dem Retentatraum (6, 6°) aufweist, und wobei das
Filtrationsmodul (2, 2*) einen Permeatabfluss (5, 5°) aus dem Permeatraum (7, 7°)
aufweist,
dadurch gekennzeichnet,
dass in den Permeatraum (7, 7°) eine Losung erhohter Kolligativitat (10, 10°)
eingebracht ist, deren osmotischer Druck hdher ist als der osmotische Druck der in

den Retentatraum (6, 6°) einzubringenden Produktldésung (11, 11°).

13. Filtrationsvorrichtung nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Filtrationsmodul (2, 2°) einen zusatzlichen Permeatraumzufluss (9, 9°) in den
Permeatraum (7, 7°) aufweist, Uber den die Lésung mit erhdhter Kolligativitat (10, 10°)

in den Permeatraum (7, 7°) einbringbar ist.

14. Filtrationsvorrichtung nach Anspruch 13,
dadurch gekennzeichnet,
dass im Feedzufluss (3, 3) zum Retentatraum (6, 6°) und im Permeatraumzufluss

(9, 9°) zu dem Permeatraum (7, 7°) hin jeweils eine Pumpe (21, 21°) angeordnet ist.

15. Filtrationsvorrichtung nach einem der Anspruch 12 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Filtrationsmodul (2, 2°) ein Flachfiltermodul oder ein Hohlfasermodul oder

ein Spiralwickelmodul ist.

16. Filtrationsvorrichtung nach einem der Anspriiche 12 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Filtermedium (8) mindestens eine mikropordse Ultrafiltrationsmembran mit
einem nominellen Abscheidegrad von 1kDa bis 1000 kDa und einer Dicke

zwischen 25 bis 300 um aufweist.
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