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IX 

Kurzfassung 

Die großen Fortschritte bei der Erzeugung nanoskaliger Transportsysteme lassen 
heutzutage eine breite Anwendung bei verschiedenen therapeutischen 
Fragestellungen zu. Ein besonders vielversprechender Ansatz stellt in diesem 
Zusammenhang die Entwicklung von maßgeschneiderten Wirkstoffformulierungen 
dar. Aus einem Entwicklungsprozess gehen nunmehr Wirkstoff-beladene Partikeln 
mit definierter Oberflächenzusammensetzung hervor, die eine lokale Wirkung an 
Entzündungsherden entfalten. In dieser Arbeit wurde ein Ansatz zur Entwicklung 
einer kolloiddispersen Ubichinon-Formulierung verfolgt, bei dem der schlecht 

-PGA-
Derivaten in eine geeignete Darreichungsform überführt werden konnte. Das 
biopol -PGA wurde aus einem optimierten Batch-Prozess 
mit dem Stamm Bacillus licheniformis gewonnen. Hier konnten über den 

-PGA in der Kultivierungsbrühe 
-PGA bildete nunmehr als Schlüsselkomponente 

das Grundgerüst zur schrittweisen Umwandlung in ein grenzflächenaktives 
Amphiphil. Mit diesem Ansatz konnten kolloiddisperse Ubichinon-Formulierungen auf 
Basis einer elektrostatischen sowie sterischen Stabilisierung hergestellt werden. Bei 
der Charakterisierung der Partikelgrößenverteilung zeigten sich bezüglich der 
unterschiedlichen Stabilisationsstrategien signifikante Unterschiede im physiko-
chemischen Verhalten unter physiologischen Bedingungen. Auf Basis der anti-
oxidativen Eigenschaften von Ubichinon wurde für in vitro-Untersuchungen ein 
Kultivierungsprozess mit Saccharomyces cerevisiae N34 entwickelt, mit dem die 
stressmindernde Wirkung der kolloiddispersen Ubichinon-Formulierungen auf eine 
gezielt oxidativ gestresste Hefe-Kultur untersucht werden konnte. Im Vergleich zu 
einer bereits etablierten Polyvinylalkohol-stabilisierten Ubichinon-Formulierung 
wurde eine signifikante Reduktion von oxidativem Stress im lebenden Organismus 
erzielt. 
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XI 

Abstract 

Latest progress in the manufacture of nano-scaled carrier systems provides diverse 
applications in the field of therapeutic treatments. A highly promising approach is 
given by the design of customized drug formulations. The step-wise process forms 
drug-loaded particles with highly defined surface composition to affect localized drug 
effects on the site of inflammation. In this work, a design of ubiquinone drug 
formulations has been developed to overcome the poorly water soluble 
characteristics of the radical scavenger by bringing the compound into a suitable 
dosage form. As a special treatment, modified -PGA-derivatives have been used as 
highly efficient surfactants. Biopolymeric -PGA was produced during batch 
fermentation of Bacillus licheniformis and could be used for a surfactant design as 
initial material. Over the course of cultivation high amounts of -PGA could be phase-
dependently obtained and further isolated. The poly-anionic compound was step-wise 
modified to receive a surface-active amphiphil. Based on these customized 
components, colloidal dispersed ubiquinone formulations with different stabilizing 
strategies have successfully been manufactured. Both formulations showed in light 
scattering experiments, as expected, different physico-chemical behavior under 
physiological conditions. In terms of the anti-oxidative characteristics of ubiquinone, 
further focus was put on potentially stress minoring effects during oxidative stress. 
Therefore, a cultivation process with the yeast strain Saccharomyces cerevisiae N34 
was established to realize in-vitro investigations with specifically stressed yeast 
culture. The results demonstrated a significant reduction of oxidative stress in the 
presence of ubiquinone formulations next to ubiquinone reference formulation with 
polyvinyl alcohol as stabilizing agent. 
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1 Einleitung und Zielsetzung 

Die großen Fortschritte in der Gestaltung von Wirkstoff-beladenen 
Transportsystemen führen gegenwärtig zu einer bis dato nie erreichten 
Anwendungsbreite für therapeutische Fragestellungen [1]. Der Ursprung dieser 
Vehikelsysteme geht dabei auf die Zeit zurück, bei dem schwer wasserlösliche 
Substanzen dauerhaft in partikuläre Trägersysteme überführt werden sollten, um 
diese damit zu mobilisieren [2]. Bei Wirkstoffformulierungen mit therapeutischen 
Anwendungszielen bedeutet eine Mobilisierung des Wirkstoffes gleichermaßen die 
Erhöhung seiner Bioverfügbarkeit und damit eine signifikante Verbesserung 
gegenüber der reinen Wirksubstanz. Mit den verfahrenstechnischen Möglichkeiten 
lassen sich heute nicht nur problemlos kolloiddisperse Systeme herstellen, es kann 
darüber hinaus auch während des Herstellungsprozesses einen definierten Einfluss 
auf die Partikelgröße genommen werden [3]. Die Bildung von Partikeln im 
submikronen Größenbereich stellt hier eine besondere Herausforderung dar. Denn 
durch den Anstieg des Oberfläche-zu-Volumen-Verhältnisses bei kleiner werdenden 
Partikeln bekommen Grenzflächeneffekte stärkeren Einfluss auf das physiko-
chemische Verhalten. Punktuelle Veränderungen an der Grenzfläche eines Partikels 
geben hier nun die ausschlaggebende Größe für die Stabilität eines kolloiddispersen 
Systems vor [4]. Mit der geeigneten Wahl eines funktionalen Oberflächenmoleküls ist 
es möglich, die Oberflächenbeschaffenheit gezielt anzupassen, so dass 
langzeitstabile Wirkstoffformulierungen bereitgestellt werden können. Mit Hinblick auf 
die Anwendbarkeit für therapeutische Zwecke bietet das vielfältige Möglichkeiten zur 
Gestaltung von kolloiddispersen Materialien als Wirkstoffträgersystem. Der Einbau 
von Substanzen mit spezifischer Rezeptor-Wechselwirkung bietet darüber hinaus die 
Möglichkeit, gezielt physiologische Effekte in lebenden Zellen auszulösen [5, 6]. 
Besonderes Interesse gilt dem selektiven Transport von Wirkstoffträgern an einen 
definierten Zielort. Der gezielte Transport soll eine unspezifische Verteilung von 
Partikeln in nicht-betroffenes Gewebe verhindern, was in der Folge die Wirksamkeit 
der Wirkstoffformulierung am Entzündungsherd stark erhöht und gleichzeitig das 
Risiko von Nebeneffekten auf ein Minimum reduziert [7 9].  
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Funktionale Oberflächenmoleküle sind gegenwärtig aus verschiedenen Quellen 
zugänglich. Es umschreibt eine Stoffgruppe von grenzflächenaktiven Substanzen, die 
sich vor allem durch ihren amphiphilen Charakter, bedingt durch hydrophile und 
hydrophobe Anteile, hervorhebt. Sie bilden die Basis zur Stabilisierung 
kolloiddisperser Materialien. Biopolymere besitzen mit ihren funktionalen 
Seitengruppen die Flexibilität, gezielt zu solchen Amphiphilen umgewandelt zu 
werden [10]. Sie weisen darüber hinaus eine hohe Biokompatibilität gegenüber 
lebenden Zellen aufgrund ihres peptidähnlichen Aufbaus auf. In der industriellen 
Anwendung hat die biotechnologische Herstellung von biopolymeren Materialien 
gegenwärtig nur einen geringen Stellenwert. Aus wirtschaftlicher Betrachtung war es 
lange Zeit schwierig, adäquate Mengen bereitzustellen [11]. Erst seit jüngerer Zeit 
wird von der Gewinnung quantitativ großer Mengen an funktionalen Biopolymeren 
über biotechnologische Prozesse berichtet [12]. Hinzu kommt, dass der 
anschließende Aufreinigungsprozess von Biopolymeren aus einer Kultivierungsbrühe 
meist einen sehr zeit- und kostenintensiven Aufwand darstellt [13]. Es gibt jedoch 
Bestrebungen, eine kontinuierliche Separation von biopolymeren Produkten in den 
Kultivierungsprozess zu integrieren, um den anschließenden Aufarbeitungsschritt 
damit zu ersetzen. Beispielhaft soll in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf das 

- -PGA) als biopolymeres 
Ausgangsmaterial gelegt werden [14]. Seine funktionalen Carboxylgruppen im poly-
anionischen Gerüst erlaubt es, das Biopolymer punktuell zu modifizieren [15]. Die 
gezielte Integration lipophiler Substanzen führt beispielsweise in Folge der 
hervorgerufenen amphiphilen Eigenschaften zu einer Selbstaggregation des 
Makromoleküls in wässriger Umgebung [16].  

In vitro-Untersuchungen an humanen Zellen stellen bei der Charakterisierung von 
Wirkstoffformulierungen einen großen zeitlichen Aufwand dar [17]. Besonders 
während einer Evaluierungsphase, in der kolloiddisperse Wirkstoffformulierungen 
meist für ein stabiles System iterativ angepasst werden müssen, ist es notwendig, 
erste Informationen über das Verhalten kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen auf 
lebende Zellen zu erhalten. Auf Basis der gewonnenen Erkenntnisse können so 
Wirkstoffformulierungen angepasst und gezielt weiterentwickelt werden. Um 
alternativ zeiteinsparende Prozesse zu etablieren, stellt der Hefestamm 
Saccharomyces cerevisiae für physiologische Untersuchungen ein geeignetes 
biologisches System dar. Der eukaryotische Einzeller ähnelt seiner Struktur und 
seinem Metabolismus stark denen humaner Zellen [18]. Mit einer Generationszeit von 
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durchschnittlich 90 min kann Probenmaterial für in vitro-Untersuchungen innerhalb 
weniger Stunden zur Verfügung gestellt werden, was die Hefe zu einer potentiellen 
Alternative für nicht-klinische Voruntersuchungen macht [19]. Als Modell einer 
derartigen in vitro-Untersuchung soll in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von 
kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen auf oxidativ gestresste Hefezellen 
untersucht werden. Metabolisch lässt sich oxidativer Stress auf ein Übermaß an 
vorliegenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zurückführen [20]. ROS sind freie 
Radikale, die in Folge einer erhöhten Präsenz in der Zelle unspezifische Schäden 
verursachen und damit am Ausbruch unterschiedlicher Dysfunktionen beteiligt sein 
können [21, 22]. Der metabolische Nachweis eines stressmindernden Effektes über 
extrinsisch zugeführtes Ubichinon scheint hier einen vielversprechenden Ansatz 
gegenüber ROS darzustellen. Durch seine stark lipophilen Eigenschaften ist es aber 
notwendig, den Radikalfänger in eine kolloiddisperse Wirkstoffformulierung zu 
überführen, in der es seine potentiell stressmindernde Wirkung entfalten kann [23]. 

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit besteht im Einzelnen darin, ein 
ganzheitliches Abbild von der Wirkung kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen auf 
lebende Zellen zu schaffen. Dazu müssen fachübergreifende Entwicklungsschritte 
etabliert und optimiert werden. Zur Bildung funk -PGA als 
Ausgangsmaterial in quantitativ hohen Mengen biotechnologisch zur Verfügung 
gestellt werden. Das impliziert sowohl die Optimierung des Kultivierungsprozesses 
von Bacillus licheniformis, als auch den anschließenden Aufreinigungsprozess. 
Darüber hinaus interessiert auch eine Kultivierung mit integrierter Produktseparation 
des Biopolymers während des laufenden Batch-Prozesses. Bei erfolgreicher 
Umsetzung würde dies den zeit- und kostenaufwändigen Aufreinigungsprozess über 
die in dieser Arbeit angewandte Kupfer-Komplex-Präzipitation ersetzen.  

-PGA bietet durch seine chemische Natur als Poly-Anion die Möglichkeit, gezielt an 
seinen funktionalen Carboxylgruppen modifiziert zu werden. In einem ersten Schritt 
müssen zur Schaffung eines grenzflächenaktiven Amphiphils dem Biopolymer daher 
lipophile Eigenschaften übertragen werden. Der hydrophobe Anteil im Makromolekül 
führt in der Folge durch Selbstaggregation in wässriger Umgebung zu 
Assoziationskolloiden. In einem weiteren Schritt soll darüber hinaus eine sterisch 

-PGA-Derivat gekoppelt werden, was den 
Partikeln seine Stabilität unter physiologischen Bedingungen gewährleistet.  
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Zur Durchführung der in vitro-Untersuchungen muss sichergestellt werden, dass die 
eingesetzten Wirkstoffformulierungen bestimmten Qualitätsmerkmalen entsprechen. 
Die physiko-chemische Stabilität bildet dafür die wohl wichtigste Voraussetzung. 
Instabile Wirkstoffformulierungen kollabieren im physiologischen Umfeld, was zu 
einer starken Reduktion der Bioverfügbarkeit und damit der Wirksamkeit auf lebende 
Zellen führen kann. Umfassende Untersuchungen physiko-chemischen Hintergrunds 
müssen eine Stabilität unter den verschiedenen Bedingungen nachweisen. 

Mit der Durchführung von reproduzierbaren in vitro-Untersuchungen am Hefestamm 
S. cerevisiae können aussagekräftige Informationen über die Wirksamkeit der 
kolloiddispersen Formulierungen erhalten werden. Um stets gleichbleibenden 
Bedingungen gerecht zu werden, müssen dazu bestimmte Voraussetzungen 
geschaffen werden. Die Erweiterung eines Batch-Prozesses zu einem sequentiellen 
Fed Batch-System scheint für diese Fragestellung eine ideale Lösung zu sein. Damit 
kann sichergestellt werden, dass bei allen Probennahmen die Hefezellen stets den 
gleichen Bedingungen unterliegen und somit eine konstante metabolische Aktivität 
bei in vitro-Untersuchungen aufweisen. Daneben müssen Hefezellen bestimmten 
morphologischen Charakteristika entsprechen, da diese von sehr unterschiedlicher 
Natur sein können. Unter Verwendung der entwickelten Wirkstoffformulierungen 
werden im Zuge von in vitro-Untersuchungen an einer gezielt oxidativ gestressten 
Hefe stressmindernde Effekte auf metabolischer Ebene charakterisiert, die das 
vielversprechende Potential von maßgeschneiderten Wirkstoffformulierungen 
aufzeigen soll.  
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2 Aktueller Stand der Forschung kolloidaler 
Wirkstofftransportsysteme 

Gegenwärtig stellt die Entwicklung potentieller Wirkstoffe neue Herausforderungen 
an die verfahrenstechnische Umsetzung zu geeigneten Darreichungsformen dar. Die 
zum Teil chemisch maßgeschneiderten sowie pflanzlichen Wirkstoffe können 
mittlerweile gezielt zur Aktivierung oder Inhibierung bei bestimmten 
pharmazeutischen Fragestellungen eingesetzt werden [24]. Allerdings stehen 
demgegenüber oftmals die physiko-chemischen Eigenschaften der Wirksubstanzen. 
Je komplexer die molekulare Struktur einer aktiven Substanz ist, desto stärker wirken 
intramolekulare van-der-Waals-Kräfte. Infolgedessen sinkt bei steigendem Einfluss 
der hydrophoben Anziehungskräfte die Wasserlöslichkeit, die wiederum im direkten 
Zusammenhang mit einer Reduktion der Bioverfügbarkeit steht [25]. Um dennoch das 
Potential eines derartigen Wirkstoffes effektiv nutzen zu können, ist in besonderem 
Maße die Entwicklung zu geeigneten Darreichungsformen erforderlich. Auf Basis der 
Solubilisierung wie auch der Verkapselung von Wirkstoffen bieten stabilisierte 
Transportsysteme die Möglichkeit, diese Löslichkeitsbarriere zu überwinden [26, 27]. 
Die Mobilität eines Wirkstoffträgers befähigt nunmehr die aktive Substanz an den 
Zielort zu gelangen und dort seine Wirkung zu entfalten [28]. Aufgrund des 
besonderen Anspruchs an eine pharmaverfahrenstechnische Umsetzung wird der 
galenischen Weiterentwicklung von Transportsystemen daher eine besondere 
Schlüsselrolle zugeordnet, auf der im Speziellen in dieser Arbeit eingegangen wird. 

2.1 Eigenschaften von kolloiddispersen Materialien 

 Einteilung von dispersen Stoffen  

Aufgrund des vielseitigen Erscheinungsbildes von Partikeln in heterophasigen 
Systemen ist es zwangsläufig notwendig, diese nach bestimmten Merkmalen 
voneinander abzugrenzen. Morphologische Unterschiede im Aufbau eines Partikels 
stellen hier unter Angabe von Äquivalentdurchmessern eine ideale Möglichkeit dar 
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[29]. Aussagekräftige Informationen sind über den Struktur- und Formfaktor erhältlich. 
Der Strukturfaktor beschreibt die Partikelgröße durch Angabe des Durchmessers 
volumengleicher Kugeln (dV) nach Gl. (1), wobei V das Volumen des Partikels ist.  

 (1) 

Der Wa) nach Gl. (2) 
eines Partikels [29].  

 (2) 

Wa errechnet sich aus der zweiten Potenz des 
Quotienten anhand der äquivalenten Durchmesser von volumen- (dV) und 
oberflächengleicher Kugel (dS). Die Größe S stellt dabei die Oberfläche des Partikels 
dar. Kugelförmige Partikeln besitzen nach dieser Definition einen maximalen Wert 
von 1. Neben dieser parameterdefinierten Partikeldifferenzierung gibt es darüber 
hinaus grundsätzlich weitere Möglichkeiten, Partikeln bezüglich ihrer Materialien im 
Kern und auf der Grenzfläche weiter voneinander zu unterscheiden. Basierend auf 
der prinzipiellen Gleichheit der in dieser Arbeit eingesetzten organischen Materialien 
kann aber auf solch eine weitere Abgrenzung verzichtet werden. 

Abb. 1 stellt schematisch die Unterscheidung von Partikelmerkmalen dar. Diese 
beziehen sich auf den Strukturfaktor (dV Wa). 
Partikelgrößen von dV < 0,001 m gehören definitionsgemäß nicht zur Gruppe 
heterophasiger Systeme. Diese Gruppe wird stattdessen dem Zustand einer echten 
Lösung zugeordnet. Hier liegt eine homogene Phase eines Stoffgemisches vor. Eine 
kolloiddisperse Phase kennzeichnet sich durch die Anwesenheit von Partikeln mit 
einem Partikeldurchmesser von 0,001  dV  1,0 m innerhalb eines 
mesoskopischen Systems [29]. Aus Abb. 1 lässt sich darüber hinaus erkennen, dass 
innerhalb dieser Gruppierung eine Vielzahl weiterer Unterteilungen notwendig ist. Die 
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Kriterien basieren dabei stark auf den zunehmenden Einfluss von 
Grenzflächeneffekten bei Partikeln mit kleiner werdenden Durchmesser [30]. Der 
Anstieg von Grenzflächeneffekten ist grundsätzlich auf die Einwirkung verschiedener 
Kräfte zurückzuführen. Dazu gehören die elektrostatische und Born-Abstoßung sowie 
die anziehende van-der-Waals-Kraft. Daneben spielt die Debye-Länge durch die 
Solvatation an der Grenzfläche eine wichtige Rolle. Im Größenbereich von 
0,001  dV  0,100 m besitzen diese Kräfte einen besonders großen Einfluss auf 
das physiko-chemische Verhalten von Partikeln. 

 

Abb. 1. Schematische Unterteilung verschiedener Partikelformen. Aufspaltung über Struktur- (dV) und 
Formfaktor ( Wa), wobei p den Packungsparameter beschreibt. 

Durch das stetig wachsende Interesse an partikulären Systemen im 20. Jahrhundert 
ist es zwangsläufig notwendig geworden, aus der Gruppe kolloiddisperser Materialien 
eine weitere Gruppe für Partikeln innerhalb dieses Größenbereiches zu schaffen. 
Heute ist diese Gruppe ganz selbstverständlich unter dem Synonym der 
Nanopartikeln bekannt. Ihnen gilt seither ein besonderes Interesse in der Forschung. 
Nanopartikeln aus anorganischen Materialien können aufgrund ihres großen 
Oberfläche-zu-Volumen-Verhältnisses (S/V) völlig unterschiedliche physiko-
chemische und spektroskopische Eigenschaften bei abweichenden Partikelgrößen 
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gleichen Materials aufweisen [31 34]. Beispielhaft seien hier Partikelplasmonen aus 
reinen Metallen aufgrund ihres hohen Bekanntheitsgrades erwähnt. Solche Partikeln 
mit hinreichend kleinem Durchmesser besitzen ein Extinktionsmaximum bei einer 
charakteristischen Plasmonen-Resonanzfrequenz. Die Frequenz ändert sich bei 
abweichendem Durchmesser des Partikels, was bei einigen metallischen Partikeln zu 
einer Verlagerung des Maximums in den sichtbaren Wellenlängenbereich zur Folge 
hat. Daraus resultiert eine charakteristische Farbgebung der Dispersion. Als konkrete 
Beispiele seien hier Partikelformulierungen aus den Metallen Gold (Au) [35, 36], 
Silber (Ag) [37] und Kupfer (Cu) [38] genannt. Das Extinktionsmaximum ist darüber 
hinaus von dessen Form des Primärpartikels abhängig, was die Bedeutsamkeit der 
Morphologie auf spektroskopische Eigenschaften unterstreicht. Eine Dispersion mit 
sphärischen Silbernanopartikeln besitzt eine augenscheinlich gelbe Farbe, 
wohingegen eine Dispersion mit triangulären Silbernanopartikeln blau erscheint [39]. 
Ein anderes bekanntes und sehr oft umgesetztes nano-basiertes System ist das der 
Quanten-Dots [40, 41]. Diese Nanomaterialien spielen besonders bei 
physiologischen Untersuchungen im nanoskopischen Bereich eine wichtige Rolle, die 
zur Aufklärung von elementaren Prozessen dienen soll [42, 43]. Bei organischen 
Materialien dieser Größenordnungen spielen besonders die o/w-Mizellen eine 
bedeutsame kommerzielle Rolle. o/w-Mizellen formen sich bei Anwesenheit von 
Tensiden mit amphiphilen Eigenschaften [44]. Amphiphile Substanzen sind 
grenzflächenaktive Moleküle, die eine Tendenz zur Anlagerung an Grenzflächen oder 
Oberflächen besitzen [45]. Diese wird durch eine Kombination aus hydrophilen sowie 
hydrophoben Eigenschaften innerhalb eines Moleküls hervorgerufen. In der Folge 

vollständigen Oberflächenbelegung [46]. Der Aufbau eines amphiphilen Tensids kann 
dabei sehr vielfältig sein. o/w-Mizellen werden in großen Mengen für die Reinigung 
von Oberflächen und als Zusatz in Shampoos eingesetzt. Strukturell sind Größe und 
Morphologie das Resultat einer flexibel vorliegenden Dynamik, die durch einen 
selbstaggregierenden Charakter des amphiphilen Tensids hervorgerufen wird. Der 
Prozess einer Selbstaggregation setzt bei Überschreitung der kritischen Mizellen-
Konzentration (cmc) ein, die stark von der chemischen Natur des Amphiphils abhängt 
[47]. Oberhalb stofflich charakteristischer Konzentrationen bilden sich Mizellen als 
neue Phase aus, ohne dass sich das chemische Potential weiter ändert. Bei 
Erhöhung der Konzentration bleibt somit die Grenzflächenspannung gleich. Sie stellt 
eine physikalisch messbare, charakteristische Größe dar. Anhand dessen können 
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Tenside auf ihre Effizienz und Effektivität unterschieden werden. Die Triebkraft einer 
Selbstaggregation wird ursächlich durch den hydrophoben Effekt in einem 
hydrophilen Molekül hervorgerufen [48]. Die Bildung von Assoziationskolloiden ist 
dabei entropisch bevorzugt [49]. Durch die Summe des gesamten Energieeintrags 
kann so eine langzeitstabile Dispersion ausgebildet werden [50, 51]. Bekannte 
Beispiele für hochkomplex angeordnete Supramoleküle kleinster Größe finden sich 
in der Natur in Form von gefalteten Proteinen (Tertiärstrukturen) und 
Proteinkomplexen (Quartärstrukturen) wieder [52]. Neben den spezifisch kovalenten 
Querverknüpfungen ist es primär der Anteil hydrophiler und hydrophober 
Aminosäureseitenketten, der die treibende Kraft für eine selbstaggregierende Faltung 
darstellt [53]. Bei chemisch zugänglichen Polymeren gehören nanoskalige Gauß-
Knäuel wie Polystyrole (Latexkügelchen) [54] oder die Pluronics [55] zu den derzeitig 
im Fokus der Forschung stehenden Materialien. 

Eine Weiterentwicklung der mizellaren Assoziationskolloide stellt die Gruppe der 
Liposomen dar [56]. Durch ihren komplexeren Aufbau besitzt diese Gruppe von 
kolloiddispersen Materialien Partikelgrößen in einem Bereich von 0,1  dV < 1,0 m. 
Physiko-chemisch bestehen liposomale Formulierungen aus einer 
grenzflächenaktiven Doppelschichtmembran, was grundsätzlich dem 
Erscheinungsbild eines w/o/w-Vesikels entspricht [45]. Zur Bildung eines Vesikels 
müssen einige Bedingungen erfüllt sein, die zu einer bestimmten Krümmung führen. 
Dabei spielt der sogenannte Packungsparameter (p) nach Gl. (3) eine entscheidende 
Rolle.  

 (3) 

Dieser beschreibt das Verhältnis aus dem Volumen (vS), dem 
Kopfgruppenplatzbedarf (aS) und der Länge (L) eines Amphipihils. Der Wert definiert 
eine bevorzugte Krümmung der Moleküle an der Grenzfläche, woraus 
Aggregationsformen vorausgesagt werden können. Tab. 1 zeigt dazu 
charakteristische Richtwerte auf. 
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Tab. 1. Beispiele charakteristischer Packungsparameter unterschiedlicher Strukturen. 

Kugel Zylinder Doppelschichtmembran 

p < 0,33 0,33 < p < 0,5 0,5 < p < 1 

Durch gezielte Beimischungen bestimmter Substanzen kann so eine festgelegte 
Struktur in einer Mischung erzeugt werden. Liposomen sind aufgrund ihrer Fähigkeit 
in Gewebe zu penetrieren in der Forschung von besonderem Interesse [57]. Sie 
können gezielt als Transportsysteme für pharmazeutisch aktive Wirkstoffe genutzt 
werden. Der umfassende Einsatz als solches begründet sich aus deren physiko-
chemischen Eigenschaft der Solubilisierung von hydrophilen Wirkstoffen im 
wässrigen Kern sowie hydrophoben Wirkstoffen in der lipophilen 
Doppelschichtmembran [58]. Durch Größe und Beschaffenheit der Grenzfläche 
werden sie oft als Strategiemittel zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke [59 61] 
oder auch zur topischen Zellpenetration des stratum corneums der Haut eingesetzt 
[62, 63]. Neben den vielversprechenden Potentialen der Liposome begleiten diese 
Partikeln, jedoch zum Nachteil, eine verstärkte Wahrscheinlichkeit zur Koaleszenz 
[64]. Diese resultiert aus ihrem strukturell dynamischen Aufbau. Um die Stabilität 
derartiger Transportsysteme dennoch gewährleisten zu können wurden Alternativen 
zu den bestehenden kolloiddispersen Systemen weiterentwickelt. Dazu gehören die 
Solid Lipid Nanoparticles (SLNs) und die Nanostructured Lipid Carriers (NLCs) [65]. 
Diese Gruppe von kolloiddispersen Materialien unterscheidet sich von den 
Liposomen durch seinen ausschließlich hydrophoben Kern, der entweder in festem 
oder flüssigem Zustand vorliegen kann, und seiner flexiblen 
Oberflächenbeschaffenheit, Abb. 2.  

 

Abb. 2. Schematischer Aufbau von SLNs bzw. NLCs. Der hydrophobe Kern (orange) ist umgeben vom 
grenzflächenaktiven Amphiphil (blau). An den funktionalen Gruppen eines Amphiphils können Komponenten 
(grün) selektiv gekoppelt werden, die sterisch stabilisierende und/oder penetrierende Eigenschaften besitzen 
können. 
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Aufgrund der vielversprechenden Merkmale sind für diese Arbeit emulsive NLCs als 
Basis für kolloiddisperse Vehikelsysteme entwickelt und weiterführend in 
physiologischen Untersuchungen an lebenden Organismen eingesetzt worden. 

Partikelgrößen von dV > 1 m zählen zur vollständigen Diskussion von Abb. 1 zu den 
grobdispersen Materialien. Diese unterscheiden sich von den kolloiddispersen 
Materialien durch den stark nachlassenden Grenzflächeneffekt. Zumeist beinhalten 
diese Suspensionen sedimentierende Partikeln, die für die hier fokussierten 
Anwendungen durch die verbundene Reduktion der Bioverfügbarkeit nicht von 
Interesse sind. 

 Amphiphile Substanzen 

Der Einsatz amphiphiler Substanzen spielt für die Bildung von kolloiddispersen 
Materialien eine elementare Rolle. Ihre gegensätzliche Natur bietet die 
Voraussetzung, mit Grenzflächen in Wechselwirkung zu treten. Damit ist es möglich, 
einen wasserunlöslichen Partikelkern gegenüber dem hydrophilen Wasser dauerhaft 
abzuschirmen, die zum Erhalt eines stabilen Primärpartikels in wässriger Umgebung 
beitragen [66]. Amphiphile Substanzen können von ihrer Natur her sehr 
unterschiedlich aufgebaut sein. Monomere Tenside sind bekannte Beispiele dafür 
[67]. Ihr struktureller Aufbau ist von einem hydrophoben Schwanz mit einem 
hydrophilen Kopf gekennzeichnet. Aber auch Polymere wie Polyethylenglykol (PEG) 
[68 76], Polyethylenoxid (PEO) [77 79], Polylaktid-co-Glycolid (PLGA) [80 87], 
Polylaktid (PLA) [88, 89] oder Polyvinylalkohol (PVOH) sind bekannt für ihre effektive 
Nutzung als grenzflächenaktive Amphiphile. Darüber hinaus rücken seit den letzten 
Jahren weitere hochmolekulare Biopolymere vermehrt in den Fokus, bei denen 
mittlerweile hohe Produktausbeuten aus biotechnologischen Kultivierungsprozessen 
generiert werden können. Dazu zählt auch das hier in der Arbeit untersuchte -

-PGA) [10, 63] und dessen Derivate [90]. Biopolymere Materialien 
vermeiden durch ihren metabolischen Abbau naturgemäß eine langfristige 
Akkumulation in lebenden Zellen und lösen damit gleichbeutend keine Störung bei 
Stoffwechselfunktionen aus [91]. Das macht sie zu vielversprechenden Kandidaten 

-PGA ist 
strukturell ein poly-anionisches Homopolymer, was selbst noch keine amphiphilen 
Eigenschaften aufweist. Erst die punktuelle Modifikation an den funktionalen 
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Carboxylgruppen erzeugt eine amphiphile Charakteristik. Diese sind mittels 
Kondensationsreaktionen zugänglich und zeigen damit individuelle Möglichkeiten 
auf, gezielt Amphiphile daraus zu formen [92]. Mit seinen funktionalen 
Carboxylgruppen -PGA -
Potential, was die Penetration in lebende Zellen erleichtert [93].  

In der vorliegenden Arbeit werden kolloiddisperse Wirkstoffformulierungen auf Basis 
-PGA-Derivaten untersucht. Im Fokus stehen dabei 

Untersuchungen zur Aufklärung von physiko-chemischen Eigenschaften der 
Wirkstoffformulierungen sowie ihre physiologische Wirksamkeit auf lebende Zellen. 
Um einen Vergleich zu bereits etablierten Systemen herzustellen wird darüber hinaus 
eine Referenzformulierung mit stabilisierendem Polyvinylalkohol (PVOH) als 
Amphiphil eingesetzt. Abb. 3 stellt den strukturellen Aufbau des PVOH Mowiol 3-85 
und von -PGA dar. 

 

Abb. 3. Struktureller Aufbau des Polyvinylakohols Mowiol 3-85 (l = 88 mol-%; m = 12 mol-%) und von -PGA. 

PVOH ist kommerziell in unterschiedlichen Qualitätsmerkmalen verfügbar. Neben der 
variierenden molaren Masse können auf Basis seiner großtechnischen Synthese 
unterschiedlich stark wasserlösliche Formen hergestellt werden. Primär wird bei der 
Bildung von PVOH erst ein langkettiges Polyvinylacetat (PVA) aus monomeren 
Vinylacetat gebildet, bei dem das PVOH im nächsten Schritt durch die Hydrolyse des 
Acetatesters entsteht [94]. Die Nutzung als grenzflächenaktives Polymer setzt eine 
teilhydrolisierte Form (Hydrolyse-Grad  88%) voraus, bei der die hydrophilen Anteile 
die dipolaren Hydroxylgruppen und die hydrophoben Anteile die verbleibenden 
Acetatester ausmachen. Das eingesetzte PVOH ist auch unter dem Synonym Mowiol 
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3-85 bekannt, das aus einer Fraktion mit einer molaren Masse von etwa  
12.000 g mol-1 separiert wird. 

-PGA ist ein anionisches Homobiopolymer, das sich aus wiederholenden Einheiten 
der Aminosäure Glutamat zusammensetzt. Eine besondere Eigenschaft, die das 
hochmolekulare Biopolymer von anderen Proteinen unterscheidet, ist die 

- -
Stellung [95]. Der strukturelle Aufbau geht mit veränderten makromolekularen 
Eigenschaften für das gesamte Konstrukt einher, was es zu einem interessanten 
Material für kommerzielle Zwecke macht [14] -PGA im Jahr 1934 
als Kapselsubstanz von dem Milzbranderreger Bacillus anthracis isoliert und 
nachgewiesen [96] -PGA zum Schutz gegen proteolytisch 

-ständigen 
Aminosäurebindungen aufspalten und bleiben somit unwirksam gegenüber der 
Kapselschicht aus -PGA [97]. Neben anderen prokaryotischen Organismen sind 
Bacillus licheniformis und auch Bacillus subtilis die bedeutendsten Stämme zur 
Herstellung des Biopolymers [15]. Das extrazellulär umschließende Biopolymer bietet 
den Organismen neben ihre -
PGA bei Bedarf wieder als externe Stickstoff- oder Kohlenstoffquelle zu nutzen [97]. 
Die besonderen makromolekularen Eigenschaften des Biopolymers haben einen 
signifikanten Einfluss auf die Kultivierungsumgebung, in der es sekretiert wird. Durch 
seinen poly- -PGA in wässrigem Umfeld stark 
wechselwirkende Wasserstoffbrückenbindungen aus. Diese haben in der Folge einen 
direkten Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften einer Kultivierungsbrühe. 
Durch die ansteigende Viskosität ändern sich signifikant Massen-, Sauerstoff- und 
Wärmetransfer im Kultivierungsmedium [98]. Im Gegensatz zu Newtonschen Fluiden 
weist das Makromolekül, ein für Polymere typisches nicht-Newtonsches, 
pseudoplastisches Fließverhalten auf. Bei steigender Scherrate ändert sich die 
strukturelle Ordnung der einzelnen Polymerketten. Das makromolekulare Netzwerk 
aus ionischen Brücken löst sich unter Einfluss einer größer werdenden Scherrate 
voneinander, so dass sich im Verlauf ein scherverdünnendes rheologisches 
Fließverhalten ergibt [99]. 
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 Grenzflächeneigenschaften partikulärer Einheiten 

Zur Veranschaulichung von Stabilisierungseffekten an Partikeln in wässriger 
Umgebung gibt es zahlreiche Modelle, die dieses Phänomen beschreiben. Abb. 4 
zeigt das Gouy-Chapman-Modell (früher Helmholtz-Modell) [58]. 

 

Abb. 4. Darstellung des Gouy-Chapman-Modells zur Beschreibung einer sich ausbildenden 
elektrochemischen Doppelschicht in wässrigem Umfeld. 

Unmittelbar an der Grenzfläche bildet sich nach dem Modell von Helmholtz eine 
elektrochemische Doppelschicht aus. Das Gouy-Chapman-Modell erweitert darüber 
hinaus das Modell um weitere unterschiedlich angeordnete Schichten, die sich 
abhängig von der Debye- D einer partikulären Grenzschicht in wässriger 

D beschreibt die Dicke der elektrochemischen Doppelschicht, 
die umgekehrt proportional zur Wurzel der Ionenstärke I im Medium ist, Gl. (4).  
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 (4) 

0 ist r stellt die dielektrische Konstante, kB die Boltzmann-
Konstante, T die Temperatur, NA die Avogadro-Zahl und e die Elementarladung eines 

D der Solvathülle eines 
Partikels. Die Grenzschicht muss bei sphärischen Partikeln entsprechend als 
gekrümmte Phasengrenze verstanden werden. Unmittelbar an der Phasengrenze 
konzentrieren sich bei Verwendung von PVOH als grenzflächenaktive Substanz 
dipolare Ladungen der Hydroxylgruppen in Richtung der wässrigen Umgebung auf. 
Entsprechend der lokal aufkonzentrierten Ladungsverteilung ordnen sich 
gegengeladene Moleküle an diese Grenzschicht (Solvatation). In der Folge führt das 
zu Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der Hydroxylgruppen am PVOH mit den 
angeordneten Wassermolekülen. Eine Solvathülle baut sich zwangsläufig um die 
Grenzfläche herum auf und bildet so eine elektrochemische Doppelschicht aus. Die 
sogenannte Stern-Schicht ist charakteristisch für die starre Anordnung von 
gegengeladenen Molekülen. Bei Betrachtung des Potentialverlaufs ist zu erkennen, 
dass dieser innerhalb der starren Anordnung mit fortsc D linear abnimmt. 
Bei Überschreiten der materialabhängigen Debye-Länge zur Grenzfläche fällt das 
Potential beim Übergang der starr angeordneten Molekülschichten in eine diffuse 
Schicht nur noch asymptotisch ab. Bei Betrachtung sich bewegender Partikeln in 
Wasser, beispielsweise hervorgerufen durch Brownsche Molekularbewegung, liegen 
stets Scherkräfte eines bestimmten Potentials vor. Diese sind bei einem 
charakteristisch materialabhängigen Abstand gleich dem Potential der Stern-
Doppelschicht. Das konstante Abscheren durch Partikelbewegung führt an diesem 
Punkt zu temporär auftretenden Ladungen, die wiederum eine physikalisch messbare 

-
Potential) bezeichnet und kann, wie später beschrieben, zur Bestimmung der 
elektrophoretischen Mobilität genutzt werden. Die Ausbildung einer 
elektrochemischen Doppelschicht hat in der Folge der Bestimmung kleiner 
Partikelgrößen mit Lichtstreuungsmethoden einen besonderen Einfluss. 
Lichtstreuungsmethoden basieren auf der Ablenkung von elektromagnetischer 
Strahlung an der Grenzfläche eines Partikels über die Polarisierbarkeit der 
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Elektronen, dem Brechungsindex (RI). Das bedeutet wiederum für das beschriebene 
Modell, dass eine Wechselwirkung eines Partikels mit elektromagnetischer Strahlung 
primär an der Stern-Doppelschicht stattfindet, so dass auf Basis der 
Lichtstreuungsuntersuchungen Partikelgrößen inklusive ihrer Solvathülle ermittelt 
werden. Daher werden für alle grundlegenden Größenverteilungen basierend auf 
dem Prinzip der Lichtstreuung in der Größenordnung von dV  1,000 m 
Partikelgrößen mit einem apparenten Durchmesser angegeben, da hier der Einfluss 
der Solvathülle auf die Partikelgröße signifikant groß ist.  

Mit der in Abb. 5 gezeigten Darstellung der DLVO-Theorie (nach Derjaguin und 
Landau, Verwey und Overbeck) wurde ein Modell entwickelt, welches das 
Anziehungs-/Abstoßungsverhalten eines Partikels gegenüber seiner Umgebung 
erklärt [58].  

 

Abb. 5. Darstellung der DLVO-Theorie in Wasser nach Derjaguin und Landau, Verwey und Overbeck. 

Insgesamt sind es drei Kräfte, die unterschiedlich stark an der Grenzfläche eines 
Partikels wirken. Eine Kraft, die nur bis zu einer sehr kurzen Distanz reicht, ist die 
sogenannte Born-Abstoßung. Diese beschreibt die Barriere, welche das Überlappen 
von Orbitalen einzelner Atome verhindert und damit kovalent binden. Einen 
bedeutsameren Einfluss auf die Abstoßung an einer Grenzfläche hat die 
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elektrostatische Abstoßung, stark beeinflusst von der ausgebildeten 
elektrochemischen Doppelschicht. Eine entgegenwirkende Anziehungskraft stellt die 
sogenannte van-der-Waals-Anziehung dar. Diese beschreibt im Fall von SLNs/NLCs 
die Anziehung der hydrophoben Kernkomponenten. Resultierend aus den drei 
wirkenden Potentialen bildet sich die hellblaue Kurve in der rechts separierten 
Darstellung aus Abb. 5. Der charakteristische Verlauf gibt einen entscheidenden 
Hinweis auf das Verhalten der Stabilität kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen 

1,min 
vor. Näheren sich nun zwei Partikeln 1,min 
physisorptiv voneinander entfernt. Dieser Vorgang ist reversibel. Erhöht sich der 
vorliegende Energiebetrag, so können sich die Partikeln durch Überwindung eines 
Potentialmaximums b 1,min annähern. Hier findet eine meist unerwünschte 
Chemisorption statt, die in einem kolloiddispersen System zu irreversibler 
Aggregatbildung führt. Emulsive Formulierungen koaleszieren in diesem Fall zu 
größeren Partikeln. Unter Betrachtung dieser physiko-chemischen Charakteristika 
bedeutet das für die Gestaltung von kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen die 
Notwendigkeit zur Schaffung einer Barriere, die am Potentialmaximum groß genug 
sein muss, um durch extrinsische Energieeinflüsse nicht überschritten zu werden.  

Neben diesen wirkenden Kräften spielen für die Stabilität einer kolloiddispersen 
Wirkstoffformulierung zudem sterische Eigenschaften von grenzflächenaktiven 
Mediatorkomponenten noch eine besondere Rolle. Diese bauen eine räumliche 
Barriere um den Kern eines Partikels auf. Im Fall der Auflösung von elektrostatischen 
Abstoßungskräften, wie es unter physiologischen Bedingungen vorkommt, kann eine 
Stabilität des kolloiddispersen Systems durch sterische Abschirmung weiterhin 
gewährleistet werden. Der Aufbau derartiger kolloiddisperser Systeme stellt damit ein 
wirkungsvolles Instrument für therapeutische Formulierungen dar. 
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 Koagulation im elektrolytischen Umfeld 

Bei der therapeutischen Anwendung von kolloiddispersen Materialien erfahren die 
partikulären Einheiten meist einen Wechsel ihrer Umgebung. Physiologische 
Lösungen beinhalten neben dem Hauptanteil von Wasser viele Salze, 
niedermolekulare Substanzen, Peptide, deren Fragmente oder Proteine. Ihre 
Anwesenheit hat großen Einfluss auf das vorliegende Gleichgewicht von 
Primärpartikeln und deren Agglomeraten und Aggregaten. Abb. 6 zeigt das bereits 
vorgestellte Modell der DVLO-Theorie.  

 

Abb. 6. Darstellung der DLVO-Theorie in physiologischem Umfeld. Durch Salzzusatz wird die Potentialbarriere 
abgesenkt, was zur direken Chemisorption der Partikelkerne führt. 

Im Unterschied zu Abb. 5 soll hier der Einfluss von Salzen auf die 
Wechselwirkungskräfte aufgezeigt werden. Demnach verringert sich das Potential 
um die elektrostatische Abstoßung signifikant, was in der Summe der 
wechselwirkenden Kräfte das Herabsenken des Potentialmaximums bedeutet. 
Kationen oder Anionen können gleichermaßen als Gegenladungen auf die 
Grenzschicht wirken und damit die Solvathülle des Partikels auflösen [100]. Bei einem 
Übermaß an ionischer Stärke im soluten Umfeld kann dies zur vollständigen 
Auflösung der Solvathülle führen, was wiederum in einer verstärkten Annäherung von 
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partikulären Einheiten resultiert. Im ungünstigsten Fall führt dies zur Absenkung der 
Potentialbarriere und damit zur irreversiblen Chemisorption von Partikelkernen. 
Bedingt durch die hohe Wahrscheinlichkeit, dass NLCs in physiologischen Medien 
agglomerieren oder aggregieren müssen hier stabilitätsgarantierende Strategien zur 
Aufrechterhaltung von kolloiddispersen Systemen entwickelt werden.  

 Methoden zur Charakterisierung kolloiddisperser Materialien 

Das komplexe Zusammenspiel vieler physiko-chemischer Parameter hat 
entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaften und die Stabilität eines 
kolloiddispersen Systems. Diese Komplexität erfordert daher für ein ganzheitliches 
Abbild derartiger Materialien einen Abgleich aus Informationen unterschiedlicher 
Nachweismethoden. Im Fokus dieser Arbeit stehen insbesondere analytische 
Methoden, die Informationen über die statistische Partikelgrößenverteilung eines 
kolloiddispersen Systems geben können. Daneben werden aber auch 
Messmethoden verwendet, über die bildanalytische Informationen einzelner 
Wirkstoffformulierungen erhältlich sind. Mit Hilfe der methodischen Absicherung kann 
so ein zuverlässiges und holistisches Abbild von den in dieser Arbeit eingesetzten 
kolloiddispersen Systemen geschaffen werden. Konkrete Elemente für die Ermittlung 
statistischer Partikelverteilungen von dispersen Materialien sind hier 
Lichtstreuungsmethoden [101]. Mit einer eigens an die Bedingungen angepasste 
Präparationsmethode ist es zudem möglich, bildanalytische Informationen über ein 
Rasterelektronenmikroskop (REM) zu erhalten. 

Die Charakterisierung von kolloiddispersen Systemen stellt gegenwärtig noch eine 
besonders aufwändige Herausforderung an die instrumentelle Analytik dar. Je nach 
Partikelgrößenverteilung besitzen abweichende Partikelgrößen unterschiedliche 
Streueigenschaften beim Auftreffen von elektromagnetischer Strahlung. Partikeln 

20 stellen ein isotropes Streuzentrum dar [102]. Hier wird 
elektromagnetische Strahlung winkelunabhängig gleich schwach gestreut. Größere 
Partikeln hingegen besitzen mehrere Streuzentren gegenüber der 
elektromagnetischen Strahlung, bei welchen der Einfluss in Folge destruktiver und 
konstruktiver Interferenzen in einem spezifischen Beugungsmuster resultiert, Abb. 7.  
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Abb. 7.  = 633 nm) durch 
Dispersionen der Partikelgrößen von dV = 5 m (links) und dV = 0,800 m (rechts) [103] (mit Genehmigung von 
Malvern Instruments Ltd.).  

Die signifikanten Auswirkungen von unterschiedlichen Partikelgrößen auf die 
Streuintensitäten erfordern zur Darstellung valider Informationen unterschiedliche 
mathematische Modelle. Zur Veranschaulichung ist in Abb. 8 die Streuintensität I 
gegenüber dem Partikeldurchmesser dV doppelt logarithmisch aufgetragen. 

 

Abb. 8. Streuintensität I als Funktion der Partikelgröße im Größenbereich von dV = 0,001 und 200 m für 
 = 633 nm (He-Ne-Laser). Nachbearbeitung aus [103] (mit Genehmigung 

von Malvern Instruments Ltd.). 
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Bei Partikeln mit deutlich geringerem Durchmesser dV gegenüber der Wellenlänge ist 
die Streuintensität I proportional zur sechsten Potenz. In der Folge bedeutet das für 
Partikeln mit einem Durchmesser von dV = 0,050 m eine 106-fache stärkere 
Streuintensität gegenüber Partikeln mit einer Größe von dV = 0,005 m. 
Mathematische Modelle nach Rayleigh und Rayleigh-Gans-Debye (RGD) bieten hier 
eine realistische Abbildung der Partikelgrößen für die bestehenden kolloiddispersen 
Systeme. Sind Partikeldurchmesser etwa gleich der elektromagnetischen Strahlung, 
so ist die Streuung an den Partikeln anisotrop. Hier bietet das Mie-Modell eine genaue 
Bestimmung von Partikelgrößen. Bei Partikelgrößen dV  5 m liegt hingegen wieder 
ein Zusammenhang der Streuintensität I zur zweiten Potenz gegenüber dV vor. Zur 
Auswertung dieser Partikelgrößen wird hier das Fraunhofer-Modell verwendet. 
Abb. 9 zeigt den schematischen Aufbau eines lichtstreumessenden Gerätes, das 
sowohl lichtbeugende wie auch -streuende Informationen aus Dispersionen liefert. 
Hiermit können Größenbereiche zwischen dV = 0,020  2000 m aufgelöst werden. 

 

Abb. 9. Schematische Zeichnung der optischen Bank des Mastersizer 2000. Nachbearbeitung aus [103] (mit 
Genehmigung von Malvern Instruments Ltd.). 

Die Ermittlung der Partikelgrößenverteilung basiert in seinem Ursprung auf der 
Brownschen Molekularbewegung disperser Partikeln, was wiederum mit der 
zeitlichen Änderung der Streuintensitäten zusammenhängt. Über das Prinzip der 
Dynamischen Lichtstreuung (DLS) lassen sich so statistisch Informationen über den 
Diffusionskoeffizienten einer Partikelverteilung ermitteln, der wiederum umgekehrt 
proportional zum apparenten Partikeldurchmesser dapp ist [102], Gl. (5).  
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 (5) 

Hier stellt kB die Boltzmann-
und DH2O den Diffusionskoeffizienten von Partikeln in Wasser dar. Aus den 
Ergebnissen der Lichtstreuungsuntersuchungen lassen sich eine Reihe wichtiger 
Informationen erhalten, mit denen man einen umfassenden Einblick in das physiko-
chemische Verhalten einzelner kolloiddisperser Formulierungen in wässriger 
Umgebung erhalten kann. Anzahl- und volumengewichtete Häufigkeitsverteilungen 
können dabei effektiv als Instrument für den Nachweis charakteristischer Merkmale 
genutzt werden. Über eine anzahlgewichtete (q0)-Häufigkeitsverteilung sind 
beispielsweise Informationen über die kleinste Fraktion vorhandener Primärpartikeln 
in disperser Phase erhältlich, wohingegen mit einer volumengewichteten (q3)-
Häufigkeitsverteilung Agglomerate oder Aggregate nachgewiesen werden können.  

Für eine visuelle Bewertung von kolloiddispersen Materialien bedarf es zur 
Charakterisierung besonders anspruchsvoller Bestimmungsmethoden. 
Kolloiddisperse Einheiten lassen sich nämlich nur schwer über den 
lichtmikroskopischen Nachweis abbilden. Die Ursache liegt im sogenannten Abbe-
Limit, einer natürlichen Auflösungsgrenze, wie Gl. (6) zeigt [104]. 

 (6) 

Die maximal wahrnehmbare Größe eines Partikels beträgt beispielhaft für das 
menschliche Auge bei violettem L  = 380 nm) nach dem Abbe-Limit mit einer 

 = 1,5 (n =  = Akzeptanzwinkel) 
einen Durchmesser dAbbe von 0,127 m. Kolloiddisperse Materialien mit ihrem 
kleinsten Partikeldurchmesser um dV = 0,100 m könnten in der Folge mit maximal 
0,79 Bildpunkten abgebildet werden. Dies reicht für eine umfassende 
Charakterisierung einzelner Primärpartikeln nicht aus. Hiermit sind allenfalls größere 
Agglomerate nachzuweisen. Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Methode ist 
man dagegen in der Lage, strukturelle Gebilde mit einer Auflösung bis zu  
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dV = 10-4 m abzubilden [105]. Dieser Ansatz zur Visualisierung bietet damit eine um 
den Faktor 1000 höhere Auflösung als die Lichtmikroskopie. Es lassen sich 
hochaufgelöste Bilder von kolloiddispersen Materialien der Größe dV = 0,100 m mit 
etwa 1000 Bildpunkten darstellen. 

 Klassifikation therapeutisch wirksamer Formulierungen 

Mit der Darlegung unterschiedlich vorkommender Spezies an kolloiddispersen 
Materialien müssen diese im Hinblick auf die Verwendung zu therapeutischen 
Zwecken bestimmte strategische Anforderungen erfüllen. Die Gruppe der 
Nanopartikeln (0,001  dV  0,100 m) besitzt kleine apparente Partikeldurchmesser 
mit großer Brownscher Molekularbewegung (Diffusionskoeffizient DH2O/20°C von 
4,29 - 429,41 m2 s-1), die tief in Gewebe von lebenden Zellen eindringen können 
[58]. Jedes Partikel trägt aber nur einen vergleichsweise geringen Anteil an Wirkstoff 
mit sich, so dass die Wirkung pro Teilchen nur sehr gering ist. Bei der Betrachtung 
sehr grobdisperser Materialien (dV > 1,000 m) trägt jedes Partikel andererseits eine 
relativ große Menge an Wirkstoff mit sich, jedoch besitzen sie nur eine geringe 
Brownsche Molekularbewegung (DH2O/20°C  0,43 m2 s-1) und können durch ihre 
Partikelgröße allenfalls nur über aktive Internalisation die Barriere einer Zellwand 
überwinden [106]. Um nun einen geeigneten Bereich identifizieren zu können, ist es 
notwendig, sich das Oberfläche-zu-Volumen-Verhältnis (S/V) über den 
Größenverlauf der Partikeln genauer zu betrachten. Dies soll modellhaft an einem 
sphärischen Gebilde veranschaulicht werden. Gl. (7) zeigt, dass bei einer Kugel die 
Zunahme des Durchmessers d sich umgekehrt proportional auf das S/V-Verhältnis 
auswirkt.  

 (7) 

Für Nanopartikeln bedeutet das S/V-Werte zwischen 60 und 6.000 m-1, also eine 
sehr hohe Grenzflächenaktivität. Bei grob dispersen Materialien werden dagegen nur 
maximale S/V-Werte von 6 m-1 erreicht. Tatsächlich scheint ein S/V-Verhältnis 
zwischen 6 und 60 m-1 der ideale Kompromiss für therapeutisch anwendbare 
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Partikeln darzustellen. Diese sind auf der einen Seite klein genug, um passiv in 
Gewebe und Zellen zu penetrieren [106], andererseits führen sie ausreichende 
Mengen an Wirkstoff mit sich, um eine hohe Wirkung am Entzündungsherd 
auszulösen. Die Unterteilung hilft bei der Einschätzung der potentiellen Wirksamkeit 
von Wirkstoffformulierung, da innerhalb jedes kolloiddispersen Systems immer ein 
Gleichgewicht aus Primärpartikeln und idealerweise Agglomeraten besteht. Eine 
hochwirksame Formulierung zeichnet sich hauptsächlich durch einen hohen Anteil 
vorliegender Primärpartikeln aus. Obwohl Agglomerate grobdisperse Kolloide 
darstellen, können diese trotzdem durch die reversible Abgabe von Primärpartikeln 
zu einer hohen Wirksamkeit führen, wohingegen grobdisperse Aggregate dazu nicht 
befähigt sind. Auf Basis der gesteuerten Entwicklung ist es idealerweise möglich, die 
physiko-chemischen Eigenschaften der Formulierungen von Beginn an gezielt zu 
beeinflussen, so dass diese eine potentiell hohe Wirksamkeit der Formulierung 
bereitstellt. 

 Therapeutische Ansätze mit kolloiddispersen 
Wirkstoffformulierungen  

Die Weiterentwicklungen in der Herstellung von Wirkstoff-beladenen 
Transportsystemen und die Aufklärung bestimmter physiko-chemischer sowie 
physiologischer Mechanismen in den letzten Jahren hat ein stetiges Interesse für 
innovative Ansatzmöglichkeiten in der Medizin geweckt [107]. Besonders bei noch 
heute schwer zu therapierenden Krankheitsformen gibt es Bestrebungen, neue 
Strategien zu entwickeln, um diese zukünftig besser behandeln zu können. Dabei 
spielt der Einsatz kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen eine besonders 
vielversprechende Rolle. Wirkstoffe, die in kolloiddispersen Formulierungen bereits 
integriert werden sind Doxorubicin [108, 109] und Paclitaxel [110 112]. Beide werden 
als Zytostatika zur Behandlung unterschiedlicher Krebserkrankungen eingesetzt 
[113]. Neben ihrer erfolgsversprechenden Wirkung besitzen diese Wirksubstanzen 
aber auch gleichzeitig eine starke Toxizität gegenüber gesunden Zellen. Das macht 
es zwangsläufig notwendig, Strategien zu einem gezielten Transport der Wirkstoffe 
zu entwickeln. Mit der Verkapselung in kolloiddisperse Transportsysteme scheint 
dabei eine wirkungsvolle Lösung gefunden worden zu sein [114]. Die Folgen sind ein 
signifikant starker Anstieg der Wirksamkeit am Entzündungsherd und die 
gleichzeitige Reduktion von Nebenwirkungen an gesunden Zellen.  
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Neben der Entwicklung der kolloiddispersen Zytostatika-Formulierungen gibt es auch 
ein besonderes Interesse an der Entwicklung von Wirkstoffformulierungen, die gegen 
metabolische Dysfunktionen eingesetzt werden können [115]. Dysfunktionen 
entstehen in der Regel durch die Verkettung einzelner Fehlfunktionen, die in ihrer 
Summe bestimmte Krankheitsformen auslösen können [116 124]. Beispielhaft soll 
das Phänomen des oxidativen Stresses diskutiert werden. Hier entsteht durch die 
Verkettung einer ganzen Vielzahl unterschiedlicher Faktoren in einer Zelle ein 
Übermaß an ROS [125]. Chemisch betrachtet gehören diese zu einer Gruppe 
hochreaktiver Radikale, die unkontrolliert verschiedene Zellschädigungen in einer 
lebenden Zelle verursachen können [119]. Andererseits gehören diese freien 
Radikale aber auch zu den essentiellen Bestandteilen im Stoffwechsel und der 
Signaltransduktion, weswegen ihnen ein ambivalenter Charakter in lebenden 
Organismen zugeschrieben werden muss [52]. In der Folge eines Übermaßes an 
freien Radikalen können sich unterschiedlichste Krankheitsformen entwickeln [126
128]. Es konnte nachgewiesen werden, dass mit der Reduktion von ROS die 
Wahrscheinlichkeit eines Ausbruchs von Dysfunktionen signifikant reduziert werden 
kann [129]. Humane Zellen sind im bestimmten metabolischen Rahmen in der Lage, 
mit Hilfe vorhandener Puffersysteme und Radikalfänger das Übermaß an ROS zu 
kompensieren [125]. Diese können aber durch unterschiedliche Einflüsse negativ 
beeinflusst werden. Als besonders vielversprechende Strategie soll in der 
vorliegenden Arbeit die unterstützende Wirkung von extrinsisch zugeführten 
Radikalfängern, wie dem Ubichinon, bei Ausbruch von oxidativem Stress eingehend 
untersucht werden. 

Mit Ubichinon als körpereigener Radikalfänger liegt eine Substanz vor, mit der ROS-
Formen selektiv umgewandelt werden können [130]. Ubichinon ist ein stark lipophiles 
Molekül, das eine prominente Rolle bei der Zellatmung in humanen Zellen besitzt 
[18]. Als hauptverantwortliche Komponente im Q-Zyklus (engl. Quinone cycle) steuert 
das transmembrane Ubichinon über Ein-Elektronen-Redoxvorgänge den Aufbau des 
Protonengradienten im Intermembranraum der Mitochondrien [131]. Dieser Schritt ist 
essentiell für die Bildung des Energieträgers Adenosintriphosphat (ATP). Aufgrund 
seines chemischen Aufbaus, Abb. 10, besitzt das Ubichinon darüber hinaus die 
Möglichkeit, reaktive Radikale über die Reduktion zu Ubichinol zu neutralisieren. 
Diese Eigenschaft macht das Ubichinon zu einem vielversprechenden natürlichem 
Wirkstoff, der gezielt bei übermäßiger Präsenz von ROS in einer Zelle gegen diese 
eingesetzt werden kann [131 137]. 
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Abb. 10. Struktureller Aufbau von Ubichinon (Coenzym Q10). 

Im Gegensatz dazu ist die Bereitstellung einer wirkungsvollen Darreichungsform von 
Ubichinon eine besondere Herausforderung. Aufgrund seines langkettigen 
isoprenoiden Schwanzes ist die Wirkkomponente vollständig unlöslich in Wasser. Um 
den Wirkstoff aber dennoch in eine bioverfügbare Darreichungsform zu überführen, 
stellen kolloiddisperse Wirkstoffformulierungen als Transportsysteme ein probates 
Mittel dar. Als praktikables Verfahren zur Überführung des Ubichinons in eine 
kolloiddisperse Form hat sich der Prozess einer Hochdruckhomogenisation erwiesen 
[23]. Abb. 11 zeigt schematisch den Umsetzungsprozess.  

 

Abb. 11. Schematische Darstellung eines Hochdruckhomogenisationsverfahrens zur Herstellung 
kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen [138]. 
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Hier wird eine prä-dispergierte Emulsion durch ein Homogenisierventil mit einem 
Druck von bis zu 2000 bar gepresst. In der Folge der eintretenden Kavitation werden 
die emulsiven Tröpfchen zu signifikant kleineren Einheiten zerkleinert [139]. Aus dem 
Umsetzungsprozess mit Ubichinon erhält man schließlich kolloiddisperse Ubichinon-
Formulierungen, die die Eigenschaft einer unterkühlten Schmelze besitzen [140]. 

2.2 Maßgeschneiderte Entwicklung von biopolymeren 
Amphiphilen 

Die grundlegende Voraussetzung für therapeutisch anwendbare Materialien ist stark 
bestimmt durch deren Biokompatibilität [1]. Basierend auf der proteinähnlichen 
Spaltung von Säureamid-Bindungen sind daher fermentativ erzeugte und chemisch 
hergestellte Biopolymere von besonderem Interesse. Zur Gruppe der fermentativ 
erzeugten Biopolymere gehören insbesondere Chitosan, A -PGA [141
144]. Diese bilden die Grundlage zur Gestaltung von Transportsystemen durch die 
Verkapselung von Wirkstoffen [142 144]. Besonders -PGA mit seinem negativen -
Potential besitzt Eigenschaften, die zu einer erhöhten Zellpenetration führen [145]. 
Mit dem Stamm Bacillus licheniformis können quantitativ große Mengen von bis zu 
29 g L-1 des hochmolekularen Biopolymers hergestellt werden [15]. Mit der 
kovalenten Kopplung weiterer Substanzen in das polymere Grundgerüst sind so 
grenzflächenaktive Amphiphile zugänglich, die in dieser Arbeit wiederum die Basis 
für die Herstellung von kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen darstellen. 

 Biotechnologische Herstellung von -PGA mit 
Bacillus licheniformis 

B. licheniformis ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes Bakterium. Der Stamm 
kann für viele biotechnologische Herstellungsprozesse genutzt werden. Neben der 

-PGA wird dieser auch zur Herstellung von Proteasen benutzt. Diese 
werden in der Waschmittelindustrie als Detergentien eingesetzt [146]. Es ist bekannt, 
dass Bacillus licheniformis -PGA bei 
einer Umgebungstemperatur von 37°C selektiv in den extrazellulären Raum sekretiert 
[147], was während der Prozessführung ideal genutzt werden kann. Somit müssen 
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Zellen nicht aufgespalten werden, um das Produkt zu isolieren. Darüber hinaus ist in 
den letzten J -PGA-Herstellung 
unternommen worden [148 150]. Als optimales Kultivierungsmedium hat sich 
besonders das sogenannte Medium E erwiesen [151]. Dieses Minimalmedium enthält 
mit den drei Hauptbestandteilen Glycerin (80 g L-1), Citrat (12 g L-1) und L-Glutamat 
(20 g L-1), inklusive einer festgelegten Zusammensetzung von essentiellen 
Supplementen, die notwendigen Komponenten zur Glutamat-abhängigen Produktion 

-PGA [15].  

Die anschließende Produktaufreinigung kann für einen biotechnologischen Prozess 
bis zu 60 % der gesamten Produktionskosten ausmachen [152]. Das liegt an den zum 
Teil aufwändigen Prozessen, mit denen das Produkt von den restlichen Substanzen 
separiert werden muss. Daher ist es von besonderer Bedeutung, eine effiziente 
Aufreinigungsmethode zu entwickeln, mit der ein qualitativ hochwertiges Produkt in 
großen Mengen isoliert werden kann. Die Effizienz zeichnet sich dabei primär durch 
die anteilige Rückgewinnung und die Reinheit des Produktes aus. Im Allgemeinen 
gibt es für die Separation von -PGA aus einer Kultivierungsbrühe drei 
unterschiedliche Strategien [142]. Die Fällung des Biopolymers durch Zugabe von 
Alkohol (Ethanol, Methanol oder Isopropanol) stellt wohl die bekannteste Form dar 
[13]. Basierend auf dem poly-anionisch -PGA wurden 
entsprechend Strategien zur Separation aus einer Kultivierungsbrühe entwickelt. 
Umfangreiche Untersuchungen zeigen den Erfolg durch Ausfällung mittels 
bestimmter Metall-Kationen. Dazu gehören Cu2+, Al3+, Cr3+ und Fe3+ [153]. Sowohl 
die Optimierungen in der Prozessführung, als auch die Festlegung auf das divalente 
Kupfer-(II)-Kation als Fällungsmittel führen zu einer nahezu selektiven Ausfällung 
eines Cu2+ -PGA-Komplexes aus dem Kultivierungsmedium [13]. Daneben wurde in 
dieser Arbeit untersucht, inwieweit eine kontinuierliche Abtrennung von 

-PGA während einer Kultivierung mit der Nutzung von 
Querstromfiltrationseinheiten realisiert werden kann. 

 -PGA 

Um aus dem isolierten poly-anionischem -PGA ein grenzflächenaktives Amphiphil 
zu formen, muss eine Komponente kovalent in das Grundgerüst integriert werden, 
die stark lipophile Eigenschaften aufweist. Auf Basis der Nutzung von Komponenten 
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natürlichen Ursprungs bieten sich lipophile Aminosäuren oder deren Derivate wie 
beispielsweise der L-Tryptophanethylester (L-TrpE) an. Sein aromatisches 
Indolgerüst kann zur Fluoreszenz angeregt werden, womit quantitative Informationen 
über den Kopplungsgrad erhalten werden können [154]. Mit dem Kopplungsgrad 
wiederum lässt sich dem Amphiphil einen charakteristischen HLB-Wert zuordnen 
[58]. Hierüber lassen sich bestimmte physiko-chemische Merkmale ableiten. Gl. (8) 
zeigt wie sich der HLB-Wert errechnet.  

 (8) 

Dieser setzt sich aus den molaren Verhältnis der hydrophilen (ML) und hydrophoben 
(MH) Anteile innerhalb eines Amphiphils zusammen [58]. Für die in dieser Arbeit 
angestrebte Anwendung besitzen die eingesetzten Amphiphile idealerweise 
Eigenschaften, mit denen vorzugsweise o/w-Emulsionen ausgebildet werden. o/w-
Emulgatoren umschließen einen lipophilen Kern und schirmen diesen gegenüber der 
wässrigen Phase dauerhaft ab. Tab. 2 zeigt, dass Amphiphile mit einem HLB-Wert 
von 8  HLB  18 diesen Anforderungen entsprechen. 

Tab. 2. Differenzierung unterschiedlicher HLB-Werte nach [58]. 

HLB-Wert (-) Bezeichnung Charakter  

1 - 3 Antischaummittel Lipophil 

3 - 6 w/o-Emulgatoren Lipophil 

8 - 18 o/w-Emulgatoren Hydrophil 

Über chemische Kondensation mit einem wasserlöslichen Carbodiimid-Crosslinker 
wie beispielsweise 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ist es 
möglich, stöchiometrisch das lipophile Derivat an die funktionalen Carboxylgruppen 

-PGAs kovalent zu binden [92], Abb. 12. 
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Abb. 12. Darstellung einer Kondensationsreaktion zu einem Säureamid mit dem Crosslinker EDC. 

Das daraus gebildete Kammpolymer bildet nunmehr durch den gebildeten 
amphiphilen Charakter, der zum einen durch das lipophile Aminosäurederivat L-TrpE 
und zum anderen durch freie Carboxylgruppen hervorgerufen wird, 
Assoziationskolloide in wässriger Umgebung aus [155], Abb. 13.  

 

Abb. 13. Schematisiertes physiko-chemisches Verhalten von Makromolekülen mit amphiphilen Eigenschaften 
in wässriger Umgebung. 

Mit der spontan erzwungenen Selbstaggregation zu Assoziationskolloiden können 
diese nun effizient eine hydrophobe Komponente wie beispielsweise Ubichinon im 
Kern verkapseln und dabei gleichzeitig ein stabiles kolloiddisperses System 
langfristig aufrechterhalten [66, 156, 157]. 
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 Fluoreszenz-basierte Bestimmung des Kopplungsgrades 

Die Kopplung des Aminosäurederivates L-TrpE besitzt neben seinen stark lipophilen 
Eigenschaften auch die spektroskopische Fähigkeit, bei einer charakteristischen 
Anregung mit Ex = 285 nm -
Elektronensystem im Indolgerüst zurückzuführen ist [154]. Das fluoreszierende 
Signal kann hier gezielt zur quantitativen Bestimmung des lipophilen Anteils von L-
TrpE im Kammpolymer genutzt werden. Insgesamt hat die Anwendungsbreite der 
Fluoreszenz innerhalb der letzten Jahre stark an Bedeutung bei der Aufklärung 
biologischer Fragestellungen gewonnen [158]. Neben der Fluoreszenzspektroskopie 
und der zeitaufgelösten Fluoreszenz rücken heute verstärkt das Monitoring über 
Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) und die Aufklärung physiologischer 
Vorgänge auf molekularer Ebene in den Vordergrund [104, 159 162].  

Aufgrund ihrer besonderen Bedeutung soll grundlegend im Folgenden näher auf das 
Phänomen der Fluoreszenz eingegangen werden. Die Fluoreszenz, die 
Chemilumineszenz und Phosphoreszenz gehören zu einer Gruppe natürlicher 
Phänomene, die Bestandteil der übergeordneten Lumineszenz sind. Die Ursache 
aller lumineszierenden Effekte hat stets gleichen Charakter. Besonders oft treten 

-Elektronensystemen auf. Hier 
kann elektromagnetische Strahlung mit geringer Energie ein spin-gepaartes Elektron 
vom energetischen Grundzustand S0 in einen Zustand höherer Energie S1 oder S2 
anregen. Jedes Energieniveau besitzt darüber hinaus weitere vibronische 
Energieniveaus, die von den Elektronen besetzt werden können. Diese sind durch 
weitere Nummerierungen (n = Abb. 14 zeigt schematisch 
die elektronischen Übergänge von Absorption und anschließender Emission in einem 
Jablonski-Diagramm.  
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Abb. 14. Jablonski-Diagramm zur Darstellung der Übergänge von Valenzelektronen in energetische 
Anregungszustände [158]. 

Die Übergänge der Elektronen auf die unterschiedlichen Energieniveaus sind als 
vertikale Linie gekennzeichnet. Nach dem Franck-Codon-Prinzip finden die 
elektronischen Übergänge in einem Zeitintervall von 10-15 s statt. Dieser Vorgang ist 
bedeutend schneller als der einer Kernschwingungsperiode mit 10-13 s, was auf die 
geringe Masse der Elektronen zurückgeführt werden kann. In der Folge bleiben die 
Abstände der Kerne in einem Molekül nahezu gleich, nur der Übergang von 
Elektronen vom Grundzustand in ein energetisch höheres Niveau kann beobachtet 
werden. Lumineszierende Anregung ist ausschließlich auf die Wechselwirkung mit 
elektromagnetischer Strahlung (Photonen) zurückzuführen. Im Gegensatz dazu ist 
eine thermische Anregung energetisch zu schwach, um die vibronischen 
Energieniveaus angeregter Zustände zu erschließen. In der Regel werden durch eine 
lichtinduzierte Anregung während der Absorption vibronische Energieniveaus (n  1) 
der angeregten Zustände S1 und S2 von Elektronen besiedelt. In der Folge einer 
Gleichgewichtsstabilisation entspannen sich die Elektronen auf die niedrigsten 
Energieniveaus der angeregten Zustände. Dieser Vorgang wird als innere 
Umwandlung bezeichnet. Die Dauer beträgt weniger als 10-12 s und ist damit 
schneller als der der folgenden Emission mit 10-8 s. Die Absenkung der 
Energieniveaus des angeregten Zustands auf den Grundzustand erfolgt mit der 
Abgabe einer elektromagnetischen Strahlung, die um den Anteil des verbrauchten 
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Energiebetrages innerhalb der vibronischen Übergänge kleiner ist. Dies resultiert in 
einer Emission geringerer Energie, der Fluoreszenz. Beschrieben wurde dieses 
Phänomen erstmals 1852 von dem irischen Wissenschaftler Sir George G. Stokes 
und ist seither als die Stokes-Verschiebung bekannt [158]. Durch das ähnliche Abbild 
der Energieniveaus und ihrer vibronischen Struktur unterscheiden sich die Spektren 
von Absorption und Emission in ihrem charakteristischen Abbild nur in ihrem 
differenziellen Energiebetrag. Das Emissionsspektrum ist zudem unabhängig von der 
energetischen Anregung, da alle besetzten vibronischen Energieniveaus der 
angeregten Zustände innerhalb von 10-12 s in das niedrigste Energieniveau 
übergehen, ehe nach 10-8 s die Strahlung über Emission wieder abgegeben werden. 
Diese Eigenschaft wird durch das Gesetz von Kasha beschrieben. Neben der inneren 
Umwandlung ist auch ein sogenanntes intersystem crossing bei der Anregung eines 
Elektrons im Fluorophor möglich. Dies kennzeichnet die Phosphoreszenz, die hier 
aber nur der Vollständigkeit halber erwähnt wird, da dieser Effekt im Zusammenhang 
dieser Arbeit nicht auftritt. 

 Glykosilierung von Poly(- -GA-r-L-TrpE) 

Nach einer erfolgreichen Umsetzung von -PGA zu dem amphiphilen Poly(- -GA-r-
L-TrpE) sollen in dieser Arbeit dem Biopolymer-Derivat weitere Eigenschaften 
übertragen werden. Im Hinblick auf die Stabilisierung von kolloiddispersen Partikeln 
unter physiologischen Bedingungen und der Erhöhung einer Penetration lebender 
Zellen ist der Einbau von Saccharid-basierten Komponenten ein vielversprechender 
Ansatz [163]. Eine Komponente, die potentiell diese Eigenschaft mit sich bringt, stellt 
in der vorliegenden Arbeit das tri-aminoglykosidische Kanamycin dar, Abb. 15.  

 

Abb. 15. Struktureller Aufbau von Kanamycin. 

Durch seinen molekularen Aufbau, bestehend aus drei Aminozuckereinheiten, 
scheint die Substanz ein geeignetes Agens zur sterischen Abschirmung in einer 
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kolloiddispersen Wirkstoffformulierung zu sein. Durch unspezifische Veresterung 
eines der primären Amine an die funktionalen Carboxylgruppen entsteht via EDC-
Kopplung das Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin). Die Aminozuckerbausteine bilden 
eine starke Solvathülle aus, die zu einer sterischen Stabilisierung der Primärpartikeln 
führen soll. Der Einbau von Saccharid-basierten Komponenten in das Poly(- -GA-r-
L-TrpE)-Gerüst ist neben der veränderten physiko-chemischen Eigenschaften auch 
wegen seiner physiologischen Wechselwirkungen auf Zelloberflächen von 
besonderem Interesse. Glykosilierungsmuster auf Partikeloberflächen können die 
Aufnahme in lebende Zellen stark erhöhen [163]. 

2.3 In vitro-Untersuchungen mit dem Modellorganismus 
S. cerevisiae 

Zur Aufklärung der Wirksamkeit von kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen auf 
lebende Zellen scheint die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae für in vitro-
Untersuchungen ein geeignetes biologisches System darzustellen [164]. Die starke 
Ähnlichkeit von Metabolismus und Aufbau gegenüber humanen Zellen bildet dabei 
eine wesentliche Grundlage, die einen direkten Vergleich aus 
Untersuchungsergebnissen zulassen [18]. Speziell bei Untersuchungen von 
oxidativem Stress zeigt die Hefezelle nahezu identische Schutzstrategien auf, wie sie 
auch bei humanen Zellen zu beobachten sind [165]. Das kann dazu genutzt werden, 
um in nicht-klinischen Voruntersuchungen die Wirksamkeit einzelner 
Wirkstoffformulierungen nachzuweisen und gegebenenfalls die Formulierungen in 
einem iterativen Entwicklungsprozess zu verbessern. Aufgrund der hohen 
Wachstumsraten und der gleichbleibenden metabolischen Aktivität während einer 
Kultivierung besitzt die Hefezelle darüber hinaus Eigenschaften, die 
bioverfahrenstechnisch zur Ermittlung von reproduzierbaren und zuverlässigen 
Informationen vorteilhaft genutzt werden können [166]. 

 Morphologische Formen von S. cerevisiae N34 

Die Vielzahl an morphologischen Formen, die eine Hefezelle annehmen kann, setzt 
ein grundlegendes Verständnis für dieses biologische System voraus, um gezielt 
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einen bestimmten Typ unter konstanten Kultivierungsbedingungen dauerhaft 
vorliegen zu haben. Dies wiederum ist Voraussetzung für die Validität und 
Reproduzierbarkeit des gesamten Screening-Systems bei den angestrebten in vitro-
Untersuchungen. Abb. 16 zeigt den grundsätzlichen Ablauf der Zellteilung beim 
Hefestamm S. cerevisiae N34 [18].  

 

Abb. 16. Schematische Abbildung der charakteristischen Teilungsprozesse von S. cerevisiae [18]. 

Unmittelbar nach der Teilung einer Knospenzelle befindet sich die abgeschnürte 
Tochterzelle in der Interphase. Hier durchlaufen die Zellen bis zum Einleiten der 
Mitose einige charakteristische Entwicklungsschritte. Nach Abschnürung einer 
Tochterzelle beginnt die postmitotische G1-Phase. Die Zelle wächst dabei bis zu 
einer bestimmten Zellgröße. Der durchschnittliche Feret-Durchmesser dFe des 
Stammes S. cerevisiae N34 beträgt 5,7 ± 0,7 m und hat ein mittleres Aspekt-
Verhältnis von 1,2 ± 0,2. Hefezellen sind daher bekannt für ihre leicht ellipsoide Form 
[167]. Nach Erreichen dieser Größe geht die Zelle in die sogenannte S-Phase über. 
Diese ist vorwiegend durch die vollständige Replikation der DNA-Bausteine geprägt. 
Daneben beginnt die Hefezelle eine Knospe an ihrer Zellwand auszubilden, indem 
ein Chitinring auf der Oberfläche platziert wird und sich daraus die hantelförmige 
Knospenzelle entwickelt. Über den Verlauf ist ein Wechsel von polarisiertem zu 
isotropem Knospenzellwachstum zu beobachten, was in der Folge zu etwa gleich 
großen Zellteilen führt. Im weiteren Verlauf der Interphase, der sogenannten G2-
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Phase, findet nochmals eine Prüfung nach Aufteilung der unterschiedlichen 
Zellkompartimente statt, ehe mit der Mitose, der sogenannten M-Phase, die 
Zellteilung eingeleitet wird. Nach Teilung der Knospenzelle in Mutter- und 
Tochterzelle wiederholen sich die Vorgänge zyklisch. Humane Zellen durchlaufen 
einen kompletten Zyklus in etwa 24 h, der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae im 
Schnitt ungefähr 1,5 h [168]. Abhängig von dem umgebenden Nahrungsangebot 
kann eine Hefezelle sowohl haploid, als auch diploid vorliegen. Beide Formen sind in 
der Lage, sich durch wiederholende Zyklen über ein vegetatives Wachstum aber auch 
über Mitose zu vermehren. Abb. 17 stellt einen ganzheitlichen Zusammenhang der 
unterschiedlichen Proliferationsvorgänge von S. cerevisiae dar. Diploide Zellen 
besitzen unter limitierenden Substratbedingungen einen Überlebensmechanismus, 
bei dem sich eine diploide Zelle über Meiose in eine Spore, dem Ascus, mit vier 
haploiden Zellen umwandelt. Der Ascus besitzt eine größere Resistenz gegenüber 
äußeren Einflüssen als Hefezellen während der stationären Phase. Bei Zufütterung 
einer Kohlenstoffquelle teilt sich der Ascus in vier haploide Zellen. Diese haploiden 
Hefezellen mit einfachem Chromosomensatz treten in der Regel in den zwei 
unterschiedlichen Paarungstypen, dem Typ a und Typ , auf. Jeder Typ bildet ein 
eigenes Pheromon, entweder den a- -Faktor, welcher spezifisch auf einen 
Rezeptor des anderen Paarungstyps bindet. Die Bindung am Rezeptor bewirkt in 
erster Linie ein Verweilen der Zellen in der G1-Phase, was die Proliferation erst mal 
einstellt. In der Folge beginnen sich Protuberanzen an den Hefezellen auszubilden 
und sich gegeneinander auszurichten. Diese besondere Gestalt einer Hefezelle wird 
als shmoo bezeichnet. Bei ausreichendem Kontakt fangen die Zellen an miteinander 
zu fusionieren, um wieder eine diploide Hefezelle mit doppeltem Chromosomensatz 
auszubilden. Somit können bei einer nicht-Kohlenstoff-limitierten Kultivierung von 
Hefen ausschließlich diploide Zellen im Kultivierungsmedium beobachtet werden, die 
sich ausschließlich über mitotische Teilung vermehren. Ein weiteres Charakteristikum 
in der Gestalt von Hefezellen ist die Ausbildung von Pseudohyphen und haploiden 
Filamenten. Es wird vermutet, dass diese Gestalt die Suche nach Nahrungsquellen 
außerhalb der residierenden Kolonie erlaubt. Zudem ist die Hefe befähigt Biofilme 
auszubilden [169]. Hier zeigt sich trotz der vielen Gemeinsamkeiten zu humanen 
Zellen ein signifikanter Unterschied während der Teilungsprozesse einer Hefezelle. 
Auf der einen Seite teilen sich humane Zellen gleichermaßen in zwei identische 
Zellen, bei denen beide anschließend die gleiche metabolische Aktivität aufweisen. 
Auf der anderen Seite schnürt eine Mutterzelle bei der Hefe während ihres 
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Lebenszyklus eine weitaus größere Anzahl an Tochterzellen ab, die zu Beginn ihrer 
G1-Phase eine metabolische Aktivität einer neugeborenen Zelle aufweist [167, 170]. 
Erst nach einer Abschnürung von über zehn Tochterzellen weisen diese eine 
geringere metabolische Aktivität auf, die der Mutterzelle entspricht. Dieses Verhalten 
kann bei in vitro-Untersuchung von Wirkstoffen statistisch ausgenutzt werden, da bei 
der Vermessung einer Kultivierungsbrühe ein Signal von einer großen Vielzahl an 
Hefezellen aufgenommen werden kann. 

 

Abb. 17. Schematische Darstellung der morphologischen Formen von S. cerevisiae [18]. 
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 Untersuchungen zum Wachstum und Größenverteilung an 
Hefezellen 

Inline-Technologien erleichtern die stetige Kontrolle von Zustandsgrößen durch die 
Bereitstellung einer Echtzeitverfolgung während eines Prozesses. Gleiches gilt für 
die Überwachung des Hefewachstums in einem Bioreaktor [171]. Als integraler 
Bestandteil einer partikelmessenden Technologie bietet das sogenannte Focused 
Beam Reflectance Measurement (FBRM) die Möglichkeit, in situ-Informationen über 
die Partikelanzahl sowie die Partikelgrößenverteilung einer Hefekultur in Echtzeit 
aufzulösen [19]. Das erleichtert den Nachweis konstant vorherrschender 
Bedingungen im Bioreaktor, was die Technologie damit zu einer 
Schlüsseltechnologie für Prozessführungen unter stationären Bedingungen macht. 
Nur die Aufrechterhaltung einer konstanten Biomasse über den gesamten 
Messverlauf schafft die Voraussetzung zum Erhalt von reproduzierbaren 
Ergebnissen bei in vitro-Untersuchungen.  

Vor Beginn eines Kultivierungsprozesses wird eine FBRM-Sonde in den Bioreaktor 
eingesetzt. Ein Laserstrahl wird durch einen Strahlteiler geleitet, der auf eine 
rotierende Optik trifft. Hinter der Optik wird der Laserstrahl dann an einer Linse 
fokussiert, der in der Folge mit einer Geschwindigkeit von 2 m s-1 kreisförmig rotiert. 
Trifft der Laserstrahl auf heterogene Materialien wie Hefezellen, so wird dieser 
reflektiert und nachfolgend mit einem Detektor aufgenommen. Jede Sekunde werden 
mehr als 103 partikuläre Sehnenlängen detektiert, aus denen die Anzahl von Partikeln 
sowie deren Größenverteilung in Echtzeit bestimmt werden kann. Über den Verlauf 
der Messung lassen sich so zeitabhängige Veränderungen identifizieren. Bei einer 
Kultivierung von Hefezellen im Bioreaktor sind das die Verfolgung der 
Wachstumskurve sowie die Bildung von Zellaggregaten unter Kohlenstoff-
limitierenden Bedingungen. Dieses Prinzip wird gegenwärtig bei 
Kristallisationsverfahren als Kontrollorgan standardisiert angewandt [172 174]. Bei 
der Verfolgung von Wachstumsverläufen bei submersen Mikroorganismen allerdings 
berichten nur wenige wissenschaftliche Arbeiten den Einsatz dieser FBRM-Methode 
[101]. 
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 Gefahrpotentiale von ROS  

Das Interesse an dem Verständnis um das Altern von Zellen rückt spätestens seit der 
Zeit, in der Menschen immer älter werden, mehr und mehr in den Fokus der 
Forschung. Das damit oft in Verbindung gebrachte Auftreten von ROS besitzt dabei 
eine elementare Bedeutung [133]. Einerseits sind sie integraler Bestandteil der 
Zellatmung, durch die große Energiemengen in Form von ATP über die Umwandlung 
von Sauerstoff zu Wasser erzeugt werden. Andererseits treten durch die stufenweise 
Oxidation des Sauerstoffs zu Wasser reaktive Radikalformen wie das Superoxid-
Radikal, das Wasserstoffperoxid und das Hydroxyl-Radikal auf, die bei einer 
Entkopplung ihrer eigentlichen Funktion zellschädigende wie auch apoptotische 
Wirkung aufweisen [128]. Zur Verdeutlichung zeigt Abb. 18 die Redoxpotentiale aller 
ROS-Formen aufgetragen als Funktion ihrer Halbwertszeit.  

 

Abb. 18. Darstellung der unterschiedlichen Redoxpotentiale von ROS gegenüber deren Halbwertszeit: (1) 
E0 = (O2/O2- )= - 0,33 V, (2) E0 = (O2- /H2O2)= + 0,89 V, (3) E0 = (H2O2/H2O,OH  = + 0,38 V, (4) 
E0 = (H2O,OH /H2O) = + 2,32 V [137]. 

Es fällt auf, dass insbesondere die ungeradzahligen Elektronenzustände beim 
Superoxid- und Hydroxyl-Radikal zu einer vergleichbar starken Reaktivität dieser 
ROS-Formen führt. Neben den potentiellen Schäden intrinsischer Faktoren können 
zudem extrinsische Faktoren wie chemische Reagenzien, elektromagnetische 
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Strahlung oder auch Metalle oxidative Schäden durch ROS um ein Vielfaches 
verstärken [175]. Aktuelle Untersuchungen berichten sogar von der Korrelation der 
übermäßigen Bildung von ROS durch metallische Nanopartikel-Formulierungen [127, 
176, 177]. Aufgrund des hohen Redoxpotentials der ROS liegt hier der Vergleich 
nahe, dass diese auch einen direkten Einfluss auf metabolische Stoffwechselwege 
besitzen und in der Folge die Lebensfähigkeit und -dauer von Zellen negativ 
beeinträchtigen [178, 179]. Um sich dagegen zu schützen haben eukaryotische 
Lebewesen unterschiedliche Schutzsysteme gegen den damit in Verbindung 
gebrachten oxidativen Stress entwickelt [18, 125]. Einer davon umschreibt das 
Glutathion/Glutathiondisulfid (GSH/ GSSG)-Redox-Puffersystem [180]. Es stellt ein 
wichtiges Instrument für die kontinuierliche Umwandlung von reaktiven Radikalen in 
deren nicht-reaktive, vollständig oxidierte Form dar [181, 182]. Das Puffersystem wird 
darüber hinaus von einer Klasse kleiner Redoxproteine, den Thioredoxinen, 
unterstützt [134]. Weiterhin sind eukaryotische Zellen in der Lage, Enzyme wie die 
radikalumwandelnden Superoxid Dismutase (SOD) und die Katalase zu bilden [183]. 

 Gezielte Initiierung von oxidativen Stress 

Im Fokus dieser Arbeit steht der Einsatz des Azoesters Diamid, der stellvertretend für 
die kontrollierte Initiierung von oxidativem Stress steht [178]. Das thiol-oxidierende 
Agens wird bereits effizient bei vielen unterschiedlichen Organismen zu 
Untersuchungen von oxidativem Stress eingesetzt [184]. Diamid schaltet die 
Schutzsysteme des GSH/ GSSG-Puffersystems wie auch die Thioredoxine, durch 
spezifische Oxidation der Thiol-Gruppen aus. Dies verursacht in der Folge eine 
intrazelluläre Anreicherung von ROS in der Zelle. Bei Zugabe sehr hoher Diamid-
Konzentrationen werden zudem Thiol-Gruppen in Proteinen und Enzymen 
unspezifisch oxidiert, was in der Folge zum Zelltod führen kann [185].  

 Nachweis von oxidativem Stress mit S. cerevisiae N34 

Zur Betrachtung einer stressmindernden Wirkung von kolloiddispersen Ubichinon-
Wirkstoffformulierungen bei oxidativ gestressten Organismen eignet sich der 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae N34 [186]. Die chromosomale Modifikation 
ermöglicht eine Detektion von oxidativen Stress durch eine spezifisch erzeugte 
Fluoreszenz. Hefezellen besitzen eine Reihe von oxidationsresistenten Proteinen, die 
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gegenüber quantitativen Mengen von ROS sensitiv sind. Auf ähnliche Weise 
reagieren humane Zellen [120]. Viele von den oxidationsresistenten Proteinen 
werden als Teil der oxidationsresistenten Genfamilie OXR1 klassifiziert. 
Hefemutanten mit einer Deletion des OXR1-Gens zeigen eine erhöhte Sensitivität bei 
Zugabe von Wasserstoffperoxid [187]. Aufgrund seiner Schlüsselrolle bei oxidativen 
Stress wurde in den verwendeten Stamm, S. cerevisiae N34, ein GFP-kodierendes 
Gen in den Promotor des OXR1-Gens integriert, so dass bei seiner Genexpression 
neben der ROS-umwandelnden Enzyme das grün fluoreszierendes Protein (GFP) 
gebildet wird [186]. Abb. 19 zeigt den fluoreszierenden Teil des Fluorophors. GFP ist 
ein 26,9 kDa großes - -Fass, das in seinem inneren 
das Fluorophor positioniert hat [188, 189]. Die chemische Umwandlung, ausgehend 
von der Tripeptidsequenz Ser65-Tyr66-Gly67, bildet während der Faltung ein 

-Doppelbindungssystem aus. Über die chemischen 
Umwandlungsprozesse der Zyklisierung, Eliminierung und der Sauerstoff-basierten 
Oxidation entsteht ein aktives Fluorophor, welches bei Anregung von blauem Licht 
grün fluoresziert. GFP besitzt zwei charakteristische Absorptionsmaxima bei einer 
Anregung von Ex = 380 Ex = 475 nm [190]. Durch die energetisch starke 
Anregung bei Ex = 380 nm beobachtet man ein zeitverändertes 
Absorptionsspektrum des Proteins, wohingegen dies bei einer Anregung von 

Ex = 475 nm nicht der Fall ist. Unter diesen Bedingungen bleibt das Fluorophor 
fotostabil, was das GFP bei dieser Anregungswellenlänge zu einem geeigneten 
Material für Fluoreszenz-basierte Untersuchungen macht. 
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Abb. 19. Chemischer Umwandlungsprozess zum Fluorophor in GFP [158]. 
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3 Materialien und Methoden 

3.1 Biotechnologische Produktion von -PGA 

 Batch-Kultivierung von B. licheniformis 9945A* 

Der Stamm B. licheniformis 9945A wurde als gefriergetrocknete Probe von American 
Type Culture Collection (ATCC) erworben. Zu Beginn wurde der Stamm in einem 
50 mL-Schüttelkolben mit 6 mL Medium E reaktiviert. Die Zusammensetzung des 
Minimalmediums ist in Tab. 3 aufgelistet [191]. Bei einer Temperatur von 37 °C und 
einer Schüttelfrequenz von 200 min-1 wurde das Kultivierungsmedium mit 
B. licheniformis 9945A beimpft und für 24 h in einem Schüttelschrank inkubiert. Bei 
Erreichen einer Optischen Dichte von OD450nm = 36,5 wurde der Ansatz in einen 
250 mL-Schüttelkolben mit 50 mL Medium E überführt und unter gleichen 
Bedingungen für 18,5 h kultiviert. Bei Erreichen von OD450nm = 15,6 wurde eine 
Stammlösung mit je 1 mL Kultivierungsbrühe und Glycerin in jedem Kryo-Röhrchen 
hergestellt und mit flüssigem Stickstoff auf -196 °C schockgefroren und anschließend 
zur Lagerung in einem -96 °C Gefrierschrank aufbewahrt. 
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Tab. 3. Zusammensetzung von Medium E (pH 6,5) 

Kohlenstoff-/ Stickstoffquelle Konzentration (g L-1) 

L-Glutamat 20  

Glycerin 80  

Tri-natriumcitrat 16  

Ammoniumchlorid 7  

Supplemente Konzentration (g L-1) 

Di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) 0,5  

Eisen-(III)-chlorid Hexahydrat 
(FeCl3  6 H2O) 

 
0,04  

Kalziumchlorid Dihydrat (CaCl2  2 H2O) 0,15  

Magnesiumsulfat Heptahydrat 
(MgSO4  7 H2O) 

 
0,5  

Mangansulfat Monohydrat (MnSO4  H2O) 0,1  

Batch-Kultivierungen wurden in einem 3 L-Bioreaktor (BioFlo 110 Modular Benchtop 
Fermentor, New Brunswick Scientific Co., Inc., USA) mit einem Arbeitsvolumen von 
1,4 L durchgeführt. Sensoren zur Detektion von pH-Wert und dem 
Gelöstsauerstoffanteil (Mettler-Toledo, Columbus, OH, USA) waren im Bioreaktor 
integriert. Zudem waren Sonden zur Messung von Temperatur und zur Überwachung 
des Füllstandes im Bioreaktor integraler Bestandteil. Bei Überschreiten des 
Füllstandlevels beispielsweise durch Schaumbildung wurde automatisch ein 
Antischaummittel (Antifoam B Emulsion, Sigma-Aldrich, USA) hinzugegeben. Zum 
Erhalt eines ausreichenden Mischens bei 750 min-1 während der Kultivierung wurde 
ein Strombrecher mit einem zweifachen Sechs-Blatt Rushton-Rührer installiert. Die 
Luftzufuhr wurde über einen Gasverteiler mit 1 L L-1 min-1 sichergestellt. Die 
Temperatur wurde konstant mit einer Temperiereinheit auf 37 °C eingestellt. Der pH-
Wert wurde konstant auf pH = 6,5 über automatisches Zuführen von Säure 
(10 % (v/v) H2SO4) oder Base (2 M NaOH) über die Kultivierungsdauer eingehalten. 
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Bevor eine Kultivierung im Bioreaktor gestartet werden konnte wurde eine aktive 
Vorkultur von B. licheniformis in einem 500 mL-Schüttelkolben herangezogen. Dazu 
wurden 100 mL frisch autoklaviertes Medium E in dem Schüttelkolben vorgelegt. 
250 L der Stammlösung wurden nach Auftauen unter sterilen Bedingungen in den 
Schüttelkolben überführt und für etwa 24 h bei 37 °C und 200 min-1 kultiviert. Sobald 
die Optische Dichte den Wert OD450nm = 1,75 erreicht hatte, wurden 50 mL der 
Kultivierungsbrühe als Inokulum in den Bioreaktor zu 1,4 L Medium E gegeben. 
Regelmäßige Proben von ungefähr 30 bis 40 mL wurden dem Ansatz über die 
gesamte Dauer der Kultivierung zur weiteren Analyse entnommen. 

Um das Zellwachstum von B. licheniformis über die Dauer der Kultivierung zu 
verfolgen wurde die BTM-Konzentration gravimetrisch bestimmt. Dafür wurden 5 mL 
der Kultivierungsbrühe in einen 50 mL Falkon überführt und mit ungefähr 30 mL 
deioniserten Wasser verdünnt. Die Lösung wurde anschließend bei 12.100 g und 
Raumtemperatur für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend 
verworfen. Abhängig -PGA musste der 
Vorgang mehrfach wiederholt werden, um Zellen von Polymer zu separieren. Das 
Pellet wurde nochmals in Wasser gelöst und durch einen vorgewogenen 0,2 m 
Cellulose-Nitrat-Membranfilter filtriert. Nach mehrfachem Waschen des Filters mit 
Wasser (max. 3x) wurden die Zellen sowie der Filter bei 95 °C für 6 bis 10 h in einem 
Trockenschrank getrocknet. Nach Abkühlen im Exsikkator wurde der mit 
getrockneten Zellen beladene Filter erneut gewogen. Aus der Differenz der Gesamt- 
und der Filtermasse wurde die BTM-Konzentration in Abhängigkeit des 
Probevolumens bestimmt. Für jede Probe wurden Duplikate erstellt. Abb. 20 zeigt 
die lineare Korrelation der Optischen Dichte zur BTM-Konzentration. 
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Abb. 20. Kalibriergerade zur Bestimmung der BTM-Konzentration aus der optischen Dichte (OD450nm) von 
B. licheniformis 9945A (R2 = 0,992). 

Die Konzentrationen der im Kultivierungsmedium vorliegenden Kohlenstoffquellen 
Glycerin und Citrat wurden chromatografisch über HPLC quantitativ bestimmt. Bei 
angemessener Verdünnung der mit reinem Wasser gefilterten Proben wurden 
insgesamt 950 L in ein HPLC-Vial überführt und in einem HPLC System (Waters 
Co., Milford, MA, USA) analysiert. Für die Konzentrationsbestimmung wurden für jede 
Probe Duplikate erstellt und analysiert. Tab. 4 fasst die technischen Daten für die 
HPLC zusammen. 
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Tab. 4. Technische Daten des HPLC-Systems (Department of Chemical and Biochemical Engineering, 
University of Western Ontario, Canada, Labor Prof. Margaritis) [191]. 

Mobile Phase 

9 mM Schwefelsäure 

Flussrate 

0,6 mL min-1 

Säulentemperatur 

50 °C 

Injektionsvolumen 

25 L 

Säule Aminex HPX-87H (300x7,8 mm) 

Detektoren 

(  = 192 nm) 

Waters 410 Differential Refractometer (30°C) 

Pumpe Waters 1525 Binary HPLC Pump 

Autosampler Waters 717plus Autosampler 

Degaser Waters In-Line Degasser 

Software Waters Breeze Chromatography Software Version 3.20 

Der Gehalt von L-Glutamat wurde über ein kommerziell verfügbares, enzymatisch 
funktionierendes Analysen Kit (Megazyme L-Glutamic Acid Assay Kit, K-GLUT, 
Wicklow, Irland) bestimmt.  

Die quantitative Bestimmung von -PGA erforderte die Entwicklung einer 
makromolekularen Nachweismethode. Die Gel-Permeations-Chromatografie (GPC) 
bietet dabei die Möglichkeit Informationen über statistische Größenverteilungen wie 

-PGA-
Konzentrationsstandards zu erhalten. Die Präparation ist ähnlich zu der einer HPLC. 
Nur die Säule, durch die die Probenmenge fließt, unterscheidet sich von einer HPLC. 
Tab. 5 fasst die technischen Daten für die GPC zusammen.  
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Tab. 5. Technische Daten des GPC-Systems (Department of Chemical and Biochemical Engineering, 
University of Western Ontario, Canada, Labor Prof. Margaritis) [191]. 

Mobile Phase 

100 mM Phosphat-Puffer 
(pH 7,4) 

Flussrate 

0,8 mL min-1 

Säulentemperatur 

30 °C 

Injektionsvolumen 

25 L 

Säule 2 Waters Ultrahydrogel Linear Columns in series (300x7,8 mm) 

Detektor Waters 410 Differential Refractometer (30°C) 

Pumpe Waters 1525 Binary HPLC Pump 

Autosampler Waters 717plus Autosampler 

Degaser Waters In-Line Degasser 

Software Waters Breeze Chromatography Software Version 3.20 
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Beim Batch- -PGA wurde das GPC-
Equipment zur zeitabhängigen Verfolgung von makromolekularen Bestandteilen 
verwendet, Tab. 6. 

Tab. 6. Technische Daten des GPC-Systems [192]. 

Mobile Phase 

Millipore Wasser mit 
0,05 wt% Na-Azid 

Flussrate 

0,5 mL min-1 

Säulentemperatur 

40 °C 

Injektionsvolumen 

100 L 

Säule PSS Suprema columns  
(10 m, 0,3 m Porosität, 300 x 7,8mm) 

Detektor RI-101 Shodex detector 

Pumpe LaChroma L-7series, Merck-Hitachi 

 -PGA* 

Die Separation des Biopolymers aus der Kultivierungsbrühe erfolgte durch gezielte 
Zugabe einer 1 M Kupfersulfat-Lösung (CuSO4) [13]. Die spezifische Bildung von 
wasserunlöslichem Cu2+ -PGA-Komplex und Cu2+/Zell-Komplex führte in der Folge 
zur Präzipitation dieser Verbindungen aus der Kultivierungsbrühe. Restbestandteile, 
wie organische Säuren, Proteine, Enzyme und Peptide blieben als lösliche 
Komponente in der Kultivierungsbrühe zurück. Nach Abtrennen der 
wasserunlöslichen Präzipitate vom Überstand und anschließendem Waschen mit 
reinem Wasser (max. 3x) wurde das Präzipitat mit einer 0,5 M Na-EDTA Lösung 
(pH 8,0) re-solubilisiert. Dabei gingen die Cu2+-Ionen stabilere Komplexe mit dem 
EDTA ein, die wiederum wasserlöslich waren. Andererseits blieben Na+ -PGA und 
re-solubilisierte Zellen als ebenso lösliche bzw. disperse Komponenten zurück. Nach 
vollständiger Umsetzung wurden die Zellen durch einen 0,45 m Polyethersulfon 
(PES)-Filter (Sartorius, Göttingen, Deutschland) filtriert, bei denen die re-
solubilisierten Zellen vom Überstand abgetrennt wurden. Die im Filtrat verbliebenen 
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niedrigmolekularen Restbestandteile und die Cu2+/EDTA-Komplexverbindung 
wurden anschließend über eine Querstromfiltration mit deioniserten Wasser von dem 
Biopolymer abgetrennt. Für die Umsetzung wurde eine Querstromfiltrationseinheit mit 
einem molecular weight cut-off von MWCO = 50 kDa (Vivaflow, Sartorius, Göttingen, 
Deutschland) eingesetzt. Das aufgereinigte Retentat beinhaltete nunmehr polymeres 
-PGA. Zum Abtrennen des Wassers -PGA bei -20 °C gefroren 

und anschließend gefriergetrocknet (Freeze Dryer ALPHA 1-4 LD, Martin Christ, 
München, Deutschland). Es blieb ein farbloser, klebrig kristalliner Feststoff zurück. 

Um die Effizienz der Aufreinigung bestimmen zu können war es notwendig, neben 
der GPC-Analyse, eine Methode zum gravimetrischen Vergleich zu etablieren. Mit 

-PGA in einer 1 M Kupfersulfat-Lösung war es 
möglich, einen linearen Zusammenhang zwischen dem Cu2+ -PGA-Komplex und 

-PGA -PGAs nach 
Aufarbeitung gravimetrisch zu bestimmen. Abb. 21 zeigt die Korrelation zwischen 
Cu2+ -PGA- -PGA. 

 

Abb. 21. Kalibriergerade zur Bestimmung der -PGA-Konzentration aus der Cu2+ -PGA-Komplex-
Konzentration (R2 = 0,997). 

Zur Untersuchung der Makromolekülgröße wurden zwei unterschiedliche Methoden 
eingesetzt und miteinander verglichen. Hier wurde auf die Bestimmung der Gel-
Permeations-Chromatographie (GPC) mit Lichtstreudetektor zurückgegriffen, Tab. 7.  
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Tab. 7. Technische Daten des GPC-Systems zur Molekulargewichtsbestimmung [193]. 

Mobile Phase 

Millipore Wasser mit 
0,05 wt% Na-Azid 

Flussrate 

1,0 mL min-1 

Säulentemperatur 

40 °C 

Injektionsvolumen 

100 L 

Säule PSS Suprema columns  
(10 m pre-column, 100 Å 10 m, 2 x 3000 Å 10 m) 

Detektor 

Wyatt Dawn DSP light scattering detector 

RI-101 Shodex detector 

Pumpe Merck HITACHI L6000A 

Software Astra 3.6 

Weiterhin wurde über SDS-Gelelektrophorese eine Methode zum Vergleich 
herangezogen. Für die Umsetzung einer SDS-Gelelektrophorese wurden 
konventionell erhältliche homogene 4 % Tris-Glycin Gele (anamed Elektrophorese 
GmbH, Groß-Bieberau, Deutschland) verwendet. 
pre-stained high-molecular-weight (HMW) Protein Standard (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) eingesetzt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit einer 
3 %-igen Methylenblau-Lösung angefärbt [194]. Proben wurden zu GPC-Messungen 
in einem 100 mM Phosphat-Puffer (pH 7,4) gelöst und anschließend in einer GPC-
Säule (Ultrahydrogel linear columns in series, 300x7,8 mm, Waters Co., Milford, MA, 
USA) mit einer Flussrate von 0,8 mL min-1 bei 30 °C aufgetrennt. Fraktionen wurden 
mit einem differentiellen Refraktometer (Waters Co., Milford, MA, USA) bei 30 °C 
detektiert. Rückstände von Proteinunreinheiten konnten über einen Bradford Assay 
quantitativ erfasst werden [195]. 
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3.2 Chemische Modifikation von -PGA 

 Einbau der amphiphilen Eigenschaften 

Das Amin des lipophilen Aminosäurederivates L-TrpE (Sigma-Aldrich, Deutschland) 
sollte im ersten Modifikationsschritt durch Erhalt einer Säureamid-Bindung in 
statistischen Anteilen an funktionale Carboxylgruppen des biopolymeren -PGAs 
gekoppelt werden, um das Kammpolymer Poly(- -GA-r-L-TrpE) zu erzeugen [196]. 
Die chemisch betrachtete Kondensationsreaktion konnte mit dem Kopplungsreagens 
EDC (Sigma-Aldrich, Deutschland) in einer 50 mM NaHCO3-Lösung über Nacht 
umgesetzt werden [197, 198]. Nach etwa 12 h bildete sich eine trübe Dispersion. Um 
das Polymer von den übrigen niedermolekularen Stoffen zu trennen, wurde die 
Dispersion über eine Querstromfiltrationseinheit mit einem MWCO von 100 kDa 
(Vivaflow, Sartorius, Göttingen, Deutschland) mit deionisiertem Wasser aufgereinigt, 
so dass im Retentat das biopolymere Produkt zurückblieb. Anschließend wurde die 
aufgereinigte Dispersion bei -20 °C gefroren und danach gefriergetrocknet (Freeze 
Dryer ALPHA 1-4 LD, Martin Christ, München, Deutschland), so dass ein farblos, 
kristallines Pulver übrigblieb. Die weiterführende Integration des Kanamycins (Sigma-
Aldrich, Deutschland) als sterisch abschirmende Komponente wurde auf gleicher 
Weise durchgeführt, um das Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin) zu erhalten. 

 Quantitative Bestimmung des L-TrpE-Anteils über Fluoreszenz 

Zur quantitativen Bestimmung des integrierten L-TrpE-Anteils im Polymer Poly(- -
GA-r-L-TrpE) wurden fluoreszenzspektroskopische Methoden genutzt. Als 

Ex = 285 nm festgelegt, die Emissionswellenlänge bei 

Em = 344 nm  
[199, 200]. Zur Quantifizierung wurde eine Kalibriergerade mit dem 
Aminosäurederivat L-TrpE erstellt, wie Abb. 22 zeigt.  
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Abb. 22. Kalibriergerade zur Bestimmung der L-TrpE-Konzentration aus Fluoreszenzintensität bei 

Ex = 285 nm, Em = 344 nm (R2 = 0,995). 

3.3 Kolloiddisperse Materialien 

 Herstellung kolloiddisperser Ubichinon-Wirkstoffformulierungen** 

Für die Herstellung von stabilen kolloiddispersen Formulierungen mit Ubichinon als 
integrale Wirkkomponente ist es im ersten Schritt notwendig gewesen, eine Prä-
Emulsion zu erzeugen. Insgesamt wurden je Wirkstoffformulierung 7,5 bis 30 g L-1 
Ubichinon (Coenzym Q10) (Fagron, Barsbüttel, Deutschland) in einem Becherglas auf 
85 °C erhitzt. Durch Überschreiten des Schmelzpunktes bei 50 °C ging Ubichinon von 
seiner festen in eine gelöste, ölige Phase über. Daneben wurde eine wässrige 
Lösung, die 7,5 Gew. % eines Polymers (PVOH, Poly(- -GA-r-L-TrpE) oder Poly(- -
GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)) und 2,5 Gew. % Glycerin (Reinighaus Chemie, Essen, 
Deutschland) beinhaltet, in einem separaten Becherglas ebenso auf 85 °C erwärmt. 
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Anschließend wurden die temperierten Lösungen zusammengegeben und mit einem 
Ultraturrax (IKA® T25 digital, IKA-Werke, Staufen, Deutschland) bei 16.000 min-1 für 
2 min prä-dispergiert, um eine heterogene o/w-Prä-Emulsion zu erhalten. Im 
nächsten Schritt wurde das Gemisch über ein Hochdruckhomogenisationsverfahren 
(Panda, Niro Soavi, Parma, Italien) 90 min lang im Kreislauf bei einer konstanten 
Prozesstemperatur von T  70 °C feindispers homogenisiert. Nach Abschluss wurde 
die erhaltene Emulsion in einem Eis-Wasser Gemisch abgeschreckt. Abgefüllte 
Aliquote zu je 2 bis 3 mL wurden in ein Gefäß überführt und anschließend für 15 min 
bei 121 °C autoklaviert. Die apparenten Partikelgrößen wurden anschließend via 
Lichtstreuungsmethoden (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., 
Worcestershire, UK) bestimmt. 

 Quantifizierung von Ubichinon 

Um den Wirkstoff aus der Formulierung zu extrahieren wurden drei Mal je 100 L der 
kolloiddispersen Wirkstoffformulierung mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
anschließend in einem Gefriertrockner (Freeze Dryer ALPHA 1-4 LD, Martin Christ, 
München, Deutschland) für mindestens 30 min getrocknet. Der Inhalt wurde nach 
vollständiger Trocknung mit 500 L Tetrahydrofuran (THF) versetzt und das 
Ubichinon im Ultraschallbad für fünf Minuten re-solubilisiert. Nach Überführen des 
gelösten Wirkstoffes in THF wurde dieser Anteil in ein separates Gefäß überführt. 
Dies wurde insgesamt vier Mal wiederholt, um den gesamten Wirkstoffgehalt von der 
Probe in das THF zu überführen. Das restliche Polymer/Glycerin-Gemisch verblieb in 
der Probe in kristallisierter Form, da es in THF nicht löslich war. Insgesamt konnten 
so je Probe 2 mL THF-Wirkstofflösung erhalten werden. Bedingt durch den hohen 
Dampfdruck von THF (p20°C = 173 hPa, im Vgl. zu Ethanol mit p20°C = 58 hPa), 
verdampfte das gesamte THF innerhalb von zwei Tagen. Übrig blieb der reine, 
extrahierte Wirkstoff Ubichinon. In einer Verdünnungsreihe wurden die Absorptionen 
der extrahierten Proben anhand des Ubichinon-spezifischen Maximums in THF bei 
 = 290 nm bestimmt. Über eine Kalibriergerade war es möglich, die Ubichinon-

Konzentration der einzelnen Proben zu quantifizieren, Abb. 23. 
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Abb. 23. Kalibrierfunktion zur Ubichinon-  = 290 nm (R2 = 0,997). 

 Analyse zur statistischen Partikelgrößenverteilung 

Eine methodische Kombination aus Lichtbeugung und -streuung bietet der 
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Worcesterchire, UK) zum Erhalt von 
statistischen Partikelgrößenverteilungen [75]. Ein Helium-Neon Laser mit  = 633 nm 
und eine LED-Lichtquelle mit  = 470 nm dienen dabei als Strahlenquelle. Das an den 
Partikeln gestreute Licht wird über eine Vielzahl von Detektoren, verteilt über einen 
großen Winkelbereich, erfasst. Die obscuration rate srate
zwischen 5 und 30 % eingestellt, was ein optimales Signal-Rausch-Verhältnis bei der 
Bestimmung der Größenverteilung der Proben ergab. Die unterschiedlichen 
Partikelgrößenverteilungen der einzelnen kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen 
resultierten aus einem charakteristischen Lichtstreuungsmuster, das mit einer 
Software in eine Partikelgrößenverteilung auf Basis der Lichtstreuungstheorien 
umgerechnet wurde (Mastersizer 2000 software, version 5.60, Worcesterchire, UK) 
[101]. Für eine Messung mit dem Mastersizer 2000 wurden Proben in einem  
2 L-Bioreaktor (Applikon, Schiedam, Niederlande) wie folgt präpariert. In 800 mL 
reinem und staubfreien Wasser wurden je 800 L der kolloiddispersen Materialien 
entsprechend einem Verdünnungsfaktors von 1.000 hinzugegeben und bei 
300 ± 2 min-1 mit einem Sechs-Blatt Rushton-Rührer (d = 45 mm) gerührt. Die 
Verdünnung war notwendig, um bei der Partikelgrößenbestimmung 
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Mehrfachstreuungen zu vermeiden, da die das Ergebnis erheblich verfälschen 
würden. Für die Bestimmung der Partikelgrößenverteilung der Proben wurden diese 
im Kreislauf durch eine integrierte Durchflusszelle am Mastersizer über eine 
peristaltische Pumpe (Pro-280 MCP, IDEX Health & Science SA, Glattbrugg, 
Schweiz) mit scherarmer Förderung (10 mL min-1) befördert. Von jeder Probe wurden 
Triplikate aufgenommen. Insgesamt wurde über einen Zeitraum von je 12 h eine 
Partikelgrößenverteilung in 10-minütigem Abstand aufgenommen, so dass pro 
Wirkstoffformulierung auf Informationen von insgesamt 210 Aufnahmen 
zurückgegriffen werden konnte. Alle dargestellten Größenverteilungen sind das 
Resultat aus dem Mittelwert aller Aufnahmen. 

 Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen 

Die partikuläre Beschaffenheit der kolloiddispersen Materialien sowie die lebenden 
Zellen des Hefestammes S. cerevisiae N34 wurden mit einem REM (LEO 1550  FE 
Kathode, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen. Verdünnte Proben wurden 
auf einen mit flüssigem Stickstoff gekühlten Objektträger bei -196 °C schockgefroren. 
Die kristallisierten Proben wurden anschließend an einem Gefriertrockner (Freeze 
Dryer ALPHA 1-4 LD, Martin Christ, München, Deutschland) für 30 min getrocknet. 
Bevor die Proben vermessen werden konnten, mussten diese mit einem dünnen 
Gold-Film von geringer Ängstrom-Dicke besputtert werden. Die metallische 
Reflektion der auftreffenden Elektronen bietet eine scharfe Auflösung der 
nanoskaligen Fragmente geboten. 

 Stabilitätsstudien der kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen 
unter physiologischen Bedingungen 

Um das Verhalten der kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen unter 
physiologischen Bedingungen zu untersuchen wurde ein komplexes 
Kultivierungsmedium verwendet, das auch für die Kultivierung des Hefestammes 
eingesetzt wurde. Das Wachstumsmedium stellte eine Abwandlung des bekannten 
LB-Nährmediums dar [201]. Für einen konstant geregelten pH-Wert war es 
notwendig, zusätzlich das System auf pH 5,5 abzupuffern, da die Hefe mit 
fortschreitender Kultivierungsdauer organische Säuren bildet und damit den pH-Wert 
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sukzessive absenkt. Der Puffer macht genau zwei Drittel der Gesamtosmolalität aus. 
Der Rest teilt sich auf die komplexen Bestandteile des Nährmediums sowie Glucose 
als Kohlenstoffquelle auf. Eine genaue Zusammenstellung ist in Tab. 8 aufgelistet.  

Tab. 8. Zusammensetzung des Puffer-angepassten LB-Komplexmediums. 

Substanz Konzentration 
(g L-1) 

Osmolalität 
(osmol kg-1) 

Sörensen Puffer 
(pH 5,5)  

KH2PO4:Na2HPO4 

 19,5 : 1) 

 
 

 : 0,8 

 
 

0,200 

Hefeextrakt:Bacto Pepton 
(1 : 1) 

5,0 : 5,0  
0,050 

Glucose 7,39 ± 0,02 0,050 

Die statistischen Partikelgrößenverteilungen wurden unter Verwendung des 
beschriebenen Komplexmediums gleichermaßen, wie in Kap. 3.3.3 beschrieben, 
durchgeführt und ausgewertet. 

3.4 In vitro-Untersuchungen  

 Batch-Kultivierung von S. cerevisiae 

Der Hefestamm S. cerevisiae N34 wurde als gefriergetrocknete Probe von der 
Arbeitsgruppe Microbiology and Physiological Systems von Prof. Michael Volkert 
(University of Massachusetts Medical School, Worcester, MA, USA) zur Verfügung 
gestellt. Zur Reaktivierung wurde die Probe des Stammes in einem  
50 mL-Schüttelkolben mit 6 mL LB-Medium gegeben und anschließend bei 30 °C und 
120 min-1 im Schüttelschrank 24 h kultiviert. Bei Erreichen der stationären Phase 
wurde der gesamte Inhalt an Kultivierungsbrühe in einen 250 mL-Schüttelkolben mit 
50 mL LB-Medium überführt und unter gleichen Bedingungen für weitere 12 h 
kultiviert. Bei wiederholtem Erreichen der stationären Wachstumsphase wurde die 
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Kultivierungsbrühe mit gleichen Volumina von reinem Glycerin versetzt, 2 mL des 
Gemisches in Kryo-Röhrchen abgefüllt und umgehend mit flüssigem Stickstoff auf  
-196 °C schockgefroren. Diese wurden anschließend zur Lagerung bei -96 °C im 
Gefrierschrank gelagert. 

Vorbereitend zu einer Batch-Kultivierung wurde nach Auftauen der gesamte Kryo-
Röhrchen-Inhalt in einen 1 L-Schüttelkolben mit 150 mL des Puffer-angepassten LB-
Komplexmediums gegeben und für je 36 h bei 30 °C und 120 min-1 im 
Schüttelschrank kultiviert. 100 mL der Kultivierungsbrühe wurden zur Inokulation in 
einen 2 L-Bioreaktor (Applikon, Schiedam, Niederlande) überführt. In diesem wurden 
insgesamt 700 mL des Puffer-angepassten LB-Komplexmediums vorgelegt und auf 
30 °C vortemperiert. Das Arbeitsvolumen betrug nach Inokulation insgesamt 800 mL. 
Die Temperatur wurde konstant bei 30 ± 0,5 °C gehalten. Die Rührzahl betrug 
konstant 300 ± 2 min-1. Es wurde mit einem Sechs-Blatt-Rührer (Rushton Turbine, 
d = 45 mm) gerührt. Die Kultivierung wurde bei Erreichen der stationären Phase für 
weitere 12 h fortgeführt, um das Verhalten der Hefezellen anhand der Optischen 
Dichte (OD600nm) und der phasenabhängigen Bildung an Nebenprodukten zu 
untersuchen.  

Die BTM-Konzentration wurde über eine gravimetrische Korrelation mit der Optischen 
Dichte ermittelt. Dazu wurden je 10 mL der Kultivierungsbrühe filtriert, mit Wasser 
mehrfach gewaschen (max. 3x) und anschließend für 24 h im Trockenschrank bei 
85 °C getrocknet. Die Korrelationsgerade ist in Abb. 24 abgebildet. 
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Abb. 24. Kalibriergerade zur Bestimmung der BTM-Konzentration aus der Optischen Dichte (OD600nm) von 
S. cerevisiae N34 (R2 = 0,978). 

Nebenprodukte wie organische Säuren oder Polyole wurden mittels standardisierter 
HPLC-Methoden aus [202] quantitativ nachgewiesen. 

 Erweiterung zur sequentiellen Fed Batch-Kultivierung 

Die Methodenoptimierung zu einer sequentiellen Fed Batch-Kultivierung wurde unter 
Verwendung des Hefestammes S. cerevisiae N34 in einem 2 L-Bioreaktor (Applikon, 
Schiedam, Niederlande) angepasst [186]. Das Arbeitsvolumen betrug 
750 bis 800 mL bei konstanter Temperatur von 30 ± 0,5 °C und einer Rührzahl von 
300 ± 2 min-1, gerührt mit einem Sechs-Blatt-Rührer (Rushton Turbine, d = 45 mm). 
Durch den Ausschluss einer Begasung konnte über den zeitlichen Wachstumsverlauf 
eine sauerstofffreie Umgebung geschaffen werden, die die Hefe zu einem Wechsel 
zur anaeroben Atmung gezwungen hat. Die Zellkultur ist in dem bereits 
beschriebenen Puffer-angepassten Komplexmedium aus Kap. 3.4.1 kultiviert 
worden. Das Komplexmedium wurde permanent zur Kultivierungsbrühe mit einer 
Fördermenge von 0,83 mL min-1 bis zu einem maximalen Arbeitsvolumen von 
800 mL hinzugegeben. Bei Erreichen dieses Volumens wurde der Kultivierungsbrühe 
50 mL Probe entnommen, welche im Weiteren für in vitro-Untersuchungen genutzt 
werden konnten. Mit dem Ansatz einer sequentiellen Fed Batch-Kultivierung konnte 
eine optimale Prozesskontrolle über den Verlauf einer Kultivierung durch ihre 
Reproduzierbarkeit sichergestellt werden. Die Menge der Probe, die 
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Medienzusammensetzung und die BTM-Konzentration wurden über den gesamten 
Kultivierungszeitraum konstant gehalten. Tab. 9 zeigt eine Zusammenfassung 
betriebsbedingter Parameter wie sie nach Beginn der konstanten Bedingungen im 
sequentiellen Fed Batch-Prozess in der Kultivierungsbrühe vorliegen. Hier bestätigt 
sich, dass keine kohlenstofflimitierten Bedingungen im Bioreaktor vorherrschen. 
Stoffwechselabhängige Abbauprodukte sind neben dem Polyol Glycerin die 
organischen Säuren Formiat, -Ketoglutarat, die ebenfalls über den 
gesamten Zeitraum in diesem Verhältnis in der Kultivierungsbrühe vorliegen. 

Tab. 9. Auflistung konstanter Größen während der sequentiellen Fed Batch-Kultivierung. 

BTM-
Konzentration 

(g L-1) 

Spez. 
Wachstumsrate,  

(h-1) 

pH 
(-) 

Osmolalität 
(osmol kg-1) 

1,56 ± 0,06 6,3 - -2 5,50 ± 0,03 0,304 ± 0,002 

Zucker/-alkohole Konzentration 
(mg L-1) 

Organische 
Säuren 

Konzentration 
(mg L-1) 

Glucose 19,53 ± 7,40 Formiat 23,85 ± 1,69 

Glycerin 57,98 ± 6,03 Succinat 472,93 ± 31,90 

  -Ketoglutarat 5,08 ± 0,28 

 Stressinduktion durch Diamid 

50 mL Probe aus der Kultivierungsbrühe der sequentiellen Fed Batch-Kultivierung, 
Kap. 3.4.2, wurden u. a. zur Aufklärung der gezielten Initiierung von oxidativem Stress 
mit dem Azoester Diamid (Sigma Aldrich, Deutschland) verwendet. Für die 
Umsetzung wurden je 10 L an Diamid mit spezifischen Stressbeladungen von 
0,1 bis 1,000 mgDiamid gBTM

-1 in einem Well einer Mikrotiterplatte (MTP) (Sigma 
Aldrich, Deutschland) vorgelegt. Dazu wurden je 90 L einer mit Komplexmedium 
verdünnten Kultivierungsbrühe hinzugegeben. In gleicher Weise wurde als Negativ-
Kontrolle ein Teil der verdünnten Kultivierungsbrühe als Filtrat ohne Hefezellen 
eingesetzt. Im Weiteren wurde der stressinduzierte Kultivierungsansatz mit einem 
Fluoreszenz-Spektrometer (FluoroSkan Ascent, Thermo Scientific, Waltham, USA) 
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über einen Zeitraum von 6 h verfolgt. Die Aktivität der Probe wurde in diesem Zuge 

Ex = 485 nm und einer Emission bei 

Em = 538 nm auf Basis der Fluoreszenz bestimmt. 

 ROS-Detektion 

Der endogene ROS-Gehalt konnte über eine chemilumineszente Reaktion detektiert 
werden [68]. 2 mL einer 0,1 M NaOH-Lösung, die 1 g L-1 Luminol (Sigma Aldrich, 
Deutschland) beinhaltete, wurde in eine Küvette (Sigma-Aldrich, Deutschland) 
gegeben. 200 L eines Gemisches aus 10 L einer 100 g L-1 Fe2+-Lösung und 
190 L Kultivierungsbrühe wurden in die 2 mL Luminol-Lösung gegeben und die 

Em = 420 nm (Quanta Master 40 
uorescence spectrometer, PTI, Birmingham, USA) verfolgt. Als Vergleich wurde der 

ROS-Gehalt von Proben aus der Kultivierungsbrühe mit und ohne spezifischer 
Stressbeladung von 200 mgDiamid gBTM

-1 bestimmt und miteinander verglichen. 

 Metabolische Aktivität 

Neben der fluoreszierenden Stressantwort wurde gleichzeitig die metabolische 
Aktivität der stressinduzierten Hefezellen bestimmt. Die metabolische Aktivität ist 
dabei stark abhängig von den Eigenschaften seiner Umgebung während einer 
Kultivierung. Ein osmolales Nährmedium von 0,3 osmol kg-1 ist optimal für das 
Wachstum eines Hefestammes, hier S. cerevisiae N34. Die Anzucht und das 
Kultivieren unter diesen isotonischen Bedingungen führen zu einem grundsätzlich 
geringen metabolischen Stresspegel des Organismus. Osmolale Nährmedien mit 
0,3 osmol kg-1 stellen gleichermaßen optimale physiologische Bedingungen für 
humane Zellen dar. Für die Untersuchung der metabolischen Aktivität wurde der 
Farbstoff Resazurin (Alamar blue) verwendet. Dieser ist als vielseitig einsetzbarer 
Indikator für Studien an Vorgängen der Zellproliferation und Zytotoxizität ein sehr 
gebräuchliches Mittel [203]. Resazurin ist ein nicht-toxischer Redox-Indikator, dessen 
Umsetzung sowohl über Fluoreszenz-, als auch Absorptionsmessungen verfolgt 
werden kann. Das bei pH 5,5 blaue, nicht-fluoreszierende Agens wird chemisch in 
ein pink-fluoreszierendes Molekül, dem Resofurin, umgewandelt. Die Reduktion 
findet innerhalb der mitochondrialen Elektronentransportkette statt [204]. Resazurin 
selbst wirkt als ein Elektronenakzeptor zwischen dem finalen Reduktionsschritt zu 
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Sauerstoff durch Cytochrom a3. Dabei beeinträchtigt es nicht die respiratorische 
Kette. Dank seines positiven Redoxpotentials von E0 = + 0,380 V, verglichen zu den 
Kofaktoren FMNH2 (E0 = -0,210 V), FADH2 (E0 = -0,220 V), NADH/H+ (E0 = -
0,320 V), NADPH (E0 = -0,324 V) und den unterschiedlichen Cytochromen 
(E0 = 0,290 to 0,080 V), bedingt die Umsetzung zum Resofurin keinen zusätzlichen 
Energieeintrag [205]. Nach bereits beschriebener Präparation aus Kap. 3.4.3 wurden 
nach 1,5 h Inkubation zu den spezifisch stressinduzierten Hefezellen 10 L einer 
1 g L-1 Resazurin-Lösung (Sigma Aldrich, Deutschland) in den MTP-Ansatz gegeben. 
Die Umsetzung des Resazurins wurde mit einem Fluoreszenz-Spektrometer 
(FluoroSkan Ascent, Thermo Scientific, Waltham, USA) bei einer Anregung von 

Ex = 544 Em = 620 nm über den Verlauf von 
einer Stunde verfolgt [205]. 

 Untersuchung stressmindernder Effekte durch kolloiddisperse 
Wirkstoffformulierungen  

Die Untersuchungen potentiell stressmindernder Effekte der kolloiddispersen 
Ubichinon-Wirkstoffformulierungen wurden ähnlich zu denen aus Kap. 3.4.3 
durchgeführt. Hier wurde auf das stressinduzierte biologische System in den MTPs 
10 L der kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen vorgelegt und mit 90 L der 
verdünnten Kultivierungsbrühe 15 min lang bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die 
Wirkstoff-beladenen Proben mit 10 L einer spezifischen Stressbeladung von 
150 mgDiamid gBTM

-1 beimpft und anschließend Fluoreszenz-basierend verfolgt. 
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4 Ergebnisse und Diskussionen 

4.1 -PGA-Produktion 

 Batch-Kultivierung von Bacillus licheniformis ATCC 9945A*** 

Abb. 25 fasst die Ergebnisse aus den Untersuchungen einer Batch-Kultivierung mit 
B. licheniformis ATCC 9945A zusammen. Hier lässt sich über den gesamten 
Kultivierungsverlauf unter den vorherrschenden Bedingungen ein charakteristisch 
diauxisches Wachstumsprofil beobachten. Nach einer 6-stündigen Adaptationsphase 
steigt die BTM-Konzentration mit einer spezifischen Wachstumsrate von 

max = 0,13 h-1 an. Nach 21 h wird das weitere Biomassewachstum durch eine 
Sauerstofflimitation unterbrochen, Abb. 25 (A). Erst nach insgesamt zwei weiteren 
Stunden beginnt wieder exponentielles Wachstum mit max = 0,32 h-1 in der 
Kultivierungsbrühe. In der Folge hält das Wachstum bis zum vollständigen Verbrauch 
aller Kohlenstoffquellen nach etwa 57 h Kultivierungsdauer an, Abb. 25 (B). Mit dem 
Übergang der Batch-Kultur in die stationäre Phase zeigt sich bei gleichzeitiger 
Betrachtung der -PGA-Konzentration, dass diese bis zu diesem Zeitpunkt einen 
maximalen Wert von cP = 29 g -PGA L-1 erreicht hat, Abb. 25 (A). Der 
Ertragskoeffizient ist während dieser Kultivierungsdauer entsprechend hoch bei 
einem Wert von YP/S = 1,44 g -PGA gGlu

-1, wohingegen der Zellertragskoeffizient mit 
YX/S = 0,19 gBTM g-1 nur gering ausfällt. Mit fortschreitender Kultivierungsdauer 
verändern sich diese Werte allerdings wieder, was auf die kohlenstofflimitierten 
Kultivierungsbedingungen zurückzuführen ist. B. licheniformis ist hier gezwungen, 
einen metabolischen Wechsel vorzunehmen, der es ihm ermöglicht, unter den 
veränderten Bedingungen sich weiterhin selbst zu reproduzieren bzw. weiter zu 
wachsen. Die Adaptation hält während einer kurzen Phase von etwa 10 h an, bei der 
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eine reduzierte Stoffwechselaktivität zu beobachten ist. Die Stoffwechselaktivität 
kann hier direkt über den Anstieg des Gelöstsauerstoffanteils in der 
Kultivierungsbrühe verfolgt werden. Nach einer Kultivierungsdauer von etwa 57 h ist 
zu beobachten, dass der Gelöstsauerstoffanteil in der Kultivierungsbrühe auf ein 
Maximum von insgesamt 60 % angestiegen ist. 

 

Abb. 25. Kultivierung von B. licheniformis 9945A. (A) BTM-Konzentration, Gelöstsauerstoffanteil -PGA-
Konzentration, (B) Konzentrationsprofil der drei Kohlenstoffquellen Citrat, Glycerin und L-Glutamat über die 
Kultivierungsdauer [191]. 

Idealerweise geht dieser Zeitpunkt mit der gleichzeitig vorherrschenden maximalen 
-PGA-Konzentration von cP = 29 g -PGA L-1 in der Kultivierungsbrühe einher, was die 

Verfolgung des Gelöstsauerstoffanteils darüber hinaus zu einem direkten Indikator 
bei der Bestimmung der maximalen -PGA-Konzentration während der Batch-
Kultivierung macht. Nach Abschluss der Adaptationsphase bei etwa 57 h 
Kultivierungsdauer ist in der Folge wieder eine erhöhte Stoffwechselaktivität auf Basis 
des sinkenden Gelöstsauerstoffanteils in der Kultivierungsbrühe zu beobachten. Die 
BTM-Konzentration von cX = 4 gBTM L-1 bleibt allerdings für weitere 25 h konstant 
gleich, bevor eine zweite exponentielle Wachstumsphase einsetzt. Zu Beginn der 

-PGA-
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Konzentration in der Kultivierungsbrühe feststellen. Die stetige Abnahme -PGA-
Konzentration kann hier auf die metabolische Anpassung von B. licheniformis 
zurückgeführt werden, mit dem der Stamm nun befähigt ist, das gebildete Biopolymer 

-Glutamyl-Hydrolase in seine monomeren Bestandteile zu 
spalten, um diese als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle für seinen Stoffwechsel 
verwenden zu können [142, 206, 207] -PGA-Ketten 
führt zu einer undefinierten Kettenlängenverteilung des Biopolymers. Die Verteilung 

-PGA-Kettenlängen im Endprodukt spielt jedoch für die 
weitere Entwicklung von kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen eine elementare 
Rolle und sollte im Produkt möglichst gleichverteilt sein. Daher muss vor dem 
Einsetzen dieses Abbauprozesses die Kultivierung abgebrochen werden. 

 -PGA-Aufreinigung 

Abb. 26 -PGA während 
der Batch-Kultivierung von B. licheniformis. Mit dem starken Anstieg der apparenten 
Viskosität lässt sich zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase nach 30 h 

-PGA-Ausbeute von etwa 70 % 
nach der Aufreinigung beobachten. Die niedrigen Erträge setzen sich bis zum 
Erreichen der maximalen apparenten Viskosität mit 190 mPa s nach 37 h 
Kultivierungsdauer fort, bei der mit nur 54 -PGA mit der 
Aufreinigung zurückgewonnen werden kann. Erst mit der darauffolgenden 
Viskositätsabnahme nach 40 -PGA-Ausbeute signifikant auf mehr als 
95 % an. Während dieses Zeitraumes setzt in der Kultivierung der Übergang von der 
exponentiellen zur stationären Phase ein, bei dem nach etwa 55 -
PGA-Konzentration von cP = 29 g -PGA L-1 in der Kultivierungsbrühe vorliegt. Hier ist 

-PGA-Ausbeute mit 88 % signifikant hoch. Basierend auf diesen Erkenntnissen 
lässt sich unter Berücksichtigung der Kohlenstoff-Konzentration zu Beginn der 
Kultivierung ein idealer Zeitraum für die Ernte der Kultivierungsbrühe festlegen, mit 

-PGA aus der Kultivierung erzielt werden kann. Der 
optimale Zeitpunkt liegt bei der Batch-Kultivierung von B. licheniformis zwischen 46 
und 55 h nach der Inokulation. Eine Aufreinigung nach Abbruch einer 
Kultivierungsdauer von 62 h liefert mit 95 % zwar einen ähnlich hohen Wert für die 
Biopolymer-Ausbeute, dennoch setzt hier bereits der enzymatische Abbau ein [97, 
206, 207]. 
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Abb. 26. Phasenabgängige -PGA-Ausbeute nach Kupferpräzipitat-Fällung, -PGA-Konzentration und 
apparente Viskosität mit B. licheniformis 9945A [191]. 

Neben der vollständigen Ausfällung von -PGA ist es bei biotechnologisch 
hergestellten Produkten zudem wichtig, eine vollständige Zellabtrennung von 
B. licheniformis nach dem Aufreinigungsprozess zu gewährleisten. Mit der Zugabe 
von Kupfersulfat in die erntereife Kultivierungsbrühe fallen neben wasserunlöslichen 
Cu2+/ -PGA-Komplexen auch Komplexe aus, die sich aus Cu2+ mit B. licheniformis-
Zellen und Proteinen zusammensetzen. Durch eine prozessintegrierte Filtration mit 
PES-Filtern (Porenweite 0,45 m) unmittelbar nach der EDTA-basierten Re-
Solubilisation konnte gezeigt werden, dass die Zellkonzentration mit dem 
Prozessschritt auf insgesamt 8,6 mg L-1 reduziert werden konnte. Das entspricht 
0,02 % an Produktverunreinigung mit B. licheniformis-Zellen im Endprodukt. Der 
Proteingehalt wurde quantitativ über einen Bradford-Assay bestimmt und betrug 3 %, 
so dass die absolute Reinheit des aufgereinigten -PGA 96,98 % beträgt. 
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 Analytische Bestimmung der molaren Masse von -PGA 

Abb. 27 zeigt die Ergebnisse aus einer elektrophoretischen Auftrennung von 
-PGA-Produkt mittels SDS-Gelelektrophorese. Hier dienen Ergebnisse 

aus einer separaten chromatografischen GPC-Auftrennung, mit der die exakte 
molare Masse von -PGA bestimmt werden konnte, zum direkten Vergleich der 
beiden Methoden. 

 

Abb. 27. SDS-Gel von aufgereingtem -PGA (links) sowie die größenabhängigen Häufigkeitsverteilungen aus 
SDS-Gelektrophorese und GPC (rechts). Bahn M repräsentiert den Marker für hochmolekulare Proteine 
(117  460 kDa), die Bahnen 1 - 4 zeigen die Häufigkeitsverteilungen des aufgereinigten -PGA in 
unterschiedlichen Konzentrationen (in g L-1), Bahn 1: 0,5; Bahn 2: 0,4; Bahn 3: 0,3; Bahn 4: 0,2. Bahn 5 zeigt 
die Häufigkeitsverteilung aus einer GPC-Untersuchung [12]. 

In Abb. 27 (links) ist ein SDS-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung dargestellt, 
bei dem die verschiedenen Bahnen mit unterschiedlichen -PGA-Konzentrationen 
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beladen und anschließend aufgetrennt wurden. Zum optischen Nachweis mussten 
sowohl -PGA wie auch Proteinmarker angefärbt werden. Bei den -PGA-Proben 
handelt es sich um das aufgereinigte Produkt, das nach einer Kultivierungsdauer von 
57 h geerntet und anschließend nach beschriebener Methode (Kap. 4.1.2) 
aufgereinigt wurde. Die Bahnen 1  4 wurden mit dem Biopolymer in 
unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,5 g L-1 beladen. Nach dem 
Anfärben zeigt sich bei hohen Konzentrationen eine ausgeprägte bimodale 
Größenverteilung mit unterschiedlichen molaren Massen. Eine hochpolymere 
Fraktion besitzt eine Kettenlängenverteilung im nicht-linearen Bereich mit einer 
molaren Masse von mehr als 460 kDa. Eine weitere polymere Fraktion dagegen weist 
eine Kettenlängenverteilung im linearen Bereich zwischen 171 und 460 kDa mit einer 
mittleren molaren Masse von 255 kDa auf. Aus einem Vergleich der erhaltenen 
Information über die mittlere molare Masse geht hervor, dass diese mit der aus einer 
separaten chromatografischen GPC-Auftrennung miteinander korreliert, 
Abb. 27 (rechts, Bahn 5 (GPC)). Über die GPC-Methode ist es möglich, eine 
absolute Größenverteilung mittels statischer Lichtstreuung (SLS) zu bestimmen, die 
für das aufgereinigte -PGA eine mittlere molare Masse von 266 kDa aufzeigt und 
damit nur geringfügig von dem Resultat aus der elektrophoretischen Auftrennung 
abweicht. 

 Optimierte Prozessführung mittels integrierter Querstromfiltration 

Mit der Batch-Kultivierung von B. licheniformis (Kap. 4.1.1) konnte gezeigt werden, 
-PGA-Konzentration von bis zu 29 g -PGA L-1 gebildet werden kann. An 

diesem Punkt wurde ein Ertragskoeffizient von YP/S = 1,44 g -PGA gGlu
-1 bestimmt. Mit 

dem Aufreinigungsprozess über eine Kupfersulfat-Präzipitation konnten in der Folge 
aus dem Batch-Ansatz etwa 90 -PGA mit einer Reinheit von 96,68 % isoliert 

-PGA-Ausbeute steht der Aufreinigung jedoch ein großer 
präparativer, zeitlicher und materieller Aufwand gegenüber, der zwangsläufig 
alternative Ansätze zur Verbesserung erfordert. Ein möglicher Ansatz stellt in dieser 
Arbeit die Kultivierung von B. licheniformis mit der kontinuierlichen Abtrennung des 
Biopolymers aus der Kultivierungsbrühe dar. Abb. 28 zeigt eine schematische 
Darstellung der Anlagekonfiguration.  
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Querstromfiltration
(Porenweite = 0,1 m

1 L-Kultivierungsreaktor
(Arbeitsvolumen = 0,4 L)

3,7 L-Konzentrationsreaktor
(Arbeitsvolumen = 1,5 L)

Querstromfiltration
(Porenweite = 100 kDa  

Abb. 28. Schematische Darstellung einer Batch-Kultivierung von B. licheniformis mit integrierter 
Querstromfiltration zur Zellabtrennung aus dem Kultivierungsmedium (1 L-Kultivierungsreaktor) sowie zur 

-PGA in einem separaten 3,7 L-Konzentrationsreaktor. 

In dem modifizierten Batch-Ansatz wurde B. licheniformis in einem 
Kultivierungsreaktor (1 L-Bioreaktor) mit dem aus Kap. 3.1.1 festgelegten 
Betriebsparametern kultiviert. Dabei wurde das Kultivierungsmedium während des 
Kultivierungsprozesses kontinuierlich über einen Konzentrationsreaktor  
(3,7 L-Bioreaktor) im -PGA schrittweise vom 
Kultivierungsmedium zu separieren und gleichermaßen im Konzentrationsreaktor 
aufzukonzentrieren. Der Volumenstrom betrug durchschnittlich 50 mL min-1, mit dem 
ein vollständiger Volumenaustausch des Kultivierungsmediums von maximal zehn 
Minuten im Kultivierungsreaktor gewährleistet werden konnte. In einem ersten 
Separationsschritt wurde die Kultivierungsbrühe durch eine 
Querstromfiltrationseinheit mit einer Trenngrenze von 0,1 m befördert, womit das 
Kultivierungsmedium von den Bakterienzellen getrennt und in den 
Konzentrationsreaktor überführt wurde. Das Retentat wurde mit den Bakterienzellen 
in den Kultivierungsreaktor zurückgeführt. In einem nächsten Separationsschritt 
stellte die Auftrennung des Kultivierungsmediums durch eine 
Querstromfiltrationseinheit mit einer Trenngrenze von 100 kDa sicher, dass bei der 
Rückführung des Kultivierungsmediums vom Konzentrations- in den 

 100 -PGA, im 
Konzentr -PGA hier 
über den Verlauf der Kultivierung anreichern konnte.  
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Abb. 29. (A) Chromatografische GPC-Auftrennung des Kultivierungsmediums, (B) nach der Aufreinigung sowie 
nach (C) Auftrennung einer Vergleichsprobe aus isoliertem -PGA. 

B. licheniformis 9945A zeigte während der Kultivierung einen charakteristischen 
Wachstumsverlauf, der dem des Batch-Prozesses aus Kap. 4.1.1 entsprach. Mit 
Erreichen eines maximalen Anteils von 50 % an Gelöstsauerstoff wurde mit 
Einsetzen der stationären Phase die Kultivierung nach 36 h abgestoppt. Im 
Gegensatz zur Batch-Kultivierung aus Kap. 4.1.1 zeigte sich aber, dass bis zum 
Abbruch der Kultivierung noch keine Kohlenstofflimitierung eingetreten war. Die 
Citrat-Konzentration ist während des gesamten Kultivierungsverlaufes von 
cS,0 = 11 gCit L-1 auf nur etwa 5 gCit L-1 gesunken. Ebenso wurden die beiden weiteren 
Kohlenstoffquellen, Glycerin und Glutamat, nur unvollständig umgesetzt. Abb. 29 (A) 
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zeigt das Ergebnis aus der chromatografischen GPC-Auftrennung des zellfreien 
Kultivierungsmediums im Konzentrationsreaktor nach 36 h.  

Mit der Nutzung eines polymeren Pullulans als Referenzsubstanz konnte hier ein 
äquivalenter Größenvergleich der vorliegenden Makromoleküle in der Probe 
hergestellt werden. Bei Abbruch der Kultivierung waren insgesamt drei 
makromolekulare Bestandteile (Mäq  103 g mol-1) zu beobachten. Nach der 
Aufreinigung, die im Wesentlichen aus dem Austausch des Kultivierungsmediums 
durch deionisertes Wasser bestand, ist in Abb. 29 (B) zu erkennen, dass nur noch 
eine hochmolekulare Substanz mit einer äquivalenten mittleren molaren Masse von 
5 5 g mol-1 im Retentat übriggeblieben ist, wohingegen alle restlichen 
Bestandteile mit dem Filtrat vollständig ausgewaschen wurden. Über einen Vergleich 
der GPC-Auftrennung des aufgereinigten -PGA aus Kap. 4.1.2 zeigt sich in 
Abb. 29 (C), dass der verbliebene Peak dem des -PGA mit absoluter mittlerer 
molarer Masse von 266 kDa zuzuordnen ist. Bei Betrachtung der 
Polymergrößenverteilung fällt auf, dass es zwischen den beiden -PGA-Produkten 
Unterschiede in der Kettenlängenverteilung gibt. Das isolierte -PGA aus der Batch-
Kultivierung, Abb. 29 (C), weist eine äquivalente mittlere molare Masse von 

5 ± 105 g mol-1 auf, das -PGA aus der modifizierten Batch-Kultivierung, 
Abb. 29 (B) besitzt dagegen eine geringere äquivalente mittlere molare Masse von 
nur 5 ± 5 g mol-1. Mit der modifizierten Batch-Prozessführung kann 
somit eine Verbesserung der Polymerqualität nachgewiesen werden. Neben der 
Verbesserung der Polymerqualität fällt aber gleichermaßen auf, dass die quantitative 
Ausbeute der -PGA-Konzentration nach Abbruch der Kultivierung mit  
0,048 g -PGA L-1 nur gering ist. Das kann auf die unvollständige Umsetzung der 
Kohlenstoffquellen bis zum Abbruch der Kultivierung zurückgeführt werden. 

4.2 Maßgeschneiderte Entwicklung von biopolymeren 
Amphiphilen 

Nach Optimierung der Kultivierungs- und Aufreinigungsprozesse zur Herstellung von 
-PGA sollen nunmehr die physiko-chemischen Eigenschaften des erzeugten 

Biopolymers charakterisiert und gezielt für die Nutzung als grenzflächenaktive 
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Komponente weiterentwickelt werden. Mit der Kopplung ausgewählter Komponenten 
können so in weiteren Schritten selbstaggregierende und sterisch stabilisierende 

-PGA-Gerüst chemisch integriert werden, um den Zugang 
zu einem grenzflächenaktiven Amphiphil zu ermöglichen.  

 -PGA 

Abb. 30 (A) zeigt das physiko-chemische Verhalten von -PGA in deionisiertem 
Wasser anhand seiner (q3)-Häufigkeitsverteilung. Es fällt auf, dass hier ein 
dynamischer Wechsel von verschiedenen makromolekularen Formen über den 
Verlauf der Lichtstreuungsuntersuchungen vorherrscht. Gestreckte Polymerketten 
mit grobdisperser Verteilung bilden den überwiegenden Anteil in wässriger 
Umgebung mit einem mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 
111,607 ± 24,287 m. Weniger stark ausgeprägt liegen hingegen Gauß-Knäuel mit 
einem mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 0,319 ± 0,017 m vor. Die 
REM-Aufnahme aus Abb. 30 (B) zeigt gefriergetrocknetes -PGA bei 500-facher 
Vergrößerung. Hier ist deutlich eine kristalline Struktur zu erkennen, die übergeordnet 
ein vernetztes Gerüst formt. Die gesamte Polymermatrix gleicht einer käfigartigen 
Struktur mit scharfen Kanten. Am linken Rand, unmittelbar an der SiO2-Grenzfläche 
des Objektträgers, lassen sich feine Fasern erkennen (i). Insgesamt ist der stark 

-PGA auf den hohen Gehalt an Carboxylgruppen innerhalb 
der Polymerketten zurückzuführen. Als Folge seiner starken ionischen 

-PGA daher in dieser käfigartigen kristallinen 
Form. 
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Abb. 30. (A) Volumengewichtete (q3)- -PGA in Wasser. 
(B) REM-Aufnahme einer gefriergetrockneten Probe mit (i) feinen Fasern -PGA nach Isolation aus einer 
B. licheniformis-Kultivierung bei 500-facher Vergrößerung. 

Abb. 31 zeigt einen -PGA zu einem amphiphilen PVOH 
anhand der volumengewichteten (q3)-Häufigkeitsverteilungen.  
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Abb. 31. Vergleich der volumengewichteten (q3)-Hä -PGA (blau) und 
PVOH (orange). 

Da das PVOH bereits als grenzflächenaktiver Stabilisator in kolloiddispersen 
Formulierungen Verwendung findet [36, 208], soll es hier als maßgebende Referenz, 
stellvertretend für ein Amphiphil, zum physiko-chemischen Vergleich mit -PGA 
herangezogen werden. Im Gegensatz zum Biopolymer, welches unspezifisch seine 
Konformation über den Verlauf beliebig ändert, zeigt sich beim PVOH nur eine 
bestimmte morphologische Ausprägung. Hier formen sich die Polymerketten in 
wässriger Umgebung zu Assoziationskolloiden, was hauptsächlich auf die 
amphiphilen Eigenschaften des PVOH zurückzuführen ist. Der wasserunlösliche 
Anteil aus Acetatestern orientiert sich aufgrund seiner stark ausgeprägten van-der-
Waals-Kräfte zueinander, wohingegen der wasserlösliche Anteil an der Grenzfläche 
die heterogene Phase gegenüber dem dipolaren Wasser darstellt. Diese 
Konstellation verleiht dem PVOH seine filmbildenden Eigenschaften an Oberflächen. 
Darüber hinaus kann PVOH zur Ausbildung einer dispersen Phase aus 
Assoziationskolloiden genutzt werden, wie es in Abb. 30 dargestellt ist. Die flexible 
Nutzung des Materials bietet für die Entwicklung von Wirkstoffformulierungen 
optimale Bedingungen zur Verkapselung von Wirksubstanzen. Die 
Assoziationskolloide des hier eingesetzten PVOH besitzen einen mittleren 
apparenten Partikeldurchmesser von 0,386 ± 0,021 m. Für das -PGA gilt 
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gleichermaßen, dass erst mit der Bereitstellung eines amphiphilen Charakters die 
Voraussetzungen geschaffen werden, dem Biopolymer grenzflächenaktive 
Eigenschaften zu übertragen. Dieser Ansatz wird in der Folge durch die punktuelle 
Modifikation an dem Biopolymergerüst verfolgt. 

 Chemische Integration des hydrophoben -PGA 

Mit der Erkenntnis einer physiko-chemisch vorliegenden Dynamik von -PGA in 
wässriger Umgebung soll nun in einem ersten Schritt ein amphiphiler Charakter durch 
die gezielte Integration einer hydrophoben Komponente in das biopolymere Gerüst 
erzeugt werden, aus dem sich eine disperse Phase in Wasser ausbilden kann. Der 
Einbau des Aminosäure-Derivates L-TrpE in das polymere Gerüst stellt bei der 
Umsetzung eine wichtige Rolle dar. Die stark hydrophobe Komponente überträgt dem 
Poly-Anion neben seinem bisher ausschließlich ionisch wechselwirkenden Charakter 
zusätzlich nun einen hydrophoben Charakter, den das Makromolekül in der Folge zu 
einem selbstaggregierenden Assoziationskolloid in wässriger Umgebung macht. Die 
Integration wird chemisch über eine EDC-Kopplung realisiert, aus der das amphiphile 
Kammpolymer Poly(- -GA-r-L-TrpE) hervorgeht, wie es in Abb. 32 schematisch 
dargestellt ist. 

 

Abb. 32. Schematische EDC-Kopp -PGA mit hydrophoben L-TrpE zum amphiphilen 
Kammpolymer Poly(- -GA-r-L-TrpE). 

Bei der Erzeugung grenzflächenaktiver Polymere ist es von Beginn an notwendig, 
eine stöchiometrische Menge an L-TrpE festzulegen, aus dem ein Biopolymer-
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Derivat mit einem HLB-Wert zwischen 12 und 16 gebildet werden kann. Das 
entspricht einem molaren Kopplungsgrad von L- -PGA zwischen 20 und 
40 %. Eine quantitative Bestimmung kann hier idealerweise über die fluoreszierenden 
Eigenschaften des Indolgerüsts im L-TrpE erfolgen, um anschließend dem 
Biopolymer-Derivat seinen konkreten HLB-Wert zuzuordnen. Abb. 33 zeigt das 
Anregungs- und Emissionsspektrum von L-TrpE. 

 

Abb. 33. Absorptions-/ Emissionspektrum von L-TrpE mit maximaler Anregungswellenlänge bei Ex = 285 nm 

Em = 344 nm (grün).  

Ex = 285 nm und einer Emissionsdetektion 

Em = 344 nm ist ein spezifisches Fluoreszenzsignal des Indolgerüsts 
nachzuweisen [158]. Mit der Festlegung der Messbedingungen lassen sich so gezielt 
Informationen aus Fluoreszenz-basierten Vergleichsmessungen ermitteln. Für das 
Poly(- -GA-r-L-TrpE) zeigt sich aus den Untersuchungen eine Kopplung von etwa 
30 % der funktionalen Carboxylgruppen. Das entspricht einem HLB-Wert von 14. 
Dieser Wert liegt inmitten des Bereiches für grenzflächenaktive Stoffe mit bevorzugt 
o/w-ausbildenden Eigenschaften (HLB = 12  16), was eine optimale 
Ausgangssituation für die Umsetzung zu kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen in 
Wasser bietet. Aus den Emissionsspektren in Abb. 34 lassen sich die signifikanten 
Unterschiede von -PGA und Poly(- -GA-r-L-TrpE) beobachten.  
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Abb. 34. - Em,max = Ex,max = 285 nm ) und Poly(- -GA-r-L-TrpE) (rot, 

Em,max = 285 nm, 344 Ex = 285 nm. 

Die Emissionsspektren zeigen dabei charakteristische Maxima für beide Materialien 

Em = 285 nm. Dies ist das Resultat aus der isotropen 
Rayleigh-Streuung bei der lichtinduzierten Anregung der Proben mit Ex = 285 nm 
[209]. Darüber hinaus zeigt das Poly(- -GA-r-L-TrpE) ein weiteres charakteristisches 

Em = 344 nm. Dieser Peak ist auf die spezifische Emission 
des Indolgerüsts aus dem L- -PGA hingegen ist dieser 
Peak nicht zu beobachten. Der fluoreszierende Nachweis bestätigt somit die 
erfolgreiche Integration des Aminosäure-Derivates L-TrpE in das Gerüst von -PGA.  

Die physiko- -PGA hat gezeigt, dass die morphologische 
Konformation des Makromoleküls in wässrigem Medium einer dynamischen Natur 
zugrunde liegt. Die Überwindung der energetischen Barriere von einem Gauß-Knäuel 
zu gestreckten Polymerketten wird durch den ausschließlich poly-anionischen 
Charakter kinetisch begünstigt. Das physiko-chemische Verhalten des 
Kammpolymers Poly(- -GA-r-L-TrpE) hingegen zeigt in Abb. 35 (A) in der 
volumengewichteten (q3)-Häufigkeitsverteilung ein verändertes Bild. 
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Abb. 35. (A) Volumengewichtete (q3)-Häufigkeitsverteilung von Poly(- -GA-r-L-TrpE) in deionisiertem Wasser. 
(B) REM-Aufnahme einer gefriergetrockneten Probe mit (j) kristallinem Charakter und (k) Assoziationskolloiden 
bei 25.000-facher Vergrößerung. 

Hier lässt sich ausschließlich eine morphologische Ausprägung aus 
Assoziationskolloiden beobachten. Der mittlere apparente Partikeldurchmesser 
besitzt einen Wert von 0,249 ± 0,012 m. Während der Messungen konnte zu keinem 
Zeitpunkt eine andere morphologische Form beobachtet werden, womit sich auch 
mittels physiko-chemischer Betrachtung die erfolgreiche Integration des 
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hydrophoben Aminosäure-Derivates in das poly-anionische Gerüst bestätigen lässt. 
Das selbstaggregierende Biopolymer-Derivat bildet so nun die Grundlage für die 
erfolgreiche Verkapselung einer Wirksubstanz. Abb. 35 (B) zeigt eine REM-
Aufnahme aus einer gefriergetrockneten Probe mit Poly(- -GA-r-L-TrpE) bei  
25.000-facher Vergrößerung. Entgegen der stark kristallinen Auskristallisation von  
-PGA in Abb. 30 (B) weist das Poly(- -GA-r-L-TrpE) ein verändertes 

Kristallisationsverhalten auf. Neben den kristallinen Kanten (j) treten bei diesem 
Biopolymer-Derivat vermehrt Fragmente von Assoziationskolloiden auf (k), was das 
Resultat seiner nunmehr amphiphilen Eigenschaften ist.  

 Glykosilierung von Poly(- -GA-r-L-TrpE) 

Nach der -PGA zum Poly(- -GA-r-L-TrpE) sollte nun im nächsten 
Schritt eine weitere Komponente zur sterischen Stabilisierung gezielt in das 
amphiphile Kammpolymer integriert werden. Abb. 36 zeigt die schematische 
Umsetzung über eine EDC-Kopplung zu Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin).  

 

Abb. 36. Schematische Umsetzung von amphiphilen Poly(- -GA-r-L-TrpE) zu Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-
Kanamycin) mit zusätzlichen sterisch stabilisierenden Eigenschaften (b -PGA-Carboxylgruppen,  
rot: L-TrpE, grün: Kanamycin). 

Abb. 37 (A) zeigt die volumengewichtete (q3)-Häufigkeitsverteilung des Poly(- -GA-
r-L-TrpE-r-Kanamycin) in deionisiertem Wasser. 
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Abb. 37. (A) Volumengewichtete (q3)-Häufigkeitsverteilung von Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin) in 
deionisiertem Wasser. (B) REM-Aufnahme einer gefriergetrockneten Probe mit (l) kristallinem Charakter und 
(m) Assoziationskolloiden bei 5.000-facher Vergrößerung. 

Der mittlere apparente Partikeldurchmesser beträgt hier 0,354 ± 0,022 m und ist 
damit etwas größer als der des zuvor betrachteten Poly(- -GA-r-L-TrpE). Der Anstieg 
des Partikeldurchmessers ist dabei ein physiko-chemisches Indiz für den Einbau von 
Kanamycin in das Biopolymer-Derivat. Aufgrund seines hydrophilen Charakters 
orientiert sich das Tri-Aminoglykosid zwangsläufig an der heterogenen Grenzfläche 
des Assoziationskolloids in Richtung des dipolaren Wassers. An den Amin- und 
Hydroxylgruppen bildet sich in der Folge eine außerordentlich stabile Solvathülle aus. 
Auf Basis von Lichtstreuungsuntersuchungen führt die Vergrößerung der Solvathülle 
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zu einem Anstieg des mittleren apparenten Partikeldurchmessers von Poly(- -GA-r-
L-TrpE-r-Kanamycin) gegenüber Poly(- -GA-r-L-TrpE). Abb. 37 (B) zeigt eine REM-
Aufnahme des gefriergetrockneten Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin) bei 5.000-
facher Vergrößerung. Hier setzt sich die Abnahme der Kristallinität bei gleichzeitiger 
Zunahme der strukturellen Komplexität der Biopolymer-Derivate zu Fragmenten aus 
Assoziationskolloiden fort. Lokal lassen sich an verschiedenen Orten (l, m) die 
unterschiedlichen Charakteristika beobachten.  

4.3 Charakterisierung kolloiddisperser Ubichinon 
Wirkstoffformulierungen 

 Partikelgrößenverteilung 

Abb. 38 stellt die unterschiedlichen Häufigkeitsverteilungen der in dieser Arbeit 
verwendeten PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung in deionisiertem Wasser dar. 
Aus der (q0)-Häufigkeitsverteilung lassen sich Primärpartikeln mit einem mittleren 
apparenten Partikeldurchmesser von 0,097 ± 0,005 m beobachten. Darüber hinaus 
zeigt sich bei Betrachtung der (q3)-Häufigkeitsverteilung eine bimodale Verteilung 
innerhalb der dispersen Phase, bei der Primärpartikeln mit ihren 
Partikelagglomeraten oder -aggregaten im Gleichgewicht stehen. Die kolloiddisperse 
Fraktion besitzt einen mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 
0,203 ± 0,022 m, wohingegen die grobdisperse Fraktion einen mittleren apparenten 
Partikeldurchmesser von 1,527 ± 0,048 m aufweist. Anhand der beiden 
Häufigkeitsverteilungen lassen sich deutlich die Auswirkungen des komplexen 
Zusammenspiels physiko-chemischer Eigenschaften in einer dispersen Phase 
aufzeigen. Auf der einen Seite führt die starke Hydrophobizität des Ubichinons 
aufgrund seiner starken van-der-Waals-Wechselwirkung zu verstärkter Annäherung 
einzelner Partikeln. Das oberflächenaktive PVOH verhindert auf der anderen Seite 
die Koaleszenz (chemisorptive Annäherung) der emulsiven Kernkomponenten, so 
dass eine disperse Phase dauerhaft aufrechterhalten werden kann. Mit dem Einfluss 
des elektrokinetischen -Potentials liegt darüber hinaus ein weiterer physiko-
chemischer Faktor vor, der ebenso einen signifikanten Einfluss auf die Stabilität einer 
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dispersen Phase hat. Bei der PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung liegt das -
Potential in deionisierten Wasser bei -6,3 ± 6,2 mV.  

 

 

Abb. 38. Anzahl- (q0, blau) und volumengewichtete (q3, rot) Häufigkeitsverteilung der PVOH/Ubichinon-
Wirkstoffformulierung in deionisiertem Wasser. 

Abb. 39 zeigt die Ergebnisse aus den Lichtstreuungsmessungen einer Poly(- -GA-r-
L-TrpE)-stabilisierten kolloiddispersen Ubichinon-Wirkstoffformulierung in 

-PGA gebildete 
amphiphile Poly(- -GA-r-L-TrpE) als grenzflächenaktive Komponente und ersetzt 
damit das PVOH aus der Referenzformulierung. Die anzahlgewichtete (q0)-
Häufigkeitsverteilung zeigt auch hier eine Engverteilung von Primärpartikelgrößen mit 
einem mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 0,104 ± 0,006 m. Selbst die 
volumengewichtete (q3)-Häufigkeitsverteilung hat mit der bimodalen Verteilung einen 
sehr ähnlichen Charakter zur bereits betrachteten Größenverteilung der 
Referenzformulierung. Die kolloiddisperse Fraktion besitzt einen mittleren 
apparenten Partikeldurchmesser von 0,250 ± 0,026 m, während die grobdisperse 
Fraktion einen mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 1,639 ± 0,037 m 
aufweist. Im Unterschied zur Referenzformulierung basiert allerdings hier die 
Aufrechterhaltung der dispersen Phase hauptsächlich auf der elektrostatischen 
Abstoßung kolloiddisperser Teilchen, die durch die freien Carboxylgruppen auf der 
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Oberfläche jeder partikulären Einheit erzeugt wird. In der Konsequenz führt das zu 
einem stark negativen -Potential von -60,6 ± 4,9 mV. Aus einem Vergleich mit der 
zuvor diskutierten Referenzformulierung deutet sich an, dass der bimodale Charakter 
der kolloiddispersen Ubichinon-Formulierungen grundsätzlich auf die starken van-
der-Waals-Wechselwirkungen des Ubichinons im Partikelkern und weniger auf 
Grenzflächeneffekte zurückzuführen sind. 

 

Abb. 39. Anzahl- (q0, blau) und volumengewichtete (q3, rot) Häufigkeitsverteilung der Poly(- -GA-r-L-TrpE)-
stabilisierten Ubichinon-Wirkstoffformulierung in deionisiertem Wasser. 

Abb. 40 zeigt die Häufigkeitsverteilungen der Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)-
stabilisierten Wirkstoffformulierung. Der mittlere apparente Partikeldurchmesser liegt 
bei 0,101 ± 0,005 m. Mit dem Vergleich zu den bisher betrachteten 
Wirkstoffformulierungen fällt auf, dass alle (q0)-Häufigkeitsverteilungen eine große 
Ähnlichkeit besitzen. Die mittleren apparenten Partikeldurchmesser weichen nur 
geringfügig voneinander ab. Auf Basis der unterschiedlich eingesetzten 
Komponenten bei jeder Wirkstoffformulierung ist der Einfluss auf die Bildung der 
kleinsten partikulären Einheiten aber nicht auf die Zusammensetzung 
zurückzuführen. Eher scheint der durchschnittlich gebildete mittlere apparente 
Partikeldurchmesser das Resultat aus dem jeweils gleichen Energieeintrag während 
des Umsetzungsprozesses über die Hochdruckhomogenisation zu sein [3].  

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



4 Ergebnisse und Diskussionen 

84 

 

Abb. 40. Anzahl- (q0, blau) und volumengewichtete (q3, rot) Häufigkeitsverteilung der Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-
Kanamycin)-stabilisierten Ubichinon-Wirkstoffformulierung in deionisiertem Wasser. 

Ganz gegensätzlich verhält sich die Wirkstoffformulierung bei Betrachtung der (q3)-
Häufigkeitsverteilung. Hier lässt sich eine ausschließlich monomodale Verteilung mit 
einem mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 0,192 ± 0,010 m beobachten. 
Die Integration des Kanamycins verhindert in der Formulierung offensichtlich die 
sterische Annäherung von partikulären Einheiten. In der Folge verlagert sich das 
Gleichgewicht hin zu einer kolloiddispersen Phase, so dass diese den 
Hauptbestandteil dieser Formulierung ausmacht. Neben der sterischen Abschirmung 
besitzt die Formulierung ein stark negatives elektrokinetisches -Potential von  
-51,0 ± 5,2 mV, was zusätzlich zur Stabilität der kolloiddispersen Phase beiträgt. 
Durch die weitere Kopplung des Kanamycins an die freien Carboxylgruppen des  
-PGA- -Potential entsprechend um den Betrag 

des Kopplungsgrades niedriger. Die geschaffenen Voraussetzungen eines stabilen 
physiko-chemischen Systems bieten nunmehr eine optimale Plattform für 
Untersuchungen an lebenden Zellen. 

 Oberfläche, Volumen und Wirkstoffbeladung  

Die Wahrscheinlichkeit eines verkapselten Wirkstoffes in lebende Zellen zu gelangen 
und dort seine Wirkung zu entfalten ist primär von den physiko-chemischen 
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Eigenschaften seines Transportsystems abhängig. Maßgeblichen Einfluss haben die 
physiko-chemischen Parameter Partikelgröße, Oberflächenbeschaffenheit/ -ladung 
und Partikelform [106]. Darüber hinaus ist die Partikelbeladung mit dem Wirkstoff ein 
wichtiger Faktor, der die Wirksamkeit einer kolloiddispersen Formulierung erheblich 
beeinflusst. In Tab. 10 sind die einzelnen Charakteristika der hier eingesetzten 
Wirkstoffformulierungen zusammengefasst.  

Tab. 10. Oberflächencharakteristika und Wirkstoffbeladung der in dieser Arbeit eingesetzten Formulierungen. 

Wirkstoff Ubichinon  

Stabilisator PVOH 
Poly(- -GA-r-L-

TrpE) 
Poly(- -GA-r-L-

TrpE-r-Kanamycin) 

mittlerer apparenter 
Partikeldurchmesser 

( m) 

mean50,0 

mean50,3 
(1. Fraktion  1 m) 

 1 m) 

 
 
 

0,097 ± 0,005 

 
0,203 ± 0,022 
1,527 ± 0,048 

 
 
 

0,104 ± 0,006 
 

0,250 ± 0,026 
1,639 ± 0,037 

 
 
 

0,101 ± 0,005 

 
0,192 ± 0,010 

 

Oberfläche 
( m2 Partikel-1) 

 
-2 

 
-2 

 
-2 

Volumen 
( m3 Partikel-1) 

 
4,78 10-4 

 
5,89 10-4 

 
5,39 10-4 

S/V-Verhältnis 
( m-1) 

 
61,86 

 
57,69 

 
59,41 

Partikelkonzentration 
(mL-1) 

 
1,52 1019 

 
4,95 1019 

 
2,80 1019 

-Potential 
(mV) 

 
- 6,3 ± 6,2 

 
- 60,6 ± 4,9 

 
- 51,0 ± 5,2 

Mit den aus Kap. 4.2.4 gewonnenen Erkenntnissen über die Partikelgrößenverteilung 
lassen sich Informationen über das S/V-Verhältnis sowie über die Anzahl von 
Wirkstoffpartikeln pro Volumen erhalten. Bei den hier betrachteten 
Wirkstoffformulierungen ergibt sich jeweils ein S/V-Verhältnis mit einem Wert von 
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etwa 60 m-1. Nach größenbasierter Einordnung aus Kap. 2.1.6 besitzen die 
unterschiedlichen Wirkstoffformulierungen Primärpartikeln mit kolloiddispersen 
Eigenschaften, die potentiell über passive Transportwege in lebende Zellen 
penetrieren können [106, 210 214]. 

Die Präsenz von Partikelagglomeraten bzw. der -aggregaten spielt für die 
Wirkstofffreisetzung eine besondere Rolle. Grobdisperse Partikelformen sind zwar 
von ihrer Beschaffenheit nicht als Transportsystem von Wirkstoffen in lebende Zellen 
geeignet, dennoch setzen Wirkstoff-beladene Agglomerate durch die reversible 
Abgabe einzelner Primärpartikeln den Wirkstoff nachhaltig frei. Im Gegensatz dazu 
sinkt die Bioverfügbarkeit des Wirkstoffes in Aggregaten drastisch. Ein Nachweis zur 
Unterscheidung der beiden Partikelformen ist hier nur indirekt über das physiko-
chemische Verhalten unter physiologischen Bedingungen sowie über die 
Bestimmung der Wirksamkeit möglich. Neben der Partikelgröße beeinflusst auch die 
Oberflächencharakteristik einer partikulären Einheit (un-)spezifische 
Wechselwirkungen. Polare und apolare Ladungen bestimmter Stoffgruppen bilden 
eine heterogene Grenzfläche eines Partikels zu seiner wässrigen Umgebung aus. 
Auf Basis der hier verwendeten PVOH-Referenzformulierung wurde ein 
grenzflächenaktives Polymer eingesetzt, das vor allem durch seine dipolaren 
Hydroxylgruppen die Barriere der heterogenen Grenzschicht zum Wasser hin bildet. 

-Potential der PVOH-stabilisierten Partikeln 
ist entsprechend seiner chemischen Natur mit -6,3 ± 6,2 mV nur sehr gering. Die 
große Abweichung des Wertes deutet an, dass das elektrokinetische Potential sich 
insgesamt stets gegen Null hin orientiert. Eine elektrostatische Stabilisierung in der 
Referenzformulierung ist somit weitestgehend ausgeschlossen. Zwangsläufig muss 
von einer sterischen Stabilisierung ausgegangen werden. Bei Betrachtung der 
Biopolymer-basierten Formulierungen verhält sich der physiko-chemische Charakter 
grundsätzlich verschieden. Bedingt durch den stark abweichenden Aufbau von  
Poly(- -GA-r-L-TrpE) lässt sich in der Wirkstoffformulierung ein stark negatives  
-Potential nachweisen. Dies ist mit einem Wert von -60,6 ± 4,9 mV im Vergleich zur 

PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung um den Faktor zehn geringer. Als 
ausschlaggebende Größe für den Unterschied sind hier die an der Grenzfläche 
vorhandenen Carboxylgruppen des Biopolymer-Derivates, die in der Folge ihrer 
starken Elektronegativität zu einer ebenso starken elektrostatischen Abstoßung von 
Partikeln führt. Eine reine elektrostatische Stabilisierung bringt allerdings unter 
physiologischen Bedingungen gewisse Risiken mit sich. Nach Hofmeister [100] ist 
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anzunehmen, dass die elektrostatische Stabilität in Anwesenheit von Salzen stark 
beeinträchtigt wird, so dass sich eine Solvathülle unter den Umgebungsbedingungen 
auflösen kann [58]. Untersuchungen haben gezeigt, dass diese ab einer Osmolalität 
von 0,02 osmol kg-1 praktisch nicht mehr vorliegt. Im Fall der vollständigen Auflösung 
einer Solvathülle würde dies in einer rein elektrostatisch stabilisierten Formulierung 
die Wahrscheinlichkeit einer irreversiblen Chemisorption signifikant erhöhen, was 
weiterführend zu einer vollständigen Aggregation von Primärpartikeln führt. Mit 
Hinblick auf eine effektive Nutzung der Wirkstoffformulierungen unter solchen 
Umgebungsbedingungen reicht eine elektrostatische Abschirmung daher nicht aus 
[58]. Mit der Kopplung von Kanamycin an das amphiphile Biopolymer  
Poly(- -GA-r-L-TrpE) wurde mit Poly(- -GA-r-L-TrpE-r- -PGA-
Derivat geschaffen, das der Wirkstoffformulierung zusätzlich sterisch stabilisierende 
Eigenschaften verleiht. 

Nach der Bereitstellung einer stabilen kolloiddispersen Formulierung ist es nunmehr 
notwendig, die Freisetzungsmechanismen der vorliegenden Wirkstoffe optimal 
einzusetzen. Grundsätzlich unterscheidet man zwei Möglichkeiten wie die 
Freisetzung von Wirkstoffen kinetisch ablaufen kann. Basierend auf dem 
Löslichkeitsprodukt des Wirkstoffes wird dieser in wässrigem Medium zu jeder Zeit 
zu einem gewissen Prozentsatz gelöst vorliegen. Durch den stetigen Abbau des 
gelösten Wirkstoffes verlagert sich der Konzentrationsgradient kontinuierlich von 
nicht-gelöstem zu gelöstem Wirkstoff, so dass sich nach und nach die partikulären 
Einheiten auflösen und der Wirkstoff freigesetzt wird. In einem weiteren kiss-and-run-
Mechanismus wird die stoffliche Übertragung eines hydrophoben Wirkstoffes beim 
Aufeinandertreffen auf die hydrophoben Kompartimente einer Zelle beschrieben 
[215]. Dieser Mechanismus tritt insbesondere bei nahezu allen wasserunlöslichen 
Wirkstoffen ein, die entgegen ihrer geringen Bioverfügbarkeit dennoch ihre Wirkung 
als solches entfalten können. Ubichinon gehört durch seine chemische Natur 
tendenziell zu dieser Gruppe von Wirkstoffen.  

 REM-Bildanalyse 

Zur vollständigen Bewertung der hier verwendeten kolloiddispersen Materialien 
müssen diese neben der statistischen Partikelgrößenverteilung auch visuell 
abgebildet werden. Da Ubichinon emulsiv als unterkühlte Schmelze in 
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kolloiddispersen Systemen vorliegt [216], war es notwendig, eine angepasste 
Präparationsmethode zu entwickeln. Die Formulierungen wurden zunächst 
schockgefroren, um thermische Umwandlungsprozesse der partikulären Einheiten zu 
verhindern. Mit dem vollständigen Entfernen des restlichen Wassers durch 
Gefriertrocknung war es möglich, ein reales Abbild der Proben aufzunehmen. 
Abb. 41 (A) zeigt eine REM-Aufnahme der PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung 
mit 15.000-facher Vergrößerung. Lange Fäden zeigen eine polymere PVOH-Matrix, 
die sich durch den filmbildenden Charakter des Polymers ausbilden [217]. Entlang 
der PVOH-Fäden sind sphärische Kugeln (n) und Plättchen (o) aus Ubichinon zu 
beobachten. Die Plättchen stellen eine Nebenerscheinung der Probenpräparation 
dar, die durch die kinetisch-bedingte Dauer des Gefriervorgangs erzeugt werden. 
Nach bildanalytischer Auswertung lassen sich Primärpartikeln mit einem Feret-
Durchmesser zwischen 0,090 und 1,060 m beobachten, was gut mit den 
Ergebnissen aus der statistischen Partikelgrößenverteilung aus Kap. 4.2.4 
übereinstimmt. Abb. 41 (B) zeigt eine REM-Aufnahme der Poly(- -GA-r-L-TrpE)-
basierten Wirkstoffformulierung. Die kolloiddispersen Ubichinon-Partikeln weisen 
einen Größenbereich zwischen 0,090 und 0,500 m auf. Besonders auffällig 
gegenüber der PVOH-basierten Referenzformulierung ist hier das 
Kristallisationsverhalten der biopolymeren Komponente. Während sich bei der 
Präparation mit PVOH eine filmbildende Polymermatrix ausbildet, sind bei der Poly(-
-GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-Formulierung ausschließlich Kolloide (p) zu beobachten, 

was dem Kristallisationsverhalten des reinen Biopolymer-Derivates aus Kap. 4.2.2 
sehr ähnelt. Während des Gefrierprozesses scheinen hier die 
Kristallisationseigenschaften des Biopolymer-Derivates die von Ubichinon zu 
überlagern, was in einer REM-Aufnahme zu einem grundsätzlich unterschiedlichen 
Aussehen gegenüber der PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung führt. Für die 
Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)-basierte Ubichinon-Formulierung zeigt sich 
entsprechend in Abb. 41 (C) eine ähnliche Morphologie sowie ein ähnliches 
Kristallisationsverhalten zur Poly(- -GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-Formulierung. Hier 
erstreckt sich eine Partikelgrößenverteilung zwischen 0,090 und 0,210 m.  
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Abb. 41. REM-Aufnahme einer gefriergetrockneten Ubichinon-Wirkstoffformulierung mit (A) PVOH als 
Stabilisator mit (n) Kugeln und (o) Plättchen (15.000-fache Vergrößerung), (B) Poly(- -GA-r-L-TrpE) als 
Stabilisator mit (p) Kolloiden (30.000-fache Vergrößerung), (C) Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin) als 
Stabilisator (40.000-fache Vergrößerung). 
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 Stabilität unter physiologischen Bedingungen 

Die Stabilität von kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen bildet ein wichtiges 
Kriterium für den Einsatz bei therapeutischen Fragestellungen. Aufgrund seiner 
besonderen Rolle ist dieses Thema deshalb ein viel diskutierter Bestandteil in den 
Kolloidwissenschaften [218 220]. Oftmals wird allerdings die Tatsache außer Acht 
gelassen, dass kolloiddisperse Wirkstoffformulierungen bei Anwendung an lebenden 
Zellen physiologischen Bedingungen ausgesetzt sind, die nicht denen unmittelbar 
nach Herstellung und Lagerung entsprechen. Ein physiologisches oder auch 
isotonisches Umfeld ist sowohl geprägt von der Anwesenheit kosmotroper wie auch 
chaotroper Salze und anderer Agentien. Im Zusammenspiel bewirken diese 
Medienkomponenten bei einer kolloiddispersen Formulierung eine Neuausrichtung 
des vorliegenden Gleichgewichtes aus Primärpartikeln und deren Agglomeraten bzw. 
Aggregaten. In Komplexmedien, wie sie hier in dieser Arbeit betrachtet werden, kann 
es auch zu unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen Komponenten, wie 
beispielsweise Proteinen, Enzymen und Oligopeptiden/-nukleotiden, kommen. Im 
ungünstigsten Fall führt das zu einer Sedimentation des Wirkstoffes, was in der Folge 
die Bioverfügbarkeit der Wirkstoffformulierung signifikant reduziert. Dies hätte 
wiederum direkten Einfluss auf die Wirksamkeit bei physiologischen 
Untersuchungen. Um das Risiko im Vorfeld minimieren oder gar ausschließen zu 
können, sollen hier neben den Stabilitätsstudien der kolloiddispersen 
Wirkstoffformulierungen in deionisierten Wasser auch Stabilitäten der 
Formulierungen unter physiologischen Bedingungen in einem LB-Komplexmedium 
untersucht werden. Für alle folgenden physiologischen Stabilitätsstudien an den 
kolloiddispersen Wirkstoffformulierungen wurde das Puffer-angepasste  
LB-Komplexmedium (vgl. Kap. 4.3.1, Tab. 8), das auch für die Kultivierung der 
Hefezellen verwendet wurde, eingesetzt. Die Osmolalität des Komplexmediums 
entspricht mit 0,3 osmol kg-1 der einer isotonischen 0,9 %-igen NaCl-Lösung. Neben 
den Salzen beinhaltet das LB-Komplexmedium darüber hinaus Hefeextrakt und 
Bacto-Pepton. Da sich unter diesen Bedingungen die elektrostatische Abstoßung bei 
den partikulären Einheiten vollständig auflöst, muss sich zwangsläufig das 
Gleichgewicht zwischen Primärpartikeln und Agglomeraten in den Formulierungen 
neu einstellen. Als maßgebende Parameter zur Bewertung der kolloiddispersen 
Stabilität wird die Partikelgrößenveränderung in der volumengewichteten (q3)-
Häufigkeitsverteilung verfolgt. 
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Abb. 42 stellt den Vergleich der (q3)-Häufigkeitsverteilungen der PVOH/Ubichinon-
Referenzformulierung in deionisiertem Wasser und in LB-Komplexmedium dar. 

 

Abb. 42. Vergleich der volumengewichteten (q3)-Häufigkeitsverteilung der PVOH/Ubichinon-
Referenzformulierung in reinem Wasser (blau) mit der in LB-Komplexmedium (orange). 

Hier ist zu beobachten, dass tatsächlich eine Neuordnung der 
Partikelgrößenverteilung eintritt. Die in reinem Wasser bimodale Verteilung wechselt 
im LB-Komplexmedium zu einer monomodalen Partikelgrößenverteilung. In der Folge 
ändert sich der mittlere apparente Partikeldurchmesser von 0,203 ± 0,022 m in 
deionsiertem Wasser zu 0,435 ± 0,023 m im LB-Komplexmedium. Grundsätzlich 
kann bei der Beobachtung eines Wechsels von einer bi- zu einer monomodalen 
Größenverteilung davon ausgegangen werden, dass Agglomerate bei der 
Neuordnung beteiligt sein müssen. Das schließt in gleichem Maße die Anwesenheit 
von Aggregaten in der dispersen Phase aus. Die PVOH/Ubichinon-
Referenzformulierung stellt mit seinem physiko-chemischen Verhalten unter 
physiologischen Bedingungen daher ein geeignetes kolloiddisperses System dar, bei 
dem eine Reduktion der Bioverfügbarkeit auszuschließen ist. 
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Abb. 43 zeigt den Vergleich aus den (q3)-Häufigkeitsverteilungen der  
Poly(- -GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-Wirkstoffformulierung in deionisiertem Wasser und 
im LB-Komplexmedium. 

 

Abb. 43. Vergleich der volumengewichteten (q3)-Häufigkeitsverteilung von Poly(- -GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-
Wirkstoffformulierung in reinem Wasser (blau) mit der in LB-Komplexmedium (orange). 

Hier ist ein Wechsel der Partikelgrößen von einer engen bimodalen Verteilung zu 
einer breiten Größenverteilung zu beobachten. Unter physiologischen Bedingungen 
liegen nun grobdisperse Partikelgrößen von bis zu dV = 100 m vor, was 
grundsätzlich durch den ausschließlich elektrostatisch stabilisierenden Charakter der 
Poly(- -GA-r-L-TrpE)-basierten Wirkstoffformulierung zu erklären ist. Die 
stabilisierende Solvathülle um die ionischen Carboxylgruppen löst sich bei Anstieg 
der Osmolalität auf, was im Folgenden zur Bildung verschieden großer Agglomerate 
führt. Der mittlere apparente Partikeldurchmesser steigt im LB-Komplexmedium auf 
insgesamt 3,628 ± 0,764 m an.  
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Das physiko-chemische Verhalten der weiterentwickelten Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-
Kanamycin)/Ubichinon-Wirkstoffformulierung zeigt Abb. 44.  

 

Abb. 44. Vergleich der volumengewichteten (q3)-Häufigkeitsverteilung der Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-
Kanamycin)/Ubichinon-Wirkstoffformulierung in reinem Wasser (blau) mit der in LB-Komplexmedium (orange). 

Hier lässt sich unter physiologischen Bedingungen eine Verlagerung der 
monomodalen Partikelgrößenverteilung in deionisiertem Wasser hin zu einer 
schwach ausgeprägten bimodalen Verteilung im LB-Komplexmedium erkennen. 
Große Agglomerate mit einem mittleren apparenten Partikeldurchmesser von 
15,465 ± 0,136 m machen aber insgesamt nur etwa 1 % des volumengewichteten 
Gesamtanteils aus. Der Hauptbestandteil weist eine Verteilung mit einem mittleren 
apparenten Partikeldurchmesser von 0,364 ± 0,028 m auf. Die Verlagerung zu 
größeren Agglomeraten ist bei Betrachtung nur gering, was auf den sterisch 

-PGA-Derivat zurückzuführen ist. 
Damit zeigt sich durch die punktuelle Modifikation an dem Biopolymer-Derivat eine 
Verbesserung der stabilisierenden Eigenschaften unter Einwirkung von äußeren 
Einflüssen. Die Wirksamkeit kann bei dieser Wirkstoffformulierung als grundsätzlich 
unverändert betrachtet werden, da stets ein stabiles kolloiddisperses System vorliegt. 
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4.4 In vitro-Untersuchungen an der Hefe S. cerevisiae N34 

 Prozessoptimierung bei der Kultivierung von Hefezellen 

Die morphologische Vielfältigkeit einer Hefekultur während ihrer Kultivierung setzt 
von Beginn an eine Festlegung einer optimalen Glucose-Konzentration voraus [18]. 
Als Kohlenstoffquelle hat das Monosaccharid unmittelbaren Einfluss auf die  
BTM-Konzentration und damit gleichermaßen auf die morphologische Zellverteilung 
innerhalb einer Kultivierungsbrühe. Zur Durchführung physiologischer 
Untersuchungen muss grundlegend sichergestellt werden, dass jede Zelle in der 
Kultivierungsbrühe zu gleichen Teilen mit Wirkstoffpartikeln beladen werden kann. 
Das ist nicht möglich, sobald der volumengewichtete Anteil an kubischen 
Zellaggregaten, n  5 Hefezellen, signifikant groß ist. Eine gleichmäßige Beladung 
von Wirkstoffpartikeln an Hefezellen wäre unter diesen Umständen nicht 
gewährleistet. Als Folge stark abweichender Ergebnisse könnten bei den 
Untersuchungen keine reproduzierbaren Informationen erhalten werden. Anders 
verhält es sich bei der Ausbildung von Hefezellen als Primärzelle, Knospenzelle und 
planare Pakete. Diese morphologischen Formen gewährleisten durch ihre 
zugängliche Zelloberfläche im umgebenden Raum eine gleichmäßige 
Wirkstoffversorgung. Nach umfassenden Untersuchungen hat sich gezeigt, dass eine 
Glucose-Konzentration von cS = 7,39 ± 0,02 g L-1 im Nährmedium optimale 
Bedingungen für die weiteren in vitro-Untersuchungen bietet. Tab. 11 fasst die 
Ergebnisse aus einem Vergleich unterschiedlicher Glucose-Konzentrationen 
zusammen.  
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Tab. 11. Substrat-/ Biomasseabhängige Morphologieverteilung bei sequentieller Fed Batch-Kultivierung von 
S. cerevisiae N34 [19]. 

Prozessparameter 
cS = 7,4 g L-1 

cX = 1,6 g L-1 

YX/S = 0,22 gBTM gS
-1 

cS = 10 g L-1 

cX = 2,2 g L-1 
YX/S = 0,22 gBTM gS

-1 

Morphologieform q3 (%) q3 (%) 

Primärzellen 
(n = 1) 37,6 31,8 

Knospenzellen 
(budding cells, n = 2) 53,4 41,0 

planare Pakete 
(n = 3-4) 7,6 15,4 

kubische Pakete 
(n  5) 

1,4 11,8 

Kubische Zellaggregate treten unter den Bedingungen zu einem volumengewichteten 
Anteil von nur 1,4 % auf, während der Gesamtanteil der gewünschten 
Morphologieformen entsprechend 98,6 % ausmacht. Allerdings, schon bei geringer 
Erhöhung der Glucose-Konzentration auf cS = 10 g L-1, zeigt sich bei direktem 
Vergleich eine signifikante Verlagerung zu unerwünschten kubischen Zellaggregaten 
von bis zu 11,8 %, so dass nur noch 88,2 % der präferierten Morphologieform 
aussagekräftige Informationen liefern würden. In einem sequentiellen Fed Batch-
Prozess, wie er in dieser Arbeit verwendet wird, führt die Glucose-Konzentration von 
cS = 7,4 g L-1 während der Kultivierung zu einer konstanten BTM-Konzentration von 
cX = 1,56 ± 0,06 g L-1. Die spezifische Wachstumsrate  liegt nach Erreichen der 
stationären Phase in der Kultivierung zwischen -2 h-1.  

Zum Nachweis konstant vorherrschender Kultivierungsbedingungen im Bioreaktor 
wurde mit Hilfe einer FBRM-Sonde eine Methode zur inline-Charakterisierung der 
Zellpopulation entwickelt. Eine Vergleichsstudie soll dabei aufzeigen, dass der 
Informationsgehalt dieses Messprinzips gegenüber etablierten Methoden zuverlässig 
ist. Abb. 45 zeigt dazu einen direkten Vergleich aus den Ergebnissen einer 
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anzahlgewichteten Größenverteilung von Hefezellen mit FBRM, Lichtstreuung und 
optischer Bildanalyse unter konstanten Kultivierungsbedingungen.  

 

Abb. 45. Vergleich der anzahlgewichteten (q0)-Häufigkeitsverteilungen von S. cerevisiae N34-Zellen mit 
unterschiedlichen Methoden: FBRM (weiss), Lichtstreuung (schwarz) und optische Bildanalyse mittels 
mikroskopischer Aufnahmen (rot) [19]. 

Der direkte Vergleich zeigt bei allen Messergebnissen eine ähnliche 
Größenverteilung mit geringfügigen Unterschieden, die zwangsläufig auf die 
unterschiedlichen Präparationstechniken zurückzuführen sind. Die Ergebnisse mit 
den Lichtstreuungsuntersuchungen zeigen eine Zellgrößenverteilung der Hefe mit 
einem mittleren Partikeldurchmesser von 4,37 ± 0,97 m. Das Messprinzip basiert 
dabei grundsätzlich auf der Messung einer unendlich verdünnten Probe, womit 
Störeffekte durch Mehrfachstreuung bei zu großer Zell-/Partikeldichte 
ausgeschlossen werden sollen. Als unmittelbare Folge der starken Verdünnung, die 
je nach Material den Faktor 103 bis 109 betragen kann, lösen sich Zellaggregate aus 
der Kultivierungsbrühe auf. Zudem wird nur ein Bruchteil der gesamten Menge in der 
Kultivierungsbrühe untersucht, was keinen statistischen Informationsgehalt über den 
Zustand im Bioreaktor liefert. Die Methode eignet sich daher zur Identifikation der 
elementaren Größen einer Hefezelle als Primärzelle. Mit einer bildanalytischen 
Auswertung von mikroskopischen Aufnahmen lässt sich ein mittlerer 
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Partikeldurchmesser von 4,85 ± 1,00 m beobachten. Die Informationen beziehen 
3 Hefezellen. Mit Hilfe dieses 

Messprinzips lassen sich neben der Größenverteilung detaillierte Informationen über 
Form und Anteile unterschiedlicher Morphologien aus der Kultivierungsbrühe 
ermitteln, wie u.a. in Tab 11 aufgelistet ist. Allerdings ist es auch hier durch die 
Vermessung von vergleichsweise geringen Mengen einer Kultivierungsbrühe nicht 
möglich, eine Größenverteilung mit statistischer Sicherheit zu erhalten. Bei der 
Echtzeitverfolgung mittels FBRM zeigt sich nach 20-stündiger Bestimmung ein 
mittlerer Zelldurchmesser von 7,95 ± 0,84 m. Mit dieser Messmethode kann im 
Unterschied zu den anderen beiden Messmethoden ein ganzheitlicher Eindruck der 
Größenverteilung von Hefezellen in der Kultivierungsbrühe erhalten werden. Als 
integraler Bestandteil misst die FBRM-Sonde in Echtzeit gleichzeitig die 
Veränderungen von Zellzahl und Zellgrößenverteilung, was die bisher nur 
betrachteten qualitativen Informationen um den quantitativen Gehalt einer 
Zellpopulation gegenüber den anderen beiden Methoden erweitert. Die breite 
Zellgrößenverteilung ergibt sich aus der ellipsoiden Form der Hefe, die bei 
S. cerevisiae N34 ein durchschnittliches Aspektverhältnis von etwa 1,2 hat. Mit der 
Verfolgung von gleichbleibender Zellzahl und -größenverteilung im Bioreaktor können 
so konstante Bedingungen festgestellt werden. Damit stellt eine FBRM-basierte 
Messmethode ein geeignetes Werkzeug zur Überwachung der morphologischen 
Gleichgewichtszustände der Hefezellen während einer sequentiellen Fed Batch-
Kultivierung dar. Mit Hilfe dieser Informationen lassen sich so optimale Bedingungen 
für weitere Untersuchungen einstellen und verfolgen. 

 Nachweis von oxidativem Stress an S. cerevisiae N34 

Nach Festlegung der Rahmenbedingungen während der Hefekultivierung muss nun 
ein System zur quantitativen Bestimmung von oxidativem Stress in Organismen 
bereitgestellt werden. Dabei scheint der genetisch modifizierte Hefestamm 
S. cerevisiae N34 für diese Fragestellung ein geeigneter eukaryotischer Organismus 
zu sein. Durch seine spezifische Genmodifikation exprimiert S. cerevisiae N34 bei 
einem Übermaß an ROS selektiv das fluoreszierende Protein GFP [221]. Mit dem 
fluoreszierenden Signal liegt eine physikalisch messbare Größe vor, die im 
Folgenden zum qualitativen wie auch quantitativen Nachweis von induziertem Stress 
genutzt werden kann.  
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Für einen selektiven Nachweis von GFP nach Stressinduktion muss zunächst 
sichergestellt werden, dass das erfasste Signal ausschließlich auf das exprimierte 
Protein zurückzuführen ist. Detaillierte Informationen des Fluoreszenzverhaltens 
ergeben sich aus einer Fluoreszenzmessung bei unterschiedlichen 
Anregungswellenlängen. Der Wellenlängenb Ex 
wurde auf 350 bis 550 nm festgelegt. Die Emissionwellenlänge Em wurde gleichfalls 
im Bereich zwischen 350 und 560 nm aufgenommen. In diesem Bereich zeigen sich 
alle relevanten Fluoreszenzsignale und potentielle Störfaktoren. Bei der 
Stressinduktion von S. cerevisiae N34 mit einer spezifischen Diamid-Beladung von 
200 mgDiamid gBTM

-1 lässt sich ein großer fluoreszierender Bereich bei einer Anregung 

Ex zwischen 350 und 450 nm mit charakteristisch Em zwischen 
375 und 525 nm beobachten. Hier kann, wie in [222] bereits diskutiert, der Anstieg 
des NADH/H+-Gehaltes durch oxidativen Stress beobachtet werden. Daneben zeigt 
sich ein weiteres charakteristisches Fluoreszenzsignal bei Anregung Ex von 475 nm 
und Emission Em zwischen 505 und 520 nm. Abb. 46 (A) stellt dieses Signal gegen 
ein Fluoreszenzsignal eines konventionellen GFP-Proteins [223] nach gleicher 
Anregungswellenlänge Ex bei 475 nm dar.  

 

Abb. 46. Ex = 475 nm) einer GFP-Referenz mit dem GFP aus 
der Hefe S. cerevisiae N34, (B) CLSM-Abbildungen der gleichen Proben während der Kultivierung im 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



4 Ergebnisse und Diskussionen 

99 

Bioreaktor sowie (C) nach zweistündiger Stressinduktion mit einer spezifischen Diamid-Beladung von 
200 mgDiamid gBTM-1. 

Aus dem Vergleich der beiden Fluoreszenzverläufe geht hervor, dass es sich hierbei, 
aufgrund der stark ähnelnden Charakteristika, um das von S. cerevisiae N34 
gebildete GFP handelt. Jedoch gibt es bei genauer Betrachtung geringe 
charakteristische Unterschiede. Das Fluoreszenzmaximum des von der Hefe 
generierten GFP liegt beispielsweise Em,max von 520 nm, während 
das Fluoreszenzmaximum der Referenz bei einer E Em,max von 
505 nm liegt. Hier tritt somit eine Verschiebung des Peakmaximums um 15 nm auf. 
Weiterhin fällt die durch S. cerevisiae N34 generierte Fluoreszenz nach 
Überschreiten des Maximums zu größer werdenden Wellenlängen langsamer ab, als 
es bei der GFP-Referenz zu beobachten ist. Dieser Verlauf ähnelt eher der 
Charakteristik eines gelb fluoreszierenden Proteins (YFP) Em,max = 527 nm [190]. 
Bei einem YFP ist der Energiebetrag zur Anregung geringer, da das Fluorophor mit 
einer weiteren Komponente, meist Tyrosin, in Wechselwirkung tritt und damit das 

-Elektronensystem erweitert. Wegen dieses fluoreszierenden 
Verhaltens muss im Weiteren mindestens von einer abgewandelten Form des GFPs 
ausgegangen werden, die von der Hefe S. cerevisiae N34 unter oxidativem Stress 
gebildet wird. Trotz des Unterschiedes lässt sich dennoch der fluoreszierende Peak 
selektiv dem stressinduziertem Hefe-GFP zuordnen und schließt den weiteren 
Einfluss anderer Faktoren aus. Somit ist sichergestellt, dass das Fluoreszenzsignal 
eindeutig auf die Expression des Hefe-spezifischen GFPs zurückzuführen ist. 
Abb. 46 (B) und (C) zeigen entsprechend der CLSM-Aufnahmen den Anstieg einer 
Fluoreszenz nach Stressinduktion. Die nicht-stressinduzierte Kontrolle aus einer 
Kultivierung im Bioreaktor zeigt in Abb. 46 (B) eine kaum wahrnehmbare 
Fluoreszenz. Scheinbar fluoreszierende Bildpunkte gehen als Hintergrundrauschen 
bei den Bildaufnahmen unter. Anders ist es bei der Probe, die in Abb. 46 (C) 
dargestellt ist. Nach Probenahme wurde die BTM-Konzentration fotometrisch 
bestimmt und anschließend die Hefezellen mit einer spezifischen Diamid-Beladung 
von 200 mgDiamid gBTM

-1 gestresst. Nach einer Inkubationsdauer von etwa zwei 
Stunden wurden die Proben mittels CLSM visualisiert. Hier ist im Unterschied zur 
ungestressten Kontrolle bei allen Hefezellen ein lokaler, ausschließlich intrazellulärer 
Fluoreszenz-Spot zu erkennen, was das Resultat der selektiven Expression von GFP 
nach Stressinduktion ist. S. cerevisiae N34 entspricht somit den Anforderungen, die 
für die folgenden physiologischen Untersuchungen unter definierten oxidativen 
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Stressbedingungen benötigt werden. Diamid stellt mit diesem Ergebnis einen 
geeigneten Stressinduktor dar, mit dem auf indirekten metabolischen Weg ein 
definierter oxidativer Stress in der Hefezelle ausgelöst werden kann [178].  

Zur vollständigen Absicherung aller Informationen aus den physiologischen 
Untersuchungen war es weiterhin notwendig, einen direkten Nachweis für einen 
oxidativen Stress zu erbringen. Da die Messung des GFP-Fluoreszenzsignals nur 
eine Folgeerscheinung der ROS-Induktion darstellt, muss auch der direkte Nachweis 
von ROS in der Hefezelle nachgewiesen werden. Um nun eine ROS-Konzentration 
während einer definierten oxidativen Stressbeladung bestimmen zu können, wurden 
im Nachfolgenden quantitative Untersuchungen basierend auf der 
chemilumineszierenden Umsetzung von ROS mit Luminol durchgeführt.  

 

Abb. 47. ROS-Gehalt (Säulendiagramm) und GFP-Expression (Streudiagramm) von S. cerevisiae N34 über 
eine Einwirkdauer von 6 h nach Stressinduktion mit einer spezifischen Diamid-Beladung von 200 mgDiamid gBTM-

1 (rot) sowie der ungestressten Kontrolle (grün) [19]. 

Abb. 47 zeigt die Entwicklung der chemilumineszierenden Antwort von 
S. cerevisiae N34 sowie die GFP-Expression über eine Einwirkdauer von 6 h nach 
Stressinduktion mit einer spezifischen Diamid-Beladung von 200 mgDiamid gBTM

-1. Im 
Verlauf der Einwirkdauer ist sowohl ein signifikanter Anstieg der Chemilumineszenz 
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bei nicht-belasteter Kontrolle, als auch bei der stressinduzierten Probe zu 
verzeichnen. Bedingt durch die Überführung der anaeroben Kultivierungsbrühe vom 
Bioreaktor in eine aerobe Mikrotiterplatten (MTP)-Umgebung findet zwangsläufig ein 
Wechsel zu aeroben Umgebungsbedingungen statt. Dieser Wechsel bewirkt die 
Aufnahme von Luftsauerstoff in die Kultivierungsbrühe und damit einen Wechsel von 
anaerober zu aerober Atmung. Aerobe Atmung impliziert im gleichen Sinne die 
Bildung von ROS, was sich durch den Anstieg der Chemilumineszenz in der Kontrolle 
nachweisen lässt. Im weiteren Verlauf des Stressexperiments ist nach etwa 1,5 h im 
Kontrollansatz kein ROS-Gehalt mehr nachzuweisen. Diese Beobachtung korreliert 
mit der quantitativen Expression von GFP über den zeitlichen Verlauf des 
Experiments. Nach einer Adaptationsphase von etwa 15 min steigt die Fluoreszenz 
linear in direktem Verhältnis zur gebildeten Menge an GFP-OXR1 mRNA-
Transkripten an. Abhängig von der Stressintensität stellt sich die Stärke des 
Fluoreszenzsignals weiterführend auf ein bestimmtes Konzentrationslevel ein. Der 
lineare Bereich kennzeichnet die Intensität des vorherrschenden Stresses in der 
Hefekultur. Ein repräsentativer Verlauf wird bei der stressinduzierten Probe mit einer 
spezifischen Diamid-Beladung von 200 mgDiamid gBTM

-1 beobachtet. Hier wird stets ein 
höherer ROS-Gehalt über die gesamte Einwirkdauer beobachtet. Das Maximum 
anwesender ROS-Moleküle liegt nach 1 h vor, was eng mit der gesteigerten GFP-
Expression verknüpft ist. Das Glutathion im GSH/ GSSG-Puffersystem wird durch 
den verstärkten Verbrauch vollständig oxidiert, so dass das Puffersystem in den 
Hefezellen unwirksam wird. 

Basierend auf diesem Nachweis von oxidativ-induziertem Stress in S. cerevisiae N34 
kann der fluoreszenzmethodische Ansatz nunmehr für physiologische 
Untersuchungen eingesetzt werden. Das Fluoreszenzsignal gilt es somit quantitativ 
zu bestimmen, mit dem in der Folge das mittlere Ausmaß des oxidativen Stresses 
ermittelt werden kann [224]. Die Intensität des Fluoreszenzsignals ist in seinem 
Ursprung auf die zeitabhängige Gesamtanzahl von OXR1 mRNA-Transkripten und 
deren Halbwertszeit zurückzuführen [225, 226]. Abhängig von der stressinduzierten 
Transkription und dem gleichzeitigem Abbau von mRNA-Transkripten nach einer 
Reaktion erster Ordnung, ist bei der Fluoreszenzaufnahme ein sigmoidaler 
Kurvenverlauf zu erwarten [227]. Der lineare Fluoreszenzverlauf inmitten der 
sigmoidalen Kurve wird dabei als charakteristischer Wert für die Intensität des 
oxidativen Stresses herangezogen und spiegelt demnach die Stärke der 
Stressantwort wider. Um ein ausreichend hohes Maß an oxidativen Stress an der 
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Hefe auszulösen, bedarf es zunächst der Aufnahme eines Stressprofils, bei dem 
unterschiedliche spezifische Stressbeladungen an der Hefe untersucht werden. 
Abb. 48 fasst die Ergebnisse aus dem Stressverhalten der Hefe mit 
unterschiedlichen spezifischen Stressbeladungen zusammen.  

 

Abb. 48. Oxidative Stressinduktion durch Diamid auf S. cerevisiae N34. Es wird die höchste 
Fluoreszenzbildung während 6-stündiger Diamid-Einwirkung sowie die metabolische Aktivität als spezifische 
NADH/H+-Konzentration der Hefezellen dargestellt [19]. 

Eine Sättigung des linearen Anstiegs (EB99,5) stellt sich hier bei etwa 3,80 FU h-1 mit 
einer spezifischen Stressbeladung von 435 mgDiamid gBTM

-1 ein. Die mittlere effektive 
Beladung (EB50) beträgt 77,5 mgDiamid gBTM

-1. Aus den Messergebnissen zeigt sich, 
dass der Azoester bis zur maximalen spezifischen Stressbeladung als inhibierendes 
Agens auf die Hefezellen wirkt. Eine spezifische Stressbeladung über das Maximum 
hinaus resultiert gegenläufig in einer geringeren Stressantwort. Hier wirkt das Diamid 
bei Überschreiten der spezifischen Stressbeladung von EB99,5  435 mgDiamid gBTM

-1 
toxisch auf den Hefestamm. Neben der Oxidation der Thiol-Gruppen des 
GSH/ GSSG-Redoxpuffersystems werden bei großem Diamid-Überschuss zudem 
Thiol-Gruppen wichtiger Enzyme und Proteine in der Hefe oxidiert, was einen 
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unmittelbaren Einfluss auf die metabolische Aktivität der Hefezellen hat. Die 
metabolische Aktivität ergibt sich dabei auf molekularer Ebene aus der Summe der 
vorliegenden Kofaktoren NADH/H+, NADPH, FMNH2, FADH2 und Cytochrome in 
einer Hefezelle. Vereinfachend wird im Nachfolgenden die spezifische metabolische 
Aktivität durch die Bestimmung der Hauptkomponente NADH/H+ quantifiziert [228]. 
Die verbleibenden Kofaktoren können aufgrund ihrer vergleichbar geringen 
Zellkonzentration und ihres ebenso geringen Redoxpotentials vernachlässigt werden. 
Für die ungestressten Hefezellen aus der sequentiellen Fed-Batch Kultivierung wurde 
eine spezifische NADH/H+-Konzentration von 3,0 ± 0,15 mM gBTM

-1 bestimmt. Die 
metabolische Aktivität sinkt bei steigender spezifischer Diamid-Beladung sigmoidal 
bis zu einer maximalen spezifischen Stressbeladung von 1.000 mgDiamid gBTM

-1 auf 
0,34 ± 0,01 mM gBTM

-1 und beträgt damit nur noch etwa 11 % der einer ungestressten 
Hefezelle. Ferner ist bei der Betrachtung der spezifischen metabolischen Aktivität wie 
auch der GFP-Expression kein signifikantes Signal bei einer spezifischen 
Stressbeladung von mehr als 1.000 mgDiamid gBTM

-1 nachzuweisen. Das unterstreicht 
den toxischen Charakter des Diamids auf die Hefezellen unter diesen Bedingungen. 

 Stressprofil in Anwesenheit kolloiddisperser 
Wirkstoffformulierungen 

Nachdem nun alle notwendigen Voraussetzungen für die physiologischen 
Untersuchungen geschaffen worden sind, soll nun das Antwortverhalten der 
Hefezellen bei Einwirkung unterschiedlicher Wirkstoffformulierungen und  
-beladungen untersucht werden. Besonderes Interesse gilt hier dem Nachweis einer 
stressmindernden Wirkung von Ubichinon im oxidativ gestressten Modellorganismus 
S. cerevisiae N34. Abb. 49 zeigt eine REM-Aufnahme einer Probe, in der lebende 
Hefezellen mit der PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung in Kontakt gebracht 
wurden. In der REM-Aufnahme ist zu beobachten, dass die Zellen von großen 
Mengen des filmbildenden PVOH umgeben sind. Entlang der auskristallisierten 
PVOH-Fasern zeigen sich gelegentlich kolloiddisperse Partikeln mit einem 
Durchmesser von ca. 0,070 m. Bezugnehmend auf die Ergebnisse aus den 
Lichtstreuungsmessungen in Kap. 4.2.4 mit etwa 0,097 m stimmen diese gut mit 
den beobachteten Partikelgrößen überein. Die Differenz im Partikeldurchmesser lässt 
sich aus dem Verlust der Solvathülle um die Partikeln nach der Gefriertrocknung 
erklären. Der größte Anteil an Ubichinon-Partikeln ist in die Matrix eingebettet und 
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liegt somit in Abb. 49 nicht sichtbar im grenzflächenaktiven PVOH vor. Es ist auch 
hier zu vermuten, dass PVOH aufgrund seiner filmbildenden Charakteristik neben der 
Stabilisierung von kolloiddispersen Materialien darüber hinaus eine signifikante 
Schlüsselrolle in der Aufnahme der stabilisierten Partikeln durch lebende Zellen 
besitzt [229].  

 

Abb. 49. REM-Aufnahme einer gefriergetrockneten Probe von S. cerevisiae N34 Knospenzellen (blau) in 
Anwesenheit der PVOH-basierten Referenzformulierung (gelb) bei 30.000-facher Vergrößerung [19]. 

Nach der erfolgreichen Methodenentwicklung zur gezielten Stressinduktion aus 
Kap. 4.3.2 muss diese nun angepasst werden, um daran die potentiell 
stressmindernde Wirkung kolloiddisperser Wirkstoffformulierungen untersuchen zu 
können. Abb. 50 stellt die Ergebnisse der mit einer Diamid-gestressten Hefe in 
Abhängigkeit unterschiedlicher spezifischer Wirkstoffbeladungen mit PVOH-basierter 
Referenzformulierung dar.  
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Abb. 50. Stressantwort und spezifische metabolische Aktivität von S. cerevisiae N34 als Funktion der 
spezifischen Wirkstoffbeladung der kolloiddispersen PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung nach 
Stressinduktion mit 150 mgDiamid gBTM-1 [19]. 

Oxidativer Stress wurde bei allen Untersuchungen mit einer spezifischen Diamid-
Beladung von 150 mgDiamid gBTM

-1 ausgelöst. Diese spezifische Stressbeladung 
entspricht etwa dem doppelten EB50-Wert von 77,5 mgDiamid gBTM

-1 aus Abb. 48 und 
wurde für alle weiteren physiologischen Untersuchungen eingesetzt. Auf Basis dieser 
spezifischen Stressbeladung ist sichergestellt, dass das Diamid in seiner Funktion 
ausschließlich inhibierend auf die Hefezellen wirkt. In einem Bereich einer 
spezifischen Wirkstoffbeladung zwischen 0,1 bis 1.850 mgQ10 gBTM

-1 zeigt die  
GFP-basierende Stressantwort einen sigmoidal abfallenden Verlauf. Bis zu einer 
spezifischen Wirkstoffbeladung von ca. 10 mgQ10 gBTM

-1 sind keine signifikanten 
stressmindernden Effekte zu beobachten. Erst bei höheren spezifischen 
Wirkstoffbeladungen sinkt die Stressantwort unter den Wert der Diamid-gestressten 
Kontrolle. Die mittlere effektive Wirkstoffbeladung beträgt hier 165,04 mgQ10 gBTM

-1, 
die Sättigungsbeladung liegt entsprechend des Verlaufs bei 1.640 mgQ10 gBTM

-1. Es 
bildet sich somit ein typisches Bild einer Dosis-Wirkungs-Kurve aus [52]. Dies zeigt 
sich durch den sättigenden Verlauf der konzentrationslimitierten Verwendbarkeit der 
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PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung. Die stressmindernde Wirksamkeit ergibt 
sich aus der Gesamtreduktion des oxidativen Stresses, die bei etwa 10 % liegt. 
Weiterhin kann gezeigt werden, dass die kolloiddisperse PVOH-
Referenzformulierung unmittelbar keinen Einfluss auf die spezifische metabolische 
Aktivität der Hefezellen aufweist. Der Wert bleibt im gesamten Bereich der getesteten 
spezifischen Wirkstoffbeladungen konstant bei 2,72 ± 0,20 mM gBTM

-1. Nachweislich 
ist somit der oxidative Stress ausschließlich auf das anwesende Diamid 
zurückzuführen, wohingegen die eingesetzte Wirkstoffformulierung keine toxische 
Wirkung auf die Hefezellen besitzt. 

Abb. 51 zeigt den konzentrationsabhängigen Einfluss der Poly(- -GA-r-L-TrpE)-
basierten Ubichinon-Wirkstoffformulierung auf gestresste Hefezellen.  

 

Abb. 51. Stressantwort und spezifische metabolische Aktivität von S. cerevisiae N34 als Funktion der 
spezifischen Wirkstoffbeladung der kolloiddispersen Poly(- -GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-Wirkstoffformulierung 
nach Stressinduktion mit 150 mgDiamid gBTM-1. 

Die Untersuchungen zum Stressverhalten der Zellen wurden mit spezifischen 
Wirkstoffbeladungen von 50 bis 7.500 mgQ10 gBTM

-1 durchgeführt. Hier lässt sich 
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formell eine mittlere effektive Beladung von 2.240 mgQ10 gBTM
-1 und eine 

Sättigungsbeladung mit 7.160 mgQ10 gBTM
-1 ermitteln. Die stressmindernde 

Wirksamkeit liegt bei der Sättigungsbeladung bei fast 37 %. Damit wird eine 
Reduktion des oxidativen Stresses von mehr als 25 % im Vergleich zur PVOH-
basierten Referenzformulierung erzielt, jedoch bei ungleich höheren spezifischen 
Wirkstoffbeladungen. Es fällt auf, dass bei spezifischen Wirkstoffbeladungen von 
> 670 mgQ10 gBTM

-1 eine Minderung der spezifischen metabolischen Aktivität von etwa 
20 % zu beobachten ist. Es stellt sich ein Mittelwert der spezifischen  
NADH/H+-Konzentration von 4,44 ± 0,57 mM gBTM

-1 ein. 

Abb. 52 stellt die Ergebnisse aus dem Stressverhalten der Hefezellen in 
Anwesenheit der Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)-basierten Ubichinon-
Wirkstoffformulierung dar.  

 

Abb. 52. Stressantwort und spezifische metabolische Aktivität von S. cerevisiae N34 als Funktion der 
spezifischen Wirkstoffbeladung der kolloiddispersen Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)/Ubichinon-
Wirkstoffformulierung nach Stressinduktion mit 150 mgDiamid gBTM-1. 
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Die mittlere effektive Beladung liegt hier bei 1.210 mgQ10 gBTM
-1. Die 

Sättigungsbeladung ist entsprechend 3.660 mgQ10 gBTM
-1. Die stressmindernde 

Wirksamkeit von fast 35 % spiegelt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen 
vergleichbar maximalen Grenzwert wider, was ebenso bei der Poly(- -GA-r-L-TrpE)-
basierten Wirkstoffformulierung festzustellen war. Allerdings werden hier für die 
maximal erfasste Stressminderung nur etwa die Hälfte der spezifischen 
Wirkstoffbeladung benötigt, was in der Konsequenz eine signifikante Steigerung der 
Effektivität durch die punktuelle Modifikation am grenzflächenaktiven Biopolymer-
Derivat darstellt. Die spezifische metabolische Aktivität schwankt allerdings stark um 
den Mittelwert von 3,61 ± 0,68 mM gBTM

-1 und lässt daher keinen eindeutigen Trend 
des Einflusses der Wirkstoffformulierung auf die Aktivität der Hefezellen erkennen. 

Die in vitro-Untersuchungen demonstrieren eindeutig die potentielle Reduktion des 
Diamid-induzierten oxidativen Stresses auf die Hefezellen durch die 
unterschiedlichen Wirkstoffformulierungen. Bei einem direkten Vergleich der 
einzelnen Wirkstoffformulierungen fallen darüber hinaus signifikante Unterschiede im 
Wirkverhalten gegenüber der Hefe auf. Tab. 12 fasst die charakteristischen 
Parameter zusammen, mit denen das Wirkpotential bewertet werden kann. Dazu 
gehören die stressmindernde Wirksamkeit, die Sättigungsbeladung, die mittlere 
effektive Wirkstoffbeladung sowie die spezifische metabolische Aktivität. 
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Tab. 12. Zusammenfassung der wichtigsten charakteristischen Daten aus den in vitro-Untersuchungen mit 
S. cerevisiae N34. 

Wirkstoff Ubichinon 

Stabilisator PVOH 
Poly(- -GA-r-L-

TrpE) 

Poly(- -GA-r-L-
TrpE-r-

Kanamycin) 

stressmindernde 
Wirksamkeit 

(%) 

 
 

10,2 

 
 

36,8 

 
 

34,5 

Sättigungsbeladung 
(EB99,5) 

(mgQ10 gBTM
-1) 

 
 

1.640 

 
 

7.160 

 
 

3.660 

mittlere effektive  
Beladung (EB50) 

(mgQ10 gBTM
-1) 

 
 

170 

 
 

2.240 

 
 

1.210 

spezifische 
metabolische Aktivität 

(mMNADH/H+ gBTM
-1) 

 
2,72 ± 0,20 

 
4,44 ± 0,57 

 
3,61 ± 0,68 

Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen Wirkstoffformulierungen eine Stressminderung 
erfolgt. Die Biopolymer-basierten Wirkstoffformulierungen heben sich dabei 
nochmals von der PVOH-basierten Referenzformulierung mit einer durchschnittlich 
3,5-fach erhöhten Wirksamkeit in der ROS-Reduktion ab. Durch die hohen 
spezifischen Wirkstoffbeladungen in den physiologischen Untersuchungen muss 
auch der potentielle Einfluss der Formulierungen auf die metabolische Aktivität der 
Hefezellen verfolgt werden. Die PVOH-basierte Wirkstoffformulierung zeigt während 
der Untersuchungen keine Veränderung, während bei den Biopolymer-basierten 
Wirkstoffformulierungen eine Streuung bei hohen spezifischen Wirkstoffbeladungen 
nachgewiesen werden kann. Insgesamt betrachtet deuten sich wirkungsspezifische 
Verbesserungen bei den punktuell modifizierten Wirkstoffformulierungen an. Die 
Ergebnisse unterstreichen die elementare Bedeutung von Ansätzen mit funktionalen 
Biopolymeren für die Entwicklung hochspezifisch wirkender Formulierungen. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Eine Vielzahl moderner Wirkstoffe besitzt durch ihren komplexen Aufbau nur eine 
schlechte Löslichkeit in Wasser, womit sie in ihrer reinen Form für therapeutische 
Fragestellungen nur schwer anzuwenden sind. Die Verkapselung wasserunlöslicher 
Wirksubstanzen in kolloiddisperse Formulierungen stellt dabei eine 
vielversprechende Möglichkeit dar, mit der die Bioverfügbarkeit dieser 
Wirksubstanzen durch Mobilisierung signifikant erhöht werden kann. Mit dem Einbau 
in nanoskalige Partikeln stellt der dominierende Einfluss von Grenzflächeneffekten 
dabei ganz neue Anforderungen an die Entwicklung solcher Systeme. Mit der 
Nutzung funktionaler Amphiphile gibt es vielversprechende Ansätze, die neben der 
Langzeitstabilität einer dispersen Phase gezielt Partikeln an die Entzündungsherde 
adressieren können. Auf Basis einer Entwicklung kolloiddisperser 
Wirkstoffformulierungen genießen biotechnologisch hergestellte Biopolymere 
gegenwärtig ein besonderes Interesse. Ihre Funktionalität bietet die Möglichkeit, 
gezielt Modifikationen umzusetzen, mit denen grenzflächenaktive Amphiphile erzeugt 
werden können. Mit der Bereitstellung individuell zusammengestellter 
Wirkstoffformulierungen steht damit ein Werkzeug zur Verfügung, das eine breite 
Anwendung für therapeutische Fragestellungen bietet. 

Das Ziel dieser Arbeit bestand aus der Entwicklung und Optimierung von Methoden, 
die zur Aufklärung grundlegender Mechanismen kolloiddisperser 
Wirkstoffformulierungen auf oxidativ gestresste Hefezellen dienen. Dabei bildete zu 
Begi -PGA als Ausgangskomponente 
die primäre Aufgabe. Durch die Optimierung eines Batch-Prozesses mit 
B. licheniformis konnte das Biopolymer in großen Mengen biotechnologisch 
hergestellt werden. Über den Kultivierungsprozess wurde ein Titer von insgesamt 
29 g L-1 -PGA erreicht. Mit dem anschließenden Aufreinigungsprozess konnten fast 
90 -PGA aus der Kultivierungsbrühe erhalten werden, das eine Reinheit von 
insgesamt 96,7 % besitzt. Eine weitere Optimierung stellte der Versuch einer 
kontinuierlichen Abtrennung des Biopolymers während des Batch-Prozesses dar, 
was den ursprünglichen Aufreinigungsschritt der Cu2+ -PGA-Komplex-Präzipitation 
überflüssig machen sollte. Aufgrund des unterschiedlichen Produktionsverhaltens 

-PGA separiert 
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werden. Bei der qualitativen Untersuchung zeigte sich allerdings eine Verbesserung 
der Polymerqualität aufgrund einer engeren -PGA-Kettenlängen. 

In wei -PGA punktuell mit L-TrpE und 
Kanamycin modifiziert werden, um daraus ein maßgeschneidertes Amphiphil zu 
erzeugen. Der physiko-chemische Vergleich -PGA mit amphiphilen 
PVOH zeigte den Bedarf zur chemisc -PGA auf, um es zu 
einem grenzflächenaktiven Amphiphil zu formen. Der Einbau von hydrophoben  
L- -PGA führte in der Folge zu einem selbstaggregierenden Charakter des 
gebildeten Kammpolymers Poly(- -GA-r-L-TrpE). Über die fluoreszierenden 
Eigenschaften des Indolgerüsts aus dem L-TrpE war es möglich, den Kopplungsgrad 
im Poly(- -GA-r-L-TrpE) quantitativ zu ermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass 
etwa 30 % der freien Carboxylgruppen kovalent mit dem L-TrpE verestert wurden, 
was einem HLB-Wert von 14 in dem Biopolymer-Derivat erzeugte. In einem weiteren 
Schritt wurde die Saccharid-basierte Komponente, das Kanamycin, in das -PGA-
Derivat eingebaut. Das daraus gebildete Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin) formte 
mit seinem Tri-Aminoglykosid eine stark ausgeprägte Solvathülle um das 
Assoziationskolloid aus. Somit konnte nachweislich gezeigt werden, dass die 
punktuelle Übertragung von unterschiedlichen Eigenschaften in das anionische 
Biopolymergerüst umgesetzt wurde, mit der nunmehr maßgeschneiderte 
Formulierungen gestaltet werden können. 

Nach der Umsetzung zu kolloiddispersen Ubichinon-Wirkstoffformulierungen wurden 
diese auf ihre physiko-chemischen Qualitätsmerkmale untersucht. Hierzu war es 
notwendig, das Verhalten in Wasser sowie unter physiologischen Bedingungen 
aufzuklären. Auffälliges Merkmal aller Wirkstoffformulierungen waren ihre sehr 
ähnlichen Primärpartikelgrößen, die während des Umsetzungsprozesses mittels 
Hochdruckhomogenisation gebildet wurden. Der Energieeintrag konnte hier als 
ausschlaggebende Größe für die Erzeugung der kleinsten partikulären Einheiten 
identifiziert werden. Die Primärpartikelgrößen der drei erzeugten 
Wirkstoffformulierungen variierten in direktem Vergleich nur weniger als 3,5 %, was 
gleichermaßen ein ähnliches Oberfläche-zu-Volumen-Verhältnis der Formulierungen 
untereinander zur Folge hatte. Ganz anders hingegen waren die Eigenschaften auf 
den Partikeloberflächen, die durch die verschiedenen Amphiphile hervorgerufen 
wurden. Das PVOH beispielsweise weist auf der Grenzfläche eines Partikels mit 

-Potential von -6,3 ± 6,2 mV fast ladungsneutrale Eigenschaften auf. Hier 
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tragen sterisch stabilisierende Effekte der Hydroxylgruppen zur dauerhaften 
-PGA-Derivate hingegen waren mit elektrokinetischen  

-Potentialen von -60,6 ± 4,9 und -51,0 ± 5,2 mV sehr stark negativ geladen. Hier 
zeigte sich unter physiologischen Bedingungen, dass die  
Poly(- -GA-r-L-TrpE)/Ubichinon-Wirkstoffformulierung auf Basis der 
elektrostatischen Stabilisierung von Primärpartikeln stark zur Agglomeration neigt. Im 
Gegensatz dazu konnte bei der Poly(- -GA-r-L-TrpE-r-Kanamycin)/Ubichinon-
Wirkstoffformulierung kein signifikanter Unterschied beim Wechsel seiner Umgebung 
beobachtet werden, was die sterische Stabilisierung durch das Kanamycin 
unterstreicht.  

Physiologische Untersuchungen an Hefezellen zeigten auf, dass der Azoester Diamid 
im eukaryotischen Organismus gezielt oxidativen Stress auslöst. Dies konnte über 
die Bildung von ROS bestätigt werden. Die Stressprofile mit spezifischen Diamid-
Beladungen wurden für alle drei Wirkstoffformulierungen untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, dass alle eingesetzten Wirkstoffformulierungen eine 
stressmindernde Wirkung auf oxidativ gestresste Hefezellen besitzen. Speziell die 
grenzflächenaktiven -PGA-Derivat-Formulierungen zeigten im Vergleich zur 
PVOH/Ubichinon-Referenzformulierung eine Steigerung der Wirksamkeit um etwa 
25 %. Damit konnte erfolgreich eine signifikante Steigerung der Wirksamkeit von 
Wirkstoffformulierungen auf Hefezellen durch eine punktuelle Anpassung aufgezeigt 
werden.  
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