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Magnetseparation im Dienste der Biotechnologie

M. Franzreb, ITC

Mit dem Verfahren der Magnetse-
paration sind in der Regel Asso-
ziationen wie Erzaufbereitung,
Mineralgewinnung oder Abfall-
recycling verbunden. Dieser Arti-
kel soll veranschaulichen, dass
moderne Magnetseparationsver-
fahren auch in der Biotechnologie
das Potential fur vielfaltige An-
wendungsbereiche besitzen und
sogar gegenuber bisher Ublichen
Verfahren Vorteile bieten. Mit sei-
nen Erfahrungen zum Einsatz der
Magnettechnologie in der Was-
serreinigung, zum lonenaus-
tausch, zur Synthese und Cha-
rakterisierung magnetischer Na-
nomineralien sowie zur Mikrobio-
logie bearbeitet der Bereich Was-
ser- und Geotechnologie des In-
stituts fir Technische Chemie seit
ca. vier Jahren dieses bisher we-
nig untersuchte aber zukunfts-
weisende Forschungsfeld.

Erste Arbeiten zum Einsatz ma-
gnetischer Materialien und Hand-
habungstechniken in der Bio-
technologie finden sich in den
1970er [1, 2]. Darin wird die Her-
stellung magnetischer Enzymtra-
ger sowie magnetischer Sor-
benspartikel beschrieben, die in
der Lage sind bestimmte Biomo-
lekiile mit hoher Selektivitat auf-
zunehmen. Gegen Ende der
1970er folgen mit Magnogel,
Dynabeads und Estapor M auch
die ersten kommerziell erhaltli-
chen magnetischen Mikrosor-
bentien. Deren Anwendungsge-
biete sind bisher jedoch aus-
schlieBlich im Bereich der Bioana-
lytik, der medizinischen Diagnos-
tik sowie der Zellseparation zu fin-
den. Zusammen mit Arbeitsgrup-
pen der Universitat Stuttgart, der

Dénischen Technischen Univer-
sitat in Lyngby bei Kopenhagen
sowie den Firmen chemagen Bio-
polymer-Technologie AG und
Steinert Elektromagnetbau ist es
das Ziel der Arbeitsgruppe ,Ma-
gnettechnologie“ am ITC-WGT
neben einer Weiterentwicklung
magnetischer Sorbentien deren
Anwendung auf die technische
Biokatalyse und Bioproduktauf-
reinigung auszudehnen. Im Fol-
genden werden neben magneti-
schen Tragermaterialien und Sor-
bentien Beispiele zur DNA-Sepa-
ration, Biokatalyse und Biopro-
duktaufbereitung dargestellt.

Magnetische

Tragermaterialien und
Sorbentien

Da fast alle biologischen Sub-
stanzen diamagnetische Eigen-
schaften besitzen, sie also von ei-
nem Magneten nur sehr schwach
abgestoBen werden, ist eine di-
rekte Nutzung von Magnetfeldern
zu ihrer Handhabung praktisch
ausgeschlossen. Um magneti-
sche Verfahren in der Biotechno-
logie anzuwenden, ist es daher
notwendig biologische Objekte
wie Enzyme, Proteine, Viren oder
Zellen an magnetische Sorbens-
partikel zu binden [3]. Diese Bin-
dung kann z.B. bei der Immobili-
sierung von Enzymen irreversibel
erfolgen. In der Regel wird aber
eine reversible Bindung ange-
strebt, die zum einen stark genug
ist, um eine ausreichende Selekti-
vitat fur die Zielsubstanz zu errei-
chen, und zum anderen durch ei-
ne Anderung der Milieubedingun-
gen wieder vollstdndig geldst
werden kann. Den magnetischen
Sorbenspartikeln kommt damit
eine Schlisselrolle zu und am An-

fang der Entwicklung jedes auf
Magnettechnologie basierenden
Verfahrens in der Biotechnologie
steht die Suche nach geeigneten
Partikeln. Im Erlduterungskasten
findet sich ein Beispiel fur eine
von ITC-WGT und seinen Koope-
rationspartnern adaptierte und
optimierte Herstellungsmethode
fir hochselektive magnetische
Mikrosorbentien.

Im Prinzip sind magnetische Mi-
krosorbentien mit einer hohen
Vielfalt an funktionellen Ober-
flachengruppen und streng defi-
nierten mechanischen und ma-
gnetischen Eigenschaften bereits
kommerziell erhéltlich. Unter Be-
zeichnungen wie Dynabeads,
MACS Microbeads oder BioMag
werden magnetische Sorbens-
partikel im GréBenbereich von ca.
100 nm bis hin zu wenigen Mikro-
metern von Firmen wie Dynal,
Miltenyi oder Perseptive Biosys-
tems angeboten. Die Palette er-
haltlicher funktioneller Ober-
flaichengruppen umfasst u.a.
Amin-, Carboxyl- oder auch che-
latbildende Gruppen. Der techni-
sche Einsatz dieser Partikel fUr ei-
ne Umwandlung oder Separation
biologischer Produkte scheitert
derzeit aber an ihrem extrem ho-
hen Preis von oftmals 100 — 300
Euro pro Gramm. Dieser Preis re-
sultiert jedoch nicht aus den
bendtigten  Grundsubstanzen
oder Fertigungstechniken, son-
dern aus einer rein manuellen
Produktion im MaBstab weniger
Gramm und zum Teil aus den
sehr hohen Qualitatsanforderun-
gen flr medizinisch genutzte Pro-
dukte. Beispiele aus der Pig-
ment- oder Kosmetikindustrie
zeigen, dass beschichtete ma-
gnetische Mikropartikel zu einem
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Herstellung magnetischer Sorbentien mit Chelatliganden

Als Ausgangssubstanz fiir die Herstellung dienen mit einem Aminosilanpolymer gecoatete Ferritkristalle
von ca. 1 ym Durchmesser. Zur weiteren Erh6hung der Stabilitat dieser Partikel und zur Verbesserung
der Korrosionsbesténdigkeit werden die Partikeln mit einer zweiten Polymerschicht aus Polyglutaralde-
hyd gecoatet.
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Als Ergebnis liegen stabile magnetische Trégerpartikeln mit endstandigen Aldehydgruppen bereit, die flr
die Immobilisierung géngiger Affinitdtsliganden verwendet werden kénnen.

Ein Beispiel ist die Einfihrung chelatbildender Iminodiacetatgruppen (IDA) Uber ein bifunktionelles Oxi-
ran (1,4-Butandiol-Diglycidylether).
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Bruchteil dieses Preises erzeugt
und vertrieben werden kénnen.

Einsatz moderner
Magnettechnologie zur

Automatisierung
bioanalytischer Tests

Der Einsatz magnetischer Mikro-
sorbentien in Kombination mit
Magnettrenntechnologie stellt im
LabormaBstab eine bekannte
Technik im Rahmen bioanalyti-
scher Tests dar [4, 5]. Abb. 1 zeigt
schematisch die Arbeitsschritte
der Abtrennung biologischer
Substanzen mit Hilfe magneti-

scher Sorbentien im MillilitermalB-
stab.

Die Anwendungen im LabormaB-
stab umfassen unter anderem die
Isolierung von Proteinen und Nu-
kleinsauren, Verfahren zur Zell-
sortierung und Zelltypisierung
sowie Immunoassays. Die Ab-
trennung der magnetischen Parti-
kel erfolgt dabei mit einfachen
Permanentmagnetanordnungen,
sogenannten magnetischen
Racks. Im Hinblick auf eine Auto-
matisierung und Parallelisierung
der Verfahren tritt hierbei jedoch
das Problem auf, dass nach der

ersten Abtrennung die fur die fol-
genden Wasch- und Elutions-
schritte bendétigte Resuspendie-
rung der am GefaBrand gebilde-
ten Pellets nur schwer und oft un-
vollstdndig mdglich ist. In Zusam-
menarbeit mit der Firma chema-
gen Biopolymer-Technologie AG
wurde daher am ITC-WGT ein
Konzept entwickelt, dass nicht
nur eine parallele Abtrennung
magnetischer Mikropartikel aus
bis zu 96 Proben erlaubt, sondern
auch eine sehr rasche und effizi-
ente Resuspendierung. Das Volu-
men der zu behandelnden Pro-
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ben kann dabei zwischen 10 pL
bis 50 mL variieren [6].

Die Abtrennung der Magnetparti-
kel wird nicht durch Permanent-
magneten erreicht, sondern
durch Metallspitzen, die in die
ProbengefaBe eintauchen und
durch einen &uBeren Elektroma-
gneten aufmagnetisiert werden
(siehe Abb. 2). AnschlieBend
werden die Magnetpartikel mit
Hilfe der Spitzen in ein neues Ge-
faB mit Wasch- oder Elutions-
I6sung Uberfuhrt und durch eine
schnelle Rotation der Spitzen (ca.
2000 U/min) schnell und intensiv
eingemischt. Damit ist z. B. eine
DNA-Abtrennung aus 96 Proben
in weniger als 20 Minuten mdg-
lich, wobei die gewonnene DNA
anschlieBend weiterverarbeitet
werden kann. Mit mehr als 4000
Probenaufbereitungen pro Tag
stellt das Geréat ein Hochdurch-
satzmodul flr umfangreiche
Screening- oder Qualitatskon-
trollaufgaben dar.

Einsatz in der
Biokatalyse

Biokatalytische Verfahren spielen
in der Biotechnologie eine her-
ausragende Rolle. Der Einsatz
der Biokatalysatoren, der Enzy-
me, erfolgt dabei entweder in
geldster Form oder als immobili-
sierte, d.h. auf einem Trager fi-
xierte, Verbindung. Die Vorteile
immobilisierter Enzyme sind (i) ei-
ne leichte RiUckgewinnbarkeit
aus durchmischten Systemen, (ii)
die Mdglichkeit einer kontinuierli-
chen Betriebsflhrung im Festbett
und (iii) eine meist verbesserte
Langzeitstabilitat [7]. Als Trager-
material werden heute meist ma-
kropordse Partikel mit hoher in-

Zugabe der
Magnetbeads

Spezifische Bindung
an die Magnetbeads

Uberstand

Magnetseparation

Elutionsmittel

zugeben \

Waschen und
Elution

Abb. 1: Prinzip der Magnettrenntechnologie fiir biologische Substanzen im

Milliliter-MaBstab.

Abb. 2: In Zusammenarbeit mit ITC-WGT entwickelter Hoch-
durchsatz DNA-Separator der Firma chemagen Biopolymer-Tech-

nologie AG.

nere Oberflache von ca. 1 mm
Durchmesser eingesetzt. Zahlrei-
che industriell relevante Aus-
gangsprodukte fir biokatalyti-
sche Umsetzungen, besitzen je-
doch eine schlechte Wasserl6s-
lichkeit und werden daher oft in
Form feinpartikularer Suspensio-
nen eingesetzt. Beispiele fiir der-

artige Substrate sind syntheti-
sche Aminosduren als Seitenket-
ten semisynthetischer Penicilline,
chirale Bausteine fir Pharmazeu-
tika oder verschiedene Herbizide.
Aufgrund der Gefahr einer all-
mahlichen Verstopfung der Poren
von Trégermaterialien werden
biokatalytische Verfahren flr die-
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se Substanzen in der Regel mit
freien Enzymen durchgefiihrt,
wodurch die Prozesse jedoch oft
wenig nachhaltig und unwirt-
schaftlich sind.

Ein Ansatz zur Ldsung dieses
Problems ist die Verwendung
kompakter magnetischer Mikro-
partikel, so dass eine Immobili-
sierung der Enzyme nur an der
auBeren Partikeloberflache statt-
findet. Um nach dieser Methode
jedoch eine ausreichende Menge
Enzym pro Gramm Trégermateri-
al zu binden sind sehr geringe
PartikelgroBen von nur ca. einem
Mikrometer notwendig (siehe
Abb. 3).

Die nach AbschluB der biokataly-
tischen Reaktion notwendige Ab-
trennung und Rickgewinnung
der magnetischen Trégerpartikel
incl. der immobilisierten Enzyme
erfolgt mit Hilfe sogenannter
Hochgradienten-Magnetsepara-
toren kurz HGMS (siehe auch
Nachrichten 1/2001). In Abb. 4
wird das Vorgehen kurz skizziert.
Zuné&chst wird das Substrat in ei-
nen Biokatalysereaktor gepumpt.
Hierbei durchstrémt die Substrat-
I[6sung einen inaktiven Magnet-
separator, in dem mit Enzymen

b N e -

Abb. 3: Magnetische Polyvinylalkohol
Mikropartikel der Firma chemagen Biopo-
lymer-Technologie AG.

beladene Magnetpartikel vorlie-
gen, so dass diese Magnetbeads
mit der Substratlésung in den
Batchreaktor gespult werden und
im Verlauf des anschlieBenden
Batchbetriebs eine Bioreaktion
hervorrufen. Hat die Reaktion ihr
Optimum erreicht, wird die Pro-
duktlésung samt der suspendier-
ten Magnetbeads durch den nun
aktivierten Magnetseparator aus
dem Bioreaktor gepumpt. Da-
durch werden die Magnetpartikel
einschlieBlich der immobilisierten
Enzyme vollstédndig im Separator
zurlickgehalten. Andere Feststof-
fe, wie z.B. Fasern oder unldsli-
ches Substrat bzw. Produkt pas-
sieren aufgrund ihrer unmagneti-
schen Eigenschaften den Sepa-
rator dagegen weitestgehend un-
gehindert.

Einsatz in der Bio-

produktaufbereitung

Die oftmals geringen Ausbeuten
und hohen Kosten heutiger bio-
technologischer Produktionspro-
zesse rihren u. a. daher, dass die
Herstellung und Aufreinigung der
Produkte Uber viele diskrete Ver-

fahrensschritte erfolgt, die jeder
nur eine oder wenige Funktionen,
wie z.B. Filtration, Aufkonzentrie-
rung, Sorption u.s.w., erfillen.
Die Zunahme biotechnologisch
erzeugter Produkte, wie z.B.
Pharmazeutika aus gentechnolo-
gisch modifizierten Zellstdmmen,
verlangt nach neuen Wegen zu ei-
ner schnelleren und kostengin-
stigeren Produktion. Dazu kann
man mehrere diskrete Aufreini-
gungsschritte zu neuen innovati-
ven Prozessen zusammenzufas-
sen. Einer dieser Ansatze fuhrt
den Prozess mit magnetischen
Sorbentien in Kombination mit
Magnettechnologie durch [8,9].
Die Bioproduktaufreinigung er-
folgt dabei im Prinzip nach dem in
Abb. 1 vorgestellten Schema, je-
doch in einem automatisierten,
wesentlich groBeren MaBstab.

Abb. 5 zeigt das Schaltbild sowie
ein Foto eines Prototyps eines
solchen Aufreinigungssystems
flr Bioprodukte, dessen Kern-
stlick ein schaltbarer Permanent-
magnet (siehe dazu [10]) bildet.
Man erkennt dessen gelbes Ei-
senjoch und im Luftspalt die Fil-
terkammer, in der sich die Ab-

Substrat + Substrat

immob. Enzym

Enzymreaktor

Produkt +

immob. Enzym Produk

Enzymreaktor

Abb. 4: Prinzip der Biokatalyse mit auf magnetischen Mikroparti-
keln immobilisierten Enzymen und Magnetseparatoren (HGMS).
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Elution
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Abb. 5: Prototyp eines auf Magnettechnologie basierenden Aufreinigungssystems fiir Bioprodukte.

scheidematrix befindet. Die Fil-
terkammer ist noch mit einem Ul-
traschall-Prozessor versehen,
der die Wiedergewinnung der se-
parierten Partikeln in der Rick-
spulphase verbessert.

Zur Demonstration der Leis-
tungsfahigkeit des Verfahrens
wurde im Rahmen eines von der

Deutschen Bundesstiftung Um-
welt geférderten Projekts [11] in
Zusammenarbeit mit dem Institut
fir Bioverfahrenstechnik der Uni-
versitat Stuttgart die priméare Auf-
reinigung eines Green Fluores-
cence Proteins (GFP) aus rohem
E.Coli Homogenisat durchge-
fahrt. Die Ergebnisse der Aufreini-
gung zeigt Tab. 1, das Elektro-

phoresegel Abb. 6. Das ungeklar-
te Homogenisat enthielt 11,2 g/L
Gesamtprotein und hiervon ca.
5% bzw. 600 mg/L GFP. Mit
30 g/L Magnetbeads gelang eine
Sorption des GFP zu nahezu
99%, d.h. nur ca. 1% des GFP
verblieben im Uberstand. An-
schlieBend ging ein weiteres Pro-
zent des GFP durch die beiden

Aufreinigungsstufe Gesamt- GFP-Konz. GFP Aufreini- Konzen-
prot.konz. (mg/L) Ausbeute gungs- trations-
(g/L) (%) faktor faktor
Ungeklartes Homogenisat 11.2 592 (100) (1) (1)
Sorptionslberstand 7.13 7.2 1.2 0.02 0.01
Waschiberstand 1 2.14 5.6 1.0 0.05 0.01
Waschuberstand 2 0.24 0.0 0.0 0.00 0.00
Elution 1 5.17 1894 64.0 6.9 3.20
Elution 2 3.82 682 23.0 3.4 1.15
Elution 3 3.12 200 6.7 1.2 0.34
Gesamtbilanz (%) 106% - 95.9% - -
Ausbeute im Eluat 1-3 (%) 22% 925 93.8% 3.8 1.6

Tab. 1: Ergebnisse der primédren Aufreinigung von GFP aus rohem E.coli Homogenisat mittels ma-
gnetischer PVA-Mikrosorbentien.
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Abb. 6: Elektrophoresegel der Fraktionen
eines Aufreinigungsversuchs: unter-
schiedliche Proteine werden nach ihrem
Molekulargewicht (in kiloDalton notiert)
aufgetrennt. Bahn 1: Standardisiertes Ge-
misch aus bekannten Proteinen zur Nor-
mierung, Bahn 2: Ausgangsmedium mit
dem Zielprotein ,,Green Fluorescence Pro-
tein“ (GFP), Bahn 3: Uberstand im Riihrge-
faB nach Zugabe der Sorbenspartikel,
Bahn 4: Waschlésung nach Abtrennung
der Sorbenspartikel im Separator, Bahn 5-
7: Die Lésungen der drei Elutionsschritte
sind weitgehend von Fremdproteinen be-
freit (vergleiche Bahn 2) und feststofffrei.

Waschschritte verloren. Die drei
Elutionsschritte erbrachten
schlieBlich eine Ausbeute von ca.
94% des urspriinglichen GFP in
feststofffreier und aufgereinigter
Form. Durch den Einsatz der Ma-
gnetbeads war es also mdglich
die GFP-L6sung von Feststoffen
zu befreien und gleichzeitig eine
deutliche Steigerung der Reinheit
und der Konzentration zu errei-
chen.

Zusammenfassung

Die Beispiele haben gezeigt, dass
flr einen erfolgreichen Einsatz
magnetischer Verfahren in der
Biotechnologie zum einen ma-
gnetische Partikel fir den jeweili-
gen Anwendungsfall optimiert
und zum anderen effiziente Ma-
gnettechnologien entwickelt wer-
den mussen. Dazu sind Kenntnis-
se aus Biologie, Chemie, Minera-
logie und Ingenieurswissenschaf-
ten gefragt. Besonders bei den in
der Biokatalyse und Biopro-

duktaufbereitung angestrebten
Umsetzungen im technischen
MaBstab spielen die von ITC-
WGT im klassischen, wasser-
technologischen Bereich gesam-
melten Erfahrungen eine wichtige
Rolle. Magnetische Verfahren in
der Biotechnologie bieten die
Médglichkeit einer direkten bioka-
talytischen Reaktion oder der di-
rekten Produktabtrennung inner-
halb stark feststoffhaltiger Medi-
en wie z.B. ungeklarter Pflanze-
nextrakte oder Fermentations-
brihen. Die hiermit verbundene
Reduktion der Prozessschritte
spart Prozesszeiten und bendtig-
te Ressourcen und erhdht die
Produktausbeute.
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