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3D printing as a tool for prototyping is already well established in
many areas of biotechnology. Whether for the production of individual
laboratory devices, for the development of biocompatible devices for
cell cultivation or even lab-on-a-chip systems for miniaturization and
reduction of consumables - the technology is now used by many
research areas within biotechnology. However, there is one area where
3D printing is still comparatively underutilized: chromatography. Here,
we explain the potential and possible applications of 3D printing for
the development of miniaturized chromatography systems.
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B Chromatographie ist nach wie vor die
Methode der Wahl zur Aufreinigung rekom-
binant hergestellter Proteine (downstream
processing). Allerdings steigen die Anforde-
rungen an die eingesetzten chromatographi-
schen Systeme stetig — vor allem im Bereich
der Prozessentwicklung. Die schnelle und

individuelle Anpassung an die jeweilige Nut-
zung, eine vereinfachte Systemintegration
sowie die Verwendung modularer Systeme
mit reduziertem Totvolumen konnen hierbei
von groBem Vorteil sein. Insbesondere fiir
die schnelle und flexible Prototypenher-
stellung setzt sich zunehmend hochauflésen-

A Abb 1: Schematischer Prozessverlauf der chromatographischen Proteinaufreinigung mithilfe
eines 3D-gedruckten miniaturisierten Systems, welches direkt an einen Bioreaktor angeschlossen
werden kann. Der aus dem Bioreaktor entnommene produkthaltige Zellkulturiiberstand wird ber
das 3D-gedruckte miniaturisierte System in eine chromatographische Trenneinheit gepumpt. Die
Aufreinigung wird mittels UV-Messung iiberwacht und eluiertes Produkt kann anschlieBend in
Fraktionen gesammelt werden. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

der 3D-Druck als Methode der Wahl durch.
Das hier vorgestellte miniaturisierte
3D-gedruckte chromatographische System
erfiillt diese Anforderungen und ermdglicht
einen direkten Anschluss an einen Bioreak-
tor zur sofortigen Produktaufreinigung
(Abb. 1).

Rapid prototyping mittels 3D-Druck

Die Entwicklung neuer Bioprozesse beinhaltet
oft langwierige Vorplanung - und je komple-
xer die Prozesse, desto aufwendiger und
schwieriger kann die Etablierung neuer Sys-
teme sein. Zudem miissen im Laufe der Ent-
wicklung gegebenenfalls mehrere Prozess-
varianten getestet werden oder entsprechende
Systeme im Zuge einer Optimierung iterativ
angepasst werden. Ebenso kann die Integra-
tion neuer Systeme in bestehende Labor-
infrastruktur sowie eine gesamtheitliche
Automatisierung herausfordernd sein. All dies
benotigt Zeit und Material, was zu entspre-
chend steigenden Kosten fiihren kann [1, 2].

Eine schnelle und verhaltnismiBig einfa-
che Prototypenentwicklung kann durch
additive Fertigung, sprich 3D-Druck, voran-
getrieben werden. Solche Prototypen konnen
unkompliziert auf die Anforderungen des
Anwenders zugeschnitten und direkt aus
CAD-Modellen (computer-aided design) reali-
siert werden. Aufgrund der hohen Design-
freiheit, den der 3D-Druck bietet, konnen
komplexe strukturelle Details geformt wer-
den, bei denen herkémmliche Techniken
oftmals an ihre Grenzen stoBen. Mittlerwei-
le sind eine Vielzahl verschiedenster
3D-Drucktechniken und unterschiedlichste
Materialien auf dem Markt verflighar. Die
Wahl des 3D-Druckers hdngt von den indivi-
duellen Anforderungen (z. B. Druckauflo-
sung oder Materialeigenschaft) an das
gewlinschte Bauteil ab. Der prinzipielle
Ablauf zur Entwicklung eines Prototyps mit-
tels 3D-Druck ist schematisch in Abbil-
dung 2 abgebildet. Da hochauflésende
3D-Drucker inzwischen komplexe Kanalsys-
teme mit einem Durchmesser von wenigen
Mikrometern erzeugen konnen, lassen sich
mittlerweile auch miniaturisierte Systeme
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A Abb 2: Workflow zur Entwicklung eines neuen Prototyps mittels 3D-Druck nach [3]. Zun&chst wird ein 3D-Modell mit einer CAD-Software geméaB
den benétigten Spezifikationen erstellt. Das Modell kann in die Software des 3D-Druckers geladen und direkt gedruckt werden. AnschlieBend wird
das gedruckte Bauteil aufgearbeitet (um das Stlitzmaterial zu entfernen) und kann daraufhin fiir Experimente verwendet werden. Abbildung erstellt mit

BioRender.com.

» Abb 3: Ubersicht eines mikrofluidischen Systems zur Batch-Aufreini-
gung von Proteinen mittels 3D-Druck. A, CAD-Zeichnung des mikrofluidi-
schen Systems zur Anwendung in der Chromatographie. (I) Anschluss des
Systems an Puffer- und Probereservoir, (Il) Rickschlagventil, (Ill) inte-
grierter Mikromischer, (IV) Aufbau der montierten 3/2-Ventile. B, Foto-
grafische Aufnahme des 3D-gedruckten miniaturisierten Systems. C, Inte-
gration des 3D-gedruckten Systems in die fiir die Batch-Chromatographie
bendtigte Peripherie, bestehend aus Reservoirs, Pumpe, Ventilsteuerung,
UV-Spektrophotometer, Membranadsorber (MA) als Trenneinheit und

Fraktionssammlung.

- wie z. B. Lab-on-a-Chip-Systeme — mittels
3D-Druck herstellen [2, 3].

Einsatz von 3D-Druck in der
Biotechnologie

Der Einsatz von 3D-Druck zur Prototypenent-
wicklung ist in der Biotechnologie bereits
weit verbreitet, beispielsweise fiir die indivi-
duelle Herstellung von Laborgeraten [4, 5],
Durchflusszellen [6], Zellseparationssyste-
men [7], neuartigen Reaktorsystemen [8]
oder fiir Anwendungen im Bereich der Sen-
sorik [9]. Im Vergleich dazu spielen Anwen-
dungen im Chromatographie-basierten
Downstream-Prozess noch eine eher unter-
geordnete Rolle.

Chromatographie und 3D-Druck

Ein Beispiel fiir den Einsatz von 3D-Druck im
Bereich der Chromatographie stellen direkt
gedruckte stationdare Phasen dar, die die Ver-
wendung einer kommerziellen chromatogra-
phischen Einheit ersetzen konnen. Diese
bieten gerade durch ihre geordnete Struktur
mit definierter Geometrie die Moglichkeit
spezifischerer Anwendung und eine Verbes-
serung der Trenneffizienz [5, 10].

Ein groBes Potenzial fiir die Systemminia-
turisierung und -automatisierung bietet der
Einsatz 3D-gedruckter Mikrosysteme, wie
7. B. Mikromischer [11] oder Riickschlagven-
tile. Solche funktionellen Einheiten konnen
flexibel miteinander kombiniert werden,
sodass (in Anlehnung an klassische chroma-
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tographische Anla-
gen) ein miniaturi-
siertes chromatogra-
phisches System
aufgebaut werden
kann. Ein Bespiel
eines solchen
3D-gedruckten mik-
rofluidischen Sys-
tems, das mit Memb-
ranadsorbern (MA)
betrieben und zur

Ventilsteuerung

batchweisen Aufrei-
nigung von Proteinen genutzt werden kann,
wurde von Habib et al. detailliert beschrieben
[2]. Das CAD-Design, das 3D-gedruckte Sys-
tem sowie das in einen Chromatographiepro-
zess integrierte System sind in Abbildung 3
dargestellt. Im Vergleich zur klassischen
Chromatographie ersetzt dieses 3D-gedruck-
te System einen GroBteil der Schlduche und
ist aufgrund der Systemminiaturisierung
transportabel. Wie in Abbildung 3A und B zu
erkennen ist, besitzt das System vier Eingén-
ge: einen fiir die aufzureinigende Probe und
drei fiir Pufferlosungen (Abb. 3A (I)).
3D-gedruckte Riickschlagventile konnen
durch integrierte Kugeln einen ungewiinsch-
ten Riickfluss verhindern (Abb. 3A (II)). Vier
direkt angeschlossene 3/2-Magnetventile
leiten die entsprechenden Losungen durch
das Kanalsystem auf den MA, durch deren
Aktivierung der Fluss zwischen zwei Posi-
tionen moglich wird (Abb. 3A (IV), [2]). Ein

integrierter Mikromischer sichert auch bei
laminarem Fluss eine homogene Durchmi-
schung und ermoglicht beispielsweise die
Generierung von Stufengradienten wahrend
der Elution (Abb. 3A (III), [12]). Uber zwei
Ausginge konnen die Produktfraktionen
getrennt voneinander aufgefangen werden.
Die Proteindetektion als Prozesskontrolle
erfolgt mittels UV-Spektrophotometer
(280 nm), welches dem MA nachgeschaltet
ist (Abb. 3C).

Mit diesem Aufbau konnte Bovines Serum-
albumin (BSA) mittels Anionenaustausch-
MA sowie ein monoklonaler Antikorper iber
Protein-A-Affinitatschromatographie erfolg-
reich aufgereinigt werden. Dabei erfolgt nach
jedem Schritt ein Umschalten der Ventile,
um die néchste benotigte Losung (Probe oder
Puffer) auf die chromatographische Trenn-
einheit zu pumpen. Zunachst wird eine Probe
auf die Einheit gegeben, welche gem@B ihren
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A Abb. 4: Chromatogramme der Batch-Aufreinigung mittels des mikrofluidischen Systems. Absorption wurde bei 280 nm gemessen (blau). A, Chroma-
togramm der Aufreinigung des Modellproteins BSA; Elution erfolgte mittels schrittweisem NaCl-Gradienten (rot). B, Chromatogramm der Aufreinigung
eines monoklonalen Antikérpers (IgG) aus Tierzellkulturliberstand. Bei Probenauftrag bindet IgG affin an die Sdulenmatrix, wahrend Proteine der Wirts-
zelle (HCPs) ausgewaschen werden und direkt als Peak detektierbar sind. Auf die Produktelution bei saurem pH-Wert folgte ein ,,Cleaning-in-Place-
Schritt (CIP)“, um die Trenneinheit u. a. von Zelltrimmern zu reinigen.

Charakteristika mit der Matrix der Einheit
wechselwirkt. Diese Bindung wird durch
Anderung der umgebenen mobilen Phase
(Ionenstdrke oder pH-Wert) wieder gelost
und das gereinigte Produkt erhalten. Die
resultierenden Chromatogramme sind in
Abbildung 4 gezeigt.

Durch den modularen Aufbau des mikro-
fluidischen Chromatographiesystems kann
es flexibel an individuelle Anwendungen
angepasst werden. So ldsst sich zum einen
die chromatographische Einheit leicht durch
Saulen oder durch MA austauschen, die
andere Trennprinzipien nutzen. Zudem eig-
net sich das System aufgrund des geringen
Totvolumens zum Durchfiihren vieler Versu-
che hintereinander (wie beispielsweise beim
Pufferscreening) bei gleichzeitig geringem
Proben- und Pufferverbrauch. Aufgrund der
Herstellung mittels 3D-Druck ladsst sich die
vorhandene Peripherie (Mikrokanéle, Mikro-
mischer, Riickschlagventile) unkompliziert
verdndern und erweitern. Somit konnte ein
recht komplexes Mikrosystem entwickelt
werden, das durch eine automatisierte Schal-
tung auch fiir kontinuierliche Prozesse
genutzt werden konnte.

Ausblick

Die Entwicklung eines miniaturisierten Sys-
tems auf Basis einer 3D-gedruckten Platt-
form zur Umsetzung von Batch-Chromatogra-
phie konnte bereits erfolgreich demonstriert
werden. Ein Trend ist die Entwicklung kon-

tinuierlicher chromatographischer Prozesse,
welche aufgrund der verbesserten Nutzung
der Kapazitat der chromatographischen Ein-
heit, der Moglichkeit der Automatisierung
und der Erhohung der Raum-Zeit-Ausbeute
gegeniiber Batch-Aufreinigungen von Vorteil
sein konnen. Allerdings ist die Realisierung
wegen der steigenden Komplexitat kontinu-
ierlicher Systeme oft herausfordernd. Hierbei
konnten miniaturisierte Systeme zukiinftig
Abhilfe schaffen [2, 3]. Diese bieten zudem
die Moglichkeit, geringe Probenvolumina
(die beispielsweise bei Tierzellkultivierung
im kleinen MaBstab entstehen [12]) kontinu-
ierlich zu reinigen. Dies wire dank miniatu-
risierter Systeme auf Basis von 3D-Druck
kostengiinstig, flexibel, automatisiert und
individuell konfiguriert realisierbar.
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