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 Einleitung und Motivation 

Der biopharmazeutische Sektor wächst und entwickelt sich in einem Tempo, das 

kaum zu übertreffen ist. Im Jahr 2022 hatten biotechnologisch hergestellte Arzneimit-

tel einen Anteil von zirka 34% des weltweiten Umsatzes (127 Mrd. US Dollar) an 

verschreibungspflichtigen und OTC-Arzneimitteln (engl.: over-the-counter, verschrei-

bungsfrei) [EvaluatePharma 2021]. Ein Anhalten der Wachstumstendenz gilt 

branchenweit als gesetzt. Zusätzlich verändert sich die biopharmazeutische Industrie 

hin zu stärker individualisierten und patientenorientierten Medizin (Präzisionsmedi-

zin), sodass bestehende Routinen, wie die Aufreinigung von monoklonalen 

Antikörpern (mAb), für ein neues Portfolio von Biomolekülen wie zum Beispiel 

mRNA, VLPs, Exosome, Enzyme, etc. ausgedehnt werden [Kornecki 2019a, Subrama-

nian 2017]. Besonders in pandemischen Zeiten ist die Nachfrage nach diesen 

Plattformprozessen groß, um neuartigen Krankheiten zeitnah entgegenzutreten und 

eine schnelle Zulassung zu ermöglichen [Kumar 2021]. Durch die hohen Reinheits- 

und Qualitätsanforderung in diesem Sektor sind kontinuierliche Produktqualitätskon-

trollen und Prozessüberwachung während des Betriebes unerlässlich. Des Weiteren 

ist im Rahmen der Prozessintensivierung der kontinuierliche und autonome Betrieb 

angestrebt [Walther 2015], um Handhabungsfehler, Ausfälle und Schichtarbeit zu re-

duzieren. Eine robuste Prozessüberwachung und -regelung im Störungsfall erfordert 

jedoch ein tiefes Prozessverständnis, welches bisher meist durch zeitaufwendige und 

kostenintensive Experimente erlangt wurde. Eine weitere Möglichkeit zum Aufbau 

dieses Wissens bietet die Entwicklung von rigorosen Prozessmodellen, die auf physi-

kalischen und chemischen Begebenheiten basieren [Sixt 2018, Subramani 2003]. Diese 

Modelle sind als allgemeines Ingenieurwerkzeug zu verstehen, die zum einen in der 

Entwicklung neuer Prozesse und zum anderen als Beobachter in der Prozessregelung 

und-steuerung verwendet werden können. In der vorliegenden Arbeit werden die 

Entwicklung eines Prozessmodells und die darauf basierende Prozessregelung am 

Beispiel der Präzipitation von monoklonalen Antikörpern demonstriert. Der bisherige 
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Plattformprozess zur Reinigung von monoklonalen Antikörpern umfasst hauptsäch-

lich Chromatographie-Schritte, da diese eine hohe Ausbeute (> 95%) und Reinheit (> 

95%) gewährleisten können. Lange Zeit war das Upstream Processing (USP) durch 

geringe Titer und lange Prozesszeiten der limitierende Faktor in der Produktion. 

Durch die Fortschritte, die in den letzten Jahrzehnten im USP erzielt wurden, sind je-

doch die Produktionsengpässe vom USP in das Downstream Processing (DSP) 

verlagert worden. In dem Herstellungsprozess von monoklonalen Antikörpern wurde 

der Capture-Schritt (Protein A Chromatographie) als kritischer Punkt identifiziert 

[Glynn 2017]. Das liegt zum einen in der limitierten Kapazität des Chromatographie 

Harzes begründet und zum anderen an der Empfindlichkeit des darauf immobilisier-

ten Protein A. Gleichzeitig sind die Kosten für das Harz (5.000-14.000 €/L) und den 

Pufferverbrauch (0,3 - 2 Mio.€/Batch) während des Prozesses enorm [Dos Santos 2017]. 

Aus den genannten Gründen liegt das höchste Optimierungspotential im DSP, auf den 

der größte Anteil der Gesamtkosten von mehr als > 90% anfällt und es besteht die Not-

wendigkeit, alternative Grundoperationen zu finden oder bereits bestehende zu 

reaktivieren [Singh 2018]. Die Präzipitation ist eine bestehende und relativ alte Tech-

nik, die zur Probenvorbereitung bis heute häufig Anwendung findet, jedoch noch 

nicht weit in der Herstellung von Biopharmazeutika verbreitet ist [Lain 2010]. Dabei 

bietet die Präzipitation einige Vorteile um die genannten Kritikpunkte zu minimieren 

[Dos Santos 2017]. Zum einen ist die Fällung ein von der Anfangskonzentration unab-

hängiger Prozess [Matheus 2009], wodurch steigenden Antikörpertiter und Volumina 

aus den optimierten Upstream Prozessen verarbeitet werden können. Dies ist nicht zu 

verwechseln mit dem Fällungsschritt an sich, bei dem die lokale Übersättigung erst 

zur Bildung von Präzipitaten führt. Des Weiteren sind zum anderen keine komplexen 

Komponenten für die Fällung notwendig. Viel mehr ist das benötigte Equipment, be-

stehend aus einer Mischstrecke und einem Filter zur Fest-Flüssig-Trennung, bereits 

industrieller Standard und als Single-Use Technologie verfügbar. Diese Komponenten 

sind zudem skalierbar, sodass eine Umstellung auf einen anderen Maßstab flexibel ist.  
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Das Ziel dieser Arbeit sind die Erstellung eines validierten Prozessmodells und 

die Entwicklung einer Regelung für den autonomen Betrieb der Anlage am Beispiel 

der Grundoperation Präzipitation. 



2. Stand der Technik 

4 

 Stand der Technik 

In diesem Kapitel werden die allgemeinen Grundlagen für die Proteinpräzipita-

tion als auch die Filtration zusammengefasst. Des Weiteren wird der Quality by 

Design Ansatz (QbD) zur Prozessentwicklung erläutert, der sich zum neuen Standard 

der Prozessentwicklung in der Industrie entwickelt hat. Anschließend wird der aktu-

elle Stand zur Prozessanalysetechnik (engl.: Process analytical Technology, PAT), welche 

eng mit dem QbD Ansatz verbunden ist, für die Präzipitation vorgestellt. Abschlie-

ßend werden die untersuchten Stoffsysteme eingeführt.  

2.1 Grundlagen der Protein Präzipitation 

Im Allgemeinen ist die Präzipitation eng mit der Kristallisation verknüpft und bedeu-

tet die spontane Ausfällung amorpher Strukturen, in Form von Partikeln oder Flocken, 

aus einer flüssigen Phase [Karpiński 2019]. Dabei wird der Fällungsprozess durch äu-

ßere Einflüsse herbeigeführt und geht mit der Veränderung der Proteinlöslichkeit 

einher [Borisenko 2012]. Diese Reduktion kann durch Zugabe eines geeigneten Fäl-

lungsmittels (Präzipitant) erfolgen, welches die Eigenschaften des Lösungsmittels 

oder die Struktur des Proteins verändert. Ähnlich wie in der Kristallisation kann die 

Präzipitation durch eine schnelle Temperatur- oder Druckänderung verursacht wer-

den [Scopes 1994]. Die Triebkraft der Präzipitation ist die Abweichung des chemischen 

Potenzials von dessen Minium, welches sich durch die Veränderung eines thermody-

namisch instabilen Zustands zu einem Gleichgewichtszustand hin verschiebt 

[Tsutomu Arakawa and Serge N. Timasheff 1985]. Um die Präzipitation einzuleiten, 

ist eine starke Übersättigung notwendig, sodass sich das System durch die Ausfällung 

bestimmter Komponenten wieder ins thermodynamische Gleichgewicht zurück-

bringt. Zum besseren Verständnis und zur Abgrenzung der Präzipitation von der 

Kristallisation ist in Abbildung 2-1 mit der durchgezogenen Linie eine schematische 
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Löslichkeitskurve für ein Protein in Abhängigkeit der Fällungsmittelkonzentration 

dargestellt.  

 

Abbildung 2-1: Typische schematische Löslichkeitskurve für ein Protein als Funktion der Präzipitant-

konzentration. --- = Löslichkeitskurve, - - - = 1. Überlöslichkeitskurve, ∙ ∙ ∙ = 2. Überlöslichkeitskurve. 

Adaptiert von Dos Santos et al. [Dos Santos 2017]. 

Jeder Punkt auf der Löslichkeitskurve spiegelt einen Gleichgewichtspunkt zwischen 

Proteinkonzentration und Fällungsmittels wieder. Die Löslichkeitskurve teilt das Dia-

gramm in zwei Bereiche, die ungesättigte und die übersättigte Zone. In der 

untersättigten Zone findet weder Kristallisation noch Präzipitation statt. Der übersät-

tigte Bereich lässt sich weiter in die metastabile, labile Zone und die Präzipitationszone 

unterteilen [Borisenko 2012]. Im metastabilen Bereich findet die Kristallbildung nicht 

spontan, sondern nur durch mechanisch Energieeintrag oder Hinzufügen von Kristal-

lisationskeime, als sogenannte sekundäre Keimbildung, statt. Wird die Lösung stärker 

übersättigt und in die labile Zone überführt, bilden sich Kristallisationskeime im Sys-

tem (Primäre Keimbildung), welche bei konstanten Kristallisationsbedingungen 

schnell zu größeren Kristallen heranwachsen. Die Bildung der Kristallisationskeime 

benötigt eine bestimmte Aktivierungsenergie und ist deshalb der geschwindigkeitsbe-

stimmende Schritt während der Kristallisation. Ist die Lösung sehr stark übersättigt 

kommt es zur instantanen Fällung der Proteine in der Präzipitationszone. Es werden 

keine kristallinen, sondern amorphe Partikel und Aggregate gebildet. Aus diesem 

Grund wird die Präzipitation häufig auch als reaktive Kristallisation bezeichnet 
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[Karpiński 2019]. Präzipitate sind zudem, im Vergleich zu Kristallen, deutlich kleiner 

und liegen im Bereich von 0,1-100 µm vor [Karpiński 2019]. 

2.1.1 Präzipitationsmechanismen 

Die Proteinfällung ist eins der ersten Verfahren zur Proteinreinigung [Lottspeich 

2006], da durch die Mischung verschiedener Flüssigkeiten sichtbare Partikel entste-

hen, welche durch Filtration leicht abgetrennt werden konnten [Scopes 1994].  Zur 

Fällung der Proteine werden üblicherweise Säuren, Basen, Salze [Kunz 2004, Zhang 

2006], Alkohole [Cohn 1925], sowie Polymere eingesetzt [Juckes 1971, Polson 1977]. 

Die Auswahl des Fällungsmittels richtet sich nach dem zu fällenden Protein und der 

möglicherweise denaturierenden Wirkung des Präzipitanten. Werden Nebenkompo-

nenten gefällt, ist die Denaturierung der Proteine nicht relevant, da diese keine 

Wertkomponente darstellen. Wird hingegen das Wertprodukt gefällt, muss ein scho-

nendes Präzipitationsmittel ausgewählt werden [Glynn 2017]. Proteine sind aus einer 

Vielzahl aus Aminosäuren aufgebaut, welche auf die 20 proteinogenen Aminosäuren 

zurückzuführen sind [Christen 2015]. Die unterschiedlichen chemischen Eigenschaf-

ten der Aminosäuren führen dazu, dass Proteine Oberflächenregionen aufweisen, die 

unpolar/ hydrophob, polar/neutral, sauer oder basisch sind [Clark 2009]. Durch die 

sauren, basischen und polaren Eigenschaften resultieren zusätzlich Ladungen inner-

halb eines Proteins [Lottspeich 2006]. Die Summe der einzelnen Ladungen ergibt die 

Nettoladung des gesamten Proteins. Ein charakteristischer Wert eines Proteins ist der 

Isoelektrische Punkt (IP), an dem die Nettoladung des Moleküls Null ergibt. Sowohl 

die Ladungen als auch die Anordnung der hydrophoben Bereiche auf der Proteinober-

fläche sind für die komplexe 3D-Struktur der Proteine verantwortlich.  Eine weitere 

Besonderheit ist, dass es sich bei Proteinen um amphotere Moleküle handelt [Gey 

2015], welche ihre Ladung, auf Grund des umgebenden Milieus (pH-Wert), verändern 

[Christen 2015]. Bei der Proteinpräzipitation können folgende Methoden angewandt 

werden [Chmiel 2011]:  
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1. Veränderung der Eigenschaften des Lösungsmittels (Löslichkeit) 

2. Veränderung der Proteineigenschaften (Ladung und Struktur) 

3. Zugabe von Liganden (Affinität) 

Die Veränderungen des Lösungsmittels gehen mit einer reduzierten Löslichkeit des 

Proteins einher und können durch Zugabe von Salzen, organischen Lösungsmitteln 

oder durch Polymere durchgeführt werden. Die Veränderung der Protein-eigenschaf-

ten beruht auf einer Änderung der Oberflächen Ladung oder der Proteinstruktur bis 

hin zur Denaturierung [Lottspeich 2006]. Ausgelöst wird dieser Effekt durch die Zu-

gabe geringer Mengen von Säuren oder Basen. Die Zugabe von Affinitätsliganden 

führt zu einer selektiven Bindung des Zielproteins. In der vorliegenden Arbeit wurde 

ausschließlich Polyethylenglykol (PEG) als Fällungsmittel genutzt. Auf Grund des ho-

hen Salzgehaltes im Feed [Schmidt 2017] wird zusätzlich die Präzipitation mit Salzen 

thematisiert. Abschließend wird die Präzipitation am isoelektrischen Punkt erläutert, 

da für eine vollständige Auflösung und Stabilität des Antikörpers der Puffer, hinsicht-

lich Ionenstärke und pH-Wert, eingestellt wird [Thompson 2016]. Die Effekte bei der 

Verwendung von organischen Lösungsmitteln, Säuren und Basen, Affinitätspräzipi-

tationsmitteln sowie Druck und Temperatur werden in dieser Arbeit nicht weiter 

betrachtet.  

 

Präzipitation mit Polymeren 

Die Präzipitation mit Polyethylenglykol ist nicht vollständig verstanden, es existieren 

jedoch zwei Theorien zu dessen Beschreibung. Zum einen die Theorie des ausge-

schlossenen Volumens [Ingham 1978, Iverius 1967, Polson 1977] und zum anderen die 

Entstehung von Verarmungszonen [Ingham 1978, Odijk 1997, Odijk 2009]. Die Theorie 

des ausgeschlossenen Volumens geht davon aus, dass Polymere von einer Zone um-

geben sind, welche, auf Grund von sterischen Effekten, den Aufenthalt eines weiteren 

Moleküls nicht toleriert [Hermans 1982]. Diese Theorie geht von der Annahme aus, 

dass Polymere ein kugelförmiges oder lineares Partikel in Lösung ausbilden [Ogston 
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1958, Ogston 1973]. In Abbildung 2-2 (a) ist eine schematische Darstellung [Aumiller 

2014] der Theorie des ausgeschlossenen Volumens gezeigt. Das absolute Volumen ist 

in Form des Kastens dargestellt, die Makromoleküle in Schwarz und das ausgeschlos-

sene Volumen in Weiß. Zur Lösung des Makromoleküls verbleibt lediglich das 

zugängliche Volumen (grau). Es ist deutlich zu erkennen, dass bei freier Dissoziierung 

der Makromoleküle das zugängliche reduziert ist, dass zu einem erhöhten chemischen 

Potential führt. Assoziieren die Makromoleküle auf Grund der lokalen Übersättigung 

in Form von Präzipitation [Laurent 1963], ist das zugängliche Volumen größer und 

das chemische Potential reduziert sich [Aumiller 2014]. Das System befindet sich da-

nach in einem stabileren Zustand als zuvor. Experimentelle Ergebnisse haben zudem 

eine Abhängigkeit zwischen der Proteingröße, Polymerkettenlänge und der resultie-

renden Präzipitationseffizienz gezeigt [Iverius 1967]. Je länger die Kettenlänge des 

Makromoleküls ist, desto stärker sind dessen Aggregation und darüber hinaus die Ef-

fektivität Proteine zu fällen [Asakura 1958, Davis Knoll 1983] (siehe Abbildung 2-2 (b)). 

 
 

(a) (b) 

Abbildung 2-2: (a) Volumenausschlusseffekt bei der Verwendung Polymeren [Aumiller 2014], (b) oben, 

gelöste PEG Moleküle liegen in gewundenen Ketten vor [Polson 1977], (b) unten, schematische Darstel-

lung der sterischen Ausschlusszone von gelösten Polymeren nach[Hermans 1982]. 

Oelmeier et al. haben mit modernen Simulationsmethoden ähnliche Erkenntnisse 

erlangt [Oelmeier 2012]. Polsen beschreibt, dass eine sterische Ausschlusszone um das 

PEG Molekül existiert, jedoch durch die Windungen des Polymers kleine Zwischen-

räume entstehen [Polson 1977]. Sind die Proteinmoleküle klein genug, stellt sich ein 
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Gleichgewicht zwischen Hin- und Rückdiffusion des inneren PEG Moleküls und des 

freien Volumens außerhalb ein [Polson 1977]. Dies kann über einen Verteilungskoeffi-

zienten beschrieben werden. Größere Proteine, welche nicht mit den 

Polymermolekülen in Wechselwirkung stehen, neigen zur Präzipitation durch die lo-

kale Übersättigung [Tsutomu Arakawa and Serge N. Timasheff 1985]. Die Theorie der 

attraktiven Verarmung führt zusätzlich den PEG-induzierten osmotischen Druck als 

Triebkraft für den Fällungsprozess ein [Asakura 1958, Odijk 1997, Odijk 2009]. In die-

sem Theorieansatz werden die PEG-Moleküle auf Grund von sterischen Effekten aus 

der Umgebung der Proteine ausgeschlossen. Die Zonen, welche die Proteine umgege-

ben, werden Verarmungszonen genannt. Nähern sich zwei Proteine an, sodass sich 

die Verarmungszonen überlappen, entsteht ein PEG freier Bereich [Asakura 1958]. 

Dadurch entsteht ein Konzentrationsgradienten des PEGs zwischen den überlappten 

Verarmungszonen und der Bulk-Phase [Thompson 2016]. Dieser Gradient führt zu ei-

nem osmotischen Druck, welcher als Triebkraft der Präzipitation fungiert. Die 

Wechselwirkung zwischen den Proteinen und die resultierende Fällung führt zu einer 

Steigerung der Entropie des Systems [Odijk 1997]. In beiden Theorien werden keine 

direkten Wechselwirkungen zwischen Protein und Polymer beschrieben [Thompson 

2016].  

 

Einfluss von Ionenstärke und Isoelektrischen Punkt 

Die Fällung mit Salzen sowie am isoelektrischen Punkt (IP) sind eng miteinander ver-

knüpft und werden daher zusammen thematisiert [Scopes 1994]. Der isoelektrische 

Punkt (IP) ist der pH-Wert, bei dem sich die positiven und negativen Ladungen eines 

Proteins, zu einer Nettoladung von Null, aufheben [Clark 2009]. Durch die fehlende 

Polarität ist die Stabilisierung der Proteine in polaren Lösungsmitteln minimal und 

resultiert in der Präzipitation [Lottspeich 2006]. Ähnlich wie der isoelektrische Punkt, 

können Salze ebenfalls eine stabilisierende oder destabilisierende Wirkung auf Prote-

ine ausüben [Ruckenstein 2006]. Unter natürlichen Bedingungen, wie zum Beispiel in 
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Zellen, weisen Proteine eine hohe Löslichkeit bei einem geringen Salzgehalt (0,15-0,2 

M) und neutralem pH-Wert auf [Scopes 1994]. Dieser Effekt wird „Einsalzen“ genannt 

und tritt bei einer Ionenstärke von bis zu 0,5 M auf [Scopes 1994]. Ab einer Salzkon-

zentration von 1-2 M haben die meisten Salze einen Aussalz-Effekt [Melander 1977]. 

Dieser Effekt ist jedoch zusätzlich von dem verwendeten Salz abhängig [Collins 2004, 

Salis 2014]. Zudem weist nicht jedes Salz eine einsalzende beziehungsweise aussal-

zende Wirkung auf [Zhang 2014]. Die Hofmeister Reihe klassifiziert kosmotrope und 

chaotrope Salze nach ihrem Vermögen Proteine zu stabilisieren oder zu denaturieren 

[Collins 2004, Kunz 2004].  

2.1.2 Modellierung der Präzipitation 

Auf Grund der Ähnlichkeit zwischen Präzipitation und Kristallisation ist die Ab-

leitung eines Modellansatzes aus der Kristallisation naheliegend [Roland 2010]. Einige 

Arbeiten verwenden Populationsbilanzen zur Vorhersage der Anzahl- und Partikel-

größenverteilung sowohl als auch der Keimbildung, des Wachstums und des Bruchs 

der Präzipitate [Mersmann 2002, Schmok 1988, Segets 2012] sowie der Protein Aggre-

gation [Amin 2014, Wang 2010, Wang 2018]. Erweiterte Modelle sind darüber hinaus 

in der Lage die Form der Partikel vorherzusagen [Iggland 2012]. Ein anderer Ansatz 

ist die Vorhersage durch Beschreibung der Proteinlöslichkeit [Arakawa 1985, Cohn 

1925]. Cohn liefert einen mathematischen Zusammenhang zwischen Ionenstärke und 

Proteinkonzentration [Cohn 1925], welche später von Juckes speziell auf die Präzipi-

tation mit Polyethylenglykol erweitert wurde [Juckes 1971].  Mit dieser Beziehung 

können Präzipitationskurven vorhergesagt werden, welche die Gleichgewichts-kon-

zentration bei einem bestimmten Anteil an Fällungsmittel widerspiegeln. Die zur 

Beschreibung notwendigen Parameter können in Abhängigkeit des hydrodynami-

schen Radius von Protein und Polymer berechnet [Sim 2012] oder mit der 

multivariaten Auswertung von Strukturdaten geschätzt werden [Bauer 2017, 

Hämmerling 2017].  Die Auswahl der geeigneten Gleichungen zur Erstellung eines 
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Prozessmodells richtet sich vor allem nach der notwendigen Modelltiefe. Das Prozess-

modell für die Grundoperation Präzipitation soll in der Lage sein, die Ausbeute und 

Reinheit des Wertproduktes vorherzusagen. Da die Präzipitation der Zielkomponente 

ein Zwischenschritt ist und die Auflösung der Präzipitate direkt in den Prozess inte-

griert ist, stellt das eigentliche Präzipitat nicht das Endprodukt dar. Aus diesem Grund 

ist die Vorhersage der Anzahl- und Größenverteilung sowie der Präzipitat Form se-

kundär. Die Form und Größe der Präzipitate würde dann eine Rolle spielen, sobald 

die Auflösung nicht mehr spontan abläuft. In diesem Fall würde das Oberflächen-zu-

Volumenverhältnis die Auflösung der Partikel beeinflussen. Dies ist in der vorliegen-

den Arbeit jedoch nicht der Fall gewesen. Es wird das Modell zur Beschreibung der 

Löslichkeit nach Juckes verwendet (Gleichung (2-1)), welches die zeitliche Konzentra-

tionsabnahme bei Anwesenheit des Präzipitanten vorhersagen kann [Juckes 1971]. 

Dabei steht S für die Proteinlöslichkeit [mg/ml], β für die Präzipitationseffizienz 

[(mg/ml)/ wt% PEG], ω für den PEG Anteil in Gewichtsprozent [wt%] und κ für die 

intrinsische Proteinlöslichkeit [mg/ml] in Abwesenheit von PEG.  

𝑙𝑜𝑔(𝑆) =  −𝛽 𝜔 +  𝜅 (2-1) 

Die Präzipitationseffizienz wird experimentell bestimmt und zusätzlich mit der be-

rechneten aus Gleichung (2-2) verglichen. Dazu wird das von Sim et al. aufgestellte 

Modell, welches die Theorien der attraktiven Verarmungszonen und des ausgeschlos-

senen Volumens während der PEG Präzipitation berücksichtigt, verwendet [Sim 

2012].  

𝛽 = 𝛾 𝑟ℎ,𝑃𝐸𝐺
0,211 𝑟ℎ,𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 + 𝛿 𝑟ℎ,𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 (2-2) 

Die Faktoren 𝛾 und 𝛿  sind Konstanten, die für die PEG Präzipitation von Proteinen 

bestimmt worden sind (𝛾 =  0,076  und 𝛿 = −0,045) [Sim 2012]. 𝑟ℎ,𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 steht für den 

hydrodynamischen Radius des Proteins [nm], wodurch eine Selektion des Antikörpers 

auf Grund dessen Größe durch das PEG erfolgt. Der Größenunterschied zwischen 

Zielprotein und Nebenkomponenten führt zur selektiven Fällung des Antikörpers 
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[Polson 1977]. Die Berechnung des hydrodynamische Proteinradius und des Polyethy-

lenglykols erfolgt über Gleichung (2-3) [Atha 1981].   

𝑟ℎ,𝑖 = (
3𝜂𝑀𝑖

4 ∗ 𝜋 ∗ 2,5 ∗ 𝑁𝐴
)

1
3
 (2-3) 

Ein weiterer allgemeingültiger Zusammenhang zur Bestimmung von hydrodynami-

schen Radien ist über die Korrelation von Erickson et al. möglich (Gleichung (2-4)). 

Dabei wird die molare Masse in Dalton angeben, sodass der hydrodynamische Radius 

in Nanometer resultiert [Erickson 2009].  

𝑅𝑚𝑖𝑛 = 0,066 𝑀
1
3 (2-4) 

Die Geschwindigkeit, mit der sich die Präzipitate formieren, liegt im Bereich von we-

nigen Sekunden [Chan 1986], sodass von einem spontanen und diffusionslimitierten 

Prozess ausgegangen werden kann [Sommer 2014]. Die Konzentrationsänderung des 

Zielproteins im Überstand wird mit einer Reaktionskinetik erster Ordnung nach Glei-

chung (2-5) berechnet. 

𝑟𝑝𝑟𝑒𝑐 = −𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐  (𝑐𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 − 𝑐𝑒𝑞) (2-5) 

Dabei steht 𝑟𝑝𝑟𝑒𝑐 für die Reaktionsrate [mg/(ml*s)], 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 ist der Kinetik Parameter [1/s], 

𝑐𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 ist die aktuelle Proteinkonzentration des Proteins [mg/ml] und 𝑐𝑒𝑞 gibt die 

Gleichgewichtskonzentration des Proteins [mg/ml] wieder. Der Kinetik Parameter 

𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 wurde in einer vorherigen Arbeit von Lohmann et al. experimentell bestimmt 

[Lohmann 2020]. Dabei wurde gezeigt, dass die Präzipitation eine Funktion der 

Durchmischung ist. Der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Prozess nutzt einen 

statischen Mischer zur Durchmischung von Feed und Präzipitant. Die Modellierung 

der Konzentrationsänderung im statischen Mischer erfolgt über das axiale Dispersi-

onsmodell [Kraume 2020], dass in Gleichung (2-6) angegeben ist. 

𝜖 
𝜕𝑐𝑖  (𝑧, 𝑖)

𝜕𝑡
= 𝐷𝑎𝑥

𝜕2𝑐𝑖 (𝑧, 𝑡)

𝜕𝑧2
− 𝑢 

𝜕 𝑐𝑖 (𝑧, 𝑡)

𝜕𝑧
− 𝑎 𝑘𝑒𝑓𝑓,𝑝𝑟𝑒𝑐  (𝑐𝑖(𝑡) − 𝑐𝑖𝑒𝑞,𝑝𝑟𝑒𝑐

) (2-6) 
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Der erste Summand gibt die axiale Dispersion im Mischer an. Dabei steht 𝐷𝑎𝑥 für 

den axialen Dispersionskoeffizient [cm²/s]. Im zweiten Summanden wird die Konvek-

tion auf Grund der Strömung durch den Mischer berücksichtigt. Die Strömungs-

geschwindigkeit [cm/min] ist mit 𝑢 angegeben. Im letzten Summanden wird die Re-

aktion, in diesem Fall die Präzipitation, berücksichtigt. Der effektive Stoffübergangs-

koeffizient im Mischer wird aus dem Kinetik Parameter der Präzipitation (𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐) und 

der Strömungsgeschwindigkeit (u) auf einen effektiven Stoffübergangskoeffizienten 

in axialer (z) Richtung umgerechnet. Die Berechnung der Auflösung erfolgt ebenfalls 

in einem Mischer und ist in Gleichung (2-7) angegeben. 

𝜖 
𝜕𝑐𝑖 (𝑧, 𝑖)

𝜕𝑡
= 𝐷𝑎𝑥

𝜕2𝑐𝑖 (𝑧, 𝑡)

𝜕𝑧2
− 𝑢 

𝜕 𝑐𝑖 (𝑧, 𝑡)

𝜕𝑧
− 𝑎 𝑘𝑒𝑓𝑓,𝑑𝑖𝑠𝑠 (𝑐𝑖(𝑡) − 𝑐𝑖𝑒𝑞,𝑑𝑖𝑠𝑠

) (2-7) 

Durch die Veränderung der umgebenden Lösung wird der restliche PEG Anteil ver-

dünnt, sodass die thermodynamische Proteinlöslichkeit steigt und sich die Präzipitate 

spontan zurücklösen. Hier werden lediglich der axiale Dispersions-koeffizient (𝐷𝑎𝑥), 

der effektive Stoffübergangskoeffizient sowie die Gleichgewichtskonzentration 

(𝑐𝑖𝑒𝑞,𝑑𝑖𝑠𝑠
) unter den veränderten Bedingungen (Auflösung) angepasst.  

2.2 Grundlagen der Filtration 

Die Filtration stellt, aufgrund der notwendigen Abtrennung der Präzipitate, einen 

essentiellen Bestandteil in der Grundoperation Präzipitation dar. Die Präzipitation er-

folgt mit PEG, welches eine erhöhte Viskosität aufweist. Die Filtrationsaufgabe daher 

nicht trivial. In diesem Kapitel wird ein Überblick zu Membranen und den verschie-

denen Membranverfahren gegeben. Des Weiteren werden unterschiedliche 

Betriebsführungen erläutert und mögliche Modultypen vorgestellt. Abschließend 

wird der mathematische Zusammenhang des Stofftransports an Membranen themati-

siert, welcher zur Modellbildung notwendig ist. Allgemein stellen Membranen eine 

Barriere zwischen zwei Phasen dar, deren Hauptfunktion der selektive Austausch 

zwischen einem beliebigen Kompartiment und dessen Umgebung ist. Dieser findet 
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statt, indem die Membran für bestimmte Komponenten permeable und für andere Be-

standteile undurchlässig ist. Eine Membran kann entweder molekular homogen sein, 

das heißt Struktur und Zusammensetzung sind einheitlich, oder sie ist strukturell oder 

chemisch heterogen, indem Poren vorhanden sind oder die Membran aus einer 

Schichtstruktur aus unterschiedlichen Materialien besteht. Herkömmliche Filter erfül-

len diese Kriterien, sind aber meistens in der Größenordnung der zu filtrierenden 

Partikelgröße von ca. > 10 µm limitiert. Die wichtigsten Arten von Membranen sind 

schematisch in Abbildung 2-3 dargestellt und werden im Weiteren kurz erklärt.  

 

Abbildung 2-3: Überblick von synthetischen Polymermembranen [Baker 2012] 

Nichtsdestotrotz unterscheiden sie sich in der Porengröße, welche zwischen 0,01-

10 µm liegen. Partikel, die größer als die größten Poren in der Membran sind, werden 

vollständig zurückgehalten. Auf Grund der Porengrößenverteilung der Membran, 

werden Partikel, welche zwischen der größten und der kleinsten Pore liegen, teilweise 

zurückgehalten. Partikel die kleiner als die kleinste Porengröße sind, passieren die 

Membran vollständig. Mikroporöse Membranen werden hauptsächlich für die Mikro- 

und Ultrafiltrationsprozesse verwendet. Nicht-poröse oder auch dichte Membranen 

genannt, verfügen nicht über Poren, sondern die Permeation erfolgt auf Grund von 
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Diffusion. Die Filtrierbarkeit einer Komponente ist somit direkt abhängig von deren 

Diffusionsfähigkeit und Löslichkeit im Membranmaterial. Dichte Membranen finden 

Anwendung in der Gasseparation (Pervaporation) und in der Umkehrosmose [Melin 

2007]. Elektrisch geladene Membranen können als poröse oder dichte Membranen vor-

liegen und verfügen über immobilisierte Ladungen auf der Membranoberfläche. Sie 

dienen dem Austausch von entweder Kationen oder Anionen, je nach immobilisierter 

Ladung. Elektrisch geladene Membranen werden für die Elektrodialyse eingesetzt. 

Um eine kosteneffiziente Filtration zu ermöglichen, müssen hohe Transportraten 

durch Membranen erreicht werden. Dies kann durch die Reduzierung der Membran-

dicke erreicht werden. Anisotrope Membrane bestehen aus einer sehr dünnen aktiven 

Schicht, welche eine Dicke von ca. 20 µm aufweist, die auf einer groben porösen Stütz-

schicht aufgebracht ist. Die aktive Schicht kann dabei entweder eine mikroporöse oder 

eine dichte Membran sein. Die Effizienzsteigerung der Filtrationsprozesse durch diese 

Herstellungsweise überwiegt dermaßen, dass fast alle kommerziellen Prozesse aniso-

trope Membranen verwenden. Als Membran-materialien werden eine Bandbreite von 

Polymeren verwendet [Melin 2007]. Hohlfasermembranen, welche ausschließlich in 

der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, werden beispielsweise aus Polyethersul-

fon (PES), Polysulfon (PS), Polypropylen (PP), Polyvinylidenfluorid (PVDF) oder aus 

gemischten Cellulose Estern (ME) hergestellt [van Reis 2007]. Die Membranen sind 

asymmetrisch und haben die aktive Schicht auf der innen Seite (Lumen) der Fasern. 

Die Auswahl des richtigen Membranmaterials basiert auf den Anforderungen der 

Trennaufgabe. Diese müssen thermisch, chemisch und mechanisch beständig sein, als 

auch eine sehr gute Permeabilität des Polymers hinsichtlich bestimmter Komponenten 

haben [Melin 2007]. In Herstellungsprozessen von Biologics finden vielfach PES, ME 

und PS Membranen Anwendung [Knoell 1999, van Reis 2007, Ye 2005, Zhao 2013, 

Zydney 2021].  
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2.2.1 Membranverfahren 

Eine Einteilung der Membranverfahren lässt sich anhand der Triebkraft vorneh-

men. Als Triebkraft eignet sich die Druck-, Konzentrations- oder Partialdruckdifferenz 

zwischen Feed- und Permeatseite. Zusätzlich kann ein elektrisches Feld als Triebkraft 

verwendet werden, um Ionen abzutrennen. Die Anzahl der druckbetriebenen Memb-

ranverfahren wird zusätzlich nach der Porengröße der Membran in Mikro-, Ultra- und 

Nanofiltration sowie die Umkehrosmose unterteilt. Abbildung 2-4 gibt einen Über-

blick, welche Komponenten oder Verunreinigungen mit Mikro-, Ultra- oder 

Nanofiltration sowie der Umkehrosmose abgetrennt werden können. In der pharma-

zeutischen Industrie werden hauptsächlich druckgetriebene Prozesse eingesetzt 

[Baker 2012]. Die Partikel- beziehungsweise Molekülgröße der zurückgehaltenen 

Komponenten nimmt von links nach rechts ab. In dieser Arbeit wurde ausschließlich 

mit der Mikrofiltration gearbeitet, da die zu erwartende Größe der Präzipitate im Grö-

ßenbereich von 0,1-100 µm liegen [Karpiński 2019].  

 

Abbildung 2-4: Übersicht der Abtrennung von Molekülen, die häufig in der Bioprozesstechnik anfallen 

(Adaptiert nach [van Reis 2007]). 
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2.2.2 Prozessführung und Modul Design 

Die Membran selbst ist nur ein Teil des vollständigen Filtrationsprozesses, zudem 

ebenfalls Pumpen, der Feed Tank, die Schläuche und Ventile gehören sowie die not-

wendige Mess- und Regelungstechnik. Zudem ist ein Modul notwendig, welches die 

Einhausung der eigentlichen Membran darstellt. Allgemein muss ein Membranmodul 

bestimmten physikalischen, hydrodynamischen und ökonomischen Anforderungen 

genügen. Physikalisch muss eine effektive Separation gewährleistet werden und die 

Membran gegebenenfalls mit einer Stützschicht stabilisiert werden. Des Weiteren 

sollte ein geringer Druckverlust über die Membran abfallen und der Stofftransport der 

gelösten Komponenten optimiert sein. Darüber hinaus müssen Effekte wie das Kon-

zentrieren einer gelösten Komponente an der Membranoberfläche (Konzentrations-

polarisation) und das Verstopfen der Poren durch Partikel minimiert werden. Zuletzt 

müssen Membranmodule hinsichtlich Verpackung und Fertigung ökonomische As-

pekte erfüllen sowie in der Handhabung einfach sein. Nicht alle Anforderungen 

können gleichermaßen berücksichtigt werden, sodass ein Priorisieren für den jeweili-

gen Membranprozess notwendig ist. Membranmodule können beispielsweise als 

Einwegartikel (Single-Use) verwendet werden, indem die Membran fest in einer Ein-

hausung installiert und verklebt ist. Es sind aber auch Membranhalterungen 

erhältlich, bei denen lediglich die aktive Membran ausgetauscht werden kann. Grund-

sätzlich wird zwischen Normalflussfiltration (NFF, engl.: Dead-End Filtration) und 

Tangentialflussfiltration (TFF, engl.: Cross-Flow Filtration) unterschieden. Beide Filtra-

tionsführungen sind in Abbildung 2-5 schematische dargestellt. Bei der Normalfluss-

filtration wird der Feedstrom direkt auf die Membran geleitet, sodass der Feedstrom 

dem Permeatstrom entspricht. Diese Filtrationstechnik ist anfällig für Kuchenbildung 

auf der Membran oder das vollständige Verblocken. Bei der Tangentialflussfiltration 

hingegen wird die Membran tangential überströmt und der Permeatstrom senkrecht 

dazu angezogen.  
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(a) (b) 

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der (a) Normalflussfiltration und der (b) Tangentialfluss-filt-

ration [Zeman 1996]. 

Der eintretende Strom teilt sich somit in einen Permeat- und einen Retentatstrom auf. 

Durch diese Art der Filtration kann die Kuchenbildung an der Membranoberfläche 

und die resultierende Verblockung reduziert werden. Es stellt sich ein Gleichgewichts-

zustand ein, sodass ein kontinuierlicher Betrieb ermöglicht wird. Die Filtrations-

führung, ob NFF oder TFF, richtet sich nach Beschaffenheit des Feed Materials und 

dessen Verunreinigungen, sowie nach eventuell enthaltenen Partikel. Die NFF wird 

häufig für partikelfreie Feeds mit geringen Verunreinigungen verwendet. Die TFF 

wird verwendet, um Ablagerungen auf der Membran entgegenzuwirken. Durch die 

Einstellung hoher Flussraten im Membranmodul stellt sich ein Steady State zwischen 

Ablagerung und Mitreißen der Partikel ein. In Abbildung 2-6 sind schematisch die 

möglichen Prozessführungen aufgezeigt.  

Single Pass Batch  Feed-and-Bleed 

 

 

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der möglichen Prozessführungen einer TFF Membran (adap-

tiert nach [Zeman 1996]). 

Die Single-Pass Konfiguration ist die einfachste Prozessführung. Hierbei wird der 

Feedstrom einmal über die Membranfläche geleitet und verlässt das Modul anschlie-

ßend als Retentatstrom. Diese Prozessführung wird häufig angewendet, wenn das 
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Produkt im Permeat vorliegt und der Retentatstrom einen geringen Wert besitzt sowie 

einfach zu entsorgen ist. Um eine hohe Ausbeute zu erreichen, muss der Permeatfluss 

groß sein, wodurch eine entsprechende Membranfläche benötigt wird. Die Verweilzeit 

im Membranmodul ist vergleichsweise kurz. Grundsätzlich kann ein TFF Modul eben-

falls im Dead-End Modus betrieben werden, in dem die Retentatseite geschlossen wird 

[Zeman 1996]. Die Single-Pass Konfiguration hat in der Filtration von Bioprozessen 

jedoch eine geringe Bedeutung und wird hauptsächlich für die Wasseraufbereitung 

als Umkehrosmose betrieben [Zeman 1996]. Im klassischen Batch-Prozess wird der Re-

tentatstrom vollständig zurück in den Feed Tank geleitet und das System im Kreis 

betrieben, bis die gewünschte Konzentration des Zielproduktes erreicht ist. Durch die 

Rückführung kann der Permeatstrom pro Überströmung geringgehalten werden, so-

dass die Belastung der Membran geringer ausfällt als im Single-Pass Prozess. Die 

Verweilzeit in der Batch Konfiguration ist jedoch durch die reduzierte Membranfläche 

sehr lang. Zusätzlich führt die Konzentrationssteigerung der gelösten Stoffe und Par-

tikel im Feed Tank zu Limitierungen und daraus resultierend zu einer 

kontinuierlichen Reduktion des Permeatfluss. Als dritte Prozessführung steht die 

Feed-and-Bleed Konfiguration zur Verfügung, die meistens in Großtechnischen, kon-

tinuierlich betriebenen Anlagen eingesetzt wird. Hierbei wird ein Teil des 

Retentatstroms (Feed) zum Membranmodul zurückgeführt, um eine definierte Fluss-

rate im Modul einzustellen. Der zweite Teil des Retentatstroms (Bleed) wird 

kontinuierlich zum nächsten Prozessschritt oder Tank weitergeleitet. Durch die kurze 

Verweilzeit im Membranmodul muss die Membranfläche sehr groß sein, damit einen 

ausreichender Permeatstrom gewährleistet wird. Wird die Feed-and-Bleed Konfigu-

ration im mehrstufigen Betrieb verwendet, lässt sich die Membranfläche der einzelnen 

Module reduzieren, da die jeweilige Belastung der Membran verringert wird. In Ta-

belle 2-1 sind die genannten Prozessführungen in Bezug auf Membranfläche und 

Verweilzeit gegenübergestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass für einen kontinuier-

lichen Betrieb eine mehrstufige Feed-and-Bleed Prozessführung am sinnvollsten ist. 

Allgemein kann gesagt werden, dass alle beschriebenen Filtrationsprozesse (Dead-
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End oder Cross-Flow) mit konstantem Druck oder konstantem Fluss durchgeführt 

werden können [Miller 2013]. Die Prozesse in der vorliegenden Arbeit wurden mit 

einem konstanten Fluss betrieben.  

Tabelle 2-1: Vergleich der Prozesskonfigurationen in Bezug auf die Membranfläche und die Verweilzeit 

[Zeman 1996].  

Konfiguration Membranfläche Verweilzeit 

Single-Pass 

Batch 

Feed-and-Bleed 

Feed-and-Bleed (mehrstufig) 

Moderat 

Gering 

Hoch 

Gering 

Sehr kurz 

Sehr lang 

Kurz 

kurz 

Jeder Membranprozess hat seine eigenen Anforderungen, wonach sich das jeweilige 

Moduldesign richtet. Allgemein muss aus technischer Sicht eine hohe Packungsdichte 

der Membran erreicht werden, um die aktive Fläche zu maximieren. Beim Eintragen 

von Partikeln durch den Feedstrom, muss eine gute Modulspülbarkeit beziehungs-

weise eine geringe Verblockungsneigung gegeben sein. Dies kollidiert unter 

Umständen mit einer maximalen Packungsdichte. Außerdem spielen die kostengüns-

tige Fertigung und ein ökonomischer Membranwechsel zwischen zwei Prozessen eine 

große Rolle. Außerdem müssen Polarisationseffekte an der Membran und ein geringer 

Druckverlust berücksichtigt werden. Abschließend sollen die Module chemisch, ther-

misch und physikalisch stabil sein und eine gleichmäßige Überströmung der 

Membran gegeben sein. Grundsätzlich werden Membranmodule in Flach- und 

Schlauchmembranen unterteilt. Abbildung 2-7 gibt einen kurzen Einblick in mögliche 

Bauformen von Membranmodulen.  

Flachmembranen Schlauchmembranen

Plattenmodul

Kissenmodul

Wickelmodul

Rohrmodul

Kapillarmodul

Hohlfasermodul

Packungs-
dichte

günstige 
Fertigung

Modul-
spülbarkeit

Kapazität der 
Feststoff-
beladung

 

Abbildung 2-7: Übersicht der verfügbaren Bauformen von Membranmodulen (adaptiert nach [Melin 

2007]) 
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Dabei nehmen die Packungsdichte und die kostengünstige Fertigung für alle Module 

von oben nach unten zu. Im Gegensatz dazu nehmen die Modulspülbarkeit sowie die 

Kapazität der Feststoffbeladung von unten nach oben zu. Dies verdeutlicht anschau-

lich, dass für jeden Prozess das individuelle Optimum gefunden werden muss. In der 

vorliegenden Arbeit werden ausschließlich Hohlfasermodule verwendet, da sie eine 

hohe Packungsdichte aufweisen und damit eine große Membranfläche zur Verfügung 

stellen. Die Präzipitate sind im Verhältnis zum Hohlfaserdurchmesser so gering, dass 

eine ausreichende Modulspülbarkeit für diesen Prozess ebenfalls erreicht wird. Aus 

diesem Grund wird im Folgenden ein kurzer Überblick über den Aufbau von Hohlfa-

sermodulen gegeben. Die Anderen Bauformen werden nicht weiter thematisiert.  

Hohlfasermodule sind ein Bündel aus mehreren Fasern, die am Kopf der Einhausung 

fest verklebt sind (siehe Abbildung 2-8 (a)).  

 
 

(a) (b) 

Abbildung 2-8: Schematische Darstellung (a) Aufbaus sowie (b) der möglichen Betriebsweisen eines 

Hohlfaser- bzw. Kapillarmoduls (adaptiert von [Melin 2007]). 

Die einzelnen Fasern verhalten sich Fluiddynamisch wie ein Rohr, mit Faserdurch-

messer im Bereich von 0,5 - 1 mm [Repligen 2022]. Der Betrieb der Fasern richtet sich 

nach der Positionierung der aktiven Schicht der Membran. Module, welche die aktive 

Schicht der Membran auf der Innenseite der Fasern angebracht haben, werden im In-

Out-Betrieb verwendet. Eine Rückspülung wird von außen nach innen durchgeführt, 

um Reste auf der Membranoberfläche zu entfernen. Es ist ebenfalls möglich die aktive 

Schicht außen auf den Fasern anzubringen. Dementsprechend wird das Modul dann 
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im Out-in betrieb verwendet (siehe Abbildung 2-8 (b)) [Melin 2007, Zeman 1996]. 

 

2.2.3 Modellierung des Stofftransports an Membranoberflächen 

Ein häufig beobachtetes Phänomen in der Filtration, gleichermaßen beim Normal-

fluss und Tangentialfluss, ist die Limitierung des Permeatflusses im Verlauf des 

Prozesses. Zum verbesserten Verständnis und zur mathematischen Beschreibung die-

ses physikalischen Effektes existieren in der Literatur mehrere empirische und 

theoretische Modellvorstellungen [Belfort 1994, Chew 2020]. Allgemein lassen sich die 

bekannten Modelle auf Grund ihrer physikalischen Effekte entweder den Diffusions-

oder den hydrodynamischen Modellen zuordnen [Melin 2007]. Zu den Diffusionsmo-

dellen gehören die Konzentrationspolarisation, das Modell des Osmotischen Drucks 

und das Gelschicht-Modell [Pradanos 1992, Song 1995, van den Berg 1990, Vilker 1984, 

Wijmans 1984, Zydney 1986]. Dabei ist der Einfluss von Diffusion bzw. Hydrodyna-

mik abhängig von der Molekül- bzw. Partikelgröße im Filtrationsfeed. In 

Ultrafiltrationsprozessen überwiegen Diffusionseffekte, sodass der Permeatfluss mit 

steigender Molekülgröße abnimmt [Fane 1984]. Das liegt in dem geringen Diffusions-

vermögen größerer Moleküle begründet, wodurch ein Rücktransport von der 

Membran in die Bulkphase ebenfalls absinkt. Ab einer Partikelgröße > 0,1 µm steigt 

der Permeatfluss wieder an und hydrodynamische Effekte überwiegen, welches in der 

Mikrofiltration der Fall ist [Fane 1984, Melin 2007]. Bei den hydrodynamischen Mo-

dellen sind das Deckschicht- und Ablagerungsmodell zu nennen [Gernedel 1981]. Die 

Selektivitäts- und Permeabilitätsanalyse eignet sich sowohl für Mikro- als auch die 

Ultrafiltration, da diese die Porengrößenverteilung der Membran mit dem der zu filt-

rierenden Komponenten vergleicht [Kanani 2010, Mehta 2005, Mochizuki 1993, 

Siddiqui 2016, Zeman 1996]. In druckbetriebenen Filtrationsprozessen, wie der Ultra- 

und Mikrofiltration, wird der volumetrische Permeatfluss (𝐽𝑣) in [ml/(min*cm²)] allge-

mein durch das Gesetz von Darcy (Gleichung (2-8)) beschrieben und ist abhängig von 
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dem Druck als Triebkraft (Δ𝑝) in [Pa], der Viskosität (𝜂) in [Pa*s] sowie dem Memb-

ranwiderstand (𝑅𝑚) in [1/cm]  [Darcy 1856].  

𝐽𝑣 =
𝛥𝑝

𝑅𝑚 𝜂
 

(2-8) 

Zudem sind die Eigenschaften der verwendeten Membran essentiell. Jedes Membran-

materials besitzt eine spezifische hydraulische Permeabilität (𝐿𝑃) in [cm/(Pa*s)], wel-

che durch die Membrandicke (𝛿𝑚) in [cm], die Porengröße (𝑟𝑝) in [cm] und die 

Porosität (𝜖) in [-] der Membran beeinflusst wird [Pradanos 1992]. Die hydraulische 

Permeabilität entspricht dem reziproken Membranwiderstand und wird mit Glei-

chung (2-9) berechnet. 

𝐿𝑃 =
𝐽𝑣  

𝛥𝑝
=

𝜖 𝑟𝑝
2

8 𝜂 𝛿𝑚
=

1

𝑅𝑚 𝜂
 

(2-9) 

Konzentrationspolarisation 

Einen möglichen Berechnungsansatz für den abnehmenden Permeatfluss bieten Dif-

fusionsmodelle, welche die Filmtheorie nutzen, um reale Stofftransportvorgänge an 

der Membran zu beschreiben. Bei einer überströmten Fläche oder einem durchström-

ten Rohr bildet sich ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil aus. Die Strömungs-

geschwindigkeit an der Wand ist, auf Grund von Reibungseffekten minimal, und 

ergibt sich zu Null. An dieser Stelle bildet sich eine laminare Grenzschicht aus, dessen 

Dicke (𝛿) von den vorherrschenden Strömungsbedingungen beeinflusst wird. Die 

Filmtheorie geht davon aus, dass innerhalb dieser Grenzschicht der Stofftransport aus-

schließlich durch Diffusion stattfindet. Der Stofftransport zur Wand erfolgt durch 

Konvektion, hervorgerufen durch die Strömung. Abbildung 2-9 (a) zeigt die schema-

tische Entwicklung des parabolischen Geschwindigkeitsprofils in Röhren, zu denen 

die Hohlfasern gehören, sowie die laminare Grenzschicht an der Wand (gestrichelte 

Linie). Sobald die Membran teilweise oder vollständig undurchlässig für eine Kompo-

nente i ist, erfolgt der Stofftransport zur Membran schneller als der Abtransport durch 

den Permeatstrom. Als Resultat kommt es zu einer Konzentrationsüberhöhung der 
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Komponente an der Membran, welche in Abbildung 2-9 (b) dargestellt ist.  

 
 

(a) (b) 

Abbildung 2-9: (a) schematische Darstellung des Strömungsprofils in einem Rohr und der sich ausbil-

denden laminaren Grenzschicht 𝛿. (b) zeigt die Konzentrationspolarisation an der Membran abgeleitet 

durch die Filmtheorie (adaptiert von [Baker 2004]). 

Dieser Effekt wird als Konzentrationspolarisation bezeichnet. Die Konzentrationsdif-

ferenz zwischen Wand und Bulk-Phase dient als Triebkraft für den diffusiven 

Rücktransport der akkumulierten Komponente in der Grenzschicht. 𝑐𝑏 ist die Kon-

zentration in der vollständig durchmischten Bulk-Phase und 𝑐𝑤 die überhöhte 

Wandkonzentration. Die Filmtheorie legt eine Stoffmengenbilanz zur Berechnung der 

Vorgänge an der Membran zu Grunde. Der Stoffmengenstrom (�̇�𝑖,𝑇𝑀) in [mol/s] über 

die Membran ergibt sich aus dem konvektiven Strom (�̇�𝑖,𝑘𝑜𝑛𝑣) hin zur Membranober-

fläche und dem diffusiven Rücktransport (�̇�𝑖,𝑑𝑖𝑓𝑓) von der Membran zurück in die 

durchmischte Bulk-Phase (siehe Gleichung (2-10)).  

�̇�𝑖,𝑇𝑀 = �̇�𝑖,𝑘𝑜𝑛𝑣 + �̇�𝑖,𝑑𝑖𝑓𝑓 (2-10) 

Dabei ergibt sich der Stoffmengenstrom im Permeat (�̇�𝑖,𝑇𝑀) aus dem Gesamtfluss (𝐽𝑣) 

und der Konzentration im Permeat (𝑐𝑖,𝑝) der Komponente i (siehe Gleichung (2-11)). 

Ähnliches gilt für den konvektiven Stoffstrom der sich aus dem Gesamtfluss und der 

Konzentration (𝑐𝑖) im Feed zusammensetzt (siehe Gleichung (2-12)). Für den diffusi-

ven Stoffstrom in der laminaren Grenzschicht wird das erste Fick’sche Gesetz aus 

Gleichung (2-13) herangezogen.  

�̇�𝑖,𝑇𝑀 = 𝐽𝑣  𝑐𝑖,𝑝 

�̇�𝑖,𝑘𝑜𝑛𝑣 = 𝐽𝑣 𝑐𝑖 

(2-11) 

(2-12) 
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�̇�𝑖,𝑑𝑖𝑓𝑓 = −𝐷𝑖

𝑑𝑐𝑖

𝑑𝑦
 

(2-13) 

Das Vorzeichen gibt die Flussrichtung der Diffusion an [Baker 2012]. Werden die Glei-

chungen (2-11) – (2-13) in Gleichung (2-10) eingesetzt, resultiert nach Trennung der 

Variablen der in Gleichung (2-14) beschriebene Zusammenhang: 

∫
𝐽𝑣

𝐷𝑖
𝑑𝑦

𝑦=𝛿

𝑦=0

=  ∫
1

(𝑐𝑖 − 𝑐𝑖,𝑝)
𝑑𝑐𝑖

𝑐𝑤

𝑐𝑏

 (2-14) 

Die linke Seite wird über die Grenzschichtdicke integriert und die rechte Seite über die 

örtliche Konzentrationsänderung in der Grenzschicht (𝛿) von der Wandkonzentration 

bis zur Konzentration in der durchmischten Bulk-Phase. Für den Permeatfluss resul-

tiert der Zusammenhang in Gleichung (2-15) [Zydney 1997]: 

𝐽𝑉 =
𝐷𝑖

𝛿
 ln (

𝑐𝑤−𝑐𝑖,𝑝

𝑐𝑏−𝑐𝑖,𝑝
)  (2-15) 

 Die Grenzschichtdicke (𝛿) ist meistens eine schwer zugängliche Größe [Ohlrogge 

2005]. Aus diesem Grund wird der Massentransferkoeffizient k als Verhältnis des 

diffusiven Stofftransports zur Konzentrationstriebkraft in der Grenzschichtdicke 

angegeben [Zydney 1986], wie in Gleichung (2-16) angeben ist. Die Bestimmung von 

k wird im nachfolgenden Abschnitt erläutert. 

𝑘 =  
𝐷𝑖

𝛿
 (2-16) 

𝐽𝑣 = 𝑘 ln (
𝑐𝑤 − 𝑐𝑖,𝑝

𝑐𝑏 − 𝑐𝑖,𝑝
) (2-17) 

Gelschicht Modell 

Bei der Tangentialflussfiltration wird zusätzlich zwischen der membrankontrol-

lierten und der deckschichtkontrollierten Filtration unterschieden. Die membran-

kontrollierte Filtration erzielt einen konstanten Permeatfluss, da Komponenten, die 

durch die Filtration an die Membran herangeführt, durch die Überströmung wieder 

abtransportiert werden. Der Rücktransport der akkumulierten Komponente wird 

hauptsächlich durch die Überströmung beeinflusst. Erreicht die Wandkonzentration 
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die maximale spezifische Konzentration der zurückgehaltenen Komponente, die soge-

nannte Gelkonzentration (𝑐𝑔), kommt es zu einer lokalen Präzipitation der 

Komponente und es bildet sich eine Gelschicht auf der Membranoberfläche. Eine wei-

tere Erhöhung der transmembranen Druckdifferenz hat die Bildung einer dickeren 

Gelschicht zur Folge, wodurch der Permeatfluss nach dem Gesetzt von Darcy unver-

ändert bleibt. Es stellt sich somit, ein, vom Transmembrandruck unabhängiger, 

limitierender Permeatfluss (𝐽𝑉
lim) ein (siehe Gleichung (2-18)).  

𝐽𝑉
lim = 𝑘 ln (

𝑐𝑔

𝑐𝑏
) (2-18) 

Der Stofftransportkoeffizient (𝑘) bleibt in diesem Fall konstant. Um die Gelschichtbil-

dung auf der Membran zu verhindern, ist der Betrieb unterhalb des kritischen 

Transmembrandrucks (TMP) zu empfehlen. 

Osmotischer Druck 

Eine weitere Modellvorstellung der Diffusionsmodelle ist das des osmotischen Dru-

ckes. Durch die Akkumulation an der Membranoberfläche im Zuge der 

Konzentrationspolarisation kann ein osmotischer Druck (Δπ) in [Pa] ausgebildet wer-

den, welcher dem angelegten Transmembrandruck entgegengesetzt ist. Der 

osmotische Druck bewirkt eine Reduzierung der TMP, woraus ein geringerer Trans-

membranfluss resultiert (Gleichung (2-19)).  

𝐽𝑣 = 𝐿𝑝 (𝛥𝑝 − 𝛥𝜋) (2-19) 

Für die Bestimmung des osmotischen Drucks sind Korrelationen in der Literatur zu 

finden [van den Berg 1990, Vilker 1984, Wijmans 1984]. Eine osmotische Druckdiffe-

renz tritt häufig bei kleinen Molekülen auf, wie zum Beispiel Salzen. Proteine können 

ebenfalls die Ursache für einen hohen osmotischen Druck sein. 
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Bestimmung des Stofftransportkoeffizienten 

Die Bestimmung vom Stofftransportkoeffizienten (k) spielt eine zentrale Rolle im Filt-

rationsprozess. Um eine Verbesserung des Permeatflusses auf Basis von Gleichung 

(2-17) herbeizuführen, muss der Stoffübergangskoeffizient maximiert werden. Das 

kann auf unterschiedliche Weisen erfolgen: Durch eine stärkere Durchströmung der 

Röhre wird die Turbulenz im Inneren erhöht, wodurch die Grenzschichtdicke verrin-

gert wird. Des Weiteren hat eine verringerte Grenzschicht eine Verringerung der 

Konzentrationspolarisation zur Folge. Der gleiche Effekt kann durch die Verbesserung 

des Diffusionskoeffizienten (𝐷𝑖) in [cm²/s] erreicht werden [Baker 2004]. Eine Erhö-

hung des Transmembrandrucks wirkt sich negativ auf den Permeatfluss aus, da ein 

größerer Stoffstrom der nicht permierenden Komponente zur Oberfläche der Memb-

ran transportiert wird, wodurch eine Verstärkung der Konzentrationspolarisation 

folgt. Zur Bestimmung des Stoffübergangskoeffizienten eigenen sich dimensionslose 

Kennzahlen (Gleichung (2-20)), welche physikalische Vorgänge charakterisieren, die 

sich aus der Dimensionsanalyse ergeben haben.  

𝑘 =  
𝐷𝑖  𝑆ℎ

𝑑ℎ
 (2-20) 

Demnach ergibt sich der Stoffübergangskoeffizient k aus der Sherwood-Zahl (Sh), 

dem Diffusionskoeffizienten (𝐷𝑖) und dem hydraulischen Durchmesser (𝑑ℎ), welche 

bei Hohlfasermodulen dem Innendurchmesser (d) der Fasern entspricht. Die Sher-

wood-Zahl beschreibt das Verhältnis der effektiv übertragenen Stoffmenge zur 

diffusiv übertragenen Stoffmenge (siehe Gleichung (2-21)).  

𝑆ℎ = a 𝑅𝑒𝑏 𝑆𝑐c (
𝑑ℎ

𝐿𝑐ℎ
)

d

 
(2-21) 

Zur Bestimmung der Sherwood-Zahl gibt es in der Literatur mehrere Korrelationen, 

welche über die Konstanten a, b, c und d auf die vorliegenden Strömungsbedingungen 

im Prozess angepasst werden [Cheryan 1998, Zeman 1996]. Die Konstanten a, b, c und 

d sind in Tabelle 2-2 aufgeführt. 
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Tabelle 2-2: Korrelationen zur Bestimmung des Massentransfer Koeffizienten aus der Literatur [Cheryan 

1998, Zeman 1996] 

Konditionen a b c d Ansatz Quelle 

Laminar (Röhre) 1,62 0,33 0,33 0,33 Theoretisch [Lévêque 1928] 

Laminar (Spalt) 1,86 0,33 0,33 0,33 Theoretisch [Lévêque 1928] 

Übergangsbereich 0,664 0,50 0,33 0,50 Theoretisch [Grober 1961] 

Turbulent 0,023 0,80 0,33 - Momentum [Gekas 1987] 

Turbulent 0,023 0,875 0,25 - Theoretisch [Deissler 1954] 

Einfluss haben dabei sowohl das vorliegende Strömungsregime (laminar oder turbu-

lent) als auch die Geometrie des Strömungskanals. Zur Berechnung der Sherwood-

Zahl werden zunächst die Reynolds-Zahl und die Schmidt-Zahl bestimmt. Darüber 

hinaus muss die charakteristische Länge (𝐿𝑐ℎ) der Fasern bekannt sein, welche der 

Länge der einzelnen Faser entspricht. Die Reynolds-Zahl in Gleichung (2-22) gibt das 

Strömungsregime an, welches in den Fasern vorherrscht. Bei einer Reynolds-Zahl von 

> 4000 liegt eine turbulente Strömung vor. In die Reynolds-Zahl geht die Strömungs-

geschwindigkeit (u), die Dichte (𝜌) und die Viskosität (𝜂) des Fluids mit ein. 

𝑅𝑒 = u 
𝜌

𝜂
 (2-22) 

Die Schmidt-Zahl gibt das Verhältnis des Impulsdiffusionsvermögens, durch das Strö-

mende Fluid mit der kinematischen Viskosität (𝜈), zur Massendiffusion über den 

molekularen Diffusionskoeffizienten an (siehe Gleichung (2-23)). 

𝑆𝑐 =
𝜂

𝜌 𝐷𝑖
=

𝜈

𝐷𝑖
 (2-23) 

Der molekulare Diffusionskoeffizient für eine gelöste Komponente i wird durch die 

Korrelation von Young et al. in Gleichung (2-24) berechnet [Young 1980].  

𝐷𝑖 = 8,34 ∙ 10−8
𝑇

𝜂 𝑀
𝑖

1
3

  (2-24) 

Diffusionskoeffizienten für Partikel und Kolloide werden mit der Stokes-Einstein-Be-

ziehung, unter Annahme kugelförmiger Partikel mit dem Durchmesser (𝑑𝑃), 

abgeschätzt. Es gilt Gleichung (2-25):  



 2. Stand der Technik 

  29 

𝐷𝑖 =
𝑘𝐵𝑇

3 𝜋 𝜂 𝑑𝑃
 (2-25) 

Es gehen die Boltzmann-Konstante (𝑘𝐵), die Viskosität (𝜂) und die Temperatur ein. Die 

Gleichung geht von der Brown‘schen Molekularbewegung aus, welche mit zuneh-

menden Partikelradius abnimmt. Diese Beschreibung ist nur bis zu einer bestimmten 

Partikelgröße zulässig [Fane 1984]. Es konnte gezeigt werden, dass ab einer Partikel-

größe von > 0,1 µm andere Gesetzmäßigkeiten für die Diffusion der Partikel gelten 

[Fane 1984, Ripperger 1993]. Aus diesem Grund wurde der scherinduzierte Diffusi-

onskoeffizient eingeführt (Gleichung (2-26)), welcher die Schubspannung (𝜏𝑤) auf ein 

Partikel, durch die Tangentialströmung mitberücksichtigen. B ist eine versuchsabhän-

gige Konstante. Durch 𝑓(𝑐𝐾) wird die Konzentrierung der zurückgehaltenen 

Komponente im Konzentrat berücksichtigt [Zydney 1986]. 

𝐷𝑒𝑓𝑓 =
𝐵 𝑑𝑃

2  𝜏𝑤

𝜂
 𝑓(𝑐𝐾) (2-26) 

Die Wandschubspannung wird über das Newton’sches Gesetz aus Gleichung (2-27) 

berechnet. Diese ergibt sich aus dem Produkt der Viskosität (𝜂) und der Scherrate (�̇�𝑤).  

𝜏𝑤 = 𝜂 �̇�𝑤 (2-27) 

Die Scherrate im Hohlfasermodul ist abhängig von dem Volumenstrom (�̇�), der die 

Membran tangential überströmt, der Anzahl der angeströmten Fasern (𝑛𝑓𝑖𝑏𝑒𝑟) und de-

ren Durchmesser (𝑟𝑓𝑖𝑏𝑒𝑟) [Li 2020] (siehe Gleichung (2-28)).  

�̇�𝑤 =
4  �̇�

𝑛𝑓𝑖𝑏𝑒𝑟𝜋 𝑟𝑓𝑖𝑏𝑒𝑟
3  (2-28) 

Deckschichtmodell 

Eine weitere Modellvorstellung zur Beschreibung des Stofftransports an Membra-

nen geht davon aus, dass sich durch die Konzentrationspolarisation der hydraulische 

Widerstand (𝑅𝑚) der Membran um den Deckschichtwiderstand (𝑅𝐷) nach Gleichung 

(2-29) erhöht. In Analogie zur Elektrotechnik addieren sich in Reihe geschaltete Wi-

derstände. Nach dem Gesetz von Darcy führt auch dieser Effekt zu einer Reduktion 
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des Transmembranflusses [Belfort 1994]. Dieser Effekt tritt häufig bei Systemen mit 

kleinen Partikeln auf, welche eine feste Schicht auf der Membranoberfläche bilden. 

𝐽𝑣 =
𝛥𝑝

 𝜂 (𝑅𝑚 + 𝑅𝐷)
 

 
(2-29) 

Die Bestimmung des Deckschichtwiderstandes kann über die empirische Korrelation 

von Gernedel et al. nach Gleichung (2-30) erfolgen [Gernedel 1981].  

𝑅𝐷 =
𝜂𝐾 𝑐𝐾

𝜏𝑤  𝜌𝐾
 𝐵(𝛥𝑃𝑇𝑀) 

(2-30) 

B ist ein dimensionsbehafteter und druckabhängiger Modellparameter, welcher durch 

Versuchsdaten bestimmt wird. Die Übertragbarkeit auf andere Stoffsysteme ist be-

grenzt [Ripperger 1993]. Beim erweiterten Deckschichtmodell hingegen werden der 

konvektive Transport zur Membran �̇�𝑧𝑢 und den Rücktransport (�̇�𝑎𝑏) in die Bulk-

phase berücksichtigt (siehe Gleichung (2-31) und (2-32)). 

�̇�𝑧𝑢 = 𝐽𝑣

𝜌𝑃 𝑐𝐾

𝜌𝑃 − 𝑐𝐾
 (2-31) 

 

�̇�𝑎𝑏 =
𝑘1 𝜆 ℎ 𝜌𝐾 (𝜌𝑃 − 𝑐𝐾) 𝑢2

8 𝑐𝐾 𝜂𝐹 𝑓(𝑐𝐾)
 

(2-32) 

Zusätzlich werden die Dichte des abgetrennten Stoffs (𝜌𝑃) und die Konzentration des 

Retentats (𝑐𝐾) mitberücksichtigt [Ripperger 1992, Ripperger 1993]. Die Deckschicht-

höhe (ℎ), die in Abhängigkeit der Triebkraft, der Viskosität, des spezifischen 

Deckschichtwiderstandes und des Permeatflusses bestimmt werden kann, ist in Glei-

chung (2-33) angegeben. Der spezifische Deckschichtwiderstand (𝑟𝐷 =
𝑅𝐷

ℎ
) wird, unter 

Berücksichtigung der Deckschichteigenschaften, mit der Carman-Kozeny-Gleichung 

(2-34) abgeschätzt. 

ℎ =
𝛥𝑝

𝜂𝐹 𝑟𝐷 𝐽𝑣
 (2-33) 

𝑟𝐷 =
160 (1 − 𝜖𝐷)2

𝑑𝑃
2  𝜖𝐷

3  (2-34) 
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Selektivitäts- und Permeabilitätsanalyse von Membranen 

Zur Beschreibung von Membranprozessen existieren, wie bereits in den vorangegan-

genen Unterkapiteln aufgeführt, eine Vielzahl von Modellansätzen. Die zuverlässige 

Beschreibung von realen Membranen muss letztendlich trotzdem über Parameter, 

meistens empirisch, angepasst werden. Mehta und Zydney et al. haben einen weiteren 

Ansatz zur Beschreibung der Selektivitäts- und Permeabilitätsprozesse für die Ultra-

filtration aufgestellt [Mehta 2005]. Dieser Ansatz berücksichtigt die Porengröße der 

Membran und ihrer Selektivitäts- und Permeabilitätseigenschaften und ist für zylind-

rische Poren aufgestellt worden. Kanani et al. haben diesen für schlitzförmige Poren 

erweitert [Kanani 2010]. Siddiqui et al. haben den Ansatz für die Mikro- und Ultrafilt-

ration verwendet und als Ausgangspunkt genutzt, um das Modell für Veränderung 

der Porengeometrie während des Filtrationsprozesses abzubilden [Siddiqui 2016]. Bei 

der Herangehensweise der Selektivitäts- und Permeabilitätsanalyse wird der Porenra-

dius der Membran mit dem hydrodynamischen Radius der Komponenten verglichen. 

Daraus resultiert ein, vom Porenradius abhängiger, Siebkoeffizient (𝑆𝑎(𝑟𝑝)) der Memb-

ran, der mit Gleichung (2-35) berechnet wird [Mehta 2005, Siddiqui 2016, Zeman 1996].  

𝑆𝑎(𝑟𝑝) = (1 −
𝑟𝑠

𝑟𝑝
)

2

 (2 − (1 −
𝑟𝑠

𝑟𝑝
)

2

) exp (−0,7146 (
𝑟𝑠

𝑟𝑝
)

2

) (2-35) 

Die hydrodynamischen Radien der gelösten Komponenten werden über Glei-

chung (2-4) bestimmt [Zeman 1996]. Der Siebkoeffizient liegt zwischen null und eins, 

sodass sich das Rückhaltevermögen der Membran für die jeweiligen Komponenten 

aus 𝑅 = 1 − 𝑆𝑎(𝑟𝑝) ergibt. Der beschriebe Siebkoeffizient wird als tatsächlicher Siebko-

effizient bezeichnet, welcher mit dem beobachteten und häufig verwendeten 

Siebkoeffizienten in folgendem Zusammenhang steht: 

𝑆𝑜 =
𝑐𝑝

𝑐𝑏
= (

𝑐𝑤

𝑐𝑏
) 𝑆𝑎 (2-36) 
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Membran Fouling 

Der letzte Effekt, welcher den Permeatfluss limitieren kann, ist das Fouling der 

Membran. In der Mikro- und Ultrafiltration ist dies der Hauptfaktor für die Limitie-

rungen des Permeatflusses [Ho 1999, Kelly 1995, Palacio 2002, Polyakov 2013]. Es 

beschreibt die irreversible Alterung einer Membran, die durch chemische Interaktion 

von Makromolekülen untereinander oder mit dem Membranmaterial auftreten 

[Zeman 1996]. Dabei werden die Membraneigenschaften bezüglich Porengröße und 

Selektivität signifikant verändert und erfordern im Nachgang des Prozesses ein inten-

sives Reinigen oder Austauschen der Membran [Mehta 2005, Siddiqui 2016, Zeman 

1981]. Die Veränderungen der Membran in Bezug auf Trennfähigkeit und Selektivität 

wird über den Siebkoeffizienten ausgedrückt [Kanani 2010, Mehta 2005, Zeman 1981]. 

Die Konzentrationspolarisation hingegen ist ein reversibles Stofftransport Phänomen 

in der laminaren Grenzschicht an der Membran, welches, durch Veränderungen der 

hydrodynamischen Betriebsparameter, umkehrbar ist [Zeman 1996]. Die Gleichungen 

zur Beschreibung des Membran Fouling richten sich nach der Betriebsweise „konstan-

ter Fluss“ oder „konstanter Druck“. Wird ein konstanter Fluss eingestellt, wird 

mathematisch die Entwicklung des Transmembrandrucks im Prozessverlauf beschrie-

ben. Bei der Betriebsweise „konstanter Druck“ wird die Veränderung des 

Membranwiderstands abgebildet, woraus ebenfalls im Prozessverlauf ein abnehmen-

der Permeatfluss resultiert. In der Literatur werden vier hauptsächliche 

Gesetzmäßigkeiten für Verblockungsmechanismen beschrieben, welche für die Nor-

malfluss- und Tangentialflussfiltration gleichermaßen anwendbar sind [Hermia 1985, 

Sampath 2014]. Die vier Verblockungsmuster sind schematisch in Abbildung 2-10 dar-

gestellt und werden kurz erläutert.  
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Abbildung 2-10: Schematische Darstellung der Verblockungsmechanismen von Membranen. (a) Voll-

ständiges Blocking, (b) Standard Blocking, (c) Intermediate Blocking und (d) Kuchenbildung. 

Abbildung 2-10 (a) zeigt die vollständige Verblockung der Membran, hervorgeru-

fen durch Partikel, die eine ähnliche Größe aufweisen wie die Poren der Membran. Die 

Partikeln setzen sich auf den Poren ab und verstopfen diese vollständig, sodass sich 

die aktive Membranfläche reduziert. In (b) ist das Standard Blocking gezeigt, welches 

auftritt sobald die Partikel kleiner als die Porengröße der Membran sind und sich Auf-

grund von Wechselwirkungen im Inneren der Poren ablagern. Bei der 

Kuchenfiltration lagern sich die Partikel auf der Membran ab und erhöhen den hyd-

raulischen Widerstand. Dieser Mechanismus hat keine Reduktion der Porenanzahl zur 

Folge. Das Intermediate Blocking ist eine Kombination aus einer Kuchenbildung auf 

der Membran und dem Verstopfen einzelner Poren, wie bereits bei der vollständigen 

Verblockung der Poren beschrieben ist. In der vorliegenden Arbeit wird ausschließlich 

die betriebsweise „konstanter Fluss“ verwendet. Diese vier Verblockungsmechanis-

men mathematisch mit der allgemeingültigen Gleichung (2-37) beschrieben werden 

[Iritani 2016]. Es wird die Druckänderung in Abhängigkeit des filtrierten spezifischen 

Volumens 𝑣 beschrieben. Dabei sind 𝐾 und 𝑛 Konstanten. 

dp

dv
= K pn (2-37) 

Der Exponent n beschreibt den Verblockungsmechanismus der Membran (siehe 

Tabelle 2-3), welcher gleichermaßen für die Prozessführung mit konstantem Druck 

oder konstanten Fluss gültig ist. Die Filtrationskonstanten 𝐾𝑏 , 𝐾𝑠, 𝐾𝑖 und 𝐾𝑐 werden aus 
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experimentellen Daten bestimmt. Durch die Auftragung der Druckdaten, wie in Ta-

belle 2-3 gezeigt, können die Werte für die unterschiedlichen Filtrationskontanten aus 

der Steigung der Versuchsdaten ermittelt werden. Die Korrelation, welche die beste 

Übereinstimmung mit den experimentellen Daten zeigt, wird als Verblockungsmecha-

nismus angenommen. In weiteren Arbeiten ist gezeigt worden, dass häufig eine 

Überlagerung der Effekte auftritt. Die Verknüpfung der vier Modelle hat entspre-

chend zu einer besseren Vorhersage geführt [Ho 2000, Iritani 2016, Sampath 2014]. 

Tabelle 2-3: Übersicht der mathematischen Beschreibung der gängigen vier Verblockungsmechanismen 

von Membranen [Iritani 2016].  

Vollständiges  

Blocking 

Standard  

Blocking 

Intermediate  

Blocking 

Kuchenfiltration 

n = 2 

 
p0

p
= 1 −

Kb

J0
∗ v 

  

n = 1,5 

 

(
p0

p
)

1
2

= 1 −
Ks

2
∗ v 

n = 1 

 

ln (
p

p0
) = Ki ∗ v 

 

n = 0 

 
p

p0
= 1 + Kc ∗ J0 ∗ v 

 

    
(a) (b) (c) (d) 

 

2.3 Quality by Design 

Quality-by-Design (QbD) ist ein systematischer Ansatz zur Prozessentwicklung 

und Herstellung von Medikamenten [Yu 2014], der sich als neuer Standard in der 

Pharmazeutischen Industrie etabliert hat. Schwerpunkt liegt dabei auf einem umfang-

reichen Risikomanagement und der Entwicklung einer Kontrollstrategie, um das 

definierte Qualitätsziel zu erreichen. Die Vorteile des QbD Ansatzes sind ein höheres 

Produkt- und Prozessverständnis, wodurch die Prozessstabilität verbessert wird und 

weniger Schwankungen zwischen einzelnen Chargen auftreten [ICH 2009]. Qualitäts-

kontrollen während des Prozesses gewährleisten die frühzeitige Erkennung von 



 2. Stand der Technik 

  35 

Abweichungen und beugen Vernichtung von Chargen vor. Des Weiteren können 

nachträgliche Optimierungen an einem zugelassenen Prozess vorgenommen werden, 

ohne eine erneute Zulassung durch Regulierungsbehörden beantragen zu müssen 

[ICH 2009]. Die Voraussetzung ist, dass sich die Verbesserungen im bereits zugelasse-

nen Betriebsbereich befinden. Dies bietet ein erhöhtes Maß an Flexibilität im Betrieb 

des jeweiligen Prozesses. Auf globaler Ebene haben sich die Aufsichtsbehörden der 

Vereinigten Staaten (U.S. Food and Drug Administration, FDA) , Japans (Pharmaceuticals 

and Medical Devices Agency, PMDA) und der Europäischen Union (European Medicines 

Agency, EMA) mit Experten aus der pharmazeutischen Industrie zusammengeschlos-

sen und das Projekt „International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceutical for Human Use“ (ICH) zur Harmonisierung der Herstellungsverfahren 

ins Leben gerufen. In diesem Zusammenhang wurden mehrere Richtlinien 

(Q8/Q9/Q10/Q11) veröffentlicht, welche die zentralen Punkte der QbD-Prinzipien hin-

sichtlich Prozessentwicklung, Risikomanagement und Qualität beschreiben [FDA 

2013, ICH 2006, ICH 2008, ICH 2009, ICH 2012]. Uhlenbrock at al. haben den QbD 

Ansatz in einem Workflow zusammengefasst, welcher in Abbildung 2-11 gezeigt ist.  

 

Abbildung 2-11: Quality by Design Workflow als Ansatz zur Sicherstellung des Qualitätsprofils wäh-

rend der Entwicklung des Prozesses [Uhlenbrock 2017].  Der rot umrandete Modell-Validierungs-

Workflow basiert auf der Arbeit von Sixt et al. [Sixt 2018] und wird im späteren Verlauf detailliert erläu-

tert.  



2. Stand der Technik 

36 

Der QbD Ansatz startet mit der Definition eines Qualitätsprofils des Produktes 

(engl, Quality Target Product Profile, QTPP). Anschließend werden aus dem QTPP die 

kritischen Qualitätsattribute (engl, Critical Quality Attributes, CQA) abgeleitet, welche 

Einfluss auf die Prozess- und Produktqualität gezeigt haben. Darauf folgt die Identifi-

zierung von Risiken und deren Bewertung. FDA und EMA schlagen dazu Tools wie 

das Ishikawa-Diagramm und die Auswirkungsanalyse (Failure-Mode-Effect-Analy-

sis, FMEA) vor. Basierend auf der Risikobewertung wird letztlich ein geeigneter, 

multidimensionaler Betriebsbereich (Design Space) abgeleitet, indem sich die Pro-

zessparameter bewegen dürfen, während trotzdem die zu Beginn definierte Qualität 

eingehalten wird. Die Ableitung erfolgt entweder im Rahmen eines experimentellen 

Versuchsplans (Design of Experiments, DoE) oder über Simulationen mit validierten 

physiko-chemischen Prozessmodellen. Aufbauend auf dem Design Space wird eine 

Kontrollstrategie entwickelt, welche das Einhalten des Betriebsbereichs gewährleistet. 

Um die Kontrollstrategie anwenden zu können, ist eine leistungsstarke Onlinemess-

technik notwendig, damit Schwankungen während des Prozesses überwacht werden 

können. Dazu hat die FDA zusammen mit dem Center for Drug Evaluation and rese-

arch (CDER), dem Center for Veterinary Medicine (CVM) und dem Office of 

Regulatory Affairs (ORA) die Process-Analytical-Technology (PAT) Initiative ins Le-

ben gerufen [FDA 2004]. Sind die benötigten Prozessgrößen messtechnisch nicht 

zugänglich, kann alternativ ein Prozessmodell, ein sogenannter Digitaler Zwilling, 

herangezogen werden, um Prozessparameter zu schätzen. 

2.4 Process-Analytical-Technology für die Präzipitation 

Die Präzipitation wird bisher noch wenig zur Herstellung von Biologics verwen-

det. Aufgrund dessen sind bisher nur wenige Arbeiten zur Online-Messtechnik im 

Zusammenhang mit der Fällung veröffentlicht worden. PAT-bezogene Arbeiten wur-

den für die Alkoholpräzipitation [Huang 2011, Huang 2018, Jin 2013, Sirivat 2014, Sun 

2018, Wu 2012, Xu, Xu 2012] die Fällung mit Säuren [Sun 2020], und für die PEGylie-

rung [Hebbi 2021] veröffentlicht. Die meisten dieser Arbeiten verwendeten NIR als 
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spektroskopische Methode und nur wenige haben sich mit FTIR und Raman [Meyer-

Kirschner 2016, Schöll 2007] beschäftigt. Darüber hinaus wurden Fokusstrahl-Reflexi-

onsmessung (FBRM) und Partikel-Vision-Messung (PVM) verwendet, um die Partikel 

während der Präzipitation hinsichtlich ihrer Anzahlverteilung und Form zu untersu-

chen [Wu 2011]. Andere Spektroskopische Methoden wie Raman [Buckley 2017, Feidl 

2019, Meyer-Kirschner 2016], FTIR (Fourier-Transformierte Infrarotspektroskopie) 

[Boulet-Audet 2016, Großhans 2018, Walther 2014, Wang 2008], DAD (Dioden-Array-

Detektor) [Brestrich 2018, Zobel-Roos 2017] und Fluoreszenz [Moore-Kelly 2019, Sauer 

2019] sind bisher für andere Grundoperationen erfolgreich zur Überwachung von 

CQAs eingesetzt worden [Brestrich 2014, Kornecki 2018, Zobel-Roos 2017] und bieten 

einen vielversprechenden Ausgangspunkt um weitere Untersuchungen für die Präzi-

pitation daraus abzuleiten.  

2.5 Untersuchte Biologische Stoffsysteme 

In diesem Abschnitt werden die zwei verwendeten Stoffsysteme eingeführt und 

deren Besonderheiten sowie Wirkungsweisen erläutert. 

2.5.1 Monoklonale Antikörper  

Im lebenden Organismus übernimmt das adaptive Immunsystem die Funktion, 

Antigene zu identifizieren und zu eliminieren [Christen 2015]. Die am häufigsten vor-

kommenden Antikörper sind vom Typ Immunoglobulin G (IgG), welche ca. 75% des 

Immunsystems im Blutserum ausmachen [Clark 2009]. Diese Antikörper haben stets 

denselben Y-förmigen Aufbau und bestehen aus vier Polypeptidketten: zwei identi-

schen leichten und zwei schweren Ketten, welche über Disulfid-Brücken miteinander 

verknüpft sind (siehe Abbildung 2-12). Des Weiteren bestehen die schweren und leich-

ten Ketten jeweils aus einem konstanten Fc-Fragment und einem variablen Fab-

Fragment [Lottspeich 2006].  Das variable Fab-Fragment besteht ebenfalls aus einer 

konstanten Region und dem variablen Teil (Fv-Fragment), welcher die spezifische Bin-

dungsstelle für ein Antigen enthält [Clark 2009]. 
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Abbildung 2-12: Aufbau eines Immunoglobulins des Typs IgG 1 [Clark 2009]. 

Monoklonale Antikörper (mAb) sind Immunoglobuline, welche auf einen einzigen B-

Lymphozyten zurückzuführen sind, sodass sie über die gleiche, variable Bindungs-

stelle verfügen. Das bedeutet, dass sie gegen ein spezifisches Epitop eines Erregers 

gerichtet sind. Bei einer natürlichen Immunantwort das Körpers kommt es zu einer 

polyklonalen Immunreaktion, dessen Antikörper auf mehrere B-Lymphozyten zu-

rückzuführen sind, sodass sich die Immunantwort gegen mehrere Epitope des 

Erregers richtet. Die Herstellung von gezielten monoklonalen Antikörpern ist beson-

ders für die moderne Medizin und die Diagnostik [Clark 2009] von großem Interesse 

[Gaughan 2016, Posner 2019]. Um monoklonale Antikörper mit der gleichen, variablen 

Bindungsstelle in größeren Mengen herzustellen, müssen die entsprechenden B-Lym-

phozyten isoliert und kultiviert werden. Diese sind in Zellkultur jedoch nur begrenzt 

überlebensfähig. Durch die Hybridomatechnik [Köhler 1975], welche die Fusion eines 

B-Lymphozyten mit einer Tumorzelle bedeutet, erlangen die sogenannten Hybrido-

mazellen eine unbegrenzte Teilbarkeit, solange ausreichend Nährstoffe zur Verfügung 

stehen. Derzeit werden monoklonale Antikörper beispielsweise gegen Rheumatischer 

Erkrankungen [Schmid 2016], Autoimmun- und Entzündungserkrankungen 

[Bielekova 2010, Chun 2020, Kotsovilis 2014, Posner 2019], Asthma [Catley 2011], Os-

teoporose [Faienza 2018] sowie in der Krebstherapie [Galluzzi 2012, Jelinek 2016, 
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Kimiz-Gebologlu 2018, Mehren 2003, Tol 2010] eingesetzt. Außerdem stehen geeignete 

Kandidaten gegen das Coronavirus im Interesse der Wissenschaft [Kumar 2021]. 

2.5.2 Antikörper Fragmente  

Als zweites Stoffsystem ist ein scFv-Fragment (engl.: single chain fragment vari-

able), mit einem Molekulargewicht von ca. 27 kDa, untersucht worden. Es handelt sich 

dabei um ein künstlich hergestelltes Fv-Fragment [Chmiel 2011], welches ausschließ-

lich über die variablen Bindungsstelle des vollständigen Antikörpers (IgG) verfügt 

[Holt 2003]. Auf Grund des fehlenden, konstanten Teiles des Fab-Fragments, sind die 

VL- und die VH-Domäne mit einem Linker verknüpft (siehe Abbildung 2-13) [Holliger 

2005]. Die Herstellung von scFv-Fragmenten erfolgt in gentechnischen veränderten 

Zellen, indem die Gene der VL- und die VH-Domäne in ein Plasmid kloniert und an-

schließend in einer Bakterienzelle exprimiert werden [Clark 2009]. Die Produktion 

erfolgt periplasmatisch in E.Coli [Helgers 2022, Korz 1995]. 

 

 

Abbildung 2-13: Mögliche sc-Fragmente abgeleitet von einem Immunoglobulin Typ IgG. Bis-scFv 

(orange) verfügen über unterschiedliche variable Regionen um zwei Epitope zu erkennen. Adaptiert 

nach [Holliger 2005]. 
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 Material und Methoden 

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Materialen und Methoden aufgeführt, 

welche für die durchgeführten Experimente in der vorliegenden Arbeit notwendig ge-

wesen sind. Das Kapitel wird in zwei Teile unterteilt, welche die unterschiedlichen 

Methoden für die zwei Stoffstysteme widerspiegeln. Methoden, welche für beide 

Stoffsysteme eingesetzt worden sind, werden einmalig am Ende des Kapitels beschrie-

ben. 

3.1 Stoffsystem monoklonale Antikörper  

Zellkultur 

Die Produktion eines Immunoglobulin von Typ IgG1 wird durch die hausinterne Kul-

tivierung von CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) hergestellt. Es wird der Zellklon 

CHO DG44 [Urlaub 1980, Urlaub 1983, Urlaub 1986] in serumsfreien Medium (Cellca-

CHO Expression Plattform, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, Germany) im 

Bioreaktor (Biostat® B-DCU, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, Germany) 

mit einem Fassungsvermögen von 2 L kultiviert. Über die B-DCU werden folgende 

Zellkulturbedingungen eingestellt und während des Prozesses online überwacht: 

T = 37 °C, pH =7.1, Sauerstoffsättigung (𝑝𝑂2
= 60%), Rührerdrehzahl n = 433 rpm. Der 

Fed-Batch Betrieb wird durch Zugabe der Fütterungsmedien (Feed A und Feed B) 

nach 72 h gestartet. Die Zellzahl wird durch eine Trübungssonde online überwacht 

und gibt eine erste Einschätzung über den Kultivierungsverlauf. Zur detaillierten Ana-

lyse wird täglich eine Probe entnommen und auf Produkttiter, Nebenkomponenten, 

Aminosäuren, Glukose, Laktat und Zellzahl untersucht. Die Offline-Bestimmung der 

Zellzahl ist notwendig, da mit der Trübung nicht zwischen lebenden und toten Zellen 

unterschieden werden kann. Die Kultivierungdauer beträgt zehn Tage. 



 3. Material und Methoden 

  41 

Wässrige Zweiphasenextraktion 

Die wässrige Zweiphasenextraktion (engl.: Aqueous two-phase extraction, ATPE) 

wird nach der Kultivierung als Kombination aus Zellernte und Capture Schritt durch-

geführt [Schmidt 2017, Schmidt 2018]. Als phasenbildende Komponenten werden die 

Kultivierungsbrühe, Polyethylenglykol (PEG) mit einem mittleren Molekulargewicht 

von 400 Da (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) und eine 40 wt% Phosphatlösung 

eingesetzt. Diese besteht aus 262,09 g di-Natriumphosphatdihydrat (Merck, Darm-

stadt, Germany), 198,39 g Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Germany) 

und 539,52 g Reinstwasser. Die Mischung wird im Inkubator bei 100 rpm für 5 min 

geschüttelt und die Phasen anschließend im Scheidetrichter getrennt. Das Gemisch 

trennt sich in eine leichte und schwere Phase als auch eine Interphase in der die Zellen 

verbleiben. Die Verteilung des Antikörpers findet vollständig in die leichte Phase statt, 

welche den Feed für die nachfolgenden Präzipitationsexperimente darstellt.  

Präzipitation  

Als Präzipitationsmittel wird im Rahmen der Antikörperstudie Polyethylenglykol 

mit unterschiedlichem Molekulargewicht von 1450, 4000, 6000, 8000 und 12000 g/mol 

(Pellets, Sigma Aldrich) zur Bestimmung der Löslichkeitskurven verwendet. Im wei-

teren Verlauf hat sich gezeigt, dass für die Präzipitation des Antikörpers PEG 4000 

(Pellets, Sigma Aldrich) am sinnvollsten ist, da es bei einem Gewichtsanteil von 

12 wt% den Antikörper vollständig fällt und gleichzeitig > 80% der Nebenkomponen-

ten in Lösung bleiben [Lohmann 2020]. Während des Präzipiationsprozesses werden 

zwei PEG 4000 Lösungen verwendet (12 wt% und 40 wt%). Die 40 wt%ige Lösung ist 

das Präzipitationsmittel und die 12 wt%ige Lösung dient zum Waschen der Präzipi-

tate, um oberflächliche Verunreinigungen zu entfernen. Die Präzipitations-

bedingungen von 12 wt% PEG 4000 werden während des Waschschritts gehalten, so-

dass sich der Antikörper nicht zurück lösen kann. Präzipitationsexperimente werden 

zum einen für die Ermittlung der Löslichkeitskurve durchgeführt und zum anderen 
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im halbkontinuierlichen und kontinuierlichen Betrieb. Die verschiedenen Durchfüh-

rungen werden im Folgenden beschrieben. Für die Screening-Experimente zur 

Ermittlung der Löslichkeitskurve werden kleine Ansätze in Zentrifugen Vials ange-

setzt. Es werden jeweils 5 g leichte Phase verwendet und der Gewichtsanteil 

(1 wt% – 17 wt%) für die variierenden PEGs (1450 - 12000 Da) berechnet. Die Vials 

werden anschließend bei 4000 g zentrifugiert und eine Probe des Überstands genom-

men. Dieser wird in der Protein A Chromatographie auf die Antikörperkonzentration 

und in der SEC auf die Nebenkomponenten untersucht. Im Batch Betrieb findet die 

Präzipitation in einem Rührkessel (600 mL) und einer Rührerdrehzahl von n = 300 rpm 

statt. Die leichte Phase aus der ATPE wird im Rührkessel vorgelegt. Zur Initiation der 

Präzipitation wird die PEG 4000 Lösung (40 wt% PEG 4000) hinzugefügt und die Mi-

schung einheitlich in allen Experimenten für zehn Minuten gerührt, um eine 

vollständige Mischung zu gewährleisten [Lohmann 2020, Lohmann 2021]. Im konti-

nuierlichen Betrieb findet die Präzipitation in einem statischen Mischer statt 

(Innendurchmesser: 48mm/ Länge: 130mm/ 32 Helix Mischelemente). Die benötigten 

Lösungen im kontinuierlichen Prozess sind identisch zum Batch-Prozess. Das Verhält-

nis der leichten Phase zum Präzipitationsmittel (40 wt% PEG 4000) wird über die 

geförderten Volumenströme in den Mischer eingestellt.  

Filtration 

Die Filtration wird zur Fest-Flüssig-Trennung der Präzipitate und des Überstands 

verwendet. Der Filtrationsschritt ist notwendig um das Zielprodukt, welches bei kor-

rekt eingestelltem Verhältnis von Präzipitationsmittel zu Feed, zu 100% im Präzipitat 

vorliegt. Es wird im Batch als auch im kontinuierlichen Betrieb ein Hohlfasermodul 

mit einer Porengröße von 0,2 µm (Membranfläche: 88 cm2 / 470 cm2, Midikros/Mi-

nicros, Repligen Corporation, Rancho Dominguez, CA, USA) eigesetzt, da es aufgrund 

seiner Geometrie Vorteile beim Auflösen der Präzipitate bietet. Im Batch-Prozess wer-

den die Präzipitate durch eine Dead-End Filtration auf der Membranoberfläche 
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abgeschieden, indem die Retentatseite abgeklemmt wird. Die Auflösung erfolgt in ei-

nem zweiten Schritt durch Öffnen der Retentatseite und Überströmung der 

Membranfläche mit dem Auflösungspuffer. Im kontinuierlichen Betrieb wird die Sus-

pension aus Überstand und Feststoff im Tangentialfluss aufkonzentriert. Durch eine 

Rückführung von der Retentatseite zur Feed Seite wird über eine zusätzliche Pumpe 

das Strömungsregime im Modul eingestellt und eine hohe Scherrate im Modul er-

zeugt. Diese sorgt dafür, dass sich die Präzipitate verlangsamt auf der 

Membranoberfläche ablagern. Die Druckdifferenz über die Membran wird durch eine 

weitere Pumpe auf der Permeatseite erzeugt.  

Waschen der Präzipitate  

Die vorangehende Präzipitation wird für alle Screening-Experimente, zur Bestim-

mung einer geeigneten Waschlösung, identisch durchgeführt. Es wird jeweils 10 g 

Brühe und 4,29 g PEG 4000 (40 wt%) verwendet. Die Präzipitate werden durch scho-

nende Zentrifugation bei 500 g vom Überstand getrennt und dieser anschließend 

dekantiert. Die niedrige Zentrifugalbeschleunigung ist notwendig, damit ein Kompak-

tieren der Präzipitate verhindert wird, welche die Auflösung erschwert. Die 

beschriebenen Waschlösungen werden volumengleich zum Feed auf die Präzipitate 

gegeben und mit einem Vortexer dispergiert. Anschließend werden die Präzipitate 

wieder vom Überstand durch die Zentrifugation bei 500 g getrennt. Die Überstände 

werden dekantiert und jeweils in der Protein A Chromatographie auf den Antikörper 

Titer untersucht. Zur Auflösung wird erneut volumengleich zum Feed der Auflö-

sungspuffer (Natrium/Phosphat-Puffersystem mit pH = 5,5) auf die Präzipitate 

gegeben und für fünf Minuten inkubiert. 

Auflösung der Präzipitate 

Zur Auflösung der Präzipitate wird ein Natrium/Phosphat-Puffersystem mit pH = 5,5 

und einer Salzkonzentration von 50 mM verwendet. Es ist der Puffer identisch mit 

dem Laufpuffer der in der nachfolgenden Ionenaustausch Chromatographie, welches 

einen Pufferwechsel nach der Präzipitation nicht erforderlich macht. Im Batch-Prozess 



3. Material und Methoden 

44 

wird der Auflösungspuffer im Verhältnis 1:2 entlang der Hohlfasern für sechs Stunden 

durch das Hohlfasermodul im Kreis gefahren. Dabei wird eine Ausbeute von > 90% 

erreicht. Durch das vollständige Entfernen des polymerreichen Überstandes wirkt der 

PEG Gehalt nicht limitierend auf die Auflösung des Antikörpers. Im kontinuierlichen 

Prozess wirkt ein Restpolymergehalt von < 3 wt% nicht mehr limitierend auf die Auf-

lösung des Antikörpers. Dafür wird ein Verdünnungs-verhältnis von 1:5 des 

Prozessvolumen zum Auflösungspuffer eingestellt. 

Analytische Methoden 

Zur Charakterisierung und Bewertung der Präzipitationsexperimente werden die 

Konzentration der Zielkomponente und dessen Reinheit im Feed und im Produkt off-

line mit Chromatographie Methoden analysiert. Die Probenahme in den Batch-

experimenten erfolgt im Feed (2 mL), im Überstand (2 mL) und im aufgelösten Pro-

dukt. Im kontinuierlichen Betrieb werden, mit einem Intervall von fünf Minuten, 

Proben aus dem Produktbehälter entnommen. Die Produktkonzentration wird mit der 

Protein A Chromatographie (PA ID Sensor Cartridge, Applied Biosystems, Bedford, 

MA, USA) mit einer Gradienten Methode durchgeführt. Es wird ein Phosphat-Puffer-

system (PBS) eingesetzt (Puffer A), welcher mit 80% Phosphorsäure auf einen pH-Wert 

von 2,6 abgesenkt wird (Puffer B). Die Beladung findet mit Puffer A bei pH 7,4 und 

die Elution mit Puffer B bei pH 2,6 statt. Zur Bestimmung der Reinheit wird die 

Yarra™ 3000 (3 µm, SEC Säule, Phenomenex Ltd., Aschaffenburg, Germany) einge-

setzt. Die Methode wird isokratisch durchgeführt. Dabei wird ein Natrium-Phosphat 

Puffersystem bestehend aus 0,1 M Na2SO4, 0,05 M Na2HPO4 und 0,05 M NaH2PO4 

(Merck KGaA, Germany) verwendet. Bei beiden Methoden ist die Absorption bei 

280 nm gemessen worden. Die Aminosäuren werden mit der RP-Chromatographie 

(Poroshell HPH-C18/3 x 100 mm/ 2,7 µm, Agilent Technologies) und der passenden 

Vorsäule (Poroshell HPH-C18, Vorsäule, Agilent Technologies) quantifiziert. Es wird 

eine Gradienten Methode verwendet [Agilent Technologies, Inc. 2007, Jason Greene]. 

Die Mobile Phase A besteht aus 10 mM Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), 10 mM 
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di-Natriumtetraborat (Na2B4O7), und 5 mM Natriumazid (NaN3). Der pH-Wert wird 

mit konzentrierter Salzsäure auf 8,2 eingestellt. Die mobile Phase B, die zur Elution 

verwendet wird, beinhaltet 70 vol% Acetonitril und 30 vol% Wasser. Die Derivatisie-

rung der Aminosäuren wird in die Methode der HPLC Anlage hinterlegt und 

unmittelbar vor der Messung durchgeführt. Die detaillierte Programmierung der An-

lage (Agilent 1100 Series HPLC Value System) ist in der Applikation Notiz von Agilent 

Technologies zu finden [Long]. Als Derivatisierungsreagenz wird ortho-Phthalalde-

hyde (OPA) verwendet. Die unterschiedlichen Chromatographie Methoden sind auf 

einer HPLC Anlagen (Agilent 1100 Series HPLC Value System, Agilent Technologies, 

Waldbronn, Deutschland) durchgeführt worden. Die Anlage verfügt über zwei Binär-

pumpen (G1312A; G1312A), einen Vakuum Degasser (G1312A), einen Autosampler 

(G1329 A; G1313A) und einen Säulenofen (G1316A; G1316A). Als Detektor wird ein 

Dioden Array Detektor (DAD; G1330B; G1315B) verwendet. Zur Steuerung der Anlage 

und zur Darstellung der Ergebnisse wird die Software Chem Station Rev. B.01.03 ver-

wendet. Die Glukose- und Laktatkonzentrationen werden durch enzymatisch 

perometrische Messungen mit dem LaboTRACE compact (TRACE Analytics GmbH, 

Braunschweig, Germany) durchgeführt.  

Biologische Analytik Methoden 

Der Erhalt der biologischen Aktivität des Antikörpers nach erfolgreicher Auflö-

sung der Präzipitate ist mit einem spezifischen ELISA (ELISA Assay, Eagle Bioscience, 

NH, USA) für den monoklonalen Antikörper nachgewiesen worden. Die Durchfüh-

rung erfolgte nach Beschreibung des ELISA Kits. 

3.2 Stoffsystem Antikörper Fragmente  

Zellkultur 

Produktion der scFvs erfolgt durch hausinterne Kultivierung mit dem Escherichia coli 

(E. coli BL21 (DE3) pET-22b(+)-scFv- ΔHis6) in serumsfreien Medium [Helgers 2022], 

welches nach der Vorschrift von Riesenberg hergestellt wurde [Riesenberg 1991]. Die 
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Kultivierung wird im Bioreaktor (Biostat® B-DCU, Sartorius Stedim Biotech GmbH, 

Göttingen, Germany) mit einem Fassungsvermögen von 2 L durchgeführt. Folgende 

Kultivierungsbedingungen werden durch die BDC eingestellt und während des Pro-

zesses kontrolliert: T= 37°C, pH = 6,9 und eine Sauerstoffsättigung von 𝑝𝑂2
= 20%. Die 

Rührerdrehzahl ist variabel im Bereich 300 < 𝑛 < 1500 𝑟𝑝𝑚 und abhängig von der 

Sauerstoffsättigung, welche konstant gehalten wird. Der Fed-Batch Betrieb wird so-

bald die anfänglich vorgelegte Glukose verbraucht ist, durch Zugabe des 

Fütterungsmediums gestartet. Die Fütterung ist exponentiell und proportional zur 

Zellzahl, sodass die spezifische Wachstumsrate bei 𝜇 = 0,15 ℎ−1 konstant gehalten 

wird. Zur Aufzeichnung des Kultivierungsverlaufs werden alle drei bis vier Stunden 

eine Probe entnommen, während der Fütterung verkürzt sich das Probenintervall auf 

eine Stunde. Die Proben werden auf Produkttiter, Nebenkomponenten, Glukose, 

Biofeuchtmasse und Biotrockenmasse untersucht. Die Zellzahl wird online durch die 

Trübungssonde aufgenommen und über eine empirische Korrelation in eine Zellzahl 

umgerechnet [Helgers 2022]. Die Kultivierungsdauer beträgt ein bis zwei Tage und ist 

abhängig von der Wachstumsrate (µ). 

Zellaufschluss 

Für den Zellaufschluss der E.Coli Zellen wird ein Hochdruckhomogenisator der Firma 

Constant Systems verwendet (Multi Cycle Cell Disruptor). Für den optimalen Zellauf-

schluss der E.Coli Zellen werden fünf Zyklen mit 500 bar durchgeführt.  

Wässrige Zweiphasenextraktion 

Die wässrige Zweiphasenextraktion wird analog zum Stoffsystem der monoklo-

nalen Antikörper durchgeführt. Die Entfernung der Zelltrümmer erfolgt in einem 

Schritt mit der Extraktion, welche sich in einer Interphase zwischen leichter und 

schwerer Phase ansammeln.  
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Präzipitation 

Für die Antikörper Fragmente wird die Präzipitation mit PEG 8000 und PEG 12000 

getestet (Pellets, Sigma Aldrich). Die Wahl für ein höhermolekulares PEG liegt in der 

Größe der Fragmente von 27 kDa begründet. Kleinere Proteine können mit langketti-

gen PEG Molekülen effizienter gefällt werden. Es werden für beide PEGs 

Löslichkeitskurven bei 4, 8, 12, 16,20 und 30 wt% PEG aufgenommen. Für die Präzipi-

tationsexperimente im kontinuierlichen Aufbau wird PEG 8000 gewählt, welches bei 

4 wt% ca. 45% der Nebenkomponenten fällt. Die Antikörperfragmente bleiben bei die-

sem PEG 8000 Anteil fast vollständig (> 96%) in Lösung. Dadurch beinhaltet der 

Prozess keine Fällung der Hauptkomponente mehr wie bei dem monoklonalen Anti-

körper, sondern es wird eine Nebenkomponentenfällung durchgeführt.  

Filtration 

Durch die Nebenkomponten Fällung, entfallen die zweite Filtration und der Auf-

lösungsschritt, da das Produkt im ersten Permeat vorliegt. Es wird weiterhin ein 

Hohlfasermodul mit einer Feed and Bleed Prozessführung verwendet, um die Suspen-

sion, welche die präzipitierten Nebenkomponenten enthält, zu konzentrieren. Ein 

partikelreicher Bleed wird aus dem System ausgeführt, sodass einer starken Akkumu-

lation der Präzipitate im Modul vorgebeugt wird.  

Analytische Methoden 

Zur Bestimmung der Produktkonzentration wird die Protein L Chromatographie 

(HiTrapTM Cytiva 17-5478-15, von Cytiva Marlborough, Massachusetts, USA) einge-

setzt. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt rechnerisch, da kein Standard zur 

Kalibrierung der Methode zur Verfügung steht. Gill et al. haben gezeigt, dass die Ami-

nosäuren Tryptophan, Tyrosin und Cystein hauptsächlich zum Messsignal der 

optischen Dichte bei 280 nm beitragen [Gill 1989]. Aus der Anzahl dieser Aminosäuren 

ist es mit der Aminosäuresequenz des Zielproteins möglich den molaren Extinktions-

koeffizienten zu berechnen. Des Weiteren kann daraus und dem Lambert-Beer’schen 
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Gesetz die Protein Konzentration anhand der Aminosäuresequenz bestimmt werden. 

Die Konzentration ist für die Modellierung notwendig, da diese für die Berechnung 

benötigt wird. Die SEC Chromatographie, zur Beurteilung des Nebenkomponenten 

Profils kann für das zweite Stoffsystem nicht verwendet werden. Der Produktpeak ist 

zum einen nicht intensiv genug und zum anderen liegt das Fragment im selben Grö-

ßenbereich wie ein großer Teil der Verunreinigungen, sodass der Produktpeak 

überdeckt wird.  

Aminosäure Sequenz des scFv-Fragmentes:  

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSDIADTGTSTNYADSVKG

RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYGAGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGS

TDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYSASYLQSGVPSRFSGSGSGT

DFTLTISSLQPEDFATYYCQQAGYYPATFGQGTKVEIKRAAALEVLFQGPAS 

3.3 Spektroskopische Methoden  

Die Spektroskopischen Methoden können für beide Stoffsysteme gleichermaßen ver-

wendet werden. Für die Online Analytik stehen die Raman-Spektroskopie (785-nm-

Laser/ 1,5 mW/ Ocean Insight/ Ostfildern, Deutschland/ Raman-Sonde von InPho-

tonics), die IR-Spektroskopie (Alpha II, Bruker, Billerica, MA, USA), die UV-Vis-

Spektroskopie (Smartline DAD 2600, Knauer Wissenschaftliche Geräte GmbH, Berlin, 

Deutschland) und die Fluoreszenzspektroskopie (Jasco FP-2020 Fluoreszenzdetektor) 

zur Verfügung. Die jeweiligen Detektoren werden im Durchfluss betrieben und als 

Analytikstrecke inline in Reihe geschaltet.  

Datenerfassung 

Die Datenerfassung bei der Raman-Spektroskopie erfolgt mit einer Integrationszeit von 

einer Sekunde und der automatischen Mittelung von drei aufgenommen Spektren. Für 

jede Probe sind mindestens drei Spektren aufgenommen worden, die vor der partiellen 

Regression der kleinsten Fehlerquadrate (engl.: Partial least squares regression, PLSR) er-

neut gemittelt worden sind. Die verwendete Raman Sonde besitzt einen Messbereich 
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4200 – 400 cm- 1. Die Datenerfassung der FTIR-Spektroskopie erfolgt ebenfalls mit der 

Integrationszeit von einer Sekunde und der Mittelung von insgesamt 24 Spektren. Das 

FTIR deckt einen Messbereich von 4200 – 400 cm- 1 ab. Die Datenerfassung des DAD fin-

det kontinuierlich mit einer Abtastrate 0,2 s- 1 statt. Dabei hat jedes Spektrum eine 

Integrationszeit von 32 ms. Es wird die Absorption im Bereich von 190 – 520 nm gemes-

sen. Die Datenerfassung in der Fluoreszenzspektroskopie wurde mit einem 

Verstärkungsfaktor von 1 eingestellt. Für jede Probe werden ebenfalls mindestens drei 

Spektren gemessen und vor der PLSR gemittelt. Die Datenerfassung in der Fluoreszenz-

spektroskopie wurde mit einer Verstärkung von 10 gemessen. Der Messbereich für das 

Fluoreszenzspektrum wird auf 280 – 900 nm eingestellt. Die Auswertung der Spektren 

erfolgt mit dem Programm Unscrambler® X (Camo Analytics AS, Oslo, Norwegen). 

Preprocessing 

Die Spektroskopischen Rohdaten müssen vor der Auswertung bearbeitet werden, um 

Artefakte zu eliminieren. Dafür werden die Raman- und FTIR- Spektren auf den Finger-

printbereich für Proteine von 1800 – 400 cm- 1 limitiert [Helgers 2021]. Fluoreszenz und 

DAD Spektren werden nicht vorher bearbeitet. Die darauffolgende Bearbeitung der Da-

ten ist unterschiedlich für die verschiedenen Spektroskopischen Analysen und 

abhängig von den jeweiligen Datensätzen. Als Beurteilungskriterium wird die deskrip-

tive Statistik verwendet (Siehe Abbildung 3-1). Es ist das Probenspektrum über einem 

gemittelten Spektrum dargestellt. Die verschiedenen Farben in Abbildung 3-1 spiegeln 

unterschiedliche Spektraldaten wieder. Dabei können sich folgende Streuungsmuster 

ergeben: (a) additive Effekte, (b) Streuungseffekte, (c) Überlagerung von additiven 

und Streuungseffekten und (d) komplexe Effekte [Esbensen 2018]. Additive Effekte 

werden durch eine Basislinien-Korrektur oder die erste Ableitung eliminiert. Multipli-

kative Streuungseffekte wurden durch Anwendung der Methode der Standard-

normalvariante (engl.: standard normal variate, SNV) oder der multiplikativen Streu-

ungskorrektur (engl.: multiplicative scatter correction, MSC) entfernt. 
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Abbildung 3-1: Beispielhafte Streuungseffektdiagramme [Lohmann 2021]: (a) zeigt additive Effekte, (b) 

Streuungseffekte, (c) eine Kombination aus additiven und Streuungseffekten und (d) zeigt komplexe 

Effekte [Esbensen 2018].  

Kombinationen aus additiven und multiplikativen Effekten können durch eine Kom-

bination aus Basislinienkorrektur und Streuungskorrektur eliminiert werden. Effekte 

des komplexen Typs wurden nicht beobachtet, können jedoch durch die Anwendung 

der erweiterten multiplikativen Streuungskorrektur (engl.: extended multiplicative scat-

ter correction, EMSC) eliminiert werden [Esbensen 2018]. Die bearbeiteten Spektren sind 

anschließend genutzt worden, um die Konzentrationsänderungen in den offline gemes-

senen Proben mit den Intensitätsveränderungen in den spektralen Daten über eine PLS-

Regression zu korrelieren. Eine maximale Anzahl von vier Hauptkomponenten der Re-

gression wurde zugelassen um die experimentellen Daten nicht zu stark anzupassen. 

Die Qualität des PLS Modells wird anhand der Regressionskoeffizienten, dem RMSE 

(engl.: Root mean square error) in Kombination mit dem Bestimmtheitsmaß R² und der 

Auftragung der erklärten Varianz gegen die Anzahl der benötigten Hauptkomponenten 

bewertet.  
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3.4 Weitere Analytik Methoden 

Die Dichten (DMA 500, Anton Paar GmbH, Graz, Österreich), der pH-Wert (InoLab 

pH 720, WTW, Weilheim, Deutschland) und die Leitfähigkeit (InoLab pH 720, WTW, 

Weilheim, Deutschland) werden für alle Systeme gemessen. Die dynamische Viskosi-

tät (Rotationsviskosimeter vom Typ R180, proRheo, Althengstett, Deutschland) wird 

ebenfalls bestimmt. Die Trübung während der Präzipitation ist mit einer Trübungs-

sonde aufgezeichnet worden (Transmission, 880 nm, HiTec Zang GmbH, 

Herzogenrath, Deutschland). 
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 Ergebnisse zur Präzipitation von monoklonalen Antikörpern 

In diesem Kapitel werden die erbrachten Ergebnisse zur Fällung der monoklonalen 

Antikörper präsentiert und diskutiert. Die Präzipitation wird als Grundoperation in 

den alternativen Herstellungsprozess, welcher am Institut für Thermische Verfahrens- 

und Prozesstechnik der TU Clausthal entwickelt worden ist, integriert. Als Vergleich 

sind der industrielle Benchmark sowie der alternative Prozess in Abbildung 4-1 ge-

genübergestellt. Die Verwendung der Protein A Chromatographie im Benchmark zu 

Beginn des Aufreinigungsprozesses ist ökonomisch ineffektiv [Dos Santos 2017], so-

dass hier das größtes Optimierungspotential besteht.  

Capture/ Intermediate Polishing

Kultivierung Protein A IEX and HIC
Diafiltration 

(UF/DF)

Benchmark

Upstream Downstream

Injektionslösung 
oder

Gefriertrocknung

Formulierung

Kultivierung
Extraktion 

(ATPE)
Präzipitation

Alternativ-
prozess

ICCC
(IEX/HIC)

Diafiltration 
(UF/DF)

Diafiltration 
(UF/DF)

Gefriertrocknung

 

Abbildung 4-1: Benchmark Prozess zur Herstellung von monoklonalen Antikörpern im Vergleich zu 

dem entwickelten Alternativprozess.  

Im alternativen Prozess wird daher die Protein A Chromatropie durch die wässrige 

Zweiphasenextraktion ersetzt [Gronemeyer 2016, Schmidt 2017]. Die resultierende 

leichte Phase, welche das Zielprotein beinhaltet, enthält einen hohen Salzgehalt, der 

für die nachfolgende Ionenaustauscher Chromatographie (IEX) problematisch ist. Der 

notwendige Pufferwechsel wird mit Hilfe der Präzipitation realisiert, da sich der Lauf-

puffer der IEX zur Auflösung der Präzipitate anbietet. Das übergeordnete Ziel dieser 
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Arbeit ist der autonome Betrieb der Grundoperation Präzipitation, welches nur durch 

vorherige Definition von geeigneten Zwischenzielen erreicht werden kann. Die ge-

nannten Zwischenziele sind im Folgenden zusammengefasst:  

1. Charakterisierung der Fällung von Monoklonalen Antikörpern 

2. Prozessentwicklung (Batch/ halbkontinuierlich/ kontinuierlich) 

3. Definition der Qualitätsattribute und Identifikation der Risikofaktoren 

4. Entwicklung und Validierung eines Prozessmodells 

5. Etablierung einer Regelungsstrategie 

Da zu Beginn der Arbeit keine belastbaren Vorarbeiten zur Präzipitation der Haupt-

komponente zur Verfügung standen, erfolgte zunächst die Charakterisierung der 

Präzipitate. Im weiteren Verlauf werden die Ergebnisse der entwickelten Prozesse vor-

gestellt. Die Entwicklung des absatzweisen Prozesses ist notwendig gewesen, um die 

auftretenden Effekte in Präzipitation, Filtration und Auflösung getrennt voneinander 

untersuchen zu können und ein tiefes Prozessverständnis für die anschließende Mo-

dellierung aufzubauen. Aus diesem Wissen werden ein halbkontinuierlicher und ein 

kontinuierlicher Prozess weiterentwickelt, welche individuelle Vorteile bieten, die an 

entsprechender Stelle diskutiert werden. Anschließend wird die Risikoanalyse nach 

dem etablierten Quality by Design Ansatz vorgenommen, um die Einflussfaktoren auf 

die Qualitätsattribute zu identifizieren. Dieser Ansatz wird von Institutionen und Au-

toritäten wie FDA, EMA und ICH gefordert, um die Zulassung neuer Prozesse zu 

vereinheitlichen und zu vereinfachen. Anschließend werden die Ergebnisse zur Ent-

wicklung des Prozessmodells vorgestellt, welches auf Basis von rigorosen physiko-

chemischen Modellgleichungen basiert. Die nachfolgende Validierung des Prozess-

modells erfolgt am Beispiel des kontinuierlichen Prozesses und ist in Anlehnung an 

den Workflow von Sixt et al. durchgeführt worden [Sixt 2018]. Abschließend wird das 

Kapitel mit den Ergebnissen des entwickelten Regelkonzepts, welches den autonomen 

Betrieb ermöglicht, abgerundet.  
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4.1 Charakterisierung der Präzipitate 

Zur ersten Charakterisierung der Präzipitate sind nach der Präzipitation mittels 

eines Mikroskops Aufnahmen mit einer (a) 10 - fachen und einer (b) 50 - fachen Ver-

größerung aufgenommen worden. Es ist zu sehen, dass sich kugelförmige Strukturen 

bilden, die sich wiederholen und zu Agglomeraten unterschiedlicher Größe zusam-

menlagern. Die Bildauswertung hat ergeben, dass sich die Größe der Präzipitate über 

einen Größenbereich von 20 – 100 µm verteilt. Das deckt sich mit Angaben aus der 

Literatur [Satzer 2020].  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-2: Mikroskop Aufnahmen der Präzipitate. (a) zeigt eine 10-fache Vergrößerung und (b) eine 

50-fache Vergrößerung. Die Durchmesser der Präzipitate und der Agglomerate liegen zwischen 

20 – 100 µm [Lohmann 2021]. 

Zusätzlich ist die Präzipitation mit der SOPAT Sonde untersucht worden, welche 

ebenfalls Aufschluss über die Partikelgröße bietet, jedoch auch die Anzahl - und Vo-

lumenverteilung der Partikel angeben kann. Darüber hinaus wird die Kinetik der 

Fällung durch die Messung abgebildet, welche eine erste Einschätzung der Reaktions-

zeit von Fällungsmittel und Feed gibt. Die SOPAT Sonde ist zudem ein bildgebendes 

Verfahren, sodass eine Aussage über die Form der Partikel getroffen werden kann. In 

Tabelle 4-1 ist die Verteilung des mittleren Feret-Durchmessers angegeben. Es wird 

deutlich, dass die Ergebnisse von denen des Lichtmikroskops abweichen. Der von der 

SOPAT Sonde detektierte Partikeldurchmesser von 3 – 20 µm stimmt mit der mikro-

skopischen Messung überein. Abweichungen treten jedoch bei kleinen Durchmessern 

auf. Diese Abweichung ist dadurch zu erklären, dass die Messung mit der SOPAT 
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Sonde unter ständigem Rühren durchgeführt wird. Beim Lichtmikroskop hingegen, 

wird die Probe auf einen Objektträger aufgebracht, welches in einer stärkeren, sicht-

baren Agglomeration der Primärpartikel resultiert. Zusätzlich wird mit dem 

Mikroskop lediglich ein Bildausschnitt gemessen, dessen Aussagekraft gegenüber der 

Messung mit der SOPAT Sonde deutlich begrenzt ist. Demnach sind die Werte der 

SOPAT Sonde, im Hinblick auf den späteren Prozess, realistischer als die Aufnahmen 

mittels Lichtmikroskop.  

Tabelle 4-1: Verteilung des mittleren Feret Durchmesser während der absatzweisen Präzipitation. 

 
Durchmesser 

(µm) 

d10 

d50 

d90 

d95 

3,02 

6,29 

14,18 

19,93 

 

Biologische Aktivität: 

Die biologische Aktivität ist ein Maß für die Wirksamkeit des Proteins, welche durch 

eine prozessbedingte Strukturänderung eingeschränkt werden kann [Abès 2010, Del 

Val 2010, Hodoniczky 2005, Jefferis 2005, Kayser 2011, Raju 2008, Wright 1997]. Die 

weitere Verwendung des Proteins ist nur bei Erhalt der biologischen Aktivität mög-

lich. Da sich bei der Fällung der Aggregatzustand von gelöst zu fest verändert, ist es 

möglich, dass die Proteinstruktur dabei in Mittleidenschaft gezogen wird. Eine Unter-

suchung der biologischen Aktivität ist daher essentiell. Der Nachweis erfolgt mit 

einem, für das Zielprotein spezifischen, Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA). Es sind die Proben nach jeder Grundoperation des alternativen Prozesses ge-

zeigt, um nachzuweisen, dass die entwickelten Prozessschritte keinen Einfluss auf die 

Wirksamkeit des Proteins haben. In Abbildung 4-3 wird sichtbar, dass nach der Präzi-

pitation der Antikörper vollständig erhalten ist. Die großen Fehlerbalken und die 

Ausbeute, von zum Teil über 100%, liegen in dem Maßstab des Assay begründet. Die 

Proben für den ELISA werden stark verdünnt, da nur ein gewisser Anteil an Antige-

nen auf der Mikrotiterplatte immobilisiert werden können. Zusätzlich fallen 
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Ungenauigkeiten durch wiederholtes Pipettieren bei Volumina im Mikrolitermaßstab 

stark ins Gewicht. 

 

Abbildung 4-3: Nachweis der erhaltenen Biologischen Aktivität des Antikörpers. 

4.2 Präzipitationsprozesse 

In diesem Unterkapitel werden die entwickelten Prozesse zur Präzipitation des 

Antikörpers dargestellt. Es ist sowohl ein Batch, ein halbkontinuierlicher als auch ein 

kontinuierlicher Prozess entwickelt worden. Zu Beginn der Prozessentwicklung stellt 

sich die Frage, ob Haupt- oder Nebenkomponenten gefällt werden sollen. Denkbar ist 

ebenfalls ein zweistufiger Fällungsprozess, in dem zuerst Nebenkomponenten und an-

schließend die Hauptkomponente gefällt wird. In diesem Fall wird jedoch ein 

einstufiger Fällungsprozess gewählt, indem die Hauptkomponente als Zielprotein für 

die Präzipitation gewählt wird. Auf diese Weise müssen die Präzipitationsbedingun-

gen nur für ein Protein festgelegt werden. Die Fällung erfolgt mit Polyethylenglykol 

4000, weil es als besonders schonendes Präzipitationsmittel für Proteine gilt und nicht 

denaturierend auf diese wirkt [McRee 1999].  

4.2.1 Absatzweiser Präzipitationsprozesses 

Der absatzweise Prozess ist aus Gründen der Effekttrennung von Präzipitation, 

Filtration und Auflösung entwickelt worden und ist vereinfacht in Abbildung 4-4 dar-

gestellt. Die leichte Phase aus der ATPE wird in den Rührkessel überführt, in dem die 

Präzipitation stattfindet. 
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Abbildung 4-4: Vereinfachte Darstellung des absatzweisen Präzipitationsprozess. 

Anschließend wird das Präzipitationsmittel PEG 4000 hinzugefügt und das Gemisch 

für zehn Minuten im Rührkessel inkubiert. Für den Filtrationsschritt wird das Ventil 

V1 geöffnet und die Pumpe P2 eingeschaltet. Die Ventile V2, V3 und V4 sind geschlos-

sen. Das Ventil V5 ist auf Permeat eingestellt. Die Präzipitate und der Überstand 

werden durch das Hohlfasermodul im Dead-End Modus filtriert, sodass sich die Prä-

zipitate im Inneren auf der Membran abscheiden. Im Waschschritt wird V1 

geschlossen und V2 geöffnet. Die anderen Ventile bleiben unverändert. Die Waschlö-

sung aus PEG 4000 (12 wt%) wird ebenfalls durch den Filter im Dead-End Modus 

filtriert und in das Permeat geleitet. Im letzten Schritt findet das Auflösen der Präzipi-

tate auf der Membran statt. Dazu werden die Ventile V1, V2 und V5 geschlossen und 

durch das Öffnen der Ventile V3 und V4 ein Kreislauf erzeugt. Der Auflösungspuffer 

wird mehrmals durch das Hohlfasermodul gepumpt und die Präzipitate von der 

Membranoberfläche gelöst. Nach zehn Auflösungszyklen wird V4 geschlossen und V5 

auf Polishing eingestellt. Ein Auflösungszyklus entspricht der Zeitspanne, welche be-

nötigt wird, um das Prozessvolumen einmal im Kreis zu fahren. Das Produkt wird 

erneut durch den Filter filtriert und mit dem gelösten Antikörper zur nächsten Grund-

operation (Polishing) weitergegeben. Der Vorteil dieser Prozessführung ist, dass eine 
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hohe Ausbeute von > 90% und eine gute Reinheit von 80%, bezogen auf die Zielkom-

ponente, erreicht wird. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 4-5 zwei SEC-

Chromatogramme, Feed (grau) Vergleich zu den im Puffer aufgelösten Präzipitaten 

(Grün), gezeigt.  

 

Abbildung 4-5: SEC Chromatogramm von Feed (grau) und dem Produkt nach der Grundoperation „Prä-

zipitation“. 

Die Elution des Produktes ist im Chromatogramm des Feed Materials nach ca. acht 

Minuten zu sehen. Links vom Produkt-Peak eluieren höhermolekulare Verunreini-

gungen, die sogenannten HMWs (engl: High molecular weight impurities) und rechts 

davon niedermolekulare Verunreinigungen, die sogenannten LMWs (engl: light 

molecular weight impurities). Es ist deutlich zu erkennen, dass der Großteil der Neben-

komponenten kleiner als das Zielprotein ist. In dem SEC-Chromatogramm nach der 

Auflösung (grün) wird deutlich, dass eine selektive Fällung des Antikörpers mit PEG 

4000 stattgefunden hat, sodass der überwiegende Teil der kleineren Nebenkomponen-

ten stark reduziert worden ist. Gleichzeitig ist das Zielprotein fast vollständig aus den 

Präzipitaten zurückgewonnen worden. Der Nachteil der Prozessführung ist eine lange 

Prozesszeit durch die Auflösung der Präzipitate (> 6h). Die Filtration, welche im Dead-

End-Modus durchgeführt wird, komprimiert die Präzipitate, sodass die Kinetik der 

Auflösung stark verlangsamt wird.  
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4.2.2 Halbkontinuierlichen Präzipitationsprozess 

Um den absatzweisen Prozess kontinuierlich zu betreiben, sind mehrere der zuvor be-

schriebenen Einheiten notwendig (siehe Abbildung 4-4), welche im weiteren Verlauf 

Sub Units genannt werden. Diese sind in einer zeitlichen Abfolge getaktet, sodass ein 

kontinuierlicher Feedstrom aus der ATPE in der Grundoperation Präzipitation aufbe-

reitet werden kann. Der halbkontinuierliche Prozess ist in Abbildung 4-6 gezeigt.  
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Abbildung 4-6: Halbkontinuierlicher Präzipitationsprozess für monoklonale Antikörper  

In diesem Aufbau sind die Präzipitationstanks der einzelnen Sub Units in einem Tank 

zusammengeführt. Während des Prozesses durchläuft jede Sub Unit unterschiedliche 

Phasen in wiederkehrender Reihenfolge. Zu Beginn findet die Fitration der Präzipitate 

statt, danach das Waschen der Präzipitate und anschließend die Auflösung der selbi-

gen. Abschließend wird das Modul gereinigt und regeneriert. Die einzelnen Sub Units 
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durchlaufen diese Phasen zeitversetzt. Sobald das erste Filtrationsmodul mit den Prä-

zipitaten beladen ist, wird der Waschvorgang initiiert und das zweite Modul 

übernimmt die Filtration. Auf diese Weise werden die einzelnen Phasen in den Sub 

Units durchgereicht und finden im stationären Zustand parallel statt. Somit wird ein 

kontinuierlicher Eingangsstrom aufbereitet und ein kontinuierlicher Ausgangsstrom 

für die nachstehende Grundoperation generiert. Es sind vier Sub Units eingesetzt, da 

die Phasen verschieden lange andauern. Der Vorteil dieser Prozessführung ist, dass 

die hohe Ausbeute und der Reinheitsgewinn aus dem absatzweisen Prozess beibehal-

ten werden können, trotzdem aber eine kontinuierliche Aufbereitung möglich ist. 

Durch die Taktung der einzelnen Phasen ist eine aufwendige Steuerung und Regelung 

notwendig, als auch eine Online Messtechnik, welche die aktuellen Zustände im Pro-

zess überwachen kann.  

 

4.2.3 Kontinuierlicher Präzipitationsprozess  

Ein kontinuierlicher Prozess bietet mehrere Vorteile in Bezug auf Agilität, Flexibi-

lität, Qualität und Kosteneffizienz, sodass diese Prozessführung für den industriellen 

Maßstab bevorzugt wird. Im Bereich der Präzipitation wurden bereits Arbeiten zur 

kontinuierlichen Präzipitation von monoklonalen Antikörpern durchgeführt. Dabei 

werden verschiedene Präzipitationsmittel, wie PEG 6000 [Hammerschmidt 2016]  und 

PEG 6000 in Kombination mit Zinkchlorid verwendet [Burgstaller 2019, Li 2019]. Eine 

weitere Arbeit  verwendet ausschließlich Zinkchlorid zur selektiven Fällung des Anti-

körpers [Dutra 2020]. Zum Teil sind zweistufige Prozesse entwickelt worden, in der 

zunächst Nebenkomponenten und dann die Hauptkomponente gefällt werden [Ham-

merschmidt 2016]. Des Weiteren unterscheiden sich die Prozesse in der 

Prozessführung. Hämmerling et al. und Burgstaller et al. betrachten die Auflösung der 

Präzipitate nicht mit als Teil der Grundoperation [Burgstaller 2019, Hammerschmidt 

2015, Hammerschmidt 2016], sodass eine konzentrierte Dispersion mit Partikeln als 
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Produkt der Grundoperation anfällt. Li et al. hingegen integrieren die Auflösung der 

Präzipitate [Li 2019, Li 2020]. Dieser zusätzliche Schritt ist sinnvoll und auch zur 

Grundoperation zugehörig, da der Antikörper für die nachfolgende Chromatographie 

gelöst vorliegen muss. Die Überführung des Zielproduktes in die Präzipitat Form stellt 

lediglich einen Zwischenschritt dar, welcher die Trennung von Verunreinigungen und 

Zielkomponente durch Filtration ermöglicht.  

Der in dieser Arbeit entwickelte kontinuierliche Prozess ist in Anlehnung an die 

Prozesse von Burgstaller et al. und Li et al. [Burgstaller 2019, Li 2019] entwickelt wor-

den und verbindet die Vorteile aus beiden Prozessen. Der Prozess von Burgstaller et 

al. besteht aus einem zweistufigen Prozess aus Fällung und Waschen der Präzipitate. 

Die Vorteile des Prozesses sind der kontinuierliche Aufbau mit einer Produktionska-

pazität 0,32 L/h. Des Weiteren eignet sich die Feed-and-Bleed Prozessführung sehr gut 

zur Konzentrierung der Präzipitate und hat den Vorteil, dass die Filterfläche auf 

Grund des zweistufigen Aufbaus weniger stark belastet wird. Nachteile sind ein zu-

sätzlicher Retentatbehälter, der fehlende Auflösungsschritt und der lange 

Anfahrvorgang von > 60 min. Li et al. haben ebenfalls einen kontinuierlichen Prozess 

entwickelt, sich direkt mit dem Prozess von Burgstaller et al. verglichen und konkrete 

Verbesserungsvorschläge gemacht [Li 2019, Li 2020]. Im Anschluss ist die Auflösung 

des Antikörpers integriert. Der Aufbau ist vollkontinuierlich, besitzt eine kurze An-

fahrphase von ca. zwei Minuten und kann mit einer vergleichbaren Flussrate von 0,3 

L/h betrieben werden. Dabei wird auf die zusätzliche Retentatbehälter verzichtet. 

Nachteilig ist der Waschschritt, welcher aus zwei Hohlfasermodulen besteht sowie die 

daraus resultierenden hohen Produktverluste (> 20 %). Aus diesem Grund ist eine 

Rückführung der Waschlösung hinzugefügt worden. Ein Vorteil beider Prozesse ist 

die Feed-and-Bleed Prozessführung der Filtration. Diese druckarme Filtration ist be-

sonders schonend, daraus resultiert eine geringe Komprimierung und eine 

beschleunigte Auflösung der Präzipitate [Burgstaller 2019, Li 2019, Li 2020]. Darüber 

hinaus ist die Filtrationszeit im Feed-and-Bleed deutlich kürzer als im Dead-End  
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Betrieb. Der Prozess, welcher während der Arbeit am Institut für Thermische Verfah-

rens- und Prozesstechnik der TU Clausthal entstanden ist, vereint die Vorteile beider 

Prozesse. Dieser umfasst die Prozessabschnitte Präzipitation, Waschen und Auflö-

sung. Dieser ist in Abbildung 4-7 schematisch gezeigt.  
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Abbildung 4-7: Kontinuierlicher Präzipitationsprozess. 

Es wird eine Feed-and-Bleed Prozessführung für die Filtration gewählt. Als Präzipita-

tionsmittel wird eine PEG 4000 Lösung (40 wt%) verwendet, welche im Prozess auf 

einen Anteil von 12 wt% verdünnt wird, um die definierten Präzipitationsbedingun-

gen einzustellen. Als Waschlösung wird ebenfalls eine PEG 4000 Lösung (12 wt%) 

verwendet, welche die Präzipitationsbedingung aufrechterhält und so einen Produkt-

verlust während des Waschens verhindert. Aus diesem Grund ist im Waschschritt 

ebenfalls nur ein Hohlfasermodul. Der Auflösungspuffer ist in diesem Fall der Lauf-

puffer der nachfolgenden Chromatographie, ein zusätzlicher Pufferwechsel nach der 

Präzipitationseinheit entfällt. Dieser Prozess bietet den Vorteil, dass die Prozesszeiten 

drastisch verkürzt werden im Vergleich zum absatzweisen Prozess. Im Labormaßstab 

liegt die mittlere Verweilzeit bis zum aufgelösten Produkt bei ca. 8-10 min. Dabei wer-

den vergleichbaren Flussrate (0,3 L/h) wie bei Burgstaller et al. und Li et al. erreicht. 

Außerdem kann der Prozess leicht an höhere Durchsätze angepasst werden, dazu 

muss lediglich die Membranfläche der Hohlfasermodule auf den jeweiligen Durchsatz 
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neu dimensioniert werden. Zusätzlich ist der Steuer- und Regelungsaufwand im Ver-

gleich zum halbkontinuierlichen Prozess deutlich geringer, da die Taktung der 

einzelnen Prozessphasen entfällt. Nachteilig hingegen sind die geringere Ausbeute 

mit ca. > 80% und eine reduzierte Reinheitssteigerung auf > 60%. Zur Veranschauli-

chung sind in Abbildung 4-8 (a) der Vergleich von Feed (grau) und Produkt (grün) 

gezeigt, sowie in (b) der Vergleich von Feed und Permeat 1 (rot) und Permeat 2 

(orange). Die Selektivität, welche bereits in dem absatzweisen Prozess gezeigt wurde, 

wird ebenfalls im kontinuierlichen Prozess erreicht. Die geringere Reinheitssteigerung 

ist akzeptabel, da die Optimierung des gesamten Herstellungsprozesses angestrebt 

wird. Die nachfolgende Ionenaustauscher Chromatographie erbringt die erforderliche 

Reinheits-steigerung [Vetter 2021]. 

  
(a) (b) 

Abbildung 4-8: SEC-Chromatogramm von (a) Feed und Produkt. (b) zeigt den Vergleich von Feed zu 

den Permeatbehältern 1 und 2. Es ist zu berücksichtigen, dass das Produkt mit dem Faktor 1,5 verdünnt 

ist. 

4.3 Risikoidentifizierung und Bewertung 

Der erste Schritt in der QbD basierten Prozessentwicklung, ist die Definition der Ziel-

komponente und deren Eigenschaften. Hierbei handelt es sich um einen 

monoklonalen Antikörper des Typs IgG1, welcher aus der Kultivierung von CHO-

Zellen gewonnen wird. Des Weiteren werden Limits zur Bewertung der Leistungsfä-

higkeit festgelegt. Als kritische Qualität Attribute wird zum einen die Ausbeute nach 

der Auflösung der Präzipitate und zum anderen die Reinheit in Bezug auf die Haupt-

komponente eingeführt. Die Ausbeute des Prozesses soll > 90% betragen und eine 
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Reinheit von mindestens 50% erreicht werden. Zusätzlich ist der zurückbleibende PEG 

Anteil ein Qualitätsattribut, da dieser für die nächste Grundoperation in der Prozess-

kette problematisch ist. Die Salzkonzentration des Auflösungspuffers ist ebenfalls mit 

einem Bereich von 10 – 150 mM vorgegeben, da eine hohe Salzkonzentration 

(>150 mM) die Bindungskapazität der nachfolgenden IEX stark mindert. Zur Identifi-

kation der Einflussgrößen, wird ein Ishikawa Diagramm mit der Problemstellung 

einer unzureichenden Ausbeute, Reinheit oder Prozessierbarkeit erstellt. Dazu wer-

den standardmäßig die Kategorien Material, Management, Prozessparameter und 

Umwelteinflüsse verwendet. Der Zweig mit den Umwelteinflüssen wird in diesem 

Fall vernachlässigt, weil der Prozess vollständig im Laborumfeld stattfindet und kei-

nen Umwelteinflüssen unterliegt. Der Zweig Prozessparameter beinhaltet die 

Einflussfaktoren auf die Präzipitation des Antikörpers (rot gestrichelte Linie). Des 

Weiteren wird die Kategorie Material in Feed Eigenschaften und in Löslichkeitseigen-

schaften aufgeteilt. Letztes bezieht sich auf die Einflussgrößen, welche die 

Rückgewinnung des Antikörpers aus den Präzipitaten beeinflusst (grün gestrichelte 

Linie). Das Ishikawa Diagramm ist in Abbildung 4-9 gezeigt. Außerdem wird im Vor-

feld eine Fehlermöglichkeits- und Einflussanalyse (engl: Failure-Mode-Effect-Analysis, 

FMEA) durchgeführt, welche die Risiken im Prozess hinsichtlich der Schwere, der 

Häufigkeit und der Detektionsmöglichkeit bewertet. Dabei wird den einzelnen Risi-

ken ein Zahlenwert von 1-10 in den Kategorien Schwere (engl: Severity), Häufigkeit 

(engl: Occurance) und der Detektionsmöglichkeit (engl: detection) zugeordnet (siehe Ta-

belle 11-1 im Anhang). Aus diesen Zahlen werden die Kennzahlen Kritikalität und 

Risikoprioritätszahl (engl: risc priority number, RPN) abgeleitet. Die Auftragung der Ri-

sikoprioritätszahl über der Kritikalität zeigt eine übersichtliche Visualisierung der 

Hauptrisiken im Prozess und dient als Entscheidungshilfe der Priorisierung zur Eli-

minierung der Risikofaktoren (siehe Abbildung 4-9). Der Hauptrisikofaktor ist 

demnach die Zielkomponente, welche durch die Präzipitation und die Auflösung be-

einflusst wird. Während den einzelnen Prozessschritten muss die biologische 

Aktivität erhalten bleiben, da diese zu einem unwirksamen Produkt führen kann. 
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Wenn die biologische Aktivität während Präzipitation und Auflösung gegeben ist, 

kann dennoch der größte Produktverlust, durch eine unvollständige Präzipitation 

und/ oder eine limitierte Auflösung entstehen. 

Ishikawa Diagramm 
Fehlermöglichkeits- und Ein-

flussanalyse 

  

(a) (b) 

Abbildung 4-9: (a) Ishikawa Diagramm mit den potentiellen Einflussgrößen, die zu einer unzureichen-

den Ausbeute, Reinheit oder Prozessierbarkeit führen können. (b) zeigt das Ergebnis der 

Fehlermöglichkeits- und Einflussanalyse [Lohmann 2020]. 

Des Weiteren sind Ko-präzipitierende Nebenkomponenten kritisch, da diese zu einer 

verminderten Reinheit führen und die Integration der Präzipitation an dieser Stelle im 

Prozess in Frage stellen. Zur Risikoidentifizierung sind zwei Versuchspläne durchge-

führt worden, die sich separat mit der Präzipitation und der Auflösung beschäftigen. 

Während der Präzipitation sind die Faktoren Präzipitationsmittel (Präzipitant), Tem-

peratur, Durchmischung und Waschen der Präzipitate hinsichtlich der Ausbeute und 

Reinheit der Zielkomponente interessant. Bei der Auflösung sind besonders die Eigen-

schaften des Auflösungspuffers wichtig, wodurch die Ionenstärke und der pH-Wert 

eine große Rolle spielen. Darüber hinaus ist die Auswirkung des Auflösungsverhält-

nisses untersucht worden, welches das Volumenverhältnis zwischen Feed und 

Produktvolumen der Grundoperation bezeichnet. Generell ist im fortschreitenden 

Prozess eine Volumenreduktion anzustreben, um einen kosteneffizienten Prozess zu 

entwickeln. Es werden nachfolgend die Ergebnisse der Experimente zur Präzipitation 

und anschließend die Versuchsergebnisse zur Auflösung diskutiert.  
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Präzipitant: 

Zur Auswahl des Präzipitanten wird ein Screening mit Polyethylenglykol in verschie-

denen Molekulargewichten (1450 – 12000 Da) durchgeführt. Zur Bestimmung der 

Effizienz des Präzipitationsmittels werden Gleichgewichtsexperimente durchgeführt, 

welche separat in Doppelbestimmung angesetzt werden. In Abbildung 4-10 (a) ist der 

Verlauf der normierten Antikörperkonzentration im Überstand in Anwesenheit unter-

schiedlicher PEG Anteile in Gewichtsprozent gezeigt. In Abbildung 4-10 (b) ist die 

Konzentration der Nebenkomponenten im Überstand derselben Proben dargestellt. Es 

ist deutlich zu erkennen, dass mit zunehmendem Molekulargewicht weniger PEG aus-

reichend ist, um eine vollständige Fällung des Proteins zu erreichen. Je größer das PEG 

Molekül ist, desto effizienter wird das Zielprotein gefällt. 

  
(a) (b) 

Abbildung 4-10: Screening zur Bestimmung des Präzipitationsmittels. (a) zeigen die Löslichkeitskurven 

des Antikörpers  und (b) zeigt die der Nebenkomponenten [Lohmann 2020]. 

Gleichzeitig nimmt die Präzipitation der Nebenkomponenten mit steigendendem Mo-

lekulargewicht ebenfalls zu (Abbildung 4-10 (b)). Für PEG Molekülen mit einem 

Molekulargewicht von 1450 bis 8000 sind lediglich kleine Unterschiede der Löslichkeit 

der Nebenkomponenten im Überstand zu beobachten. Diese bleiben überwiegend in 

Lösung (≥ 80%). Bei PEG 12000 hingegen werden schon bei geringen PEG Konzentra-

tionen die Nebenkomponenten deutlich ausgefällt. Daraus lässt sich schließen, dass 

PEG mit einem Molekulargewicht von 12000 Da ungeeignet ist, da es nur noch eine 

geringe Selektivität gegenüber dem Antikörper besitzt. Der Antikörper ist mit einer 

Größe von 150 kDa deutlich größer als die Nebenkomponenten mit einer Größe 
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< 50 kDa. Unter Berücksichtigung der Präzipitationsmechanismen, lässt sich schlie-

ßen, dass größere Moleküle bei gleichbleibender Molekülgröße des PEG mit 

zunehmendem Gewichtsanteil schneller präzipitieren als kleinere. Es wird PEG 4000 

als Präzipitationsmittel gewählt, da die Nebenkomponenten in Lösung gehalten wer-

den sollen. Bei einem PEG Anteil von 12 wt% sind reproduzierbare Fällungsergebnisse 

bezüglich des Antikörpers von 100% erzielt worden. Gleichzeitig konnten mehr als 

80% der Nebenkomponenten in Lösung gehalten werden. Damit ist eine höhere Selek-

tivität gegenüber dem Antikörper gegeben als bei der Verwendung von PEG 6000 und 

PEG 8000. Die Kettenlänge des PEG 1450 ist sichtlich zu kurz, da auch bei 12 wt% keine 

vollständige Fällung beobachtet wird. Diese Beobachtungen decken sich mit Angaben 

in der Literatur [Oelmeier 2013]. Im Prozess wird ein Gewichtsanteil von 12 wt% ge-

wählt, um die vollständige Präzipitation bei eventuellen Prozessschwankungen 

sicherzustellen. 

Temperatureinfluss: 

Im Allgemeinen wirkt sich die Temperatur auf die Löslichkeit der Proteine aus, 

das als allgemeines Wissen aus Kristallisationsprozessen bekannt ist [McRee 1999]. Als 

Temperaturstufen werden die Raumtemperatur im Labor (25 °C), des Kühlraums 

(10°C) und der Kühlschränke (4°C) untersucht. In Abbildung 4-11 ist der Temperatur-

einfluss auf die Proteinlöslichkeit gezeigt. 

  
(a) (b) 

Abbildung 4-11: Temperatureinfluss als Risikofaktor in der Prozessentwicklung. (a) Darstellung des 

SEC-Chromatogramms der Leichten Phase (Feed) bei 25 °C und der Veränderung der Löslichkeit bei 

10°C und 4°C. (b) aufgelöste Präzipitate in PBS- Puffer bei pH = 7.4. 

IgG 

IgG 
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Abbildung 4-11 (a) zeigt die leichte Phase (Feed) bei den jeweiligen Temperatur-

stufen. Bei Raumtemperatur findet keine Präzipitation statt. Bei 10°C und 4°C 

hingegen verringert sich sowohl die Proteinlöslichkeit für das Zielprodukt als auch die 

der Nebenkomponenten. Die Präzipitate werden durch Zentrifugation abgetrennt 

(200 g) und in einem PBS-Puffer wieder aufgelöst. Das SEC-Chromatogramm der auf-

gelösten Präzipitate ist in Abbildung 4-11 (b) gezeigt. Es ist zu erkennen, dass sich 

sowohl Antikörper als auch Nebenkomponenten in dem Präzipitat finden. Für die Ri-

sikobeurteilung der Temperatur während des Präzipitationsprozess bedeutet das, 

dass die Temperatur die Fällung zwar unterstützt, aber nicht selektiv ist. Deshalb ist 

ein Kühlen während der Präzipitation nicht zu empfehlen. Des Weiteren wirkt sich 

eine geringere Temperatur < 10°C limitierend auf den Auflösungsschritt aus. Aus den 

Ergebnissen wird abgeleitet, dass der Prozess bei Raumtemperatur durchgeführt wird 

und ein Kühlen keinen prozesstechnischen Vorteil bringt. 

Bestimmung der Mischzeit:  

Die benötigte Mischzeit der Präzipitation konnte ebenfalls mit der SOPAT Sonde auf-

gezeichnet werden. In Abbildung 4-12 ist die Entwicklung der Partikelanzahl als auch 

des mittleren Feret-Durchmessers graphisch über der Reaktionszeit gezeigt. Beide 

Graphen zeigen einen ähnlichen logarithmischen Verlauf und erreichen nach ca. 20 s 

ein Gleichgewichtzustand, indem sich die Partikelanzahl und Durchmesser der Präzi-

pitate nicht mehr verändert. 

 
                        (a) (b) 

Abbildung 4-12: (a) Partikelanzahl- und der (b) mittlere Feret Durchmesser während der Präzipitation.  
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Das spricht ebenfalls für einen spontanen Prozess und stützt die Vermutung des reak-

tionslimitierten Prozesses [Satzer 2020]. Die Analytik bestätigt, dass nach einer 

Mischzeit von 20 s kein gelöster Antikörper mehr im Überstand (rot) zu erkennen ist 

(siehe Abbildung 4-13). 

 

Abbildung 4-13: SEC Chromatogramm des Überstandes im Vergleich zum Feed.  

Waschen der Präzipitate:  

Um oberflächliche Verunreinigungen von den Präzipitaten, zu entfernen wird unter-

sucht wie sich ein Waschschritt auf die Reinheit und Ausbeute auswirkt. Es wird nach 

einer Waschlösung gesucht, welche die Präzipitationsbedingungen aufrechterhält und 

die Löslichkeit des Proteins minimiert, damit es in der präzipitierten Form bestehen 

bleibt. Aus diesem Grund werden Lösungen untersucht, die normalerweise zur Präzi-

pitation genutzt werden, wie zum Beispiel gesättigte Ammoniumsulfat- und 

Natriumsulfat-Lösung. Des Weiteren wird eine 50 mM HEPES-Lösung mit pH 7 ver-

wendet (HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure), da dieses 

Puffersystem vielversprechende Ergebnisse in den Arbeiten von Li et al. ergeben hat 

[Li 2019, Li 2020]. Als vierte Lösung wird eine PEG 4000-Lösugen (12 wt%) eigesetzt, 

weil diese zuvor als geeignetes Präzipitationsmittel identifiziert wurde. Der Wasch-

vorgang mit Ammoniumsulfat ist auf Grund der starken Flockung nicht praktikabel 

und zeigt sehr schlechte Eigenschaften beim Auflösen. Für einen optimalen Wasch-

schritt sollte kein Produktpeak im Überstand gelöst sein. Nach dem Waschen mit den 

genannten Lösungen ist jeweils der Überstand auf die Antikörperkonzentration  
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analysiert worden um den Produktverlust durch aufgelöste Präzipitate zu evaluieren. 

Bei der PEG Lösung ist ein Verlust von ca. 4,75% ermittelt worden, bei dem HEPES-

Puffer von ca. 51,38% und bei der gesättigten Natriumsulfat-Lösungen von ca. 22,14%. 

Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass sich weder der HEPES-Puffer noch die Natri-

umsulfat-Lösungen zum Waschen der Präzipitate eignet, da sie die geringe Löslichkeit 

des Antikörpers nicht aufrechterhalten. Aus den Screening-Experimente ergibt sich, 

dass PEG 4000 mit einem Gewichtsanteil von 12 wt% am besten zum Waschen der 

Präzipitate geeignet ist. Ein weiteres Ergebnis der Screening-Experimente ist, dass die 

Durchführung eines Waschschritt äußerst sinnvoll ist. In Abbildung 4-14 (a) ist das 

Produkt aus der Präzipitation ohne zusätzlichen Waschschritt zu sehen. Es ist erkenn-

bar, dass sowohl HMWs aus auch LMWs in dem Produkt enthalten sind. Die Reinheit 

konnte durch den Waschschritt von 47,13% auf 78,74% gesteigert werden. Dies bedeu-

tet eine Reinheitsgewinn der HMWs von 87,07 % auf 97,15 % und von 50,68% auf 

80,61% für die LMWs. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Präzipitation mit PEG 4000 

eine hohe Selektivität gegenüber dem Antikörper besitzt. Des Weiteren lässt sich dar-

aus schließen, dass sich die Verunreinigungen überwiegend außerhalb und 

oberflächlich auf den Präzipitaten befinden (Abbildungsteil (b)), da sie sich durch ei-

nen Waschschritt zum Großteil entfernen lassen.   

  
(a) (b) 

Abbildung 4-14: Vergleich des vorhanden Nebenkomponenten mit und ohne Waschschritt. (a) zeigt das 

Produkt der Präzipitation ohne zusätzliches Waschen. (b) Präzipitationsprodukt mit Waschschritt.  
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Fazit zur Risikobewertung der Präzipitation 

Die Versuchsreihe zum Risikofaktor Präzipitation hat ergeben, dass eine vollstän-

dige und selektive Präzipitation mit PEG 4000 herbeigeführt werden kann, solange der 

PEG Gehalt bei 12 wt% liegt. Bei diesen Präzipitationsbedingungen verbleiben > 80% 

der Verunreinigung in Lösungen und können über eine Filtration abgetrennt werden. 

Des Weiteren hat eine geringe Temperatur von <10°C einen positiven Effekt auf die 

Präzipitation, da diese die Löslichkeit des Proteins zusätzlich herabsetzt, jedoch nicht 

selektiv ist. Aus diesem Grund wird von einer zusätzlichen Kühlung während der 

Präzipitation abgesehen. Für eine unlimitierte Auflösung muss die Löslichkeit maxi-

miert werden, um Produktverluste zu verhindern. Das bedeutet konkret, dass der PEG 

Anteil auf ein Niveau von < 3 wt% gebracht werden muss [FDA 2021], welches im 

nächsten Abschnitt detaillierter thematisiert wird. Die Kontaktzeit von Präzipitant 

und Zielprotein ist eine Funktion der Mischzeit, da die Fällung spontan erfolgt. Drüber 

hinaus ist ein Waschschritt sinnvoll, da dieser eine Reinheitsgewinn ca. 30% des IgG 

bezogen auf den Gesamtproteingehalt ausmacht. Die Bewertung der Versuchsergeb-

nisse hinsichtlich der Risikofaktoren für die Präzipitation ist in Tabelle 11-2 

zusammengefasst und befindet sich im Anhang. 

Im Folgenden werden die Versuchsergebnisse des Versuchsplans der Risikobe-

wertung der Auflösung dargelegt. Es werden die Ionenstärke und der pH-Wert des 

Auflösungspuffers, der Einfluss des verbleibenden PEG Gehalts und das Auflösungs-

verhältnis untersucht. 

Ionenstärke und pH-Wert: 

Zu Bestimmung des Einflusses von Ionenstärke und pH-Wert wird ein DoE mit 

unterschiedlichen Auflösungspuffern durchgeführt, welche in Ionenstärke 

(20 – 100 mM) und pH-Wert (3,5 – 6,5) variieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass 

eine Salzkonzentration bis 1M in Abhängigkeit des verwendeten Salzes einen einsal-

zenden Effekt aufweist [Scopes 1994], welcher für die Auflösung ausgenutzt wird. Die 
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obere Salzkonzentration orientiert sich an den Vorgaben der nachfolgenden Ionenaus-

tausch Chromatographie, da ein erhöhter Salzgehalt eine Herabsetzung der 

Bindungskapazität zur Folge hat. Der pH-Wert Bereich wird ausgehend vom Iso-

elektrischen Punkt (IP) gewählt, an dem die Löslichkeit des Proteins minimal wird. 

Der IP beträgt für das untersuchte Stoffsystem ca. pH ≈ 8,45 [Helgers 2021, Kornecki 

2019b]. Je weiter der pH-Wert des Puffers vom IP des Proteins entfernt ist, desto besser 

wird dieses in der Lösung stabilisiert [Thompson 2016]. Es erfolgt eine statistische 

Auswertung der Daten, um die Effektauswirkung von Ionenstärke und pH-Wert auf 

die Ausbeute und Reinheit zu beurteilen. In Tabelle 4-2 ist die Auswertung der Effekte 

Ionenstärke und pH-Wert auf die Ausbeute gezeigt. 

Tabelle 4-2: statistische Auswertung der Effekte von Ionenstärke und pH-Wert auf die Ausbeute 

 

Die blauen Linien visualisieren das Signifikanzniveau der Auswertung. Wird dieser 

überschritten, wie im Fall des Effektes Ionenstärke, besteht ein signifikanter Einfluss. 

Der pH-Wert hingegen hat keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbeute. Der Aus-

schlag nach rechts oder links gibt an, ob sich der Effekt positiv oder negativ auf das 

Ergebnis auswirkt. Im Fall der Ausbeute hat die Zunahme der Ionenstärke einen po-

sitiven Einfluss. Das ist plausibel auf Grund des einsalzenden Effekts. Diese 

Auswertung wird ebenfalls für die Zielgröße Reinheit durchgeführt. In diesem Fall hat 

die Ionenstärke keinen signifikanten Effekt, jedoch der pH-Wert. Je geringer der pH-

Wert desto besser ist die Reinheit der Produktlösung. Dieses Ergebnis ist ebenfalls 

plausibel, da sich die Löslichkeit der Nebenkomponenten bei geringen pH-Werten mi-

nimiert. Aus diesem Grund werden häufig Säuren zur Fällung von 

Nebenkomponenten eingesetzt [Brodsky 2012, Bull 1967, Parkkinen 2006].  
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PEG Gehalt:  

Der verbleibende PEG Anteil in der Produktlösung ist ein entscheidender Pro-

zessparameter, welcher starken Einfluss auf die Ausbeute des Antikörpers nimmt. Die 

Auflösung funktioniert wie eine rückwärtige Präzipitation. Wird der PEG Anteil in 

der Lösung verringert, nimmt die Löslichkeit des Antikörpers zu. In Abbildung 4-15 

ist in Grau die theoretische Gleichgewichtskonzentration des Antiköpers über dem 

PEG 4000 Anteil dargestellt. 

 

Abbildung 4-15: Gleichgewichtskonzentration des Antikörpers bei zunehmenden PEG Anteil (schwarz). 

Antikörperkonzentration in der Leichten Phase in Abhängigkeit des PEG Anteils (rot). Das Blaue Fenster 

gibt den Betriebsbereich an [Lohmann 2021]. 

Je geringer der verbleibenden PEG Anteil in der Produktlösung ist, desto höhere An-

tikörpertiter können in dem Produkt zurückgewonnen werden. Der Feed in 

Abbildung 4-15 hatte einen Titer von ca. 3 g/L und ist in Rot dargestellt. Bis zu einem 

Gewichtsanteil von 3 wt% findet kaum Präzipitation statt. Ab einem Anteil von 5 wt% 

beginnt der Antikörper auszufallen. Der geringe Offset zwischen dem berechneten 

Wert bei 5 wt% in grau und den experimentellen Daten in Rot ist durch die Anwesen-

heit von PEG 400 in der leichten Phase zu erklären, welches ebenfalls eine leicht 

präzipitierende Wirkung hat. Für die unlimitierte Auflösung muss für den untersuch-

ten Laborprozess ein PEG Anteil von < 4 wt% in der Produktfraktion erreicht, da die 

Ausgangskonzentration mit 3 g/L vergleichsweise gering ist gegenüber industriellen 

Prozessen. Das zulässige Betriebsfenster für den PEG Anteil nach der Auflösung, ist 

in Blau gekennzeichnet. 
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Auflösungsverhältnis: 

Das Auflösungsverhältnis beschreibt das Verhältnis zwischen dem Feed Volumen, 

und dem Produktvolumen nach der Auflösung. Es beschreibt demnach ob in der 

Grundoperation eine Volumenreduzierung oder Vervielfältigung stattfindet. In Ab-

bildung 4-16 ist die Ausbeute nach jeden Auflösungszyklus gezeigt.  

 

Abbildung 4-16: Ausbeutezuwachs während des Auflösungsprozesses [Lohmann 2020]. 

Ein Auflösungszyklus beschreibt die Zeit, welche benötigt wird, um das Prozess-

volumen einmal im Kreis zu führen. Dabei ist zu beachten, dass die Abbildung 

unterschiedliche Volumen-verhältnisse während der Auflösung der Präzipitate zeigt. 

In dem Verhältnis von 1:1 (Schwarze Linie), welches keiner Volumenveränderung vor 

und nach der Grundoperation entspricht, ist deutlich zu erkennen, dass der größte 

Konzentrationsgewinn in den ersten drei Zyklen (ca. 60 min) stattgefunden hat. Da-

nach stagniert die Auflösung weitestgehend. In dem vorherigen Abschnitt zum PEG 

Gehalt ist deutlich geworden, dass dieser limitierend auf die Auflösung wirken kann. 

In den Proben war ein zurückbleibender PEG Anteil von ca. 4 wt% gemessen worden, 

welches laut der Löslichkeitskurve in Abbildung 4-10 einer thermodynamisch mögli-

chen Ausbeute von ca. 75-80% des Zielproteins entspricht. Durch die Erhöhung des 

Auflösungsverhältnisses kann der zurückbleibende PEG Anteil stärker reduziert wer-

den. Aus diesem Grund sind weitere Verdünnungen untersucht worden. Das 

Auflösungsverhalten ist in mehreren Experimenten beobachtet worden und hat meh-

rere Male denselben Verlauf gezeigt. Deshalb sind für die Verdünnungsverhältnisse 

1:2/1:4/1:8 jeweils die Endpunkte bestimmt worden. Mit der steigenden Verdünnung 
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wird auch der zurückgebliebene PEG Anteil in den Proben weiter verdünnt und es 

kann eine Ausbeute von bis zu 100% erreicht werden. Dieses Ergebnis zeigt sehr deut-

lich, dass die Auflösung, der durch PEG 4000 geformten Präzipitate, eine Funktion des 

verbleibenden PEG Anteils ist. Die Ergebnisse zum Risikofaktor Auflösung haben er-

geben, dass der Puffer eine essentielle Rolle bei der Stabilisierung des Proteins spielt. 

Ein saurerer pH-Wert (pH 5) stabilisiert den Antikörper besser als ein pH-Wert in der 

Nähe des IP des Proteins. Zudem hat die untersuchte Ionenstärke bis 100 mM Salz 

einen einsalzenden und stabilisierenden Effekt auf das Protein. Des Weiteren ist der 

PEG Anteil für die Auflösung limitierend, wenn dieser sich nicht in dem Betriebsfens-

ter von < 4 wt% Restanteil PEG liegt. Die detaillierten Ergebnisse befinden sich in 

Tabelle 11-3 im Anhang. 

4.4 Modellierung des kontinuierlichen Präzipitationsprozesses 

Die Modellierung des Digitalen Zwillings erfolgt am Beispiel des kontinuierlichen 

Präzipitationsprozesses mit dem Programm Aspen Custom Modeler (ACM) von As-

pen Technology, Inc. Das Programm ist dafür ausgelegt, schnell maßgeschneiderte 

Prozessmodelle zu erstellen. Es ist modular aufgebaut, sodass einzelne Modellblöcke 

zu einem komplexen Prozess zusammengefügt und leicht verändert werden können. 

Zur Entwicklung eines Prozessmodells wurde von Sixt et al. ein Workflow erstellt, 

welcher als Ergebnis ein validiertes Modell sicherstellt [Sixt 2018]. Zunächst wird die 

Modellaufgabe definiert, um festzulegen, welche Größen durch das Modell abgebildet 

werden müssen. Im Falle der Präzipitation soll das Modell in der Lage sein die Quali-

tätsattribute Konzentration, Ausbeute und Reinheit der Zielkomponente 

vorherzusagen. Die geeigneten mathematischen Zusammenhänge werden durch Lite-

raturrecherche und Prior Knowledge zusammengetragen und in ACM implementiert. 

Im zweiten Schritt wird das allgemeingültige Modell verifiziert und auf seine Plausi-

bilität geprüft. Dazu werden erste Modellstudien durchgeführt, die zeigen, dass das 

Modell die auftretenden Effekte realistisch abbildet. Zusätzlich werden Tools wie cha-

rakteristische Kennzahlen und die Massenbilanz genutzt, um die richtige 
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Größenordnung der Vorhersage zu verifizieren. Ist das Modell plausibel, werden Sen-

sitivitätsstudien durchgeführt, um das Verhalten des Modells weiter zu untersuchen. 

Eine allgemeine Sensitivitätsstudie dient zur Identifizierung der Parameter im Modell, 

die einen signifikanten Einfluss auf das Simulationsergebnis haben. Daraus wird ein 

Konzept zur Bestimmung der Modellparameter abgeleitet, welches zur experimentel-

len Determination der sensitiven Modellparameter dient. Dieses Konzept dient 

ebenfalls dazu, die Anpassung des allgemeingültigen Modells auf ein neues Stoffsys-

tem durch wenige Laborexperimenten zu gewährleisten. Sobald die Modellparameter 

bestimmt sind, wird mit der Fehlerfortpflanzung der experimentelle Fehler der Be-

stimmungsexperimenten ermittelt. Um die Auswirkung dieser fehlerbehafteten 

Bestimmung auf die Simulations-ergebnisse dazustellen, werden die Kriterien Genau-

igkeit (engl.: accuracy) und Präzision (engl.: precision) eingeführt. Die Genauigkeit gibt 

die Fähigkeit zur Vorhersage der experimentellen Daten im Rahmen eines vorgegebe-

nen Datensatz an Modellparametern an. Die Präzision hingegen beschreibt, welche 

Auswirkung die Fehler und Unsicherheiten während der Modellparameterbestim-

mung auf die Simulationsergebnisse haben. Die Präzision des Modells ist dann 

ausreichend, wenn der Modellfehler innerhalb des Fehlers der Reproduzierbarkeit der 

Experimente liegt. 

4.4.1 Implementierung des Modelles 

Das allgemeingültige Modell ist modular aus mehreren Untermodellen aufgebaut, 

die je nach Prozessführung miteinander verbunden werden können. Die Validierung 

des Modells wird am Beispiel des kontinuierlichen Prozesses gezeigt. Das Modell be-

steht aus sieben Tanks, zwei Hohlfasermodulen und drei statischen Mischern, 

entsprechend dem Aufbau der kontinuierlichen Einheit (siehe Abbildung 4-7). Die ein-

zelnen Modellteile sind mit dem Port „Material“ verbunden, welcher den 

Gesamtmassenfluss, die Massenströme der Komponenten IgG (eq), PEG 4000 (eq), 

HCP (eq), Präzipitat IgG (s) und Präzipitat HCP (s) sowie die mittlere Dichte und die 
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mittlere Viskosität beinhaltet. Das Modell ist aus vier Tanks zur Bilanzierung der ein-

tretenden Ströme Leichte Phase, PEG 4000, Waschlösung und Auflösungspuffer, 

sowie drei weitere Tanks für die austretenden Ströme Produkt, Permeat 1 und 2 auf-

gebaut. Im statischen Mischer wird eine Massenbilanz zur Bestimmung des 

austretenden Stroms gelöst. Der Mischer ist in x-Richtung entlang der Länge diskreti-

siert, um die Durchmischung im statischen Mischer mit dem axialen Dispersions-

modell aus Gleichung (2-7) zu berechnen. Der Reaktionsterm im axialen Dispersions-

modell entspricht Gleichung (2-7), welche die Präzipitation von Haupt- und Neben-

komponente beschreibt. Im Hohlfasermodul ist die Selektivitäts- und Permeabilitäts-

analyse implementiert, welche die Selektivität der Membran gegenüber den 

enthaltenen Komponenten mit dem porenabhängigen Siebkoeffizienten ausdrückt. 

Die Verblockung der Membran und auch der Filtrationswiderstand (R) sind über den 

Intermediate Blocking Ansatz implementiert. Des Weiteren ist die relative hydrauli-

sche Permeabilität implementiert, welche die aktuelle Permeabilität mit der 

Permeabilität zum Zeitpunkt t=0 ins Verhältnis setzt. Wird die relative hydraulische 

Permeabilität nahezu null, gleichen die Fasern einem Rohr ohne poröse Wand. Der 

Transmembrandruck steigt nicht weiter an, da die Druckdifferenz zwischen Einlass 

der Fasern und Auslass geringer ist als der Transmembrandruck über die Membran. 

Die Filtration kommt zum Erliegen, da der Strom den Weg des geringsten Wider-

stands geht und die Triebkraft durch die Membran nicht ausreichend ist. Die 

Abnahme des Permeatflusses bei dem konstanten Transmembrandruck wird klassisch 

über das Gesetz von Darcy berechnet. 

4.4.2 Simulationsstudien zur Modell Validierung 

In diesem Kapitel werden die durchgeführten Simulationsstudien zur Modellvalidie-

rung präsentiert und die Ergebnisse auf ihre Plausibilität evaluiert. Es werden 

insgesamt drei Simulationsstudien durchgeführt, welche 1. die Veränderung eines Pa-

rameters berücksichtigt, 2. die Variation mehrerer Parameter zur selben Zeit und 3. 

eine zufällige Variation der Modellparameter beinhaltet.  
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Sensitivitätsstudie I (One Parameter) 

Zur Validierung des aufgestellten Modells wird zunächst eine One-Parameter-at-a-

time-Study durchgeführt, welche zur Überprüfung der Plausibilität dient. Des Weite-

ren wird durch diese Studie gezeigt, ob das allgemeingültige Modell die 

physikalischen Effekte richtig abbildet und dem erwarteten Verhalten entspricht. Die 

Modellparameter werden zunächst aus Literaturdaten abgeschätzt, beziehungsweise 

im Labor für das vorliegende Stoffsystem bestimmt. Die Fehlerrechnung der Größen, 

beziehungsweise die Fehlerangaben aus den Literaturquellen, werden als minimal 

und maximal Werte für die Variation der Modellparameter in der Sensitivitätsstudie 

verwendet. Die relevanten Modellparameter für die Präzipitation sowie Auflösung 

sind in Tabelle 4-3 aufgeführt. Es werden die Parameter Präzipitationseffizienz (𝛽𝐼𝑔𝐺), 

die intrinsische Proteinlöslichkeit (𝜅𝐼𝑔𝐺), Kinetik der Präzipitation (𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐) und der Auf-

lösung (𝑘𝑑𝑖𝑠𝑠) untersucht. Außerdem spielt die Geometrie der Mischelemente, in Form 

der volumenspezifischen Oberfläche (𝑎), als auch die Reduzierung des Mischer Volu-

mens durch die statischen Mischelemente (𝑒𝑝𝑠) eine entscheidende Rolle.  

Tabelle 4-3: Relevante Modellparameter für die statischen Mischer  

Parameter Symbol Wert  

(± Fehlerintervall) 

Einheit 

Präzipitationseffizienz mAb 𝛽𝐼𝑔𝐺 0,55 (± 0,0385) - 

Intrinsische Proteinlöslichkeit mAb  𝜅𝐼𝑔𝐺 2,801 (± 0,1961) - 

Kinetik Präzipitation 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 4,6154 (± 0,2917)  1/s 

Kinetik Dissolution 𝑘𝑑𝑖𝑠𝑠 0,75 (± 0,0342)  1/s 

Vol. spez. Oberfläche Mischers 𝑎 110 (± 2,2)  1/cm 

Hold-up Mischer 𝑒𝑝𝑠 0,77 (± 0,0253) - 

Präzipitation und Auflösung finden in den statischen Mischern statt, sodass die Ver-

änderungen dieser Parameter im Konzentrationsverlauf der Zielkomponente in den 

Mischern sichtbar werden. Die Konzentrationsverläufe sind in Abbildung 4-17 über 

der dimensionslosen Länge des Mischers aufgetragen. Zudem ist von den jeweiligen 

Profilplots eine vergrößerte Ansicht dargestellt, um die Effekte für die Beurteilung 

besser sichtbar zu machen. Der vergrößerte Bereich ist jeweils in den Abbildung 4-17 

(a), (c), (e) mit einem gestrichelten Kasten gekennzeichnet.  
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

  
(e) (f) 

Abbildung 4-17: One-Parameter Studie der Modellparameter in den Mischern. (a) stellt Mischer 1 in dem 

die Präzipitation stattfindet, (b) Mischer 2, in dem das Waschen der Präzipitate und (c) Mischer 3 in dem 

die Auflösung stattfindet. 

Es wird deutlich, dass während der Präzipitation vor allem der Kinetik Parameter 

(𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐) einen Einfluss auf die Präzipitationskurve hinsichtlich der Reaktionsgeschwin-

digkeit hat. Je größer 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 ist, desto stärker ist die Konzentrationsänderung der 

Zielkomponente gekrümmt und desto schneller läuft die Präzipitation ab. Einen wei-

teren deutlichen Einfluss haben die Präzipitationseffizienz und die intrinsische 

Löslichkeit auf die Präzipitationskurve. Das ist ebenfalls plausibel, da diese Werte den 

Gleichgewichtszustand der Proteinlöslichkeit bei Anwesenheit eines bestimmten PEG 
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Anteils beschreiben. In den untersuchten Simulationen liegt der PEG Anteil bei 

12 wt%, sodass eine vollständige Fällung des Antikörpers gewährleistet wird. Ist die 

Präzipitationseffizient reduziert, verbleibt ein kleiner Anteil an Antikörper im Über-

stand, sodass es zu einem Produktverlust kommt. Beide Werte sind abhängig 

voneinander, da sie anhand einer Gleichgewichtskurve bestimmt werden. Im zweiten 

Mischer haben, ähnlich wie bei Mischer 1, die Präzipitationseffizienz und die intrinsi-

sche Proteinlöslichkeit den größten Einfluss auf den Konzentrationsverlauf. Der 

Kinetik Parameter 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 hat in diesem Fall einen geringen Einfluss, da die Präzipitation 

im Mischer 2 bereits abgeschlossen ist. Die hinzugefügte Waschlösung besteht aus ei-

ner PEG-Wasser-Lösung mit einem PEG Anteil von 12 wt%, sodass die 

Präzipitationsbedingungen aufrecht gehalten werden. Eine spontane Auflösung wird 

auf diese Weise verhindert. Die Konzentrationsabnahme über die Länge des zweiten 

Mischers resultiert aus der Zugabe der Waschlösung. Im dritten Mischer, in dem 

durch Absenkung des PEG Anteils die Auflösung eingeleitet wird, ist hauptsächlich 

der Einfluss des Kinetik Parameters relevant. Die Veränderung der Präzipitationseffi-

zienz und der intrinsischen Proteinlöslichkeit beeinflusst wie bereits in den vorherigen 

Mischern den Gleichgewichtswert, dessen Abweichungen am Ausgang des Mischers 

am größten sind. Um die Bedeutung des Gleichgewichtswerts zu verdeutlichen, ist der 

Einfluss der Präzipitationseffizienz bei unterschiedlichen PEG Anteilen für die Präzi-

pitation und die Auflösung in Abbildung 4-18 gezeigt.  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-18: Einfluss des PEG Anteils auf die Präzipitation (a) und die Dissolution (b). 
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Alle anderen Parameter werden gleich gehalten. Die Thermodynamische Limitierung 

ist anhand der Gleichgewichtslinien zu erkennen. Ab einem PEG Anteil < 10wt% ist 

mit deutlichen Produktverlusten während der Präzipitation zu rechnen. Derselbe Ef-

fekt ist bei der Auflösung zu sehen, bei der ab einem PEG Anteil von > 5 wt% die 

Auflösung der Präzipitate durch den Gleichgewichtswert limitiert wird. Für industri-

elle Prozesse gilt bereits ein PEG Anteil < 3 wt% als limitierend, da mit deutlich 

höheren Titern (bis zu 25 - 50 g/L) gearbeitet wird. Matheus et al. haben für einen An-

tikörpertiter von 100 g/L eine Grenzwert von < 1,5 wt% PEG 4000 als nicht limitierend 

ermittelt [Matheus 2009]. Die FDA hat zudem Grenzwerte für erlaubte inaktive Be-

standteile in Pharmazeutika festgelegt, die für PEG 4000 in einer Injektionslösung bei 

einem Wert von 3wt%/v liegen. [FDA 2021].Analog zu den Modellparametern für Prä-

zipitation und Auflösung, werden die Modellparameter, welche die Filtration 

beeinflussen, in Tabelle 4-4 zusammengefasst. Die Membranwiderstände (𝑅0) zum 

Zeitpunkt t = 0, sowie die Filtrationskonstante (𝐾𝑖), wirken sich auf den Transmemb-

randruck und die Verblockung der Membran während des Filtrationsprozesses aus.   

Tabelle 4-4: Relevante Modellparameter für die Filtration mit Hohlfasermodulen 

Parameter Symbol Wert 

(± Fehlerintervall) 

Einheit 

Filtrationskonstante Ki 0,45 (± 0,0293) - 

Membranwiderstand (HF 1) R0HF1
 1,55E+11 (± 4,50E+10) 1/cm 

Membranwiderstand (HF 2) R0HF2
 2,5E+10 (± 7,50E+9) 1/cm 

Dicke der Membran δMem 0,5 (± 0,25) µm 

Porosität der Membran ϵMem 0,5 (± 0,25) - 

Masse IgG im Filterkuchen (HF 1) mCakeHF1
 33,75 (± 1,401) mg 

Masse IgG im Filterkuchen (HF 2) mCakeHF2
 47,20 (± 1,42) mg 

Die Membranwiderstände sind bei baugleichen Hohlfasermodulen beim Start des Pro-

zesses unterschiedlich, da die Membranen zum einen verschieden belastet werden 

(𝐿𝑀𝐻𝐻𝐹 1 = 12 
𝐿

𝑚2ℎ
 und 𝐿𝑀𝐻𝐻𝐹 2 = 60 

𝐿

𝑚2ℎ
) und zum anderen das zu filtrierende Me-

dium eine unterschiedliche Viskosität aufweist. Beide Größen haben gemäß dem 

Gesetz von Darcy Einfluss auf den Widerstand. Des Weiteren haben die Parameter 

Dicke (𝛿𝑀𝑒𝑚) und Porosität (𝜖𝑀𝑒𝑚) der Membran eine Auswirkung auf die Filtration, 
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da diese zur Berechnung der hydraulischen Permeabilität genutzt werden. Diese gibt 

den Zeitpunkt an, ab dem die Fasern nicht mehr als Membranmaterial funktionieren, 

sondern als Strömungsröhre. Dies tritt als Folge einer vollständig verblockten Memb-

ran auf. Die Beschreibung des steigenden Transmembrandrucks auf Basis des 

zunehmenden Filtrationswiderstandes ist ausreichend zur Beschreibung der Filtra-

tion, allerdings nicht für das Schließen der Massenbilanz der Zielkomponente. Es 

konnte in Experimenten gezeigt werden, dass sich ein Teil der Präzipitate irreversibel 

auf der Membranoberfläche ablagert und es zum Membran Fouling kommt. Um die 

Massenbilanz der Zielkomponente im Modell schließen zu können, muss der Massen-

strom an IgG zur Membran berücksichtigt werden. Der Einfachheit halber wurde 

zunächst eine lineare Transportrate des IgG zur Membran angenommen. Dazu ist die 

absoluten Masse an IgG auf den jeweiligen Membranmodulen (𝑚𝐶𝑎𝑘𝑒𝐻𝐹1
 und 

 𝑚𝐶𝑎𝑘𝑒𝐻𝐹2
) am Versuchsende bestimmt worden. In Abbildung 4-19 sind die Druckver-

läufe von (a) dem ersten Hohlfasermodul, in dem die Konzentrierung der Präzipitate 

stattfindet, und (b) dem Hohlfasermodul in welchem die Präzipitate gewaschen wer-

den, dargestellt.  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-19: One-Parameter Studie der Modellparameter, welche die Filtration beeinflussen. (a) 

zeigt den Transmembrandruck im ersten Hohlfasermodul und (b) den im zweiten. 

Von den betrachteten Modellparametern haben hauptsächlich die Filtrationskonstante 

(𝐾𝑖) und der Membranwiderstand zu Beginn der Filtration einen Einfluss auf den 

Druckverlauf. Die Filtrationskonstante wurde für beide Hohlfasermodule separat aus 

den Druckverläufen bestimmt, hat allerdings für beide Filtrationen denselben Wert 
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ergeben (𝐾𝑖 = 0,45). Da der Transmembrandruck vom spezifischen Volumen abhän-

gig ist, ist der lineare Anstieg im ersten Modul im Vergleich zum zweiten Modul 

plausibel. Durch die unterschiedliche Belastung bei gleicher Membranfläche (ca. Fak-

tor fünf), beträgt das spezifische Volumen am Ende des Experiments im ersten Modul 

ca. ein Fünftel des spezifischen Volumens gegenüber dem zweiten Modul. Dadurch 

ist die Verblockung der Membran im ersten Modul deutlich langsamer als im zweiten. 

Hier ist ebenfalls erkennbar, dass der Transmembrandruck in den ersten zehn Minu-

ten linear ansteigt und danach in den exponentiellen Anstieg des Drucks übergeht, 

welches auf eine baldige Verblockung der Membran hindeutet. Für eine Verlängerung 

der Prozessdauer müsste an dieser Stelle ein anderes Membranmodul mit einer grö-

ßeren Membranfläche gewählt werden.  

Sensitivitätsstudie II (Multiparameter) 

Im nächsten Schritt wird eine Multiparameter-at-a-time Study durchgeführt, um die 

Parameter zu identifizieren, welche einen signifikanten Einfluss auf das Modellergeb-

nis der Qualitätsattribute „Ausbeute“ und „Reinheit“ haben. Dazu werden zu den 

Modellparametern aus der One-Parameter-at-a-time Studie die Betriebsparameter 

hinzugenommen. Als Betriebsparameter werden die einstellbaren Massenflüsse der 

Pumpen Feed, PEG, Waschlösung, Auflösungspuffer sowie, Permeat 1 und 2 definiert. 

Zur Variation der Betriebsparameter wird ein teilfaktorieller Versuchsplan erstellt, 

welcher nachfolgend ebenfalls im Labor durchgeführt wird. Des Weiteren wird die 

Faseranzahl der Hohlfasermodule als Betriebsparameter festgelegt. Diese Größe hat 

einen direkten Einfluss auf die Membranfläche und ist damit ein essentieller Parame-

ter für die Filtration. Kommerziell erwerbliche Hohlfasermodule sind darüber hinaus 

in Faserlänge und Faserdurchmesser variabel. Da in der experimentellen Studie ledig-

lich die Faseranzahl verändert worden ist, werden die Faserlänge und der 

Faserdurchmesser nicht weiter betrachtet. Beide Größen wirken sich ebenfalls auf die 

Membranfläche aus. Daher wird der Effekt einer größeren Membranfläche stellvertre-

tend durch die Variation der Faseranzahl untersucht. Die verwendeten Größen für die 
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Multi-Parameter-at-a-time Studie sind in Tabelle 4-5 zusammengefasst. Die Auswer-

tung der Sensitivitätsstudie II erfolgt statistisch mit dem Programm JMP von SAS. Das 

Ziel der Studie ist die Identifikation der sensitiven Parameter, welche einen signifikan-

ten Effekt auf das Modellergebnis haben. Als Zielgrößen werden die Ausbeute, 

Reinheit und der PEG Anteil im Produkt herangezogen. Zusätzlich werden die Trans-

membrandrücke im ersten und zweiten Hohlfasermodul als Zielgröße ausgewertet. 

Da die Hohlfasermodule nicht über eine Stützschicht an der Membran verfügen, fällt 

der zulässige Druck mit einem maximalen Druck von 2000 mbar gering aus. 

Tabelle 4-5: Betriebsparameter für die Multiparameter -Studie 

Betriebsparameter Symbol 
Wert 

(± Fehlerintervall) 
Einheit 

Massenfluss LP �̇�𝐿𝑃 5140 (± 770)  mg/min 

Massenfluss PEG (40 wt%) �̇�𝑃𝐸𝐺 1470 (± 220) mg/min 

Massenfluss PEG (12 wt%) �̇�𝑊𝑎𝑠ℎ 6850 (± 1030) mg/min 

Massenfluss (Permeat 1) �̇�𝑃𝑒𝑟 1 2160 (± 325) mg/min 

Massenfluss (Permeat 2) �̇�𝑃𝑒𝑟 2 8300 (± 1250) mg/min 

Massenfluss (Auflösung) �̇�𝑑𝑖𝑠𝑠 6230 (± 930) mg/min 

Faseranzahl 𝑛𝑓𝑖𝑏𝑒𝑟 14 / 75 - 

Mit dem vollständigen Datensatz aus Eingangs- und simulierten Ausgangsgrößen 

wird zunächst ein Effektscreening durchgeführt, wodurch signifikante Parameter 

identifiziert werden. Ausschließlich die signifikanten Parameter werden im nächsten 

Schritt genutzt, um ein statistisches Modell zu erzeugen, welches die simulierten Da-

ten anhand der gegebenen Eingangsgrößen schätzt. Dieses statistische Modell wird als 

Grundlage für die weitere Auswertung mit JMP verwendet. Für jede Zielgröße wird 

ein eigenes statistisches Modell erzeugt, da jeweils andere Parameter signifikant sind. 

Die Darstellung erfolgt im Detail für die Zielgrößen „Ausbeute“ und „Reinheit“. In 

Abbildung 4-20 ist das Paritätsdiagramm für die Zielgröße „Ausbeute“ und „Rein-

heit“ gezeigt. Hier werden die beobachteten Werte, die in JMP als Ergebniswerte aus 

der Simulation mit ACM hinterlegt sind, mit den Werten aus dem statistischen Modell 

verglichen. Idealerweise liegen die Werte auf der Winkelhalbierenden (rote Linie). Die 

Blaue Gerade stellt den Mittelwert der gegeben Zielgröße dar. Für einen signifikanten 

statistischen Effekt muss die rote die blaue Gerade schneiden. 
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(a) (b) 

Abbildung 4-20: Diagramm zur Beurteilung der Güte des statistischen Modells unter Angabe von RMSE, 

Bestimmtheitsmaß und p-Wert. (a)zeigt die Auswertung für die Zielgröße Ausbeute und (b) für die Ziel-

größe Reinheit.   

Die gestrichelte rote Linie, dessen Fläche um die Paritätsgerade schraffiert ist, stellt 

das Signifikanzniveau der Vorhersage dar. Für die gezeigten Ergebnisse wurde ein 

Signifikanzniveau von 0,05 gewählt. Zusätzlich sind unter dem Diagramm die Wurzel 

der mittleren quadratischen Abweichung (engl.: RMSE, root mean square error) der Vor-

hersage (𝑅𝑀𝑆𝐸𝐴𝑢𝑠𝑏𝑒𝑢𝑡𝑒 = 0,0707 und 𝑅𝑀𝑆𝐸𝑅𝑒𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡 = 0,0095), das Bestimmtheitsmaß 

(𝑅𝐴𝑢𝑠𝑏𝑒𝑢𝑡𝑒
2 = 0,97 und 𝑅𝑅𝑒𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡

2 = 0,98) und der Signifikanzwert (P-Wert), welcher für 

beide Zielgrößen mit ≤ 0,0001 angegeben ist. Diese Werte geben eine Einschätzung der 

Güte der statistischen Modellvorhersage. Sobald der p-Wert < 0,05 ist, liegt ein signifi-

kanter Effekt vor. Die Analyse der Residuen der Zielgrößen „Ausbeute“ und 

„Reinheit“ ist in Abbildung 4-21 dargestellt.  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-21: Bewertung der studentisierten Residuen für (a) die Ausbeute und (b) die Reinheit. Ex-

tern studentisierte Residuen mit 95% simultanen Bonferroni-Grenzen in Rot, Einzelwertgrenzen durch 

die Fehlerrechnung in Grün. 

Diese wird durchgeführt, um Trends oder Muster in den Daten zu erkennen. Eine zu-

fällige Streuung der Residuen unter- und oberhalb des Mittelwerts (blauen Linie) ist 
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wünschenswert, da andernfalls die Vermutung naheliegt, dass nicht alle vorliegenden 

Effekte von dem statistischen Modell abgebildet werden. Die Zusammenfassung der 

Effekte der einzelnen Modell- und Betriebsparameter auf das Gesamtergebnis sind in 

Tabelle 4-6 und Tabelle 4-7 angegeben. In dieser Darstellung ist ablesbar ob sich ein 

Parameter positiv oder negativ auf die jeweilige Zielgröße auswirkt. In beiden Fällen 

sind die Präzipitationseffizienz (β), die intrinsische Proteinlöslichkeit (κ), die Massen-

ströme von PEG, Wash und des Auflösungspuffers relevant für das Modellergebnis. 

Des Weiteren spielt der Kinetik Parameter der Auflösung eine Rolle für die Reinheit, 

welches sich mit den Ergebnissen aus Simulationsstudie I deckt. Es fällt auf, dass sich 

dieselben Parameter auf das Ergebnis der Ausbeute und Reinheit auswirken, sodass 

von einer richtigen mathematischen Implementierung der Effekte ausgegangen wer-

den kann.  

Tabelle 4-6: Effektzusammenfassung der Modellparameter auf das Ergebnis der Zielgröße Ausbeute. 

Term Schätzer Std.-Fehler t-Wert  p-Wert 
𝛽𝐼𝑔𝐺   -0,087071 0,007555  -11,53  <,0001* 

ṁDiss 0,0687071 0,007555 9,09  <,0001* 

𝜅 0,0667571 0,007555 8,84  <,0001* 

ṁwash  -0,044271 0,007555  -5,86  <,0001* 

ṁPEG  -0,043414 0,007555  -5,75  <,0001* 

k_diss 0,02025 0,007555 2,68  0,0134* 

Tabelle 4-7: Effektzusammenfassung der Modellparameter auf das Ergebnis der Zielgröße Reinheit. 

Term Schätzer Std.-Fehler t-Wert  p-Wert 
𝛽𝐼𝑔𝐺   -0,014188 0,001117  -12,71  <,0001* 

ṁDiss 0,010333 0,001117 9,25  <,0001* 

𝜅 0,0097759 0,001117 8,75  <,0001* 

ṁPEG  -0,00869 0,001117  -7,78  <,0001* 

ṁwash  -0,00726 0,001117  -6,50  <,0001* 

ṁLP  -0,00601 0,001117  -5,38  <,0001* 

k_diss 0,0036741 0,001117 3,29  0,0035* 

Dies bedeutet, dass bei einem gleichbleibenden PEG Anteil, die Löslichkeit des Ziel-

proteins geringer ausfällt und es bereits bei niedrigeren PEG Anteilen zur 

vollständigen Präzipitation des Antikörpers kommt. Des Weiteren kann die Aussage 

gemacht werden, je effizienter der Antikörper gefällt wird, desto weniger Produktver-

lust entsteht durch die nachfolgenden Filtrationsschritte. Dies liegt darin begründet, 
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dass die Porengröße der Membran um ein Vielfaches größer ist als der hydrodynami-

sche Radius des Antikörpers. Das führt dazu, dass dieser im gelösten Zustand 

vollständig permeiert. Demensprechend wirkt sich eine ineffiziente Fällung direkt ne-

gativ auf die Ausbeute und die Reinheit aus. Je weniger Antikörper im Produkt ist, 

desto geringer wird die Reinheit, wenn der Anteil der Nebenkomponenten sich nicht 

verändert. Die Erhöhung von κ hingegen hat einen negativen Effekt auf das Ergebnis, 

da diese Erhöhung eine höhere intrinsische Proteinlöslichkeit bedeutet. Diese bewirkt, 

dass die Präzipitationskurve mathematisch in y-Richtung verschoben wird. Eine Ver-

änderung der intrinsischen Löslichkeit des Proteins ist ohne Anpassung von Beta 

jedoch nicht plausibel, da beide Größen nicht unabhängig voneinander sind, und nur 

zusammen bestimmt werden können. Der Massenstrom des Auflösungspuffers hat ei-

nen positiven Effekt auf Ausbeute und Reinheit, da eine Erhöhung mit einer stärkeren 

Verdünnung des zurückbleibenden PEG Anteils einhergeht, sodass keine thermody-

namische Limitierung der Auflösung stattfindet. Der Kinetik Parameter der 

Auflösung hat ebenfalls einen positiven Effekt, da eine Erhöhung von kdiss zu einer 

schnelleren Auflösung der Präzipitate führt. Der Einfluss ist jedoch deutlich geringer 

als der des Massenstroms ṁdiss. Die Erhöhung der Massenströme von Präzipitant 

(ṁPEG) und der Waschlösung (ṁwash) führen beide zu einem negativen Effekt auf Aus-

beute und Reinheit. Je mehr PEG im System ist, desto mehr PEG muss ebenfalls durch 

die Filtrationsschritte entfernt oder bei der Auflösung stärker verdünnt werden. Eine 

stärkere Entfernung geht mit einer höheren Belastung der Hohlfasermodule einher, 

welche dadurch schneller zusetzen können. Eine Erhöhung des PEG Massenstroms, 

bei gleichbleibendem Feed Massenstrom, führt ebenfalls dazu, dass sich das Verhält-

nis zwischen Feed und PEG verschiebt und mehr PEG (> 12 wt%) zur Fällung zur 

Verfügung steht. Dieses ist zunächst nicht schädlich für die Präzipitation des Antikör-

pers, sondern hat eine stärkere Co-Präzipitation der Nebenkomponenten zur Folge. 

Das deckt sich mit dem negativen Effekt des PEG Massenstroms auf die Zielgröße 

Reinheit in Tabelle 4-7. Abschließend hat die Erhöhung des Feed Massenstroms einen 
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negativen Effekt auf die Reinheit. Auch dieser Effekt ist plausibel, da durch einen grö-

ßeren Feed Massenstrom absolut mehr Nebenkomponenten ins System gelangen. Bei 

einem gleichbleibenden Anteil an Ausbeuteverlusten wirkt sich eine höhere absolute 

Masse an Nebenkomponenten negativ auf die Reinheit aus. Die Gewichtung der Sig-

nifikanz der einzelnen Parameter wird im Pareto Diagramm über dem 

standardisierten Effekt dargestellt, wie in Abbildung 4-22 dargestellt.  

   
(a) (b) (c) 

  

 

 

 

 

 (d) (e)  

Abbildung 4-22: Pareto Diagramme zur Visualisierung der gewichteten Signifikanz der einzelnen unter-

suchten Modell- und Betriebsparameter. (a) zeigt das Pareto Diagramm für die Zielgröße Ausbeute, (b) 

für die Reinheit, (c) für den im Produkt zurückbleibenden Anteil an PEG und (d-e) die signifikanten 

Parameter für die Transmembrandrücke in den Hohlfasermodulen 1 und 2. 

Die Balken, welche die orangene Linie schneiden, weisen einen signifikanten Effekt 

auf das Modellergebnis auf. Es sind die Pareto Diagramme der Zielgrößen Ausbeute, 

Reinheit, und PEG Anteil sowie die Diagramme der Transmembrandrück in den Hohl-

fasermodulen gezeigt. Die detaillierte statistische Auswertung des PEG Anteils und 

der Transmembrandrücke ist analog zu der Auswertung von Ausbeute und Reinheit 

durchgeführt worden und befindet sich im Anhang (Kapitel 11). Im Hohlfasermodul 1 
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sind besonders die eingehenden Ströme signifikant, da diese den Massenfluss des Per-

meat 1 bestimmen, sodass die Präzipitate weiterhin ausreichend konzentriert werden. 

Des Weiteren ist der Membranwiderstand relevant und die Filtrationskonstante. In ei-

nigen Experimenten wurde das zweite Hohlfasermodul, auf Grund der stärkeren 

Belastung, mit einem nächst größerem Modul ausgetauscht. Die vergrößerte Memb-

ranfläche (470 cm²), welche vom Hersteller vorgegeben ist, beträgt ca. Faktor fünf 

gegenüber dem vorherigen Modul (88 cm²). Das Modul variiert ausschließlich in der 

Faseranzahl, weshalb dieser Parameter in die statistische Auswertung mit aufgenom-

men wurde. Es wird deutlich, dass die Membranfläche die stärkste Auswirkung auf 

den Transmembrandruck ausübt, welches sehr plausibel ist. Auf Basis der ermittelten, 

signifikanten Modellparameter, wird in Kapitel 4.4.3 ein Parameterbestimmungskon-

zept präsentiert, welches für die Anpassung des Modells auf ein neues Stoffsystem 

notwendig ist. Es wird die Vorgehensweise zur Bestimmung der Parameter gezeigt, 

welche neu bestimmt werden müssen. Alle weiteren Parameter des Modells sind all-

gemein gültig und können unverändert bleiben. 

Sensitivitätsstudie III (Monte Carlo): 

Zur Beurteilung der Präzision des Modells und zur Bestimmung des Modellfeh-

lers wird abschließend eine Monte-Carlo Simulationsstudie durchgeführt. Aufgrund 

der Vielzahl an Parametern werden, für ein aussagekräftiges Ergebnis, 300 Simulatio-

nen durchgeführt. Anschließend werden die Ergebnisse statistisch mit der PLS-

Regression ausgewertet, um Zusammenhänge zwischen den Eingabegrößen (Prä-

diktoren) und den Ergebnissen (Responses) zu erkennen und auf ihre Plausibilität zu 

evaluieren. Zu den Eingabegrößen gehören die Modellparameter, die normalverteilt 

zufällig in dem jeweiligen Fehlerintervall variieren können, als auch die einstellbaren 

Betriebsparameter, wie zum Beispiel die Massenströme. Als Ergebnisgrößen werden 

erneut die Ausbeute, Reinheit, PEG Anteil und die Transmembrandrücke TMP 1 und 

TMP 2 untersucht. Bei der PLS Regression werden sogenannte Hauptkomponenten 

(engl.: PC, Principal Components) ermittelt, welche die Varianz im Ergebnisraum 
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(Responses) erklären (siehe Abbildung 4-23 (a)). Das Ziel dieser Analyse ist, möglichst 

viel Varianz durch wenige PCs zu erklären, da auf diese Weise eine Reduktion der 

Daten auf die Haupteinflüsse geschieht. Zufällige Effekte haben eine geringe Varianz 

und werden aus diesem Grund nicht in der Regression berücksichtigt.  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-23: (a) Erklärte Varianz durch Faktoren und (b) der Korrelation Loadings Plot, welcher die 

Zusammenhänge von Ein- und Ausgangsgrößen visualisiert. 

Bei der Verwendung von zu vielen PCs kann es zu dem zum Over Fitting der Daten 

kommen. Der Korrelation Loadings Plot in Abbildung 4-23 (b) zeigt die Stärke der 

Korrelation zwischen den einzelnen Eingangs- (blau) und Ausgangsgrößen (rot) auf 

den Hauptkomponenten eins und zwei. Es werden nur PC 1 und PC 2 betrachtet, da 

diese bereits 87% der Gesamtvarianz erklären. Größen korrelieren dann signifikant, 

wenn sie zwischen dem äußeren und dem inneren Kreis liegen. Eingangs- und Aus-

gangsgrößen, welche sich gegenüber liegen sind antiproportional und Größen, die sich 

überlagern sind proportional zueinander. Orthogonal zueinanderstehende Größen 

korrelieren nicht untereinander. In Abbildung 4-23 (b) sind Ausbeute und Reinheit 

antiproportional zur Präzipitationseffizienz. Je geringer die Präzipitationseffizienz ist, 

desto weniger PEG wird zum Fällen der Zielkomponente benötigt. Im Umkehrschluss 

bedeutet das für die Auflösung, dass bereits bei geringeren PEG Anteilen im Produkt 

eine Limitierung der Auflösung besteht, welche eine reduzierte Ausbeute zur Folge 

hat. Aus diesem Grund ist die antiproportionale Auswirkung auf die Ausbeute plau-

sibel. Gleichzeitig sinkt die Reinheit, sobald die Ausbeute der Zielkomponente sinkt, 
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da die Verunreinigungen unverändert bleiben. Dieses Ergebnis ist konsistent, da sich 

bereits in der zweiten Simulationsstudie die Signifikanz der Präzipitationseffizienz ge-

zeigt hat. Der PEG Anteil im Produkt ist proportional abhängig von dem PEG 

Massenstrom und dem Membranwiderstand. Sind beide Eingangsgrößen erhöht, 

durch Änderung des Massenfluss oder der Membranfläche, erhöht sich ebenfalls der 

PEG Anteil im Produkt. Eine Erhöhung des Massenstroms hat zur Folge, dass mehr 

PEG im System ist, welches über die Filtration entfernt werden muss. Dementspre-

chend muss ein größerer Permeatfluss eingestellt werden. Wird die Belastung der 

Membran dadurch zu hoch, kommt es schneller zu einer Verblockung der selbigen, 

sodass das PEG nicht mehr effizient aus dem System entfernt werden kann und resul-

tiert in einem erhöhten PEG Anteil im Produkt. Dieser Effekt ist ebenfalls plausibel. 

Des Weiteren ist zu sehen, dass die Transmembrandrücke in dem Betriebspunkt nicht 

signifikant sind. Das bedeutet, dass die ausgewählten Membranmodule eine ausrei-

chend große Membranfläche für den untersuchten Laborprozess aufweisen. Darüber 

hinaus wird der Modellfehler anhand der Monte-Carlo Simulationen bestimmt. Dazu 

werden der Mittelwert, die Standardabweichung und der resultierende Fehler für 

Ausbeute und Reinheit berechnet. Die Daten sind aus Tabelle 4-8 zu entnehmen. Das 

Modell hat einen geringen Modellfehler von 0,61%. Daraus wird geschlussfolgert, dass 

der Bestimmungsfehler der Modellparameter keinen signifikanten Einfluss auf das 

Modellergebnis zeigt. Der experimentelle Fehler dieses Betriebspunktes liegt bei 

2,23%. Somit ist der Modellfehler kleiner als der experimentelle Fehler, sodass sich das 

entwickelte Modell zu Substitution von Laborexperimenten eignet.  

Tabelle 4-8: Ergebnisse der Modellfehlerbestimmung anhand der Monte-Carlo Simulation 

 Ausbeute Reinheit 

Mittelwert (�̅�) 70,05 % 12,47% 

Standardabweichung (𝜎) 10,63% 1,66% 

Modellfehler 0,61 % 0,10% 
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4.4.3 Konzept zur Bestimmung der Modellparameter  

Als Ergebnis der Simulationsstudie II sind die Präzipitationseffizienz in Verbin-

dung mit der intrinsischen Löslichkeit, sowie die Kinetik Parameter für Präzipitation 

und Auflösung als relevante Modellparameter bestimmt worden. Des Weiteren sind 

der Membranwiderstand und die Filtrationskonstanten, welche den Mechanismus der 

Verblockung beschreiben, als signifikant determiniert worden. Abschließend wird die 

absolute Masse an Zielkomponente auf dem Filtermaterial bestimmt. Diese Größe ist 

zwar nicht als signifikant in der Sensitivitätsstudie determiniert worden, ist allerdings 

notwendig, um die Massenbilanz der Zielkomponente im Modell schließen zu kön-

nen. 

Bestimmung der Präzipitationsparameter 

Zur Simulation der Präzipitationskurve sind die Präzipitationseffizienz und die 

intrinsische Löslichkeit von entscheidender Bedeutung. Beide Parameter werden An-

hand der Löslichkeitskurve des Zielproteins und der Nebenkomponenten bei 

Anwesenheit von PEG 4000 bestimmt. Dazu werden Gleichgewichtsexperimente 

durchgeführt. Es wird begonnen bei 1 wt% mit einer Steigerung des PEG Anteils um 

jeweils 2 wt%. Ab eine PEG Anteil von 9 wt% wird erwartet [Matheus 2009], dass die 

vollständige Präzipitation stattgefunden hat, sodass die Steigerung des PEG Anteils 

der nachfolgenden Gleichgewichtspunkte auf das Intervall von 1 wt% verringert wird. 

Alle Gleichgewichtspunkte werden über dem PEG Anteil aufgetragen, wie in Abbil-

dung 4-24 (a) gezeigt ist. Die schwarze Linie stellt die Präzipitation des Antikörpers 

dar und die rote die Co-Präzipitation der Nebenkomponenten. Auf der y-Achse ist die 

relative Löslichkeit in Prozent aufgetragen, welche auf die Anfangskonzentration des 

Feed normiert ist. Die Ergebnisse für die PEG 4000 Präzipitation sind vergleichbar mit 

Arbeiten aus der Literatur [Matheus 2009, Oelmeier 2013]. Hämmerling et al. haben 

gezeigt, dass die allgemeine Gleichung zur Beschreibung des Aussalz-Effekts von 

Cohn et al. [Cohn 1925] ebenfalls auf die PEG Präzipitation übertragen werden kann 

[Hämmerling 2017]. Demnach besteht eine schematische Präzipitationskurve aus dem 
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Diskontinuitätspunkt, an dem die Präzipitation einsetzt, der Präzipitationseffizienz, 

welche die Steigung der Präzipitationskurve vorgibt und der intrinsischen Proteinlös-

lichkeit, welche bei Abwesenheit von PEG vorliegt. Um die Präzipitation ausreichend 

beschreiben zu können, müssen laut Hämmerling et al. mindestens zwei dieser drei 

Parameter bestimmt werden. Cohn beschreibt den Zusammenhang zwischen der lo-

garithmierten Protein Löslichkeit als linear [Cohn 1925]. Die logarithmierte 

Proteinkonzentration wird über dem Verhältnis aus Präzipitant und Protein aufgetra-

gen. Daraus wird die Steigung der Gerade bestimmt, wie in Abbildung 4-24 (b) 

dargestellt.  

 
 

(a) (b) 

Abbildung 4-24: Gleichgewichtskurve zur Bestimmung der Präzipitationsparameter. (a) prozentuale 

Löslichkeit über dem PEG Anteil. (b) logarithmierte Konzentration der Zielkomponente über dem Stoff-

mengenverhältnis von Präzipitant (PEG 4000) zu Protein. 

Für die Präzipitationseffizienz ergibt sich 𝛽 = 0,48. Für die logarithmierte intrinsische 

Protein Löslichkeit in Abhängigkeit der Anwesenheit von PEG ergibt sich 𝜅 = 2,802. 

Sim et al. haben gezeigt, dass die Präzipitationseffizienz 𝛽 ebenfalls, unter Berücksich-

tigung der hydrodynamischen Radien von Protein und PEG Molekül, berechnet 

werden kann [Sim 2012]. Die verwendete Gleichung (2-2) ist in Kapitel 2.1 angegeben. 

Das Ergebnis der berechneten Präzipitationseffizienz von 𝛽 = 0,471 stimmt sehr gut 

mit dem experimentell ermittelten Ergebnis überein.  
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Bestimmung der Präzipitationskinetik 

Zur Bestimmung der Präzipitationskinetik wird ein Batch Experiment durchge-

führt. Es wird in einem Becherglas der Feed mit gelöstem Antikörper vorgegeben und 

mit einem Magnetrührer gerührt. Anschließend wird von der 40 wt% PEG-Lösung so 

viel hinzugefügt, dass nach der Zugabe ein PEG 4000 Anteil von 12 wt% vorliegt. Wäh-

rend der Präzipitation wird in einem Probenintervall von 20 s eine Probe vom 

Überstand genommen. Ein kleineres Probenintervall ist wegen des experimentellen 

Handlings nicht möglich. Diese Probe wird anschließend mit einem 0,2 µm Filter fil-

triert, um die Partikel vor der HPLC Analytik zu entfernen. Des Weiteren wird die 

Probe direkt im HPLC Vial verdünnt, um eine weitere Präzipitation zu unterbinden. 

Aus der Risikoidentifizierung in Kapitel 4.2 und der Bestimmung der Mischzeit ist 

bekannt, dass die Präzipitation spontan eintritt und eine Funktion der Durchmischung 

darstellt. Der Kinetik Parameter drückt dementsprechend die Geschwindigkeit der 

Konzentrationsabnahme pro Zeit aus. Die Konzentrationsmessung gestaltet sich aller-

dings sehr schwierig, da das Zeitintervall der Probenahme zu lang ist, um die spontane 

Konzentrationsabnahme während der Präzipitation aufzuzeichnen.  Bei dem beschrie-

benen Experiment ist bereits in der ersten Probe (nach 20 s) kein Antikörper im 

Überstand gelöst. Durch kontinuierliche Zugabe über 60 s konnte die Konzentrations-

abnahme aufgezeichnet werden (siehe Abbildung 4-25).  

 

Abbildung 4-25: kontinuierliche Zugabe des Präzipitanten über eine Pumpe mit definierten Volumen-

strom. 



 4. Ergebnisse zur Präzipitation von monoklonalen Antikörpern 

  95 

In Blau ist die Antikörperkonzentration, die mit der HPLC (Protein A) gemessen 

wurde gezeigt und in rot ist die berechnete Löslichkeit, welche zu dem jeweiligen Zeit-

punkt der Probenahme im Becherglas vorliegen müsste. Die Löslichkeit wird über den 

PEG Anteil, welcher mit dem eingestellten Volumenstrom des Präzipitanten und dem 

Ausgangsvolumen des Feeds berechnet werden kann, bestimmt. Es ist deutlich zu er-

kennen, dass die gemessene Konzentration des Antikörpers, jeweils dem der 

Löslichkeit entspricht, die durch den aktuellen PEG Anteil vorgegeben ist. Das bedeu-

tet ebenfalls, dass die Präzipitation abgeschlossen ist sobald Präzipitant und Feed 

vollständig vermischt sind. Da die Konzentrationsabnahme spontan erfolgt werden 

aus diesem Grund eine Leitfähigkeits- und eine Trübungssonde eingesetzt, um den 

Verlauf während der Präzipitation online zu messen. Beide Messtechniken sind nicht 

geeignet, um die Konzentration des Zielproteins zu bestimmen, sie sind jedoch in der 

Lage den Zeitpunkt anzugeben, an dem die Präzipitation abgeschlossen ist. Eine kon-

stante Leitfähigkeit beschreibt den vollständig durchmischten Zustand. In Abbildung 

4-26 (a) ist der Verlauf der Leitfähigkeit über die Versuchszeit gezeigt (grün). Im Ver-

gleich dazu ist die Präzipitationskurve in blau gezeigt. Sobald die Leitfähigkeit 

konstant ist, ist auch die Konzentration des Antikörpers im Überstand Null. Mit der 

Trübungssonde ist ein ähnlicher Verlauf zu erkennen. Die Kurve der Trübung ist am 

steilsten, solange die Präzipitation des Antikörpers stattfindet. 

  
(a) (b) 

Abbildung 4-26: Verlauf der (a) Leitfähigkeit und der (b) während eines Batch Präzipitationsexperi-

ments.  
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Anschließend steigt die Trübung leicht weiter an, was auf eine verzögerte Präzipita-

tion von Nebenkomponenten oder den Zerfall größerer Präzipitate in mehrere kleinere 

hindeutet. Die Trübung zeigt somit indirekt den Verlauf der Partikelbildung an. Der 

Kinetik Parameter für die Präzipitation ergibt sich nach dieser Bestimmungsmethode 

zu einem Wert von 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 = 0,0769
1

𝑠
 . 

 

Bestimmung der Auflösungskinetik 

Die Bestimmung des Kinetik Parameters der Auflösung erfolgt analog zu dem experi-

mentellen Aufbau des Präzipitationsparameters. In diesem Fall ist die Auflösung 

jedoch langsamer als die Präzipitation, sodass die Bestimmung mit der Konzentrati-

onsmessung mit der At-line Analytik (Protein A) möglich ist. Die Auflösung ist nicht 

direkt an die Durchmischung gekoppelt, wodurch die Verwendung der Trübungs- 

oder Leitfähigkeitssonde nicht zielführend ist. Es wird wieder ein Batch Experiment 

durchgeführt in dem alle 20 s eine Probe genommen wird. Die Rückgewinnung des 

gelösten Antikörpers ist in Abbildung 4-27 gezeigt. Die gelöste Masse Antikörper ist 

auf die Ausgangsmasse normiert, sodass die Auflösung in Prozent angegeben wird. 

Der Kinetik Parameter für die Auflösung ergibt sich nach dieser Bestimmungs-me-

thode zu einem Wert von 𝑘𝑑𝑖𝑠𝑠 = 0,0125
1

𝑠
 . 

 

Abbildung 4-27: Bestimmung des Kinetik Parameters während der Auflösung. 
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Bestimmung des Membranwiderstandes 

Der Membranwiderstand wird mit einem unbenutzten Membranmodul bestimmt. 

Da der Versuchsaufbau zu Beginn mit einer 12 wt% PEG Lösung gefüllt wird, wird 

der Membranwiderstand auch bei diesen Bedingungen gemessen. Es werden unter-

schiedliche Flussraten eingestellt und der resultierende Transmembrandruck 

gemessen. Zusätzlich wird die dynamische Viskosität der PEG-Waschlösung be-

stimmt. Über das Gesetz von Darcy (siehe Gleichung (2-8)) wird der Widerstand 

berechnet.  

Bestimmung des Verblockungsmechanismus 

Der Verblockungsmechanismus der Membranen wird separat aus den Druckpro-

filen der beiden Hohlfasermodule bestimmt. Dazu wird der Transmembrandruck über 

dem spezifischen Volumen aufgetragen, wie in Tabelle 2-3 gezeigt. Für das vollstän-

dige (
1

𝑝
), Standard (

1

√𝑝
) und Intermediate Blocking (ln(𝑝)) wird der Transmem-

brandruck, nach der angegebene Vorschrift, umgerechnet und über das spezifische 

Volumen (𝑣) aufgetragen. Für die Kuchenfiltration wird 𝑝 über 𝑣 aufgetragen. Das 

spezifische Volumen stellt die Membrankapazität dar, welche als Kenngröße zur Ver-

gleichbarkeit von Filtrationsprozessen mit unterschiedlichen Membranflächen 

genutzt wird. Die aufgetragenen Druckdaten werden durch eine Trennlinie gefittet 

und aus dessen Steigung die Verblockungskonstanten 𝐾𝑏 , 𝐾𝑠, 𝐾𝑖 und 𝐾𝑐 berechnet. Es 

wird der Verblockungsmechanismus zur Modellierung ausgewählt, welcher gra-

phisch und rechnerisch, über das Bestimmtheitsmaß (R2), die experimentellen Daten 

am besten abbildet. In Abbildung 4-28 sind die Druckdaten des ersten Hohlfasermo-

duls (Konzentration der Präzipitate) dargestellt. Die Schwarzen Punkte sind die 

Messdaten aus dem Experiment und die rote Line stellt den linearen Fit dar. In den 

gezeigten Daten fällt auf, dass alle Verblockungsmechanismen eine gute Übereinstim-

mung mit den experimentellen Daten haben, da das Bestimmtheitsmaß für alle vier 

Mechanismen zwischen 0,94 < R² < 0,95 liegt.  
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Vollständiges Blocking Standard Blocking 

  
Intermediate Blocking Kuchenfiltration 

  

Abbildung 4-28: Identifikation des Verblockungsmechanismus im ersten Hohlfasermodul 

(PES Membran 0,2 µm / A=88cm²/ L=20 cm/ Repligen). 

Die beste Übereinstimmung mit einem bestimmtheitsmaß von R² = 0,954 weist die 

Kuchenbildung auf. Das Intermediate Blocking ist mit einem Bestimmtheitsmaß von 

R² = 0,952 ein unwesentlich schlechterer Fit. Die Schwingung in den Druckverläufen 

in Abbildung 4-28 resultiert aus der Verwendung einer Schlauchpumpe, die über meh-

reren Rollen zum Verdrängen des Schlauchvolumens verfügt. Bei der verwendeten 

Pumpe sind diese Rollen im Abstand von 120° angebracht, sodass sie einen relativ 

großen Abstand zueinander aufweisen. Eine konstante Verdrängung ist durch den 

Aufbau nicht zu jedem Zeitpunkt vollständig gegeben. Die Schwankung ist in dem 

untersuchten Prozess jedoch nicht problematisch, da es sich um eine Schwankung im 

Bereich von ± 10 mbar handelt. Die Schwankung wird deshalb vernachlässigt. Analog 

dazu werden die Druck Daten des zweiten Moduls aufgetragen (Abbildung 4-29). Zur 

Bestimmung des Blocking Mechanismus sind im kontinuierlichen Prozess baugleiche 

Filtermodule verwendet worden, die über eine Filterfläche von 88 cm2 und eine Po-

rengröße von 0,2 µm verfügen.   
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Vollständiges Blocking Standard Blocking 

  
Intermediate Blocking Kuchenfiltration 

  

Abbildung 4-29: Identifikation des Verblockungsmechanismus im zweiten Hohlfasermodul 

(PES Membran 0,2 µm / A=88cm²/ L=20 cm/ Repligen). 

Durch die höhere Belastung des zweiten Moduls, ist der tatsächlich vorliegende 

Blocking Mechanismus deutlicher zu erkennen als im ersten Hohlfasermodul. Hieraus 

wird die Schlussfolgerung gezogen, dass es sich bei dem Membran Fouling nicht nur 

um die Bildung eines Kuchens auf der Membran handelt (R² = 0,87) sondern, dass es 

tatsächlich um einen Verlust der Membranfläche durch verstopfte Poren kommt. Aus 

diesem Grund wird für das zweite Hohlfasermodul das Intermediate Blocking als Me-

chanismus identifiziert. Da es sich um baugleiche Module handelt, wird ebenfalls für 

das erste Membran Modul das Intermediate Blocking im Modell implementiert. Es ist 

zu erwarten, dass bei längerem Betrieb, bzw. einer ähnlichen Belastung auch im Hohl-

fasermodul 1 ein Verblocken auftreten wird. Die Filtrationskonstante für das 

Intermediate Blocking ergibt sich für beide Module nach unabhängiger Auswertung 

zu 𝐾𝑖 = 0,45. 
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Massenbilanz und Bestimmung des Filterkuchenaufbaus 

Die globale Massenbilanz des Modells wird kontrolliert, indem die absoluten Mas-

sen von Antikörper (IgG), PEG und den Nebenkomponenten (HCPs) in den 

eintretenden Strömen mit den berechneten absoluten Massen in den austretenden 

Strömen verglichen werden. Die globale Massenbilanz gilt als geschlossen, da die Ab-

weichungen der einzelnen Komponenten weniger als 1% betragen (siehe Tabelle 4-9). 

Für die leichte Phase ist ein Antikörpertiter von 2 g/L und einer Konzentration der 

Nebenkomponenten von 12 g/L angenommen worden. Diese Angaben sind Mittel-

werte der hausinternen Kultivierungen. Im nächsten Schritt ist ermittelt worden, 

welche absolute Masse des Antikörpers in der Anlage nach dem Abschalten der Pum-

pen verbleibt. 

Tabelle 4-9: Berechnung der globalen Massenbilanz des Modells. Eintretende und austretende Ströme 

sind gekennzeichnet. 

 
Tank 

Masse IgG 

[mg] 

Masse PEG 4000 

[mg] 

Masse HCPs 

[mg] 

in 

Feed 

PEG 4000 (40 wt%) 

PEG 4000 (12 wt%) 

447,682 

0 

0 

0 

40.000 

48.000 

2.685,77 

0 

0 

out 

Permeat 1 

Permeat 2 

Produkt 

0,331 

0,664 

446,633 

19.332 

61.423,2 

7.244,86 

1.298,03 

1.241,31 

 

 Differenz 

Abweichung 

0,054 

0,012% 

-0,060 

-6,82 E-05% 

0,002 

-7,45 E-05% 

Dieser Wert ist zum einen wichtig für die Bestimmung der Versuchsausbeute und zum 

anderen zur Bestimmung der Transportrate des Zielproteins in den Filterkuchen. Um 

die Werte berechnen zu können, muss das Totvolumen der Anlage bekannt sein, wel-

ches gravimetrisch bestimmt wird. Dazu wird die Anlage trocken gewogen, 

anschließend mit Wasser gefüllt und erneut gewogen. Daraus resultiert bei dreifacher 

Wiederholung ein Anlagenvolumen von 60,2 ± 0,3 mL. Um den Anteil des Antikörpers 

zu bestimmen, welcher in der Anlage verblieben ist, wird die Anlage einem definierten 

Volumen gespült und auf diese Weise das restliche Volumen mit Wasser verdrängt. 

Diese Fraktion wird im Verhältnis 1:5 verdünnt, um den Antikörper aufzulösen und 

für die weitere Analytik vorzubereiten. Über das Volumen der Spülfraktion kann die 
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Masse an Antikörper ermittelt werden, die noch in den Leitungen der Anlage zurück-

geblieben ist. Aus den Ergebnissen der Protein A Chromatographie ergeben sich die 

absolute Masse des Antikörpers in den Fraktionen Feed, Permeat 1 und 2 sowie Pro-

dukt. Des Weiteren wird die absolute Masse an mAb im Systemvolumen bestimmt. Es 

ergibt sich eine Differenz von 82,40 mg die selbst nach dem Spülen der Anlage im Sys-

tem verblieben ist. Die gemessenen Massen sind in Tabelle 4-10 aufgeführt.  

Tabelle 4-10: Versuchsdaten zur Bestimmung Massenbilanz des Antikörpers während dem Experi-

ment. 

Fraktionen Masse IgG 

 [mg] 

Feed 

Permeat 1 

Permeat 2 

Produkt 

System 

311,93 

57,47 

40,32 

113,62 

18,13 

Differenz 82,40 

Dieses Vorgehen wird wiederholt, um die Reproduzierbarkeit zu zeigen. Zusätzlich 

wird das Experiment in zwei Teile aufgeteilt, sodass eine Aussage darüber getroffen 

werden kann, wieviel Antikörper sich auf den jeweiligen Filtern befindet. Abbildung 

4-30 zeigt die Unterteilung des Versuchsaufbaus.  

 

Abbildung 4-30: Aufteilung des Versuches in zwei Teile. Teil I ist mit einem gelben Rahmen und Teil II 

mit einem Rahmen in Blau gekennzeichnet. Beide Versuchsteile werden nacheinander durchgeführt. 

Der erste Versuchsteil (gelb) wird für die üblich Versuchsdauer von 50 min durchge-

führt und der Zwischentank sowie der Tank Permeat 1 auf die Zielkomponente 
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analysiert. Die verbleibende Masse auf dem Filter wird analog wie zuvor beschrieben 

berechnet. Es verbleiben ca. 33,75 mg Antikörper im ersten Hohlfasermodul. Anschlie-

ßend wird die benötigte Menge an Wasch-Lösung für den zweiten Versuchsteil (blau) 

über den eingestellten Massenstrom (ṁWash) bestimmt. Die Masse an Waschlösung 

wird direkt in den Zwischentank hinzugefügt. Das Volumen des Zwischentanks wird 

mit einer Pumpe dem Gesamtsystem erneut zugeführt und der zweite Versuchsteil 

mit derselben Versuchsdauer (50 min) durchgeführt. Am Ende des Experiments, wird 

auch der zweite Teil gespült und das Systemvolumen, die Tanks Permeat 2 und Pro-

dukt auf den Antikörper analysiert. Die Auswertung ergibt, dass auf dem zweiten 

Hohlfasermodul eine Masse von 47,20 mg Antikörper zurückbleibt. Die Gesamtmasse 

an Antikörper, welche in diesem Experiment auf den Membranflächen verbleibt, 

ergibt sich zu 80,95 mg. Dieses Ergebnis passt sehr gut zu dem vorherigen bestimmten 

Wert von 82,40 mg. Daraus ergibt sich ein Mittelwert mit einem Fehler von 

81,68 ± 0,73 mg. 

 

4.4.4 Experimente zur Modellvalidierung 

Die Validierung des Modells erfolgt anhand eines statistischen Versuchsplans 

(DoE). Dabei werden mehrere Parameter gleichzeitig in einem definierten Bereich va-

riiert. Die Massenflüsse von Feed, PEG, Waschlösung, Permeat 1 und 2 werden als 

einstellbare Prozessgrößen gewählt und um ±15% verändert. Das durchgeführte DoE 

wurde anschließend mit der offline Analytik evaluiert und mit dem aufgestellten Pro-

zessmodell simuliert. Die aus Kostengründen erfolgte, mehrfache Nutzung der Single-

Use Hohlfasermodule erfordert eine gründliche Reinigung der Membranfläche. Die 

Reinigung wird durch Inkubation der Hohlfasermodule mit einer 0,1 M Natronlauge 

über > 20 Stunden durchgeführt. Trotz der Inkubation treten zum Teil Probleme in der 

Membranreinigung auf. In diesem Fall verblockt die Membran frühzeitig und der Per-

meatstroms fällt deutlich vor Ablauf der Versuchszeit von 50 Minuten ab. Diese 
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unerwünschten Zusammenhänge werden nicht im Modell abgebildet, da eine kor-

rekte Verwendung der Single-Use Membranen dieses Problem eliminiert. 

Experimente mit frühzeitiger Verblockung einer Membran werden aus diesem Grund 

nicht zur Validierung herangezogen. Der Vergleich zwischen Experiment und Simu-

lation ist in den nachfolgenden Paritätsdiagrammen dargestellt, in denen der 

simulierte über dem experimentellen Wert aufgetragen ist. Abbildung 4-31 zeigt die 

Ergebnisse für die Zielgrößen Ausbeute und Reinheit des Antikörpers. Die Fehlerbal-

ken entsprechen den mittels Centerpoint Experimenten ermittelten Fehlern. Die 

gestrichelten Linien geben eine Abweichung von ±10% an. Es wird sichtbar, dass die 

simulierten Ergebnisse für Ausbeute und Reinheit in guter Übereinstimmung mit den 

experimentellen Daten sind. Die starken Abweichungen in der Reinheit sind auf die 

Mehrfachverwendung der Hohlfasermodule zurückzuführen.  

  
(a) (b) 

Abbildung 4-31: Paritätsdiagramme zum Vergleich von Simulation und Experiment der Qualitätsattri-

bute Ausbeute und Reinheit der Zielkomponente 

Die Kontrolle der Modellierung erfolgt mittels Bilanzierung der ein- und austre-

tenden Massen im Prozess. Die tiefgreifende und exakte Modellierung resultiert in 

einem breiten Gültigkeitsbereich. Abbildung 4-32 (a) bis (d) zeigen die Massen der im 

Experiment und der Simulation eintretenden Komponenten Feed, Präzipitant, Wasch-

lösung und Auflösungspuffer. 
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

Abbildung 4-32 Paritätsdiagramme von Experiment und Simulation zum Vergleich verbrauchten Masse 

der Ströme die in den Prozess eintreten. Die Fehlerbalken resultieren aus den Centerpoint Experimenten, 

die nur zum Teil sichtbar sind, da die Messabweichungen in den Experimenten sehr gering gewesen ist. 

In Abbildung 4-33 sind die Massen der austretenden Komponenten Permeat 1 und 2 

sowie die Produktmasse gezeigt. Es wird erneut der simulierte Wert über dem experi-

mentell gemessenen Wert aufgetragen. 

   
(a) (b) (c) 

Abbildung 4-33: Paritätsdiagramme von Experiment und Simulation zum Vergleich der austretenden 

Ströme  

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung bestätigen die Gültigkeit des Be-

triebsbereichs während der Experimente. Exemplarisch wird dies im Folgenden 
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anhand von Konturplots in Abbildung 4-34 gezeigt. Als Eingangsparameter dienen 

die Massenströme der Waschlösung und des Auflösungspuffers, da diese Eingangs-

größen maßgeblich das Prozessvolumen und die Dimensionierung des zweiten 

Filtermoduls beeinflussen. Dabei sind ein erhöhtes Prozessvolumen nach der Grund-

operation und eine unnötig vergrößerte Membran durch eine ungünstige Wahl dieser 

Ströme zu vermeiden. Dargestellt ist der Einfluss auf die (a) Ausbeute, (b) die Reinheit 

und (c) den PEG Anteil im Produkt. Eine Produktausbeute von 85% wird bei einem 

geringen Massenstrom der Waschlösung (5500 mg/min) und einem erhöhten Massen-

strom des Auflösungspuffers (7500 mg/min) erreicht. 

  
(a) (b) 

 
(c) 

Abbildung 4-34: Konturplots für Ausbeute, Reinheit und dem PEG Anteil im Produkt. 
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4.5 Entwicklung einer Kontrollstrategie  

Die präsentierte Regelungsstrategie erfolgt für den halbkontinuierlichen Prozess, 

welcher auf Grund der Verschaltung mehrerer Sub Units einem erhöhten Regelungs- 

und Steuerungsaufwand bedarf. Für das übergeordnete Ziel einer autonomen Pro-

zessführung, ist die Etablierung einer Kontrollstrategie unbedingt notwendig, da zum 

einen der optimale Betriebspunkt eingehalten wird als auch die Qualitätsattribute kon-

tinuierlich kontrolliert werden. Dazu müssen folgende Zwischenziele erreicht werden:  

• Identifikation einer geeigneten Onlinemesstechnik 

• Training der Auswertungsalgorithmen 

• Festlegung der notwendigen Detektoren und Messstellen im Prozess 

Abschließend wird in diesem Kapitel eine Empfehlung gegeben, welche Detektoren 

und Sensoren sich am besten für die Grundoperation Präzipitation eignen. Die Kon-

trollstrategie wird modellbasiert mit einer Simulationsstudie überprüft. 

4.5.1 Identifikation geeigneter Detektoren und Sensoren  

Der Betriebsbereich für die Qualitätsattribute wurde mit Hilfe des Design Spaces 

im vorherigen Abschnitt festgelegt. Um die Einhaltung dieser Größen zu gewährleis-

ten, ist eine geeignete Messtechnik notwendig, welche in der Lage ist, diese Größen 

inline und in Echtzeit zu erfassen. Diese Anforderung wird unter dem Begriff RTRT 

(engl. Real-time-release Testing) zusammengefasst. Der Engpass in der Produktion ist 

meist die Probenentnahme, die damit verbundene Probenvorbereitung sowie die Mes-

sung und Auswertung der Daten. Da der Prozess kontinuierlich läuft und die Proben 

nur eine Momentaufnahme zeigen, kann sich der Prozess, sobald die Ergebnisse vor-

liegen, bereits in einem anderen Betriebspunkt befinden, wodurch eine Regelung 

unmöglich wird. Aus diesem Grund ist nach einer Messtechnik gesucht, die in der 

Lage ist nicht-invasiv zu messen, um die Probenahme und -vorbereitung zu umgehen, 

sowie ein Ergebnis in Echtzeit bereitstellen kann.  
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Als nicht-invasive Messtechnik eigenen sich besonders spektroskopische Methoden, 

die in Form von In situ Sonden oder mit Durchflusszellen in den Prozess eingebracht 

werden. Die Messung und Auswertung der Spektren kann mit geeigneten Program-

men innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten erfolgen, sodass ein Ergebnis in 

Echtzeit erzielt wird. Als mögliche spektroskopische Methoden sind sie Fourier-trans-

formierte Infrarot Spektroskopie (FTIR), die Raman Spektroskopie, die UV/Vis 

Spektroskopie (Dioden-Array Detektor, DAD) und die Fluoreszenzspektroskopie ge-

testet worden. In Tabelle 4-11 ist eine Übersicht der üblichen Messparameter.  

Tabelle 4-11: Übersicht der Messparameter für FTIR, Raman, DAD und Fluoreszenz aus Literatur und 

Herstellern [Boulet-Audet 2016, Buckley 2017, Dziadosz 2012, Helgers 2021, JASCO Deutschland 

GmbH, Moore-Kelly 2019, Sauer 2019, Sellick 2010].  

Detektor Messbereich 
In situ 

Sonde 

Unteres 

Detektionslimit 
Messzeit 

Gemittelte 

Scananzahl 

FTIR 

Raman 

UV/Vis 

Fluoreszenz 

4000-400 cm-1 

4000-400 cm-1 

190-520 nm 

280-900 nm 

Ja 

Ja 

Nein 

Nein 

>50 mg/L 

>700 mg/L 

>10mg/L 

>40 fg/L 

10 s 

4 s 

0,1 s  

3 s 

75  

16-64 

- 

10 

Die hohe Sensitivität der Fluoreszenzmessung (12 Größenordnungen) im Vergleich zu 

den anderen Methoden ist durch die Messmethode selbst zu erklären, bei der als ein-

zige kein Hintergrundsignal gemessen wird. Es wird erst ein Messsignal vom Detektor 

aufgenommen, sobald sich eine fluoreszierende Probe im Messkanal befindet. Die ge-

wählten Messparameter für die vier aufgeführten Messgeräte sind im Kapitel Material 

und Methoden nachzulesen. Die Auswertung der Spektren erfolgt mit dem Programm 

Unscrambler, welches über eine geeignete OPC UA Schnittstelle für die Integration in 

die Prozessleittechnik verfügt. Die Voraussetzung für diese Auswertung, ist ein trai-

nierter PLS-Algorithmus (engl.: partial least squares, PLS), welcher Unterschiede in den 

Spektren erkennt und diese zum Beispiel auf Konzentrationsänderungen von vorge-

geben Komponenten zurückführen kann. Der PLS-Algorithmus wird auf die 

Qualitätsattribute Konzentration und die Reinheit trainiert. Hierbei wird die Reinheit 

der LMW, HMW und der Zielkomponente unterschieden, um zusätzliche Aussagen 

über die Art der Verunreinigung zu treffen. Es werden pro Spektroskopie Methode 

zwei PLS-Algorithmen, jeweils separat für Präzipitation und Auflösung, trainiert. Der 
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Hintergrund dafür ist, dass die Matrix der Proben während Präzipitation und Auflö-

sung stark unterschiedlichen Spektren aufweisen. Es ist nicht zu erwarten, dass ein 

kombinierter PLS-Algorithmus zufriedenstellende Ergebnisse für beide Prozess-

schritte liefert. Das Training erfolgt mit einem Datensatz, der aus offline gemessenen 

Proben mehrerer Versuche generiert wird. Zur Validierung das PLS-Modells wird ein 

zusätzlicher Datensatz generiert, welcher die Zielgrößen mit dem trainierten Algorith-

mus vorhergesagt. Die Vorhersage wird anschließend mit den zugehörigen 

Offlinedaten verglichen. Hieraus wird das Bestimmtheitsmaß der validierten Vorher-

sage aus der PLS-Regression genutzt und die Vorhersagen als sehr gut (1 > R² > 0,9), 

moderat (0,9 > R² > 0,8) und schlecht (0,8 > R²) klassifiziert. Diese Klassifizierung ist die 

Grundlage für die spätere Empfehlung für einen Sensors zur Prozessüberwachung.  

Für diese Studie ist der absatzweise Prozess verwendet worden, da hier Präzipita-

tion und Auflösung getrennt voneinander stattfinden und keine Überlagerung der 

Effekte zustande kommt. Der Aufbau ist unter Berücksichtigung der integrierten 

Messstellen in Abbildung 4-35 dargestellt.  

Produkt

Puffer
(50 mM)

PEG 4000 
Lösung

 (40 wt%)

FEED 
(ATPE)

Permeat

I-11 I-16 I-6

Online Spektralanalyse
(Konzentration/Reinheit)

Raman FTIR DAD

I-11 I-16 I-6 I-17

Raman FTIR DAD Fluor

Online Spektralanalyse
(Konzentration/Reinheit)

 

I-12 I-13

Cond Turb
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ModulI-11

MFC

I-11
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Abbildung 4-35: Vereinfachte Darstellung einer Untereinheit des absatzweisen Präzipitations-prozesses 

mit integrierter Messtechnik. 

Im Präzipitationstank werden Raman, FTIR und DAD gemessen. Der Fluoreszenzde-

tektor wird nicht für die Präzipitation verwendet, da die Messzelle stark anfällig 
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gegenüber Partikeln und Luftblasen ist, sodass unzureichende Messdaten aufgenom-

men werden. Im Bereich der Auflösung werden alle Spektroskopischen 

Messmethoden verwendet. Neben den genannten Sensoren sind zusätzlich Leitfähig-

keit, Trübung und pH-Wert als mögliche Prozessmesstechnik für Präzipitation und 

Auflösung untersucht worden.  

Im Folgenden werden die Vorhersagen für die einzelnen Detektoren FTIR, Raman, 

DAD und Fluoreszenz einzeln für die Präzipitation und die Auflösung diskutiert. Die 

Ergebnisse werden anhand der Spektren sowie dem Vergleich von Vorhersage und 

gemessenem Referenzwert evaluiert. Allgemein kann gesagt werden, dass die Kon-

zentration der Nebenkomponenten (HCPs) in Form von LMWs während der 

Präzipitation zufriedenstellend messbar sind, welche Aufschluss über den Reinheits-

gewinn geben. Das PLS-Modells wird dementsprechend während der Präzipitation 

hauptsächlich auf die Nebenkomponenten trainiert, da sich kaum bis keine Antikör-

per im Überstand befindet. In der anschließenden Auflösung der Präzipitate ist dies 

entgegengesetzt. Während der Auflösung ist das Zielprotein besonders gut zu detek-

tieren, da die Präzipitation darauf ausgelegt ist, dass der Antikörper vollständig gefällt 

wird und die Nebenkomponenten weitestgehend in Lösung bleiben. Durch die voll-

ständige Entfernung des Überstands während der Dead-End Filtration, ist die 

Abreicherung der Verunreinigungen hoch. Das Training des PLS-Modells fokussiert 

sich demnach auf das Zielprotein, wodurch die Vorhersage für die Nebenkomponen-

ten schlechter wird. Das konnte gleichermaßen in der Verwendung von allen 

Detektoren beobachtet werden.  

In den nachfolgenden Abbildungen sind die sind zunächst die Spektren getrennt für 

die Präzipitation und die Auflösung gezeigt. Es sind jeweils die unbearbeiteten Spek-

tren (Rohdaten), die bearbeiteten Daten, welche zur Modellbildung verwendet 

werden, sowie die Regression der Vorhersage gezeigt. Hierbei handelt es sich 
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 um die Vorhersage des Validierungsdatensets, welche über den Referenzwerten der 

offline gemessenen Proben aufgetragen sind. Die Bearbeitung der Spektren ist not-

wendig um die Spektren auf die relevanten Informationen zu reduzieren. Das 

Vorgehen ist detailliert im Abschnitt Material und Methoden ( 3.3 Spektroskopische 

Methoden) beschrieben.  

In Abbildung 4-36 sind die Spektren der Experimente für (a)-(c) Raman, (d)-(f) FTIR, 

(g)-(i) DAD während der Präzipitation gezeigt.  

Detektor Rohdaten Preprocessing Regression 

Raman 

   
 (a) (b) (c) 

FTIR 

   
 (d) (e) (f) 

DAD 

   
 (g) (h) (i) 

Abbildung 4-36: Spektren von FTIR, Raman und DAD während der Präzipitation [Lohmann 2021]. 

 

Die Ergebnisse für die Auflösung sind in Abbildung 4-37 dargestellt. Zusätzlich zu 

den Ergebnissen von Raman ((a)-(c)), FTIR ((d)-(f)) und DAD ((g)-(i)) sind die Ergeb-

nisse der Fluoreszenzmessung ((j)-(l)) gezeigt. 
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Detektor Rohdaten Preprocessing Regression 

Raman 

   
 (a) (b) (c) 

FTIR 

   
 (d) (e) (f) 

DAD 

   
 (g) (h) (i) 

Fluoreszenz 

   
 (j) (k) (l) 

Abbildung 4-37: Spektren während der Auflösung der Präzipitate [Lohmann 2021]. 

Die Raman Messung liefert sehr gute Ergebnisse (R² = 0,95) für die Vorhersage der 

LMWs während der Präzipitation. In Bezug auf die HMWs (R² = 0,62) und die Ziel-

komponente (R² = 0,63) konnten jeweils nur schlechte Korrelationen gefunden werden. 

Durch die ATPE vor der Präzipitation werden hauptsächlich HMWs aus der Kultivie-

rungsbrühe entfernt. Dementsprechend sind weniger HMWs in dem Feed der 

Präzipitation vorhanden, wodurch die schlechte Vorhersage der HMWs nicht überra-

schend ist. Gleiches gilt für den Antikörper. In der Auflösung ist die Vorhersage für 

das Zielprotein mit ein R² von 0,85 moderat. Für die LMWs und HMWs konnte keine 
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zufriedenstellende Korrelation gefunden werden. Die Vorhersage der Reinheit in Be-

zug auf die Zielkomponente, lieferte während der Präzipitation mit einem R² von 0,66 

schlechte Ergebnisse. Für die Vorhersage der Reinheit während der Auflösung hinge-

gen konnten moderate Ergebnisse mit einem bestimmtheitsmaß von R² = 0,85 erreicht 

werden. Das Fazit zur Raman Spektroskopie ist, dass diese gut eignet ist zur Vorher-

sage der LMWs während der Präzipitation. Des Weiteren sind zufriedenstellende 

Ergebnisse zur Prädiktion der Reinheit als auch der Konzentration der Zielkompo-

nente während der Auflösung erzielt worden. Damit eignet sich die Raman 

Spektroskopie für das Monitoring der Qualitätsattribute Reinheit und Konzentration 

der Zielkomponente während der Auflösung.  

Bei den FTIR Messungen liegt ein ähnliches Ergebnis vor. Die Prädiktion der Kon-

zentration der LMWs in den Präzipitationsproben konnte mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R²= 0,94 sehr gut vorhergesagt werden. Für die HMWs 

(R² = 0,43) und die Zielkomponente (R² = 0,42) ist die Vorhersage der Konzentration 

während der Präzipitation nicht zufriedenstellend. In der Auflösung hingegen lieferte 

die Vorhersage der Konzentration der Zielkomponente mit einem Bestimmtheitsmaß 

von R² = 0,91 sehr gute Ergebnisse. Eine Korrelation der Reinheit war weder in den 

Proben der Präzipitation noch der Auflösung möglich. Durch die sehr gute Prädiktion 

der LMWs während der Präzipitation können jedoch Rückschlüsse auf die Reinheit 

gezogen werden. Außerdem bietet das FTIR die Möglichkeit den PEG Anteil während 

der Auflösung zu bestimmen, welcher als limitierender Faktor während der Auflö-

sung der Präzipitate identifiziert werden konnte. Außerdem bietet das FTIR die 

Möglichkeit die Struktur des Antikörpers zu analysieren, welches online auf die Bio-

logische Aktivität des Antikörpers hinweist [Oelmeier 2013]. Die Verwendung eines 

FTIRs vereint somit mehrere Offline Analytik Methoden und deren Vorteile, sodass es 

ein starkes Tool zur Prozesskontrolle darstellt.  

Der DAD Detektor ist in der Lage geringe Proteinkonzentrationen zu bestimmen. 

Eine Unterscheidung zwischen Zielkomponente und Nebenkomponente ohne eine 
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vorherige Säulentrennung wie in der Chromatographie ist jedoch nicht möglich, da 

Proteine allgemein ein Absorptionsmaximum bei ca. 280 nm besitzen. Aus diesem 

Grund können während der Präzipitation hauptsächlich die LMWs sehr gut vorher-

gesagt werden (R² = 0,97) und während der Auflösung die Zielkomponente (R² = 0,93). 

Hierbei wird allerdings nur der Gesamtproteingehalt gemessen. Die Bestimmung der 

Reinheit der Zielkomponente hat zu nicht zufriedenstellenden Ergebnissen (R² = 0,59) 

geführt. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich der DAD Detektor für Präzipi-

tation als auch Auflösung eignet. Während der Auflösung kann gut dargestellt 

werden, wie sich der Antikörper zurücklöst und ab welchem Zeitpunkt keine weitere 

Auflösung mehr stattfinden. Das ist besonders für den halbkontinuierlichen Prozess 

relevant, da es den Zeitpunkt zum Umschalten der Ventile anzeigt. Die Auflösung ist 

dabei der Zeitaufwändigste Schritt.  

Die Fluoreszenzmessungen sind ausschließlich während der Auflösung durchge-

führt worden. Der beobachtete Peak zwischen 570 und 675 nm beschreibt den 

Zuwachs des zurückgelösten Antikörpers während der Auflösung sehr gut (R² = 0,90). 

Zu Beginn findet die Auflösung schneller statt und erreicht dann ein Gleichgewichts-

zustand. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Fluoreszenzdetektor zwar einen 

sehr genauen Messbereich besitzt, um auch kleinste Produktmengen zu detektieren, 

für die Anwendung der Präzipitation ist der Detektor jedoch zu empfindlich. Der Vor-

teil der niedrigen unteren Detektorgrenze ist für diesen Prozess nicht notwendig.  

Des Weiteren wurde der Einsatz einer Trübung-, Leitfähigkeits- und pH-Sonde 

getestet. Die Sonden werden ebenso wie die Detektoren in den Prozessabschnitten Prä-

zipitation und Auflösung eingesetzt (siehe Abbildung 4-35). Bei der 

Trübungsmessung in Abbildung 4-38 (a) ist ein starker Anstieg in den ersten Sekunden 

sichtbar, der anschließend abflacht und sich nach ca. fünf Minuten ein Gleichgewichts-

zustand einstellt. Ähnliches ist bei der Leitfähigkeitsmessung in Abbildung 4-38 (b) zu 

beobachten, allerdings stellt sich der Gleichgewichtszustand wesentlich früher ein und 

stimmt mit den Messungen der SOPAT Sonde überein. 
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(a) (b) 

Abbildung 4-38: Verläufe der (a) Trübung, (b) Leitfähigkeit während der Präzipitation.  

Da die SOPAT Sonde nur begrenzt zur Verfügung stand, ist der Ersatz durch die Leit-

fähigkeitssonde sehr nützlich. Hierbei wird die Eigenschaft ausgenutzt, dass das Feed 

Material durch den Salzgehalt der leichten Phase eine vergleichsweise hohe Leitfähig-

keit von ca. 12 mS/cm gegenüber der Lösung aus PEG 4000 und Wasser aufweist 

(0 mS/cm). Das Mischungsverhältnis zwischen Feed und PEG Lösung (40 wt% PEG 

4000) beträgt für die vollständige Präzipitation ca.  70:30 (g/g), wodurch ein Gewichts-

anteil von 12 wt% für das Protein resultiert. Die Leitfähigkeit der Mischung sinkt nach 

Zugabe der PEG-Lösung ebenfalls um ca. 30%. Damit kann die Leitfähigkeit im Pro-

zess als Onlinemesstechnik zur Überwachung des Verhältnisses zwischen Präzipitant 

und Feed eingesetzt werden. Das Monitoring des Verhältnisses ist unbedingt notwen-

dig, da dieses direkt mit einem Produktverlust in der Filtration einhergeht. Die pH-

Wert Messung hat keine Änderung während des Experiments gezeigt, wodurch diese 

Messung als mögliche Prozesskontrollsonde ausgeschlossen wird. 

Ergebnis der PAT Studie:  

Abschließend lässt sich sagen, dass die Hauptmessstelle für das Einhalten der 

Qualitätsattribute Reinheit und Produktkonzentration bei der Auflösung lokalisiert 

sind, da die Präzipitation nur einen Zwischenzustand darstellt. Das korrekte Mi-

schungsverhältnis, aus Feed und Präzipitant ist jedoch ausschlaggebend für die 

Ausbeute der Grundoperation und muss kontinuierlich kontrolliert werden. Die Kon-

trolle des Verhältnisses kann mit einer Leitfähigkeitssonde durchgeführt werden. Für 
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die Kontrolle des Qualitätsattributs Produktkonzentration wird ein FTIR empfohlen. 

Dieses kann neben der Bestimmung der Konzentration der Zielkomponente ebenfalls 

den Restgehalt an PEG in dem Produkttank bzw. dem Produktstrom im kontinuierli-

chen Betrieb bestimmen. Ist der PEG Anteil zu hoch, führt es zu einer Limitierung der 

Auflösung der Präzipitate. Des Weiteren kann mit dem FTIR bestimmt werden, ob die 

Biologische Aktivität des Antikörpers noch intakt ist. Die Vorhersage des Qualitäts-

attributs Reinheit hat mit dem FTIR leider keine zufriedenstellenden Ergebnisse 

geliefert. Zur Vorhersage der Reinheit kann die Raman Spektroskopie genutzt werden. 

In Abbildung 4-39 ist die Untereinheit des halbkontinuierlichen Prozesses erneut ge-

zeigt, jedoch mit den konkreten Messstellen sowie den benötigten Detektoren und 

Sonden, welche sich laut der präsentierten Studie am besten für die Präzipitation ge-

eignet haben.  
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Hohlfaser
ModulI-11

MFC

 

Abbildung 4-39: Darstellung des absatzweisen Prozesses.  

 

4.5.2 Regelungsstrategie für den halbkontinuierlichen Prozess 

Produktionsschwankungen hinsichtlich Konzentration und Reinheit sind in Biopro-

zessen zu erwarten, da es sich um die Herstellung einer Zielkomponente im 

Organismus handelt. Diese Schwankungen können beispielsweise auf eine veränderte 

Wachstumsrate der Zellkultur zurückgeführt werden oder auf Substratlimitierung  
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beziehungsweise -inhibierung beruhen. Die Ursachen für derartige Schwankungen 

sind mannigfaltig und nicht immer eindeutig zu erklären. Die Frage ist, ob die vorge-

stellte Grundoperation „Präzipitation“ in der Lage ist auf solche Variationen durch ein 

geeignetes Regelungskonzept zu reagieren und diese auszugleichen. Das Ziel der Re-

gelung ist eine einheitliche Produktkonzentration und -reinheit, welche Chargen 

übergreifend gewährleistet werden kann. Mit Hilfe des Digitalen Zwillings und der 

Echtzeitprozessdaten, wird der aktuelle Zustand des Prozesses geschätzt und neue 

Prozessparameter berechnet, welche anschließend in den Prozess zurückgeführt wer-

den. Der Informationsfluss ist schematisch in Abbildung 4-40 dargestellt. Die 

gestrichelten blauen Pfeile repräsentieren den Informationsfluss und dessen Richtung 

während des Prozesses. Die jeweiligen Boxen an den Pfeilen zeigen an, welche Para-

meter zwischen Prozess und Modell ausgetauscht werden. Als Inputdaten werden 

Konzentrations- und Reinheitsdaten als auch der eintretende Massenfluss aus der 

ATPE geliefert. Diese Daten werden als Initialwerte benötigt, um den Massenstrom 

des Präzipitanten, sowie die Drehzahl der Pumpen zu bestimmen. Des Weiteren wer-

den die einzelnen Ventilstellungen an den Prozess zurückzugegeben.  
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Abbildung 4-40 Vereinfachte Darstellung der Prozesskontrollstrategie. 
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4.5.3 APC Simulationsstudie  

Zur Überprüfung des Regelkonzeptes wird eine Simulationsstudie durchgeführt 

mit dem Ziel die Reaktionsfähigkeit der Grundoperation auf definierte Prozess-

schwankungen zu zeigen. Dazu werden drei theoretische Szenarien untersucht und 

bewertet:  

1. variierende Feedkonzentration 

2. Variation des eintretenden Massenstroms aus der ATPE 

3. variierende Reinheit im Feed 

Diese Szenarien sind deshalb relevant, da Veränderungen der Konzentration und 

Reinheit durch die Kultivierung entstehen können. Die Änderung des Massenflusses 

kann durch Störungen der involvierten Pumpen auftreten oder durch die vorange-

hende Grundoperation ausgelöst werden. Die erwarteten Prozesswerte im Feed sind 

ein Antikörpertiter von 2 g/L mit einer Reinheit von 15 ± 2% sowie einem eintretenden 

Massenfluss von 1 g/min. Als Zielkonzentration soll in allen drei Szenarien ebenfalls 

ein Titer von 2 g/L nach der Auflösung erreicht werden. Die Ergebnisse der Studie 

werden erneut separat für die Präzipitation und die Auflösung präsentiert.  

Szenario 1: Variierende Feedkonzentration 

Es wird zunächst allgemein untersucht, ob die Grundoperation für das Ausglei-

chen von Konzentrationsschwankungen in der Lage ist. Die Präzipitation an sich ist 

ein Prozess der unabhängig von der Feedkonzentration ist [Matheus 2009]. Das bedeu-

tet, dass die Fällung eintritt sobald die richtigen Präzipitationsbedingungen eingestellt 

werden. Es ist demnach unabhängig wie hoch die Konzentration im Feed ist. Für eine 

variierende Eingangskonzentration ist dementsprechend der Schritt der Auflösung 

entscheidend, da die Konzentration durch das Auflösungsverhältnis eingestellt. Ab-

bildung 4-41 (a) zeigt die Simulationsergebnisse einer periodischen Konzentrations-

änderung (graue Linie) als Eingangssignal, welche einen variierenden Titer zwischen 
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2,5 auf 1,5 g/L aufweist. Durch das integrierte Regelungskonzept kann die Grundope-

ration eine konstante Ausgangskonzentration von 1,85 ±0,03 g/L liefern (rote Linie). 

Dafür ist das Auflösungsverhältnis proportional zur Konzentrationsschwankung an-

gepasst worden, welches in Abbildung 4-41 (b) veranschaulicht ist. Bei einer erhöhten 

Feedkonzentration wird dementsprechend ein höheres Auflösungsverhältnis gewählt, 

um die Konzentration im Produkt zu verdünnen. Bei einer geringeren Konzentration 

als die erwartete wird, durch die Verringerung des Auflösungsverhältnisses, die Ziel-

komponente konzentriert. Damit verbunden ist die Veränderung des 

zurückbleibenden PEG Anteils (orangefarbene Säulen), der aufgrund des thermody-

namischen Gleichgewichts limitierend werden kann. Für den untersuchten Fall ist der 

PEG Anteil jedoch nicht kritisch, da er lediglich bis zu einem Anteil von 4 wt% an-

steigt. Dazu ist in Abbildung 4-41 (c) erneut das zulässige Betriebsfenster (blau 

schraffiert) für den untersuchten Laborprozess gezeigt (siehe Kapitel 4.3). Bei einer 

Zielkonzentration von 2 g/L ist der resultierende PEG Anteil von < 4 wt% nicht limi-

tierend während der Auflösung.  

   
(a) (b) (c) 

Abbildung 4-41: Simulationsergebnisse der APC-Studie von Szenario 1 [Lohmann 2021].  

Szenario 2:  

In Szenario zwei wird der variierende Eingangsmassenstrom aus der ATPE unter-

sucht. Erste Simulationen haben gezeigt, dass ein variierender Massenfluss 

hauptsächlich den Präzipitationsschritt beeinflusst. Dies liegt daran, dass bei einem 

erhöhten Feed und gleichbleibendem Präzipitant Massenstrom der benötigte PEG An-

teil von 12 wt% nicht mehr erreicht wird, sodass ein Anteil des Antikörpers gelöst 

bleibt. Der Überstand wird durch die anschließende Filtration entfernt, sodass durch 
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den Restanteil an gelöstem Antikörper ein Produktverlust entsteht. Durch erlangtes 

Prozesswissen ist bekannt, dass ein höherer PEG Anteil > 12 wt% während der Präzi-

pitation keine Auswirkung auf die Ausbeute des Antikörpers hat. Auf Grund dessen 

werden nur die Simulationsergebnisse im Falle eines unzureichenden PEG Anteiles 

gezeigt. Dieser Fall ist in Abbildung 4-42 (a).  

 
 (a) (b) 

Abbildung 4-42: Simulationsergebnisse für Szenario 2. (a) Prozess ohne APC gezeigt und (b) mit eingrei-

fender Regelung [Lohmann 2021].  

Tritt die Störung des erhöhten Feed Massenstroms über einen längeren Zeitraum als 

wenige Sekunden auf, stellt sich ein falsches Verhältnis zwischen PEG und leichter 

Phase im Präzipitationstank ein. Während des Betriebs kann der erforderliche PEG 

Anteil von 12 wt% nicht mehr eingehalten werden (orange Säulen), was zu einem An-

stieg der Gleichgewichtskonzentration des Antikörpers führt (hellblaue Linie). Dies 

hat zur Folge, dass ein Teil der Zielkomponente gelöst vorliegt. Dieser Produktverlust 

zeigt sich durch die verminderte Ausbeute im Fällungsschritt (blaue Säulen). In Ab-

bildung 4-42 (b) ist der gleiche Fall gezeigt, allerdings mit integriertem 

Regelungskonzept. Durch die Leitfähigkeitssonde wird das falsche Verhältnis detek-

tiert, die Pumpe des Präzipitanten angesteuert und neu eingestellt. Der PEG Anteil 

steigt wieder auf 12 wt%, sodass die Präzipitationsbedingungen erneut gegeben sind. 
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Szenario 3:  

Die Kompensation der Reinheit ist nicht möglich mit der Grundoperation Präzipi-

tation. Das liegt darin begründet, dass sich während des Fällungs- und Auflösungs-

schrittes sich jeweils ein Gleichgewichtszustand einstellt. Es ist demnach nicht mög-

lich, durch die von außen einstellbaren Prozessgrößen, den Anteil an Neben-

komponenten zu beeinflussen die präzipitiert oder aufgelöst werden ohne die Ziel-

komponente gleichzeitig zu beeinflussen. Da die Reinheit global im Polishing 

optimiert werden kann, ist eine optimale Ausbeute der optimalen Reinheit vorzuzie-

hen. Nichtsdestotrotz ist der Reinheitsgewinn der Grundoperation enorm, da die 

anfängliche Reinheit von 15 ± 2% durch die Grundoperation auf 85 ± 5% gesteigert 

wird. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl Konzentrations- als auch Mas-

senstromänderungen in der Fällungsanlage innerhalb einer kurzen Zeitspanne von 

wenigen Sekunden kompensiert werden können. Dies wird durch die Integration der 

vorgeschlagenen APC erreicht. Allerdings können nicht beide Fehlerarten gleichzeitig 

ausgeglichen werden, da eine konstante Ausgangskonzentration mit einer Schwan-

kung des Ausgangsmassenstroms einhergeht. Daher kann entweder die 

Konzentration oder der Massenstrom kompensiert werden. Die Grundoperation Prä-

zipitation hat keinen Einfluss auf die Reinheit gezeigt. 
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 Ergebnisse zur Präzipitation von Antikörperfragmenten 

Zur Demonstration der Übertragbarkeit des Prozesses und des entwickelten Modells, 

müssen folgende Schritte durchgeführt werden: 

1. Anpassung der Prozessführung im Labor und Modell 

2. Modellparameter Bestimmung  

3. Modellvalidierung 

Die Anpassung der Prozessführung ist notwendig, sobald sich der Fällungsschritt von 

der Hauptkomponente zur Nebenkomponenten Präzipitation ändert. Dazu werden 

Gleichgewichtsexperimente durchgeführt. Die Fällung der Hauptkomponente um-

fasst einen zweistufigen Prozess, da ein Waschschritt und eine anschließende 

Auflösung erforderlich ist. Bei einer Fällung der Nebenkomponente ist ein einstufiger 

Prozess ausreichend, da das Permeat in der ersten Filtrationsstufe bereits das Produkt 

enthält. Der Umbau des Modells erfolgt durch die Bestimmung der neuen Modellpa-

rameter. Abschließend wird das Modell für die Antikörperfragmente mit 

Experimenten validiert. Als Analytik wird die Protein L Chromatographie genutzt, 

um die Produktkonzentration des scFv-Fragments zu bestimmen. Die SEC-

Chromatographie eignet sich in diesem Fall nicht zur Bestimmung der Nebenkompo-

nenten, da kein expliziter Produktpeak von den Nebenkomponenten zu unterscheiden 

ist. Des Weiteren wird die FTIR Spektroskopie zur Bestimmung des PEG 8000 Anteils 

verwendet.  

5.1 Anpassung der Prozessführung 

Die Integration der Präzipitation erfolgt, wie bei den Antikörpern, nach der 

Flüssig-Flüssig Extraktion. Als Feed für die Präzipitation dient erneut die leichte 

Phase. Der schematische Reinigungsprozess ist in Abbildung 5-1 gezeigt. Durch ein 

Screening der Präzipitationsmittel wird bestimmt, ob eine Haupt- oder 

Nebenkomponentenfällung durchgeführt wird sowie ob eine Anpassung der 
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Prozessführung notwendig ist. Zur Eingrenzung möglicher Präzipitanten wird das 

bereits dargelegte Wissen aus dem Antikörperprozess genutzt.  

IEXKultivierung
Extraktion 

(ATPE)
Präzipitation

Formulierung

 

Abbildung 5-1: Aufreinigungsprozess für die Antikörperfragmente. 

Die PEG Präzipitation funktioniert nach dem Größenausschluss-Prinzip, nach dem bei 

gleichbleibenden PEG Anteil größere Proteine früher präzipitieren als kleinere [Polson 

1977]. Die Antikörperfragmente sind mit einer Größe von 27 kDa deutlich kleiner als 

die Antikörper (150 kDa).  Eine Präzipitation der kleineren Fragmente durch PEG 4000 

erfordert somit ein höherer Anteil an PEG 4000, der anschließend wieder zu reduzie-

ren ist. Um diese Überhöhung zu vermeiden werden PEG 8000 und 12000 in den 

Experimenten untersucht. Die Gleichgewichtskurven sind in Abbildung 5-2 darge-

stellt. Die Löslichkeit der Fragmente ist in Schwarz und die der Nebenkomponente in 

Rot gezeigt. 

  
   (a)       (b) 

Abbildung 5-2: Löslichkeitskurven der Antikörperfragmente (Schwarz) und der Nebenkomponenten 

(rot). Es sind die Gleichgewichtskurven für (a) PEG 8000 und in (b) für PEG 12000 gezeigt. 

Abbildung 5-2 (a) zeigt, dass bei diesem Stoffsystem ein Unterschied der Löslichkeit 

zwischen Haupt- und Nebenkomponenten besteht. Bei einem Gewichtsanteil von ca. 
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4 wt% an PEG 8000 sind die scFv-Fragmente zu 96% in Lösung, die Nebenkomponen-

ten hingegen nur noch reduziert mit einer Löslichkeit von 55%. Diese Lücke der 

Löslichkeit bietet sich für eine Nebenkompontenfällung an. PEG 12000 eignet sich 

nicht als Präzipitationsmittel, da Haupt- und Nebenkomponenten nicht selektiv aus-

gefällt werden (siehe Abbildung 5-2 (b)). Als Ergebnis des Screenings wird PEG 8000 

mit einem Gewichtsanteil von 4 wt% als geeignetes Präzipitationsmittel festgelegt. Des 

Weiteren wird der kontinuierliche Prozess auf einen einstufigen Prozess reduziert, da 

sich das Produkt im Permeat der ersten Filtrationsstufe befindet. Der schematische 

Aufbau der Grund-operation ist in Abbildung 5-3 gezeigt.  

PEG 8000 
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Feed Permeat

MFC

MFC

MFC

MFC

Cond

Retentat

FTIR

 

Abbildung 5-3: Prozess zur Fällung der Antikörper Fragmente. 

5.2 Experimente zur Modellvalidierung 

Die Validierung des Prozessmodells mit den scFv Fragmenten erfolgt in drei Experi-

menten. Zwei der Experimente werden als Doppelbestimmung durchgeführt um die 

Reproduzierbarkeit sicherzustellen. Der Massenstrom des Feed wird auf ca. 6 g/min 

eingestellt. Durch den vorgegebenen Gewichtsanteil von 4 wt% resultiert daraus ein 

Massenstrom der PEG-Lösung (40wt%) von ca. 0,6 g/min. Zudem soll der Retentat-

strom minimal sein, da die scFv Fragmente als Wertprodukt im Überstand gelöst 
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bleiben und das Retentat somit den Abfallstrom darstellt. Als Filtermodul wird ein 

Hohlfasermodul mit einer Polyethersulfon Membran und einer Fläche von 88 cm² ver-

wendet. Da es während der ersten Experimente zu starken Verblockung des Filters 

gekommen ist, wurde anschließend ein Experiment mit einer größeren Membranflä-

che (0,2 µm/ 470 cm²/ PES) durchgeführt. Die grobe Ähnlichkeit der beiden 

Stoffsysteme zeigt sich in der Übereinstimmung des Prozessverhaltens. Nach ca. 35 

min tritt jedoch eine vollständige Verblockung des Filters auf, sodass das Experiment 

frühzeitig beendet werden muss. Dabei ist die Belastung der Membran mit einem 

LMH von 7,5 L/m²*h ca. 50% geringer als im Antikörper Prozess (LMH= 14,2 L/m²*h) 

Die schnellere Verblockung ist durch die Verwendung von PEG 8000 zu erklären, wel-

ches die Viskosität des Systems erhöht und sich in einer schlechteren Filtrierbarkeit 

äußert. Eine versuchsweise eingestellte, hohe Überströmrate im Hohlfasermodul führt 

ebenfalls zu einer schnellen Verblockung. Die Ursache liegt in dem dilatantem Verhal-

ten bei steigender Scherrate begründet. Dazu wurde die Viskosität der Suspension in 

der Rückführung analysiert.  

5.3 Bestimmung der Modellparameter 

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Modellparameterbestimmung dar-

gestellt. Es werden die relevanten Modellparameter nach dem Bestimmungskonzept 

aus Kapitel 4.4.3 determiniert. Zur Prozesscharakterisierung wird die Protein L Chro-

matographie genutzt, um die Produktkonzentration zu bestimmen. Die SEC-

Chromatographie eignet sich nicht mehr zur Bestimmung der Nebenkomponenten, da 

kein expliziter Produktpeak erkennbar ist. Des Weiteren wird die FTIR Spektroskopie 

in Verbindung mit einem trainierten PLS-Modell zur Bestimmung des PEG 8000 An-

teils verwendet. 

Bestimmung der Löslichkeitskurven 

Aus der Löslichkeitskurve mit PEG 8000 werden separat die Präzipitationseffizi-

enz und die intrinsische Proteinlöslichkeit für die Haupt- und Nebenkomponenten 
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bestimmt. Aus der Steigung der logarithmierten Daten ergibt sich die Präzipitations-

effizienz für die Hauptkomponente zu 𝛽𝑠𝑐𝐹𝑉 =  0,12  und für die intrinsische Löslich-

keit zu 𝜅𝑠𝑐𝐹𝑉 =  1,84. Die Präzipitationseffizienz für die Nebenkomponenten ergibt ei-

nen Wert von 𝛽𝐻𝐶𝑃𝑠 = 0,25 und die intrinsische Löslichkeit von 𝜅𝐻𝐶𝑃𝑠 =  0,17. Die 

logarithmierte Auftragung der Daten ist in Schwarz für die Hauptkomponenten und 

in Rot für die Nebenkomponenten gezeigt (siehe Abbildung 5-4).  

 

Abbildung 5-4: Löslichkeitskurven der Fragmente (   ) und der Nebenkomponenten (   ). 

Bestimmung der Präzipitationskinetik 

Die Kinetik der Präzipitation wurde mit der Leitfähigkeitssonde durchgeführt, da wie-

der der Vorteil der unterschiedlichen Leitfähigkeit von Feed und Präzipitant-Lösung 

ausgenutzt werden kann. Der Einsatz der Trübungssonde ist ebenfalls möglich. In Ab-

bildung 5-5 ist der Verlauf von Leitfähigkeits- und Trübungsdaten über der Zeit 

gezeigt. Beide Sonden können zur Bestimmung der Präzipitationskinetik eingesetzt 

werden. Es ist zu sehen, dass die Präzipitationsdauer etwas kürzer ist als bei den An-

tikörpern (ca. fünf Sekunden). Das ist dennoch plausibel, da durch den geringeren 

PEG Anteil (4 wt%) eine geringere Menge an PEG 8000 Lösung hinzugefügt werden 

muss. Die Durchmischung erfolgt schneller, da ein kleineres Volumen mit der leichten 

Phase vermischt wird. Die Präzipitationskinetik ergibt einen Wert von 𝑘𝑝𝑟𝑒𝑐 = 0,2
1

𝑠
. 

Die Bestimmung der Auflösung entfällt, da es sich um die Fällung der Nebenkompo-

nente handelt und das Zielprotein in Lösung bleibt.  
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   (a)         (b) 

Abbildung 5-5: Bestimmung der Präzipitationskinetik mit Hilfe von (a) Leitfähigkeit und (b) Trübung 

Bestimmung des Verblockungsmechanismus 

Die Bestimmung des Verblockungsmechanismus zeigt eine deutlich geringere Ka-

pazität der Membran von ca. 40 % im Vergleich zum Antikörperprozess. Die Daten 

zur Identifizierung des vorliegenden Mechanismus sind in Abbildung 5-6 dargestellt.  

Vollständiges Blocking Standard Blocking 

  
Intermediate Blocking Kuchenfiltration 

  

Abbildung 5-6: Identifikation des Verblockungsmechanismus im Hohlfasermodul des Prozesses zu Rei-

nigung von scFv-Fragmenten (Modul: PES-Membran 0,2 µm / A=88cm²/ L=20 cm/ Repligen). 

Durch die Verwendung PEG 8000 anstatt PEG 4000 liegt die Viskosität des zweiten 

Stoffsystems allgemein höher als bei dem Antikörperprozess. Diese beeinflusst nach 

dem Gesetz von Darcy (Gleichung (2-8)) die Filtration enorm. Des Weiteren ist durch 
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die Messungen der Viskosität determiniert worden, dass dieses Stoffsystem ein leicht 

scherverdickendes Verhalten aufweist. Dieses stoffspezifische Verhalten erschwert die 

Filtration zusätzlich. Die aufgenommen Druckdaten sind in Abbildung 5-6 gezeigt. 

Das Vollständige und Standard Blocking bieten keine realistische Übereinstimmung 

mit den aufgezeichneten Druckdaten auf Grund des Bestimmtheitsmaßes. Die Ku-

chenbildung als auch das Intermediate Blocking bieten eine solide Regression. Es wird, 

auf Grund des Prozesswissens aus der Fällung der monoklonalen Antikörper, erneut 

das Intermediat Blocking gewählt. Die Verblockungskonstante für die Kuchenfiltra-

tion beträgt 𝐾𝑖 = 4,8
1

𝑐𝑚
. 

5.4 Modellierung der Präzipitation von Antikörperfragmenten 

Um die Allgemeingültigkeit des aufgestellten Prozessmodells in ACM zu zeigen, 

werden die neu bestimmten Modellparameter eingefügt und die durchgeführten La-

borexperimente an Hand der Inputdaten (Massenströme von Feed, PEG, Permeat und 

Retentat) simuliert. Die Ergebnisse werden wie bereits in Kapitel 4.4.4 in Paritätsplots 

gezeigt. Dabei ist das Ergebnis der Simulation über dem offline gemessenen Wert auf-

getragen. In Abbildung 5-7 sind die Ergebnisse für die Zielgrößen Ausbeute und 

Reinheit gezeigt.  

  
(a) (b) 

Abbildung 5-7: Simulationsergebnis der Zielgrößen Ausbeute und Reinheit der Experimente mit den 

Antikörperfragmenten im Vergleich zu den offline gemessenen Daten. 

Die gestrichelten Linien geben wieder eine Abweichung von ±10% an. Es ist zu sehen, 

dass die simulierten Werte gut mit den experimentell ermittelten übereinstimmen. 
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Darüber hinaus wird deutlich, dass dieser Prozess nur eine geringe Ausbeute sowohl 

als auch eine niedrige Reinheit zur Folge hat. Die Kontrolle der Modellierung erfolgt, 

wie zuvor für die Antikörper, mittels Bilanzierung der ein- und austretenden Massen 

im Prozess. Der Gültigkeitsbereich ist trotz der tiefgreifenden und exakten Modellie-

rung auf Grund der schnelleren Verblockung der Membranen geringer. Abbildung 5-8 

(a) und (b) zeigen die Massen der im Versuch und der Simulation eintretenden Mas-

sen, Abbildung 5-8 (c) und (d) die austretenden Massen.  

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

Abbildung 5-8: Simulationsergebnisse im Vergleich zu den experimentell gemessenen Daten für die 

Massen der ein- und austretenden Ströme.  

Die, im Vergleich zum ersten Stoffsystem, frühzeitige Verblockung ist in Abbil-

dung 5-9 dargestellt, dabei ist der Druckverlauf der Simulation rot und des 

Experiments in blau dargestellt. Nach ca. 35 Minuten bleibt der Transmembrandruck 

konstant, die Triebkraft ist nicht mehr ausreichend, so dass der Permeatstrom zum 

Erliegen kommt. Die Pumpe erhöht den Transmembrandruck, um den angestrebten, 

konstanten Volumenstrom trotz vermehrter Verblockung der Membran einzustellen. 
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Die Modellbeschreibung der hydraulischen Permeabilität ist in der Lage, nach Anpas-

sung der Modellparameter auch diesen Zusammenhang abzubilden.  

 

Abbildung 5-9: Vergleich des Transmembrandrucks während des Prozesses.  

Fazit: Antikörper Fragmente 

Die Experimente mit dem zweiten Stoffsystem zeigen anschaulich, dass der ent-

wickelte Präzipitationsprozess für die Hauptkomponenten- als auch für die 

Nebenkomponentenfällung genutzt werden kann. Durch den modularen Aufbau, ist 

der Laborprozess flexibel und lässt sich schnell auf ein anderes Stoffsystem umrüsten. 

Dasselbe gilt für das Prozessmodell, dessen Modellbestandteile (Tanks, Mischer, 

Hohlfaser, etc…), getreu den Bestandteilen im Labor, ebenfalls modular in mehreren 

Untermodellen aufgebaut ist. Je nach Prozessführung können diese beliebig miteinan-

der kombiniert werden kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Modell 

allgemeingültig ist und die auftretenden physikalischen Effekte korrekt abbildet, da 

es nur durch Variation weniger Modellparameter auf ein neues Stoffsystem angepasst 

werden kann. Aus verfahrenstechnischer Sicht ist die Integration der Präzipitation 

nach der ATPE jedoch nicht sinnvoll. Das liegt darin begründet, dass die Proteinkon-

zentration des scFv- Fragment im Feed mit 7,88 µg/mL sehr gering ausfällt, bei 

gleichzeitig starker Verunreinigung durch die Nebenkomponenten (1279,80 µg/mL). 

Die Reinheit nach der ATPE liegt demnach bei lediglich 0,61%, welche durch die Prä-

zipitation um ca. den Faktor vier auf eine Reinheit von 2,1% gesteigert werden kann. 
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Aus diesem Grund wurde statt der ATPE eine Ultra- und Diafiltration (UF/DF) durch-

geführt um die Produktkonzentration zu steigern. Anschließend wird erneut die 

Präzipitation durchgeführt. Der veränderte Prozess ist schematisch in  Abbildung 5-10 

dargestellt. 

IEXKultivierung
Filtration
(UF/DF)

Präzipitation

Formulierung

 

Abbildung 5-10: Veränderter Aufreinigungsprozess für die scFv-Fragmente.  

Die Ergebnisse der erneuten Screening-Experimente mit PEG 8000 hat jedoch ergeben, 

dass die Konzentrierung der scFvs und der Pufferwechsel in der UFDF nicht zu dem 

erwarteten Ergebnis geführt haben. Die Ergebnisse der Gleichgewichtsexperimente 

sind in Abbildung 5-11 gezeigt.  

 

Abbildung 5-11: Gleichgewichtskurve der scFvs (schwarz) und der Nebenkomponenten (rot) mit dem 

Feed aus der UF/DF. Die Präzipitation ist nach der UF/DF nicht mehr selektiv. 

Durch die UF/DF und den Pufferwechsel werden bereits einige Nebenkomponenten 

entfernt, welche ähnliche zu sein scheinen, wie die Nebenkomponenten, welche durch 

die Präzipitation mit PEG 8000 gefällt werden. Das Resultat ist eine nicht selektive der 

Haupt- und Nebenkomponenten. Aus diesem Grund ist die Präzipitation nach der 

UF/DF nicht nutzbar. 
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 Zusammenfassung und Ausblick 

In der Vorliegenden Arbeit hat sich die Präzipitation als robuste und geeignete Grund-

operation zur Aufreinigung von Biomolekülen herausgestellt. Es wurde am Beispiel 

von monoklonalen Antikörpern der Quality by Design Ansatz zur Prozessentwick-

lung genutzt, da sich dieser in den letzten Jahren zum Standard in der Industrie 

entwickelt hat und zudem die Zulassung bei den zuständigen Aufsichtsbehörden er-

leichtert. Es wurde eine selektive Hauptkomponentenfällung mit Polyethylenglykol 

4000 etabliert, welche die biologische Aktivität nicht beeinträchtigt. Die Prozessent-

wicklung erfolgte für einen absatzweisen, einen halbkontinuierlichen und deinen 

kontinuierlichen Betrieb, welche jeweils ihre Vorteile besitzen. Die Prozesse umfassen 

einen Präzipitationsschritt, einen Waschschritt der Präzipitate und die abschließende 

Auflösung. Bei einem PEG Anteil von 12 wt% wird in der Präzipitation eine Ausbeute 

von 100% erzielt, im Waschschritt eine von etwa 95% und die abschließende Auflö-

sung erreicht, je nach Prozessführung, eine Ausbeute von 80-90%. Die Reinheit des 

Produktes kann von anfänglich 15 ±2% im Feed auf ca. 80% in dem halbkontinuierli-

chen und auf ca. 65% im kontinuierlichen Prozess gesteigert werden. Die 

Ausbeuteverluste im Auflösungsschritt ist auf einen erhöhten PEG Anteil (> 3wt%) im 

Produkt zurückzuführen. Dieser kann durch kontinuierliche Kontrolle des PEG An-

teils und entsprechendes Gegensteuern eliminiert werden, sodass auch im 

kontinuierlichen Prozess theoretisch eine Ausbeute von > 90% denkbar ist. In dem Pro-

dukt der Grundoperation Präzipitation befinden sich hauptsächlich LMWs, die in der 

nachfolgenden IEX problemlos im Durchfluss abgetrennt werden können [Vetter 

2021]. 

Des Weiteren wurde ein Prozessmodell erstellt, welches, in Anlehnung an den 

Workflow von Sixt et al. validiert wurde [Sixt 2018]. Die durchgeführten Laborexperi-

mente (DoE) waren in guter Übereinstimmung mit den simulierten Ergebnissen und 

lagen innerhalb eines Konfidenzintervall von 0,9.  
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Als Eingangsgrößen der Simulationen wurden lediglich die im Labor eingestellten 

Massenflüsse der Pumpen Feed, Präzipitant, Waschlösung und Auflösungspuffer als 

auch der Pumpen für Permeat 1 und 2 benötigt. Außerdem ist im Rahmen der Modell-

validierung ein Bestimmungskonzept für Modellparameter entwickelt worden, 

welches es ermöglicht das Modell, durch Determinierung der relevanten Modellpara-

meter, auf ein neues Stoffsystem anzupassen. 

Anschließend wurden in einer PAT-Studie mögliche Messmethoden zur Online 

Messung der Qualitätsattribute Ausbeute und Reinheit untersucht, um die Grundlage 

für ein Regelungskonzept des Prozesses zu legen. Hierbei eigenen sich besonders 

Spektroskopische Methoden wie FTIR und Raman, da diese nicht-invasiv messen und 

mit einem trainierten Auswertungsalgorithmus das Ergebnis in Echtzeit vorliegt. Die-

ses Kriterium ist für eine modellbasierte Regelung essentiell. Das FTIR ist ein 

mächtiges Messinstrument für Präzipitation, welches nicht nur die Konzentration der 

Zielkomponenten, sondern auch die Struktur des Antikörpers abbilden kann [Oel-

meier 2013]. Die Struktur gibt einen Aufschluss darüber, ob die Biologische Aktivität 

des Proteins noch gewährleistet ist [Helgers 2021]. Zudem kann mit dem FTIR der 

Restanteil an PEG 4000 im Produkt bestimmt werden. Die HPLC Methodik erfordert 

hier auf Grund der fehlenden UV Aktivität des Polyethylenglykols die Verwendung 

spezieller SEC-Säulen. Das Raman konnte eingesetzt werden um das Qualitätsattribut 

Reinheit zu verfolgen. Darüber hinaus eignet sich eine Leifähigkeitssonde zur Über-

wachung des Verhältnisses zwischen Feed und Präzipitant, welches eine direkte 

Auswirkung auf Ausbeuteverluste hat. FTIR und Raman lassen sich zu dem qualitäts-

fokussiertes PAT zusammenfassen, wohingegen die Leitfähigkeitssonde dem 

regelungsfokussiertes PAT angehört. Die ermittelte Onlinemesstechnik wurde zur 

Prozessüberwachung in einem Regelungskonzept zusammengefasst. Die Evaluation 

erfolgte anschließend in einer APC-Simulationsstudie. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Grundoperation Präzipitation in der Lage ist auf realistische Prozessschwankun-

gen zu reagieren und diese auszugleichen. Durch die Etablierung eines 



 6. Zusammenfassung und Ausblick 

  133 

Regelungskonzept konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Ausbeuteverlusten sowohl 

in der Präzipitation als auch der Auflösung eliminiert werden können. Dieses Ergebnis 

sollte in einer folgenden Arbeit im Versuchsaufbau validiert werden. 

Abschließend wurde ein zweites Stoffsystem, die Antikörperfragmente, im konti-

nuierlichen Aufbau untersucht. Diese sind ca. um den Faktor fünf kleiner als die 

Antikörper, sodass durch die Fällung mit PEG 8000 eine Nebenkomponentenfällung 

realisiert wurde. Dadurch verändert sich der Prozess zu einem einstufigen kontinuier-

lichen Prozess. Die Universalität des Prozessmodells konnte durch die 

Übertragbarkeit auf ein anderes Stoffsystem gezeigt werden. Die Grundoperation Prä-

zipitation ist jedoch aus mehreren verfahrenstechnischen Gründen für das zweite 

Stoffsystem nicht gut geeignet, sodass lediglich die erfolgreiche Übertragung des Mo-

dells als positives Ergebnis gewertet werden kann. Die Machbarkeit der Übertragung 

zeigt zudem die Flexibilität des Prozessaufbaus, der zum einen für die Fällung der 

Hauptkomponenten und zum anderen auch für die Nebenkomponenten genutzt wer-

den kann, wodurch die beiden Hauptstrategien der Präzipitation abgedeckt werden. 

Da die PEG Präzipitation nur einen möglichen Präzipitationsmechanismus ausnutzt, 

sollte in einer nachfolgenden Arbeit eine alternative Präzipitationsmethode gewählt 

werden. Zudem wäre es interessant zu sehen, ob der Prozess ebenfalls im Bereich der 

Phytoextraktion, welche häufig Präzipitationsschritte beinhaltet, genutzt werden 

kann.
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  Symbolverzeichnis  

8.1 Abkürzungen 

Abkürzung Beschreibung 

ACM Aspen Custom Modeler 

APC Advanced process control 

ATPE Aqueous two-phase extraction 

CDER Center for Drug Evaluation and research 

CHO Chinese Hamster Ovary 

CQA Critical Quality Attributes 

CVM Center for Veterinary Medicine  

DAD Dioden-Array-Detektor 

DCU Digital Control Unit 

DF Diafiltration 

DoE Design of Experiments 

DSP Downstream Processing 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EMA European Medicines Agency 

EMSC extended multiplicative scatter correction 

FBRM Fokusstrahl-Reflexionsmessung 

FDA U.S. Food and Drug Administration 

FMEA Failure-Mode-Effect-Analysis 

FTIR Fourier-Transformierte Infrarotspektroskopie 

Fv Fragment variable 

HCP Host Cell Protein 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HMW High molecular weight imputities 

HPLC High Pressure Liquid Chromatography 

ICH International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceutical for Human Use 

IEX Ionenaustauscher Chromatographie  

IgG Immunoglobulin G 

IP Isoelektrischer Punkt 

LMW Light molecular weight imputities 

mAb Monoclonal Antibody 

ME Mixed Cellulose Ether  

MF Mikrofiltration 
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mRNA Messenger Ribonucleic Acid 

MSC Multiplicative scatter correction 

NFF Normalflussfiltration 

OPA ortho-phthalaldehyde  

ORA Office of Regulatory Affairs  

OTC Over the counter 

PAT Process Analytical Technology 

PBS Phosphate buffered saline 

PC Principal Component 

PEG Polyethylenglykol 

PES Polyethersulfon 

PLSR Partial least squares regression 

PMDA Phamaceuticals and Medical Devices Agency Japan 

PP Polypropylen 

PS Polysulfon 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

PVM Partikel-Vision-Messung  

QbD Quality by Design 

QTPP Quality parget product profile 

RMSE Root mean square error 

RNP Risc priority number 

RTRT Real-time-release testing 

scFv Single chain fragment variable 

SEC Size exclusion chromatography 

SNV Standard normal variate 

TFF Tangentialflussfiltration 

TMP Transmembrane pressure 

UF Ultrafiltration 

USP Upstream processing 

VLP Virus-like particles 

8.2 Parameter 

Parameter  Beschreibung Einheit 

a volumenspezifische Oberfläche des Mischers cm²/cm³ 

AMem Membranfläche cm² 

ceq Proteinkonzentration im Gleichgewicht mg/mL 

cprotein aktuelle Proteinkonzentration mg/mL 

Dax axialer Dispersionskoeffizient cm²/s 

dfiber Durchmesser der Fasern cm 

h Deckschichthöhe auf der Membran cm 
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J Transmembranfluss ml/min/cm² 

Kb Konstante für vollständiges Blocking  1/s 

Kc Konstante für die Kuchenfiltration s/cm² 

Ki Konstante für Intermediat Blocking  1/cm 

Ks Konstante für Standard Blocking  1/cm 

kdiss Kinetik Parameter der Auflösung 1/s 

kprec Kinetik Parameter der Präzipitation 1/s 

lfiber Länge der Fasern cm 

lmixer Länge des Mischers cm 

Lp hydraulischer Permeabilität der Membran cm/(s*pa) 

M molare Masse g/Mol 

m Massenstrom mg/min 

n Exponent des Verblockungsmechanismus [-] 

nfiber Anzahl der Fasern [-] 

R Rückhaltevermögen der Membran  [-] 

rIgG Hydrodynamischer Radius IgG nm 

Rm  Membranwiderstand 1/cm 

rdiss Reaktionsgewindigkeit der Auflösung mg/(ml*s) 

rp Radius der Membranpore cm 

rPEG Hydrodynamischer Radius PEG nm 

rprec Reaktionsgewindigkeit der Präzipitation mg/(ml*s) 

rs Radius der gelösten Komponente cm 

S Proteinlöslichkeit mg/mL 

Sa Siebkoeffizient [-] 

u Strömungsgeschwindigkeit im Mischer cm/min 

V Volumenstrom ml/min 

v spezifisches Volumen im Filtrat ml/cm² 

 

Parameter  Beschreibung Einheit 

β  Präzipitationseffizienz (mg/mL)/wt%PEG 

Δ p Druckdifferenz  Pa 

δMem Dicke der Membran cm 

εMem Porosität der Membran [-] 

ε Lückengrad des Mischers [-] 

η Viskosität Pa*s 

�̇� Scherrate an der Membran 1/s 

κ intrinsische Proteinlöslichkeit mg/mL 

ω Gewichtsanteil PEG [-] 

ρ Dichte mg/cm³ 

τ Schubspannung an der Membran Pa 
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Tabelle 11-1: Auswirkungsanalyse auf die Qualität des Produktes [Lohmann 2020].   

 Severity 

(S) 

Occurance 

(O) 

Detection 

(D) 

Criticality 

(SxO) 

RPN 

(SxOxD) 

Kommentar 

Zielkomponente 10 9 9 90 810 

Gute Kontrollierbarkeit erwartet. Der Nachweis offline mittels HPLC. Online Mo-

nitoring nicht implementiert, aber notwendig, um Ausbeuteverluste zu 

vermeiden. Parameter: Ausbeute und Reinheit 

Neben-kompo-

nente 
9 9 9 81 729 

Gute Kontrollierbarkeit erwartet. Monitoring offline mittels HPLC. Online Moni-

toring nicht implementiert, aber notwendig, um Effizienz der Anlage zu 

gewährleisten. Parameter: Reinheit 

Präzipitation 9 6 9 54 486 
Fällung => vollständig/unvollständig. Monitoring für effektive Fällung. Die biolo-

gische Aktivität muss erhalten bleiben. 

Präzipitant 8 6 10 48 480 

Geeignetes Fällungsmittel für die selektive Ausfällung. Evtl. schädlich für nach-

folgenden Reinigungsschritt. Darf nicht denaturierend für Protein sein. 

Monitoring Online schwierig 

Präzipitate/ Parti-

kel 
6 5 10 30 300 

Die Form nicht entscheidend (Übergangszustand). Form kann Auswirkung auf 

Auflösung und Filtration haben. Monitoring Online schwierig 

Temperatur 8 8 2 64 128 
Gute Kontrollierbarkeit erwartet. Temperaturverschiebungen führen zu uner-

wünschten Kristallisationen/Ausfällungen. Monitoring online simpel. 

Durch-mischung 8 6 9 48 432 

Durchmischen ist essentiell für die Fällung. Korrektes Verhältnis zwischen Präzi-

pitant und Protein entscheidend. Online Monitoring des Mischungszustand nicht 

implementiert. Im Labor geringe Auswirkungen aber im großtechnischen Maß-

stab relevant. Parameter: Rührgeschwindigkeit, Mischzeit, Gefäßvolumen. 

Filtration 9 5 1 45 45 

Partikel können Filtration erschweren. Beeinflussung durch Fluss, mAb-Konzent-

ration und Druck. Im kleinen Maßstab weniger relevant. Besonders im 

großtechnischen Maßstab relevant. Parameter: Filterfläche, Druck, Fluss 

Auflösung Präzi-

pitate 
10 9 8 90 720 

Die Auflösung ist für die Ausbeute des mAb entscheidend. und führt zu hohen 

Verlusten Parameter: Selektivität, Kapazität, Auflösungspufferverhältnis und 

Verweilzeit. 
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Tabelle 11-2: Ergebnis der Auswirkungsanalyse für die Präzipitation. Die Auswirkungen der Einflussgrößen sind mit No, Low, Medium oder High bewertet worden 

[Lohmann 2020].  

Einflussgrößen Bereich Einheit Reinheit 

(IgG) 

Ausbeute 

(IgG) 

Begründung 

Temperatur 4 - 25 °C No No 

Keine Auswirkungen in diesem Bereich, daher wird das Risiko als gering ein-

gestuft und der Prozess bei Rumtemperatur durchgeführt. Die Ausfällung 

erfolgt bei niedrigen Temperaturen schneller, hat jedoch keine Auswirkungen 

auf Reinheit und Ausbeute 

Mischzeit 1 - 180 min Low Low 

Geringe Auswirkung auf Grund der kurzen der Präzipitationsdauer; Präzipita-

tion tritt ein sobald PEG 4000 mit dem Feed Material vermischt ist. Die 

benötigte Mischzeit kann über die Leitfähigkeit überprüft werden 

Rührerdrehzahl 200 - 400 rpm No No 

Keine Auswirkungen im Labormaßstab, da die Fällung direkt nach der Zugabe 

von PEG erfolgt. Durchmischung wird in der industriellen Anwendung rele-

vant. 

Präzipitant 
1450 -

12000 
- High High 

Screening von PEG Molekülen mit unterschiedlicher Kettenlänge. Aufgrund 

des Vorwissens wurde PEG 1450 als Ausgangspunkt gewählt. 

Präzipitant Ge-

wichtsanteil 
10 - 16 wt% High High 

kein mAb im Überstand, bei einem PEG Anteil höher als 12 wt-%; darunter 

konnte eine vollständige Ausfällung für PEG 4000 nicht garantiert/gesichert 

werden 

Waschen der Präzi-

pitate 
Ja/Nein - Medium Low 

Waschlösungen: HEPES, Ammoniumsulfat, Natriumsulfat, PEG 4000 

Verbesserte Reinheit durch Waschen, aber geringe Auswirkung auf die Wieder-

gewinnung von mAb aus dem Präzipitat. 
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Tabelle 11-3: Ergebnis der Auswirkungsanalyse für Rückgewinnung des monoklonalen Antikörpers durch Auflösung der Präzipitate. 

Einflussgrößen Bereich Einheit Reinheit 

(IgG) 

Ausbeute 

(IgG) 

Begründung 

Ionenstärke 10 - 150 mM Low High 

Ausnutzung des Einsalzungseffekts. Bis zu einer Salzkonzentration 

von 100 mM, wirken Salze stabilisierend auf Proteine. Die Stabilisie-

rung variiert mit dem verwendeten Salz. Die Salzkonzentration wirkt 

sich hauptsächlich auf die Ausbeute aus und gering auf die Reinheit. 

pH-Wert 3 to 7 - High Low 

Mittlere pH-Werte führen zu einer besseren Auflösung von mAb; ein 

niedriger pH-Wert wirkt sich positiv auf die Reinheit aber wenig auf 

die Ausbeute aus 

=> gleichzeitige Auflösung von Nebenkomponenten 

Auflösungs-verhältnis 1-8 - Medium Medium 

Das Verhältnis des Auflösungsvolumens hat einen mittleren Einfluss 

auf die Auflösung. Die Ausbeute an gelöstem IgG ist höher, wenn der 

Konzentrationsgradient größer ist. Die Reinheit ist im Vergleich zum 

Volumenverhältnis umgekehrt proportional. 

Auflösungszyklus 1-10 - Medium Medium 
Die Kapazität des Puffers ist wichtig. Für die Auflösung ist ein Kon-

zentrationsgradient erforderlich. 
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Abbildung 11-1: Fließbild des halbkontinuierlichen Prozesses inklusive der Onlinemesstechnik. Abkürzungen: MFC = Massenfluss; Cond = Leitfähigkeitssonde; Turb 

= Trübungssonde; R = Raman; FTIR = Fourier-transformierte Infrarot Spektroskopie; P = Drucksensor; L = Levelsensor. 
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