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Zusammenfassung 

Mit der Co-Precipitation-Crosslinking-Dissolution (CCD) Technik können in wenigen Schritten 

Protein-Mikropartikel hergestellt werden. Abhängig davon, welche Salzlösungen und Proteine für 

die Präzipitation verwendet werden, unterscheiden sich die resultierenden Partikel in ihren 

Eigenschaften und ihrer Morphologie. Es zeigte sich, dass durch die Präzipitation von 

Hämoglobin in MnCl2 mit Na2CO3 und anschließender Vernetzung sowie Auflösung der 

Salzschablone Hämoglobin-Mikropartikel, die HbMP, produziert werden konnten. Die HbMP 

haben eine erdnussartige Form, eine Partikelgröße von etwa 750 nm mit einer engen 

Größenverteilung und eine Proteineinschlussrate von 73 %. 

Die HbMP sollen als Hämoglobin-basierte Sauerstoffträger (HBOC) als Blutersatz im Menschen 

zum Einsatz kommen. In Bezug auf HBOC gibt es Sicherheitsbedenken hinsichtlich oxidativer 

Gewebsschädigung oder des Bindens von Stickstoffmonoxid und damit Auslösen einer 

Vasokonstriktion. In ersten prä-klinischen Untersuchungen wurden die HbMP daraufhin 

untersucht. Die HbMP weisen eine hohe Sauerstoffaffinität auf, dies verhindert sowohl eine 

Sauerstoffüberversorgung als auch eine Vasokonstriktion der kleinen Blutgefäße.  

Neben den prä-klinischen Untersuchungen zur Sicherheit der HbMP, spielt auch die Sicherheit 

bei der Herstellung der Partikel eine wichtige Rolle, da die HbMP nicht sterilisiert werden können. 

Bei klassischen Sterilisationsverfahren kommt es zu einer Denaturierung des Hämoglobins oder 

starken Bildung von Methämoglobin, wodurch die Partikel ihre Sauerstofftransportfähigkeit 

verlieren. Deswegen werden die Ausgangsmaterialien (insbesondere das Hämoglobin) und die 

produzierte Partikelsuspension intensiv auf ihre Keimbelastung untersucht. Es ist jedoch 

vorstellbar, dass einige Bakterien aufgrund ihrer geringen Konzentration bei den Standardtests 

nicht erkannt werden, deshalb wurde untersucht, wie sich diese Bakterien im Herstellungsprozess 

verhalten würden. Die biozide Wirkung von Glutaraldehyd und Ethylendiamintetraessigsäure, 

Chemikalien, die bei der Herstellung von HbMP verwendet werden, ist bekannt. Es konnte gezeigt 

werden, dass beide Chemikalien das Bakterienwachstum in den bei der HbMP-Herstellung 

verwendeten Konzentrationen verhindern. Darüber hinaus wurde die Partikelproduktion mit 

Hämoglobinlösungen durchgeführt, die mit Escherichia coli oder Staphylococcus epidermidis 

versetzt waren. In den fertigen Partikelsuspensionen konnten keine lebenden Bakterien 

nachgewiesen werden.  

Aus allen Untersuchungen kann geschlossen werden, dass das Verfahren zur Herstellung von 

HbMP im Hinblick auf eine bakterielle Kontamination sicher ist und die produzierten Partikel die 

Anforderungen an einen universell einsetzbaren Blutersatzstoff erfüllen.  
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Abstract 

The co-precipitation-crosslinking-dissolution (CCD) technique can be used to produce protein 

microparticles in a few steps. Depending on the salt solutions and proteins that are used for the 

precipitation, the resulting particles differ in their properties and morphology. It was found that by 

precipitating hemoglobin in MnCl2 with Na2CO3, crosslinking and dissolution of the salt template 

hemoglobin microparticles (HbMP) could be produced. The HbMP have a peanut-like shape, a 

particle size of about 750 nm with a narrow size distribution and a protein entrapment rate 

of 73 %. 

The HbMP are intended to be used as hemoglobin-based oxygen carriers (HBOC) as a blood 

substitute in humans. With respect to HBOC, there are safety concerns regarding oxidative tissue 

damage or nitric oxide (NO) scavenging and thus triggering vasoconstriction. In initial pre-clinical 

studies, HbMP were evaluated for this. The HbMP exhibit a high oxygen affinity. This prevents 

both premature oxygenation and vasoconstriction of small blood vessels due to NO-scavenging. 

Due to the size of the HbMP of more than 100 nm but less than 1 µm, both penetration of the 

particles through the endothelial gaps and increased phagocytosis and disturbance of the 

microcirculation are prevented. 

In addition to pre-clinical studies on the safety of HbMP, safety also plays an important role in the 

production of the particles since they cannot be sterilized. In classical sterilization processes 

denaturation of hemoglobin or strong formation of methemoglobin occurs which causes the 

particles to lose their ability to transport oxygen. Therefore, the starting materials (especially 

hemoglobin) and the produced particle suspension are intensively tested for their bacterial load. 

However, some bacteria may not be detected by the standard tests due to their low concentration. 

Therefore, it was investigated how these bacteria would behave in the manufacturing process. 

The biocidal effects of glutaraldehyde and ethylenediaminetetraacetic acid, chemicals used in the 

manufacturing of HbMP, are well known. Both chemicals have been shown to inhibit bacterial 

growth at concentrations used in HbMP production. In addition, particle production was performed 

with hemoglobin solutions spiked with Escherichia coli or Staphylococcus epidermidis, 

respectively. No living bacteria were detected in the final particle suspensions. 

From all investigations it can be concluded that the manufacturing process of HbMP is safe 

regarding bacterial contamination and that the particles produced meet the requirements for a 

universally applicable blood substitute. 
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1  Einleitung 

Künstliche Sauerstoffträger als Ersatz für rote Blutzellen (RBZ) haben in den letzten Jahren 

besondere Aufmerksamkeit auf sich gezogen. Sehr oft wird Hämoglobin als Ausgangsmaterial 

zur Herstellung der Sauerstoffträger (HBOC – Hemoglobin-Based Oxygen Carrier) verwendet. Es 

wird menschliches, tierisches, insbesondere bovines oder rekombinantes Hämoglobin 

verwendet, das dann mit verschiedenen Methoden chemisch modifiziert, vernetzt, polymerisiert 

oder verkapselt werden kann [1–3]. In dieser Arbeit werden Biopolymer-Mikropartikel als HBOC 

mit der einfachen Co-Precipitation-Crosslinking-Dissolution (CCD) Technik unter Verwendung 

von Hämoglobin hergestellt. Je nach verwendetem Biopolymer gibt es auch verschiedene andere 

mögliche Anwendungen für diese Mikropartikel. So wurden beispielsweise Enzympartikel 

hergestellt, die als Mikroreaktoren oder Biosensoren verwendet werden können [4]. Diese 

Methode kann auch einen vielversprechenden Ansatz zur Herstellung von Drug Carriern durch 

Präzipitation der gewünschten Biopolymere und entsprechende Oberflächenmodifikationen 

darstellen [5, 6]. So ist es gelungen, das Vitamin B2, Riboflavin, zusammen mit humanem 

Serumalbumin (HSA) in diesen Partikeln zu immobilisieren. Dies führte zu Partikeln mit guter 

Hämokompatibilität und Freisetzung des Wirkstoffs Riboflavin über einen längeren Zeitraum [7]. 

Darüber hinaus konnten HSA-Mikropartikel mit Doxorubicin beladen werden, einem Zytostatikum, 

das in der Chemotherapie zur Krebsbehandlung eingesetzt wird. Diese Partikel zeigten eine 

höhere Wirksamkeit bei der Hemmung der Stoffwechselaktivität in Zellkulturen als freies 

Doxorubicin allein [8].  

Für die Herstellung der Partikel können besonders Calciumchlorid oder Manganchlorid 

zusammen mit Natriumcarbonat für die Co-Präzipitation verwendet werden. Dabei können die 

Partikel  durch Mischen von zwei Salzlösungen unter milden Prozessbedingungen hergestellt 

werden [9–11]. Bei diesem Verfahren wurde eine hohe Absorption bzw. Einschlusseffizienz für 

Biopolymere beobachtet [12, 13]. Durch Präzipitation von CaCl2 und Na2CO3 zusammen mit 

Biopolymeren können diese effektiver eingeschlossen werden als durch einfache Adsorption an 

vorgefertigten CaCO3 Partikel [14]. Diese Grundgedanken wurden aufgenommen und zu der Co-

Precipitation-Crosslinking-Dissolution (CCD) Technik weiterentwickelt [15–17]. 

Im ersten Schritt, der Co-Präzipitation, werden das Biopolymer in CaCl2 oder MnCl2 und Na2CO3 

gemischt. Es entsteht eine Salzschablone, in der das Biopolymer eingeschlossen ist. Im nächsten 

Hauptschritt, der Vernetzung, werden die einzelnen Moleküle in der Salzschablone chemisch 

aneinandergebunden. Der dritte Schritt ist das Auflösen des Carbonat-Templates durch Zugabe 

von Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), so dass sich nur noch die Biopolymerpartikel in der 

Lösung befinden. 
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Für die Verwendung der so hergestellten Mikropartikel als künstlicher Sauerstoffträger wird 

Hämoglobin aus Rinderblut verwendet. Im Vergleich zu menschlichem Hämoglobin ist es in 

großen Mengen verfügbar und frei von humanen Krankheitserregern. Ein umfassendes Konzept 

zur biologischen Sicherheit des pharmazeutischen Ausgangsstoffes Rinderhämoglobin wurde 

unter Berücksichtigung der Empfehlungen der entsprechenden Behörde (Paul-Ehrlich-Institut, 

Langen, Deutschland) entwickelt. Dabei geht es unter anderem um die Herkunft und 

Rückverfolgbarkeit des Rinderblutes bis zum einzelnen Tier. Das Rinderblut wird in Tirol, 

Österreich, gewonnen, einem Gebiet, das laut Weltorganisation für Tiergesundheit (OIE) frei von 

boviner spongiformer Enzephalopathie (BSE) ist [18]. Darüber hinaus werden die Tiere nach 

einer veterinärmedizinischen Untersuchung für genusstauglich erklärt. In dem geografischen 

Gebiet, in dem die Tiere leben und von ihnen das Blut entnommen wird, kommen kritische virale 

Krankheitserreger nicht vor [19]. Dennoch wird das Blut auf virale Kontaminationen untersucht. 

Außerdem werden das Blut und das daraus gewonnene Hämoglobin auf eine bakterielle 

Belastung und das Hämoglobin vor der Verwendung als Ausgangsmaterial auf Endotoxine 

getestet. Nur wenn alle Spezifikationen erfüllt sind, wird das Hämoglobin für die Herstellung von 

Hämoglobin-Mikropartikeln (HbMP) mit Hilfe der CCD-Technik verwendet [15, 20]. Neben der 

Sicherheit der Ausgangsstoffe ist auch die Sicherheit des HbMP-Produktionsprozesses in Bezug 

auf eventuelle bakterielle Kontaminationen sowie die Sicherheit des Endproduktes Teil des 

Sicherheitskonzeptes. 

Um die Sicherheit des Endproduktes und die Möglichkeit des Einsatzes der HbMP als künstlichen 

Sauerstoffträger im Menschen zu untersuchen, wurden erste prä-klinische Untersuchungen 

durchgeführt. Frühere Formulierungen von Blutersatzprodukten führten in vivo häufig zu 

unerwünschten Nebenwirkungen. Hauptsächlich kam es dabei zu Bluthochdruck durch 

Vasokonstriktion, ausgelöst von den Produkten [21–23]. Nur wenige der früheren Produkte haben 

es in eine spätere Phase der klinischen Untersuchungen geschafft, führten allerdings auch dort 

oft zu Gesundheitsschäden oder Tod und wurden  von der FDA nicht zugelassen [24, 25]. Für 

die durch die HBOC ausgelöste Vasokonstriktion gibt es zwei hauptsächliche Hypothesen. 

Einerseits könnte sie durch eine Sauerstoffüberversorgung ausgelöst werden, andererseits durch 

die Bindung und damit den Entzug von Stickstoffmonoxid (NO), was zu einer Verengung der 

Gefäße im Körper führt [22, 26]. Außerdem könnte die Induzierung von oxidativem Stress durch 

freies Hämoglobin ein weiterer Faktor sein [27]. Aus den bisherigen Erfahrungen und klinischen 

Untersuchungen mit den HBOC lassen sich einige Schlussfolgerungen für die Entwicklung neuer 

Produkte ziehen. So sollten sie eine hohe Sauerstoffaffinität haben, um den Sauerstoff nicht 

frühzeitig abzugeben und eine Vasokonstriktion auszulösen. Außerdem sollten die HBOC eine 

Größe von mehr als 100 nm und weniger als 1 µm haben. Das würde einerseits einen Übergang 
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der HBOC durch die Endothelspalten verhindern und andererseits käme es nicht zu einer 

erhöhten Phagozytose oder Behinderung der Mikrozirkulation [28, 29]. 

Neben den prä-klinischen Sicherheitsuntersuchungen, ist auch der Aspekt der biologischen 

Sicherheit im Herstellungsprozess der HbMP ein wichtiger Punkt. Obwohl mit Ausnahme des 

Hämoglobins alle zur Herstellung der HbMP verwendeten Stoffe pharmazeutische Qualität 

besitzen oder zugelassene Arzneimittel (humanes Serumalbumin - HSA) sind, ist die Sterilität 

des Endprodukts nicht gewährleistet. Die terminale Sterilisation des Hämoglobins sowie der 

Partikelsuspension mit Standardmethoden der Hitzeinaktivierung, UV-C- oder 

Gammabestrahlung führt zu einer Denaturierung des Hämoglobins oder zu einer starken Bildung 

von Methämoglobin aufgrund der Oxidation des Eisens in der Häm-Gruppe. Methämoglobin ist 

nicht in der Lage, Sauerstoff freizusetzen [30, 31]. Es ist daher für die Herstellung der HbMP, die 

als künstlicher Sauerstoffträger eingesetzt werden sollen, nicht mehr geeignet. Da die 

vorgenannten Methoden nicht anwendbar sind, wird die Hämoglobinlösung nach der Herstellung 

sterilfiltriert und auf den Endotoxingehalt sowie die Keimbelastung untersucht. Auf diese Weise 

ist eine bakterielle Kontamination unwahrscheinlich. Dennoch ist es denkbar, dass eine geringe 

Zahl an Bakterien durch die Tests nicht erkannt wird. In diesem Fall wäre es von Vorteil, wenn 

eine zusätzliche Abreicherung während des HbMP-Produktionsprozesses erreicht werden 

könnte.  

Der Herstellungsprozess der HbMP umfasst mehrere Waschschritte, die zu einer Verringerung 

der potenziellen bakteriellen Belastung beitragen könnten. Glutaraldehyd (GA) wird für die inter- 

und zu einem gewissen Grad auch intramolekulare Vernetzung der Hämoglobinmoleküle in einer 

Konzentration von 0,02 % verwendet [32, 33]. Es ist für seine antibakterielle Wirkung bekannt 

und wird in höheren Konzentrationen als Desinfektionsmittel oder zur Kaltsterilisation von 

medizinischen Instrumenten in Krankenhäusern eingesetzt [34–36]. Auch in biochemischen 

Anwendungen und als Fixiermittel für die Elektronenmikroskopie ist es weit verbreitet [37, 38].  

EDTA wird bei der Herstellung von HbMP verwendet, um das Mangancarbonat-Template 

aufzulösen und die reinen Proteinpartikel herzustellen. EDTA wird häufig in medizinischen und 

biologischen Anwendungen eingesetzt. Aufgrund seiner chelatbildenden Eigenschaften wird es 

zur Antikoagulation von Blutproben verwendet [39]. Außerdem wird es seit langem zur 

Permeabilisierung der Zellwand von gramnegativen Zellen benutzt [40, 41]. Eine gewisse 

hemmende Wirkung von EDTA auf das Wachstum von Staphylococcus epidermidis konnte 

ebenfalls nachgewiesen werden [42]. 

In dieser Arbeit sollte es untersucht werden, ob die Schritte der Vernetzung der Proteine mit GA 

oder der Auflösung der Salzschablone mit EDTA zusätzlich zu den Waschschritten im 

Partikelherstellungsprozess zu einer Verringerung einer möglichen Kontamination mit 
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grampositiven und gramnegativen Bakterien beitragen können. Als Modellorganismen wurden 

hierfür Staphylococcus epidermidis und Escherichia coli ausgewählt. Beide Bakterien sind 

intensiv untersucht worden. E. coli kommt hauptsächlich im Darm von Menschen und Tieren vor, 

ist gramnegativ und hat eine ungefähre Länge von 2 µm, einen Durchmesser von 1 µm und eine 

zylindrische Form [43]. S. epidermidis lebt auf der menschlichen Haut, ist aber auch häufig für 

Infektionen von immungeschwächten Patienten im Krankenhaus verantwortlich [44, 45]. Dieses 

grampositive Bakterium hat eine kugelförmige Gestalt und einen Durchmesser von 0,5 - 1,5 µm 

[46]. Darüber hinaus spielen beide Bakterien eine Rolle bei unerwünschten 

Transfusionsreaktionen [47]. Aufgrund der Lagerungsbedingungen bei Raumtemperatur sind vor 

allem Thrombozytenkonzentrate betroffen [48, 49]. Eine Kontamination mit S. epidermidis erfolgt 

hier insbesondere durch die Besiedlung der Haut und eine unzureichende Desinfektion der 

Punktionsstelle bei der Blutspende [50, 51]. Daher kann es sowohl bei der Herstellung von 

Blutprodukten als auch bei der Produktion von HbMP zu bakteriellen Kontaminationen kommen, 

die durch Tests nicht erkannt werden. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Eigenschaften verschiedener Partikel, die mit dem CCD-Verfahren 

hergestellt wurden, zu vergleichen und die Partikel auf ihre Eignung zum potentiellen Einsatz als 

künstlichen Sauerstoffträger als Blutersatz im Menschen zu überprüfen. Die Sicherheit spielt 

dabei ebenfalls eine große Rolle. So sollen geeignete Hämoglobin-Mikropartikel in ersten prä-

klinischen Tests untersucht werden. Außerdem liegt ein besonderes Augenmerk auf der 

Sicherheit des Herstellungsprozesses. Es soll geprüft werden, ob das CCD-Verfahren zur HbMP-

Herstellung bei einer möglichen Kontaminierung des Hämoglobins mit Bakterien das 

Sicherheitskonzept für die Herstellung der HbMP ergänzen kann. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

Tabelle 1. Liste der verwendeten Substanzen. 

Substanzen Bezugsquelle 

Ringer-Acetat-Lösung Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland 

Ampuwa (aqua ad iniectabilia) 
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, 
Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 

Humanes Serumalbumin (HSA) Takeda Pharma Vertrieb GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Glycin Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Peressigsäure (C2H4O3) Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Mangandichlorid (MnCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Glutaraldehyd (GA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumborhydrid (NaBH4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Mueller-Hinton II-Bouillon Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Columbia Agar 5 % Schafblut Thermo Fisher Diagnostics GmbH, Wesel, Deutschland 

Staphylococcus epidermidis (eigene Kultivierung) und Escherichia coli (ATCC 25922) wurden 

freundlicherweise vom Bereswill Labor des Instituts für Mikrobiologie und Infektionsimmunologie, 

Charité – Universitätsmedizin Berlin (Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

Das bovine Hämoglobin (Hb) wurde durch hypotone Hämolyse mit einer niedrig-osmolaren 

Salzlösung hergestellt [17, 52]. Frisches Rindervollblut (zur Verfügung gestellt von Biophyll 

GmbH, Dietersburg, Deutschland), welches mit 2 g/L EDTA zur Antikoagulation versetzt wurde, 

wurde 20 Minuten lang bei 2500 g und 2 – 8 °C zentrifugiert. Die resultierenden gepackten roten 

Blutzellen (RBZ) wurden mindestens dreimal mit steriler 0,9 %-iger NaCl-Lösung gewaschen und 
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über Nacht mit vier bis fünf Volumen (in Bezug auf das Volumen der gepackten RBZ) einer 

niedrig-osmolaren Natriumchloridlösung (100 mOsmol/kg) lysiert. Das resultierende Lysat wurde 

bei 5500 g und 2 – 8 °C für 4 h zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand mittels einer 

Tangentialflussfiltration (TFF) behandelt, um eventuelle Zelltrümmer der Erythrozyten zu 

entfernen. Es wurde ein KrosFlo KR2 System mit einem 500 kDa mPES Hohlfasermodul 

(Repligen Europe B.V., Breda, Niederlande) verwendet, ähnlich wie in [53] dargestellt. Das 

aufgereinigte Hämoglobin wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. [54] 

2.2 Herstellung der Mikropartikel 

Für die vergleichenden Untersuchungen wurden Hämoglobin- oder BSA-Mikropartikel hergestellt 

[54, 55]. Dabei wurde das jeweilige Protein entweder in MnCl2 oder CaCl2 mit Na2CO3 präzipitiert. 

Bei den prä-klinischen Untersuchungen sowie den Untersuchungen zur bakteriellen Sicherheit 

des Partikelproduktionsprozesses kamen ausschließlich Hämoglobin-Mikropartikel (HbMP) zum 

Einsatz, die mit MnCl2 und Na2CO3 präzipitiert wurden. Für die Herstellung der Protein-

Mikropartikel wurde die Co-Precipitation-Crosslinking-Dissolution (CCD) Technik verwendet [16]. 

Dafür wurden 0,25 M Na2CO3 und 0,25 M MnCl2 (oder CaCl2) mit 10 mg/ml Hb (oder BSA) und 

1 mg/ml HSA bei Raumtemperatur unter schnellem Rühren (200 – 600 rpm, Magnetrührer, Bibby 

Scientific CB161, Bibby Sterilin Ltd., Stone, UK) gemischt (Co-Präzipitation). Nach der 

Präzipitation wurden 2,5 mg/ml HSA zugegeben, nach 5 min die Partikel durch Zentrifugation 

abgetrennt und dreimal mit 0,9 % NaCl gewaschen. Die gewaschenen Partikel wurden in einer 

0,02 % GA-Lösung resuspendiert und 1 h lang bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert 

(Vernetzung, Crosslinking). Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die Vernetzung durch 

Zugabe von 0,1 M Glycin abgestoppt, welches mit überschüssigem GA und freien funktionalen 

Gruppen des Vernetzers reagiert. Anschließend wurde 0,2 M EDTA-Lösung pH 7,4 hinzugefügt, 

um das MnCO3 (oder CaCO3) Template aufzulösen (Dissolution). Die entstandenen 

Proteinpartikel wurden mit NaBH4 in 0,1 M NaOH zur Reduktion der freien Aldehydgruppen 

behandelt. Abschließend wurden die Partikel dreimal mit 0,9 % NaCl gewaschen und bis zur 

weiteren Verwendung in Ringer-Acetat resuspendiert. 

2.3 Charakterisierung der Mikropartikel 

Die Morphologie der Mikropartikel wurde sowohl mittels Rasterelektronenmikroskopie (SEM) als 

auch per konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) beurteilt [54]. Für die SEM-Aufnahmen 

wurde ein Tropfen der Probe auf einen Objektträger aufgetragen, über Nacht getrocknet und mit 

Gold beschichtet. Zur Anwendung kam ein Gemini Leo 1550 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Deutschland) mit einer Beschleunigungsspannung von 10 kV. CLSM-Aufnahmen wurden mit 
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einem LSM 510 Meta Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit 100 x Öl-

Immersionsobjektiv (numerische Apertur 1,3) angefertigt. 

Außerdem wurde die Größe der Mikropartikel durch dynamische Lichtstreuung (DLS) bestimmt, 

wobei ein Zeta Sizer nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK) zum Einsatz kam. Das Zeta 

Potential der Partikel in 0,9 % NaCl (pH 7,4, Leitfähigkeit 17,2 ± 0,9 mS/cm) wurde ebenfalls mit 

dem Zeta Sizer bestimmt [54]. 

Um die Protein-Einschluss-Effizienz (EE%) zu bestimmen, wurde die Differenz zwischen dem vor 

der Präzipitation eingesetzten Proteingehalt (Pt) sowie dem Proteingehalt im Überstand (Pf) nach 

der Präzipitation untersucht und mit folgender Formel berechnet: EE% = (Pt – Pf) * 100/Pt [55]. 

Die Hämoglobinkonzentration wurde bei 415 nm mit einem Mikroplatten-Leser (PowerWave 340, 

Biotek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland) bestimmt. Die Bestimmung der BSA-

Konzentration erfolgte mit einem UV/VIS-Spektralphotometer (Hitachi U2800, Hitachi High-

Technologies Corporation, Tokio, Japan) bei 280 nm. 

Um die Stabilität der HbMP zu charakterisieren, wurde die Konzentration des freien Hämoglobins 

im Überstand von HbMP-Suspensionen während der Lagerdauer bestimmt [54]. Dazu wurden 

Aliquots von drei HbMP-Chargen, die mit 0,02 % GA vernetzt wurden, für sechs Monate bei 2 – 

8 °C gelagert. Jeden Monat wurden Proben der entsprechenden Aliquots genommen und bei 

20000 g für 30 min zentrifugiert (Hettich Mikro 22R, Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen, 

Deutschland). Das freie Hämoglobin im Überstand wurde mit der Standard-Alkalin-Hämatin- 

(AHD-) Methode bestimmt [56]. 

2.4 Prä-klinische Untersuchungen 

2.4.1 Fließeigenschaften der HbMP 

Die dynamische Viskosität wurde mit einem Rheometer MCR 301 (Anton Paar Group AG, Graz, 

Österreich) unter Verwendung eines Platte-Platte-Systems bestimmt [57]. Das System wurde mit 

Vollblut oder HbMP (resuspendiert in Blutplasma, Volumenkonzentration 40 %) beschickt und die 

Viskosität in einem Scherbereich von 0,1 bis 1000 s-1 bei 20 °C aufgenommen.  

2.4.2 Sauerstoffbindungskurve der HbMP 

Die Sauerstoffbindungskurven von bovinem Hb sowie HbMP wurden mit einem Hemox Analyzer 

(TCS Scientific, New Hope, USA) bei 37 °C aufgenommen [57]. Die Sauerstoff-Sättigung und der 

Sauerstoff-Halbsättigungsdruck (p50) wurden in einem Sauerstoff-Partialdruckbereich von 150 

bis 2 mmHg aufgenommen. 
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2.4.3 ROS-Produktions-Test 

Es sollte überprüft werden, ob die HbMP in Zellkultur zur Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) führen [57]. Dazu wurden Cor.4U Kardiomyozyten (Axiogenesis AG, 

Köln, Deutschland) in BMCC-Medium (serumfrei, Axiogenesis AG, Köln, Deutschland) in einer 

Dichte von 20000 Zellen/Well in 96-Well Mikrotiterplatten ausgesät und inkubiert. Am nächsten 

Tag wurden die Zellen mit verschiedenen Zusätzen versetzt und für 72 h bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Als Zusätze wurden je 20 µL Ringer-Acetat (Mediumkontrolle, Suspensionsmedium der 

HbMP), tert-Butylhydroperoxid (TBHP, 500 µM, Positivkontrolle, Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) oder HbMP zu den Zellen gegeben (Tabelle 2). Anschließend wurden die Zusätze 

im Medium abgenommen und mit Medium, welches 50 µM 2′,7′-Dichlorfluorescein-Diacetat 

(H2DCFDA, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) ersetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation 

im Dunklen, in der das H2DCFDA die Zellmembranen permeiert, wurde das Medium wieder 

abgenommen und die Zellen mit frischem Medium zweimal gewaschen.  

Tabelle 2. Übersicht über die Zusammensetzung der Proben und der Zusätze. (Modifiziert nach Kao et al., 2018, S. 3 
[57]) 

Probe Zusatz vor 72 h Inkubation H2DCFDA Zugabe 

Negativkontrolle Nur Zellen - 

Farbstoffkontrolle Nur Zellen + 

Mediumkontrolle 10 % Ringer-Acetat + 

Positivkontrolle 500 µM TBHP + 

HbMP 10 % HbMP + 

H2DCFDA wird als Indikator für ROS in Zellen verwendet. Nachdem es durch die Zellmembranen 

gelangt ist, werden die Acetat Gruppen durch intrazelluläre Prozesse abgespalten und das 

H2DCFDA in stark fluoreszierendes Dichlorfluorescein umgewandelt. Die Fluoreszenzintensität 

wurde mit einem Pherastar Plattenleser (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) bestimmt. 

Im Anschluss wurde ein Lumineszenz-basierter Test zur Überprüfung der Vitalität der Zellen 

durchgeführt (CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega, Madison, USA). Dabei 

wurde ein Lumineszenz-Signal erzeugt, welches von der ATP-Konzentration in den Zellen 

abhängig und damit proportional zur Anzahl der lebenden Zellen war. 

Die Berechnung des Verhältnisses der ROS-basierten Fluoreszenz und der ATP-basierten 

Lumineszenz ergab ein ROS-Level, welches unabhängig von der Zellzahl war. 
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2.5 Herstellung von HbMP mit bakteriell kontaminiertem Hämoglobin 

Es wurde der HbMP-Herstellungsprozess in Anwesenheit von Bakterien untersucht (Abbildung 1, 

[54]). Dazu wurde die Hämoglobinlösung vor der Präzipitation mit E. coli bzw. S. epidermidis 

versetzt. Die Bakterien wurden dafür drei Tage vor der Partikelherstellung auf Agarplatten 

ausgebracht und bei 37 °C bebrütet. Danach wurde etwa ein Drittel einer Bakterienkolonie in 

Ampuwa überführt, die optische Dichte bei 600 nm (OD600) gemessen (Spectra Classic, Tecan 

Group Ltd., Männedorf, Schweiz) und so eingestellt, dass sie 1,5 * 108 KBE/mL (KBE - 

koloniebildende Einheit) entsprach. Die Bakteriensuspension wurde auf 2,5 * 105 KBE/ml 

verdünnt und mit der Hämoglobinlösung gemischt. Die Bakterienkonzentration in der 

Hämoglobinlösung wurde für jede Partikelcharge bestimmt und als Ausgangswert für die 

Bewertung der Keimbelastung in den verschiedenen Phasen des Partikelherstellungsprozesses 

verwendet. 

Die mit Bakterien versetzte Hb-Lösung wurde mit MnCl2 gemischt und mit Na2CO3 präzipitiert. 

Anschließend wurde der Standard-Partikelproduktionsprozess mit Vernetzung und Auflösung wie 

unter 2.2 dargestellt durchgeführt (Abbildung 1 – Probe B). In weiteren Versuchsreihen wurden 

die präzipitierten HbMP ohne Vernetzung nach der Präzipitation aufgelöst (Abbildung 1 – 

Probe A). An verschiedenen Punkten im Herstellungsprozess wurden Proben genommen und 

darin die Keimbelastung bestimmt (siehe 2.6.2). 
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Abbildung 1. Vereinfachtes Schema der experimentellen Herangehensweise. Die Hämoglobin-MnCl2 Lösung wurde 
mit E. coli bzw. S. epidermidis versetzt und mit Na2CO3 co-präzipitiert. Die entstandenen Partikel wurden mit NaCl-
Lösung gewaschen und entweder wurde das Carbonat-Template direkt aufgelöst (Probe A) oder die Partikel wurden 
mit Hilfe von Glutaraldehyd vernetzt und erst anschließend mit EDTA aufgelöst (Probe B). An den entsprechenden 
Punkten des Produktionsprozesses wurden Proben der Suspension und des Überstandes (nach Zentrifugation) 
genommen und darin die koloniebildenden Einheiten bestimmt. (Modifiziert nach Steffen et al., 2022, S. 121 [54]) 

 

2.6 Bestimmung des bakteriellen Wachstums 

2.6.1 Einfluss von Glutaraldehyd und EDTA 

Die Bakterien in Medium, versetzt mit EDTA oder GA, wurden in die Vertiefungen einer 

Mikrotiterplatte gefüllt. Die Proben enthielten Bakterien in einer Konzentration von etwa 

7,5 * 105 KBE/ml sowie 0,2 M EDTA oder 0,02 % GA. Die Positivkontrolle bestand aus Bakterien 

und Wachstumsmedium (Mueller-Hinton II-Bouillon), die Negativkontrolle aus Bakterien und 

0,4 % Peressigsäure und die Sterilkontrolle nur aus Medium. Die Bakterien wurden für 20 h bei 

37 °C in Mueller-Hinton II-Bouillon vorinkubiert. Anschließend wurde das Wachstumsmedium 

entfernt und durch frische Mueller-Hinton II-Bouillon (Kontrolle) oder Mueller-Hinton II-Bouillon + 

0,02 % GA oder 0,2 M EDTA ersetzt. Die Zellen wurden 2,5 h lang bei Raumtemperatur 

gezüchtet. Zu Beginn und zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die optische Dichte bei 600 nm 

bestimmt, um das bakterielle Wachstum zu beurteilen. In einem weiteren Versuch wurde eine 

Mischung aus EDTA und GA gleichzeitig untersucht. [54] 
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2.6.2 Bestimmung der Keimbelastung während der Partikelherstellung 

Zur Bewertung der Anzahl lebensfähiger Bakterien während der Partikelherstellung wurden 

Proben aus der anfänglichen Hb-MnCl2-Lösung, nach der Präzipitation, dem Waschen, der 

Vernetzung, der Auflösung und aus der endgültigen Partikelsuspension entnommen (Abbildung 

1 - Probe B). Es wurden zwei Proben zur Bestimmung der Keimbelastung analysiert. Eine aus 

der Partikelsuspension und eine aus dem Überstand der Suspension nach Zentrifugation (3000 g, 

3 min). 

Zusätzlich zu diesem Standardprotokoll wurden auch Versuchsreihen durchgeführt, bei denen 

präzipitierte Partikel mit EDTA ohne vorherige Vernetzung mit Glutaraldehyd aufgelöst wurden. 

Daher wurde die letzte Probe hier nach Resuspension in EDTA-Lösung genommen (Abbildung 1 

- Probe A).  

Die jeweiligen Proben wurden seriell verdünnt (unverdünnt bis 1:1000), 100 µl jeder Verdünnung 

wurden auf Agarplatten aufgetragen und einen Tag bei 37 °C inkubiert. Eventuell wachsende 

Kolonien wurden gezählt. [54] 
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3 Ergebnisse 

Es wurden Untersuchungen zur Optimierung der Herstellung der Mikropartikel durchgeführt. 

Dabei wurde neben MnCl2 auch CaCl2 als Ausgangsstoff zur Herstellung verschiedener Protein-

Partikel verwendet und die Partikelarten miteinander verglichen [55]. 

Mit Hämoglobin-Mikropartikeln (HbMP), präzipitiert mit MnCl2 und Na2CO3 wurden erste prä-

klinische in vitro Sicherheitsuntersuchungen durchgeführt [57]. 

Außerdem wurden im Rahmen des entwickelten Sicherheitskonzeptes Versuche durchgeführt, 

um zu überprüfen, ob eine eventuell vorhandene bakterielle Kontamination während des HbMP-

Herstellungsprozesses unwirksam gemacht werden kann. Dazu wurde zunächst das Wachstum 

grampositiver (S. epidermidis) und gramnegativer (E. coli) Bakterien in Anwesenheit von 

Glutaraldehyd bzw. EDTA untersucht. Außerdem wurden Hämoglobin-Mikropartikel hergestellt, 

in denen das verwendete Hämoglobin vor der Präzipitation mit Bakterien versetzt wurde [54]. 

3.1 Untersuchungen zur Partikelformulierung 

Es wurden Hämoglobin- bzw. BSA-Mikropartikel hergestellt, bei deren Produktion entweder 

MnCl2 oder CaCl2 mit Na2CO3 und dem jeweiligen Protein präzipitiert wurde. Tabelle 3 liefert 

einen Überblick über die wesentlichen Ergebnisse. 

Tabelle 3. Eigenschaften verschiedener Mikropartikel. Es wurden Hb- oder BSA- Partikel hergestellt. Dabei wurden 
die Proteine entweder mit CaCl2 oder MnCl2 mit Na2CO3 co-präzipitiert. Die entstandenen CaCO3- bzw. MnCO3-
Hybridpartikel enthielten 10 mg/mL Protein. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus mindestens 
drei Messungen. a nach Präzipitation; b Endpartikel nach Auflösung des Templates (Modifiziert nach Xiong et al., 2018, 
S. 159 [55]) 

Template CaCO3 MnCO3 

Protein Hb BSA Hb BSA 

EE [%]a 15,5 ± 3,1 36,5 ± 3,2 73,0 ± 1,1 66,6 ± 2,0 

Zeta Potential [mV]b -12,3 ± 0,9 -10,4 ± 1,5 -4,3 ± 1,5 -9,3 ± 0,3 

Größeb 
2 – 20 µm 

Abhängig von Prozessbedingungen 

< 1 µm 

Unabhängig von Prozessbedingungen 

Es zeigte sich, dass in den durch Co-Präzipitation mit MnCl2 und Na2CO3 hergestellten 

Mikropartikeln wesentlich mehr Protein eingeschlossen werden konnte. Dies galt für beide 

untersuchten Proteine. Außerdem unterschieden sich die Größen der Endpartikel nach Auflösung 

der Template. Die mit MnCl2 und Na2CO3 hergestellten Partikel hatten nach der Auflösung eine 

erdnussartige Form und eine Größe im Submikron-Bereich. Die Größe der Fertigpartikel, die mit 

CaCl2 und Na2CO3 präzipitiert, vernetzt und aufgelöst wurden war hingegen sehr stark von den 

gewählten Prozessbedingungen, besonders von der Rührgeschwindigkeit bei der Präzipitation 



15 
 

abhängig. Je höher die Rührgeschwindigkeit war, desto kleiner waren die Partikel [55]. Die 

Fertigpartikel, die auf dem MnCO3-Template beruhen, waren hingegen robust gegenüber diesen 

Bedingungen und zeigten einheitliche Größen. Alle hergestellten Fertigpartikel-Varianten hatten 

ein negatives Zeta-Potential. Dies führte dazu, dass die Partikel in physiologischer Lösung stabil 

waren und nicht aggregierten. Allerdings war dieser Effekt bei den MnCO3 templierten Hb-

Partikeln weniger stark ausgeprägt. Das Zeta-Potential war hier weniger negativ und die Partikel 

in Suspension weniger stabil als die Albumin Partikel [55]. 

3.2 HbMP – Größe und Morphologie 

Für die weiteren Untersuchungen wurden Hämoglobin-Mikropartikel, präzipitiert mit MnCl2 und 

Na2CO3 und danach weiter zu Fertigpartikeln prozessiert, verwendet. Diese HbMP hatten eine 

nahezu einheitliche, erdnussartige Form. Die Größenverteilung der HbMP wurde mittels DLS 

bestimmt und lag bei 759 nm ± 25 nm. Dieser Größenbereich wurde durch CLSM- und SEM- 

Aufnahmen bestätigt (Abbildung 2, [54]).  

 

Abbildung 2. Mikroskopische Aufnahmen von HbMP. A, D – SEM Aufnahmen von getrockneten und adhärenten 
Partikeln nach der Präzipitation im Carbonat-Template. B, E – SEM Aufnahmen von getrockneten und adhärenten 
finalen HbMP nach Präzipitation, Vernetzung, Auflösung und Waschen. C – CLSM Aufnahme mit autofluoreszierenden 
HbMP in Suspension. Maßstäbe: A, B, C – 5 µm, D, E – 400 nm. (Steffen et al., 2022, S. 117 [54]) 

3.3 HbMP – Stabilität 

Über die Lagerdauer von sechs Monaten blieb der Anteil an freiem Hämoglobin im Überstand der 

HbMP nahezu konstant im Bereich von 1 – 1,5 mg/mL (Abbildung 3). 
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Abbildung 3. Konzentration von freiem Hämoglobin im Überstand von HbMP Suspensionen. Messpunkte sind 

Mittelwerte mit Standardabweichung von drei HbMP-Chargen. (Modifiziert nach Steffen et al., 2022, S. 118 [54]) 

 

3.4 Prä-klinische Untersuchungen 

3.4.1 Fließeigenschaften und Sauerstoffaffinität 

Die Sauerstoffaffinität der HbMP war im Vergleich zu freiem Hämoglobin etwa doppelt so hoch. 

Der p50 lag bei den HbMP bei 10,17 mmHg, der des freien bovinen Hämoglobins bei 

23,33 mmHg [57]. 

Die Fließeigenschaften der HbMP ähnelten denen von Vollblut. Die Viskositäten lagen bei den 

betrachteten Scherraten in einem ähnlichen Bereich (Tabelle 4).  

Tabelle 4. Dynamische Viskosität von Vollblut und HbMP (resuspendiert in Plasma) in Abhängigkeit von der Scherrate. 
Volumenkonzentration: 40 %; T =20 ± 0,5 °C (Modifiziert nach Kao et al., 2018, S. 5 [57]) 

Scherrate [s-1] 

Viskosität [mPa*s] 

Vollblut HbMP 

1,1 53,0 ± 12,1 38,4 ± 0,7 

12,7 15,1 ± 2,8 11,4 ± 0,5 

143,8 6,1 ± 0,4 7,3 ± 0,0 

1000 5,0 ± 0,1 6,2 ± 0,1 

Beide Testsubstanzen zeigten das für Blut typische scherverdünnende Verhalten, bei dem die 

Viskosität bei höheren Scherraten abnimmt. 
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3.4.2 ROS-Produktions-Test 

In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur ROS-Induzierung in Zellkultur mit 

Kardiomyozyten dargestellt. Dabei wurde das Verhältnis aus der ROS-basierten Fluoreszenz und 

der ATP-basierten Lumineszenz gebildet. Die Werte der Farbstoffkontrolle (Zellen plus Farbstoff) 

bildeten dabei den Hintergrund und unterschieden sich nicht von den Werten der Mediumkontrolle 

mit Ringer-Acetat. TBHP diente als Positivkontrolle und induzierte eine starke ROS-Bildung. Die 

Werte der HbMP waren nur geringfügig höher als in der Farbstoffkontrolle, jedoch um ein 

Vielfaches geringer als die der Positivkontrolle. Dies ist allerdings kein Hinweis auf eine ROS-

Induzierung, sondern darauf zurückzuführen, dass durch es durch eine Interaktion der HbMP zu 

einer reduzierten ATP-basierten Lumineszenz kam [57]. 

 

Abbildung 4. ROS-Produktion der HbMP und Kontrollen. Die ROS-basierte Fluoreszenz wurde mittels der ATP-
basierten Lumineszenz normalisiert. Kardiomyozyten wurden mit verschiedenen Zusätzen inkubiert: ohne Zusätze 
(Negativkontrolle), mit 50 µM H2DCFDA (Farbstoffkontrolle), mit 10 % Ringer-Acetat (Suspensionsmedium der HbMP, 
Mediumkontrolle), 500 µM TBHP (Positivkontrolle) und 10 % HbMP. (Modifiziert nach Kao et al., 2018, S. 6 [57]) 

 

3.5 Bakterielles Wachstum 

In diesen Versuchen wurde der Einfluss von Glutaraldehyd und EDTA auf das Wachstum von 

Bakterien nach Zugabe in das Wachstumsmedium untersucht. Außerdem wurden Hämoglobin- 

Mikropartikel hergestellt. Dabei wurde das Hämoglobin vor der Präzipitation mit Bakterien 

versetzt. Anschließend wurde die bakterielle Belastung an verschiedenen Punkten im 

Herstellungsprozess untersucht.  
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3.5.1 Einfluss von Glutaraldehyd auf das bakterielle Wachstum 

E. coli Zellen, die mit 0,02 % Glutaraldehyd bei 37 °C kultiviert wurden, wuchsen im Vergleich zur 

Kontrolle im normalen Wachstumsmedium deutlich geringer (Abbildung 5 A). Das Wachstum der 

Bakterien war jedoch stärker als bei der Negativkontrolle mit Peressigsäure. Dies bedeutet, dass 

in gewissem Umfang eine Vermehrung der Bakterien stattfand. Glutaraldehyd hemmt die 

lebensfähigen Funktionen, so dass sich die Bakterien nicht mehr teilen können, aber es fixiert 

auch die Zellwandbestandteile. Die Zellen werden also nicht lysiert. Das Vorhandensein von 

Bakterien wurde in den Versuchen durch Bestimmung der optischen Dichte nachgewiesen. Die 

fixierten, aber toten Zellen erklären somit das höhere Signal im Vergleich zur Negativkontrolle. 

Die Kultivierung von S. epidermidis mit Glutaraldehyd bei 37 °C lieferte ähnliche Ergebnisse 

(Abbildung 5 B). Glutaraldehyd hemmt die Vermehrung von Bakterien unter den gegebenen 

Bedingungen erheblich. 

Bei der Kultivierung von E. coli unter Zugabe von Glutaraldehyd bei Raumtemperatur ergaben 

sich ebenfalls signifikante Unterschiede in den Wachstumsraten im Vergleich zur Kontrolle 

(Abbildung 5 C). Nach einem geringen Anstieg der optischen Dichte nach 30 min war kein 

weiteres Wachstum der Zellen zu beobachten. Im Gegensatz dazu wuchsen die Zellen in der 

Kontrolle in normalem Wachstumsmedium im Verlauf des Experiments weiterhin stark. Zur 

besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte der optischen Dichte hier auf den jeweiligen 

Ausgangswert normiert. Ein ähnliches, wenn auch nicht ebenso ausgeprägtes Bild zeigte sich, 

als S. epidermidis bei Raumtemperatur kultiviert wurde (Abbildung 5 D). Auch hier stieg die 

optische Dichte nach dem Messpunkt bei 30 min fast bis in den Bereich der Kontrolle an. 

Anschließend blieb sie jedoch auf diesem Niveau, während die Kontrollzellen weiterwuchsen. Der 

geringere Unterschied zwischen der Kontrolle und den mit Glutaraldehyd kultivierten Zellen im 

Vergleich zu den E. coli-Wachstumskurven könnte auch auf die längere Generationszeit von S. 

epidermidis zurückzuführen sein. 
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Abbildung 5. Effekt von Glutaraldehyd auf das Wachstum von E. coli und S. epidermidis E. coli (A) und S. epidermidis 
(B) Zellen wurden für 20 h bei 37 °C in Mueller-Hinton II-Bouillon (Positivkontrolle); Mueller-Hinton II-Bouillon + 0,02 % 
GA oder Mueller-Hinton II-Bouillon + 0,4 % Peressigsäure (Negativkontrolle) inkubiert. Fehlerbalken sind 
Standardabweichung (SD) (n = 12 biologische Replikate). Die statistische Analyse wurde mittels einfacher 
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. SD für negative Kontrollen < 0,0015.  
E. coli (C) and S. epidermidis (D) Zellen wurden für 20 h bei 37 °C in Mueller-Hinton II-Bouillon vorinkubiert. Danach 
wurde das Wachstumsmedium abgenommen und durch frische Mueller-Hinton II-Bouillon („Kontrolle“) oder Mueller-
Hinton II-Bouillon + 0,02 % GA („Glutaraldehyd“) ersetzt. Die Zellen wurden für 2,5 h bei Raumtemperatur kultiviert. 
Fehlerbalken sind SD (n = 12 biologische Replikate). Die statistische Analyse erfolgte mittels zweifacher 
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur; * entspricht p < 0.05; ** entspricht p < 0.01; *** entspricht p < 0.001. 
(Modifiziert nach Steffen et al., 2022, S. 118 [54]) 

3.5.2 Einfluss von EDTA auf das bakterielle Wachstum 

E. coli (Abbildung 6 A) und S. epidermidis (Abbildung 6 B) wurden in Wachstumsmedium mit 

0,2 M EDTA bei 37 °C kultiviert. Im Gegensatz zu den Experimenten mit dem Zusatz von 

Glutaraldehyd, zeigten hier beide Bakterienstämme kein Wachstum im Vergleich zu den 

Kontrollen in Medium ohne Zusätze. Das Wachstum, bestimmt durch die optische Dichte der 

Probe, entsprach dem der Negativkontrolle in Peressigsäure. Die Zugabe von EDTA zum 

Wachstumsmedium führte zu einer vollständigen Hemmung der bakteriellen Vermehrung. 

Auch während der Inkubation von E. coli mit EDTA-Zusatz bei Raumtemperatur fand kein 

Wachstum statt (Abbildung 6 C). Die optische Dichte nahm zu keinem Zeitpunkt im Vergleich zum 
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Ausgangswert zu. Im Gegensatz dazu wuchs die Kontrolle in Mueller-Hinton II-Bouillon ohne 

weitere Zusätze stark. Auch hier wurden die Werte der optischen Dichte zur besseren 

Vergleichbarkeit auf den jeweiligen Ausgangswert normiert. Die Zellen der Kontrolle bei der 

Kultivierung von S. epidermidis zeigten ein ähnliches Wachstumsverhalten wie in dem 

Experiment mit Glutaraldehyd-Zusatz (Abbildung 6 D). Die Zellen mit EDTA-Zusatz zeigten am 

Messpunkt nach 30 min einen leichten Anstieg der optischen Dichte. Diese fällt jedoch im 

weiteren Verlauf des Experiments wieder auf den Ausgangswert zurück. Bei dieser 

Versuchsanordnung findet demnach kein Wachstum der beiden Bakterienstämme statt. 

 

 

Abbildung 6. Effekt von EDTA auf das Wachstum von E. coli und S. epidermidis. E. coli (A) und S. epidermidis (B) 
Zellen wurden für 20 h bei 37 °C in Mueller-Hinton II-Bouillon (Positivkontrolle); Mueller-Hinton II-Bouillon + 0,2 M EDTA 
oder Mueller-Hinton II-Bouillon + 0,4 % Peressigsäure (Negativkontrolle) inkubiert. Fehlerbalken sind 
Standardabweichung (SD) (n = 12 biologische Replikate). Die statistische Analyse wurde mittels einfacher 
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. SD für Negativkontrollen und 0,2 M EDTA < 0,005.  
E. coli (C) and S. epidermidis (D) Zellen wurden für 20 h bei 37 °C in Mueller-Hinton II-Bouillon vorinkubiert. Danach 
wurde das Wachstumsmedium abgenommen und durch frische Mueller-Hinton II-Bouillon („Kontrolle“) oder Mueller-
Hinton II-Bouillon + 0,2 M EDTA („EDTA“) ersetzt. Die Zellen wurden für 2,5 h bei Raumtemperatur kultiviert. 
Fehlerbalken sind SD (n = 12 biologische Replikate). Die statistische Analyse erfolgte mittels zweifacher 
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur; *** entspricht p < 0.001. (Modifiziert nach Steffen et al., 2022, S. 119 [54]) 
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3.5.3 Kombination von GA und EDTA  

Zusätzlich zu den oben beschriebenen Experimenten, in denen die Wirkung von Glutaraldehyd 

und EDTA getrennt untersucht wurde, wurden in weiteren Versuchen beide Substanzen 

miteinander kombiniert. Es sollte untersucht werden, ob sich die Wirkung der beiden Substanzen 

gegenseitig aufheben oder verstärken kann. Die Konzentrationen von GA und EDTA entsprachen 

denen, die im HbMP- Herstellungsprozess verwendet werden.  In diesen Versuchen konnte 

weder für E. coli noch S. epidermidis ein Wachstum nach Zugabe von GA und EDTA zum Medium 

beobachtet werden [54]. 

3.5.4 HbMP- Herstellung mit bakteriell kontaminiertem Hämoglobin  

Die oben beschriebenen Versuche haben die hemmende Wirkung von Glutaraldehyd und EDTA 

auf das Wachstum von E. coli und S. epidermidis gezeigt, wenn die Substanzen dem 

Wachstumsmedium zugesetzt werden. Im Hinblick auf die Herstellung von HbMP ist es jedoch 

von besonderem Interesse, ob die bakterielle Kontamination auch während des 

Herstellungsprozesses entfernt werden kann. Um das Wachstum der beiden Bakterien während 

des HbMP-Produktionsprozesses zu untersuchen, wurde die ursprüngliche Hämoglobinlösung 

mit E. coli- bzw. S. epidermidis- Zellen versetzt und anschließend die Partikelproduktion 

durchgeführt (Abbildung 1) [54]. 

Nach jedem Produktionsschritt wurden Proben entnommen und überprüft, ob lebensfähige 

Bakterien vorhanden waren. Die Proben wurden zentrifugiert und die Bakterienanzahl in der 

gesamten Probensuspension (vor der Zentrifugation) sowie im Überstand (nach der 

Zentrifugation) untersucht (Abbildung 7). 

Nach der Präzipitation war der größte Teil der ursprünglichen Zellzahl beider Bakterien noch in 

der Suspension vorhanden. Bei den Versuchen mit E. coli war ein geringer Anteil im Überstand 

der Probe nachweisbar (Abbildung 7, obere Reihe, Probe A). Dies bedeutet, dass sich ein großer 

Teil der Bakterien im Sediment, d. h. in der Partikelfraktion, befand. Nach dem ersten 

Waschschritt des Prozesses wurde die nachweisbare Bakterienzahl weiter auf etwa ein Viertel 

des Ausgangswertes reduziert. In dieser Versuchsreihe wurden die Proteine in den Partikeln nicht 

vernetzt, sondern die Carbonat-Templates wurden sofort mit EDTA aufgelöst, was zu keiner 

Partikelbildung führte (siehe Abbildung 1 - Probe A). Nach der Resuspension der Partikel in EDTA 

waren nur noch wenige der ursprünglich verwendeten Bakterien vorhanden.  

Bei der Partikelpräparation mit Hämoglobin, das mit S. epidermidis versetzt war, waren die 

Ergebnisse ähnlich (Abbildung 7, untere Reihe, Probe A). Nach dem letzten Auflösungsschritt mit 

EDTA enthielt die Probe jedoch noch etwa ein Viertel der ursprünglichen Anzahl lebensfähiger 

Bakterien. In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Partikel vor dem Auflösen mit EDTA mit 
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Glutaraldehyd vernetzt. Dies entsprach dem eigentlichen HbMP-Produktionsprozess (Abbildung 

1 - Probe B). Hier zeigte sich, dass nach der Vernetzung mit Glutaraldehyd keine lebensfähigen 

Bakterien der beiden Stämme nachweisbar waren (Abbildung 7 - Proben B). 

 
Abbildung 7. Partikelherstellung mit E. coli und S. epidermidis. Die Hb-MnCl2 Lösung wurde mit E. coli (obere Reihe) 
oder S. epidermidis (untere Reihe) versetzt und mit Na2CO3 co-präzipitiert. Die entstandenen Partikel wurden mit NaCl 
gewaschen, und entweder wurde das Carbonat-Template direkt aufgelöst (Probe A) oder die Partikel wurden mit 
Glutaraldehyd vernetzt und erst anschließend mit EDTA aufgelöst (Probe B). An den entsprechenden Punkten des 
Produktionsprozesses wurden Proben des Überstandes und der Suspension genommen und darin die 
koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt. Fehlerbalken sind Standardabweichung, n=8 außer für „Hb-MnCl2 Lösung 
(n = 4). (Modifiziert nach Steffen et al., 2022, S. 122 [54]) 
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4 Diskussion 

Es wurden Protein-Mikropartikel unter Verwendung der CCD-Technik hergestellt [17, 16]. Die 

Eigenschaften dieser Hb- bzw. BSA-Partikel auf Basis der Präzipitation mit MnCl2 bzw. CaCl2 mit 

Na2CO3 wurden untersucht. Mit den fertigen Hämoglobin-Mikropartikeln, die durch Präzipitation 

mit MnCl2 und Na2CO3 (HbMP) hergestellt wurden, wurden erste prä-klinische Untersuchungen 

durchgeführt. Außerdem wurden Versuche als Teil des biologischen Sicherheitskonzeptes für die 

Herstellung der HbMP durchgeführt. Dabei wurde untersucht, ob die im HbMP-

Produktionsprozess verwendeten Chemikalien Glutaraldehyd und EDTA zu einer Abreicherung 

eventuell vorhandener Bakterien führen. 

Es wurden große Unterschiede zwischen den MnCO3 und CaCO3 templierten Partikel beobachtet 

(Tabelle 3). Die Protein-CaCO3-Hybridpartikel mit 10 mg/mL BSA oder Hb zeigten eine wesentlich 

geringere Protein-Einschluss-Effizienz. Es wurden nur 16 % (Hb) bzw. 37 % (BSA) des Proteins 

in den Partikeln präzipitiert. Bei den Protein-MnCO3-Hybridpartikeln war die EE% mit 73 % (Hb) 

bzw. 67 % (BSA) wesentlich höher. Dieser Unterschied liegt wahrscheinlich darin begründet, 

dass Mn2+- und Ca2+-Ionen unterschiedliche Bindungsfähigkeiten gegenüber Proteinen haben. 

Mn2+-Ionen können stärker an Proteine binden als Ca2+-Ionen. Die Bindungskonstante für die 

feste Bindung eines Albumin-Moleküls an ein Mn2+-Ion beträgt 2,7 * 104 M-1, die für eine 

schwächere Bindung mit fünf Mn2+-Ionen etwa 3 * 103 M-1 [58]. Ein BSA-Molekül kann hingegen 

bis zu 12 Ca2+-Ionen binden. Die Bindungskonstante ist dabei allerdings wesentlich schwächer 

und beträgt etwa 90 - 100 M-1 [59]. 

Die CaCO3 templierten Fertigpartikel hatten außerdem eine variable Größe von 2 bis 20 µm, 

abhängig von den Bedingungen bei der Präzipitation, besonders der Rührgeschwindigkeit. Je 

schneller die Lösungen während der Präzipitation gerührt wurden, desto kleiner war die Größe 

dieser Partikel [55]. Die mit MnCl2 und Na2CO3 präzipitierten und fertig prozessierten Partikel 

waren hingegen kleiner (< 1 µm) bei einer engen Größenverteilung, unabhängig von der 

gewählten Rührgeschwindigkeit. Die mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmte Partikelgröße 

lag hier bei etwa 750 nm bei einer engen Größenverteilung und konnte auch mikroskopisch 

bestätigt werden (Abbildung 2). Außerdem zeigte sich bei diesen Partikeln eine erdnussartige 

Form und eine relativ glatte Oberfläche. Die Größe der HbMP liegt damit in dem bevorzugten 

Bereich von mehr als 100 nm (Vermeidung der Durchdringung der Lücken des Endothels durch 

die Partikel), aber weniger als 1 µm (Vermeidung erhöhter Phagozytose oder Behinderung der 

Mikrozirkulation) [28, 29]. 

Für die weiteren Untersuchungen wurden daher nur die Hämoglobin-Fertigpartikel verwendet, die 

mit Hb in MnCl2 mit Na2CO3 präzipitiert, vernetzt und aufgelöst wurden (HbMP). Mit diesen 

Partikeln wurden auch Stabilitätsuntersuchungen durchgeführt. Dabei sollte überprüft werden, ob 
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die Vernetzung mit 0,02 % GA ausreichend ist oder ob über die Lagerzeit Hämoglobin aus den 

Partikeln in den Überstand der HbMP-Suspensionen freigesetzt wird. Es zeigte sich, dass der 

Anteil an freiem Hämoglobin über die Lagerdauer von sechs Monaten konstant bei 1 - 1,5 mg/mL 

lag und damit in einem ähnlichen Bereich, der auch für freies Hämoglobin in Erythrozyten-

Konzentraten erlaubt ist [60, 61]. Die HbMP sind in dieser Formulierung also für mindestens sechs 

Monate stabil. Eine höhere Konzentration von GA wurde nicht verwendet, da dies eine höhere 

Phagozytose-Rate der HbMP verursachte sowie zu einem erhöhten Gehalt an Methämoglobin 

führte [16]. 

Bei den Untersuchungen zur Sauerstoffaffinität der HbMP zeigte sich, dass diese bei den 

Partikeln etwa doppelt so hoch war wie die von freiem bovinem Hämoglobin (3.4.1). Der p50 der 

HbMP lag bei 10,17 mmHg (Hb: 23,33 mmHg). Die höhere Sauerstoffaffinität führt dazu, dass 

der transportierte Sauerstoff erst in unterversorgten Geweben abgegeben wird und vermindert 

eine vorzeitige Abgabe und damit eine Sauerstoffüberversorgung in Geweben, die ausreichend 

mit Sauerstoff versorgt sind. Ein geringerer p50 - und damit eine höhere Sauerstoffaffinität - wird 

als vorteilhaft in der Entwicklung von hämoglobin-basierten Sauerstoffträgern angesehen [3]. 

Auch die Fließeigenschaften der HbMP zeigten sich in den Versuchen vielversprechend. Die 

Viskositäten von 40 % HbMP bei Scherraten von 1 bis 1000 s-1 ähnelten denen von Vollblut 

(Tabelle 4). Beide Proben zeigten das für Blut typische scherverdünnende Verhalten. Weiterhin 

zeigten die HbMP bei der Inkubation mit Kardiomyozyten keine ROS-Aktivierung. Die oft mit 

freiem Hämoglobin bzw. Hämoglobin-basierten Sauerstoffträgern in Verbindung gebrachte 

Induzierung von oxidativem Stress, scheint für die HbMP nicht zutreffend zu sein [27]. Weitere 

durchgeführte in vitro und in vivo Tests zur Gentoxizität der Partikel zeigten, dass die HbMP bzw. 

der Überstand der HbMP-Suspension in diesen Untersuchungen nicht mutagen sind [57]. 

Zusammenfassend lieferten diese ersten prä-klinischen Untersuchungen also ermutigende 

Resultate, die für die weitere Entwicklung der HbMP wertvoll sind. 

Glutaraldehyd wird in höheren Konzentrationen (2 % und höher) häufig als Biozid verwendet. Es 

dient hauptsächlich zur Desinfektion von Oberflächen oder medizinischen Instrumenten [62–64]. 

Bei der Herstellung der HbMP wird Glutaraldehyd in einer geringen Konzentration von 0,02 % 

dazu genutzt, die Hämoglobinmoleküle zu vernetzen. Diese Quervernetzung ist auch der 

Hauptgrund für die biozide Wirkung. Glutaraldehyd reagiert stark mit Proteinen und kann die 

DNA-Synthese in Bakterien hemmen, ähnliche Wirkungen werden auch bei der RNA- und 

Proteinsynthese beobachtet [65, 66]. Darüber hinaus wirkt Glutaraldehyd besonders auf die 

äußeren Schichten von E. coli und vernetzt auch dort Lipoproteine und Proteine. Diese Fixierung 

der Bakterien verhindert die Vermehrung der Bakterienzellen. Eine Permeabilisierung der 

Zellwand und ein Austritt von intrazellulärem Material findet dadurch nicht statt [67]. Ähnliche 

Effekte wurden auch für S. epidermidis nachgewiesen. Glutaraldehyd kann auch hier die 
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Bakterien abtöten, führt aber nicht zu einer Permeabilisierung der Zellwand [68, 69]. Diese 

Betrachtungen stehen im Einklang mit den hier durchgeführten Versuchen (Abbildung 5). 

Glutaraldehyd vermindert das Wachstum der Bakterien unter den betrachteten Bedingungen. 

In den Wachstumsversuchen unter Zugabe von EDTA zeigte sich ein noch ausgeprägterer Effekt. 

Beide Bakterienstämme zeigten kein Wachstum verglichen mit den Zellen der Kontrolle 

(Abbildung 6). EDTA bindet als Chelatbildner zweiwertige Kationen. Insbesondere die Chelation 

von Mg2+-Ionen führt zu einer Destabilisierung der negativen Ladungen der äußeren Membran 

von gramnegativen Bakterien [66]. Die Zellen werden dadurch durchlässig. Dieser Effekt kann 

ausgenutzt werden, um die Zellen empfänglicher für Antibiotika, Biozide oder andere Substanzen 

zu machen [40, 70]. Je nach EDTA-Konzentration und Bakterienstamm kommt es zu einer 

Freisetzung von Membranbestandteilen, Proteinen und schließlich zur Lyse der Zelle [71–73]. 

Die Behandlung von gramnegativen Zellen mit EDTA kann zu einer Freisetzung von bis zu 50 % 

des LPS aus der Zellwand des Bakteriums führen [74, 75], was insbesondere für E. coli 

nachgewiesen wurde [41, 76]. EDTA kann jedoch auch bei grampositiven Bakterien zu einer 

Wachstumshemmung und Zelllyse führen [77, 78]. 

In weiteren Versuchsreihen zum Bakterienwachstum nach Zugabe einer Kombination von GA 

und EDTA kam es zu keinem Wachstum der Bakterien. Wenn beide Stoffe also in den 

Konzentrationen zum Wachstumsmedium gegeben werden, in denen sie im HbMP-

Produktionsprozess verwendet werden, führen sie zu einer vollständigen Abreicherung der 

Bakterien. 

In weiteren Experimenten wurden HbMP produziert, wobei das für die Präzipitation verwendete 

Hämoglobin mit Bakterien versetzt war. Es sollte überprüft werden, ob die verwendeten 

Chemikalien auch im Produktionsprozess zu einer Abreicherung der Bakterien führen (Abbildung 

1). In diesen Versuchen konnten die oben beschriebenen Beobachtungen bestätigt werden. Die 

im CCD-Verfahren verwendeten Konzentrationen von GA und EDTA reichen aus, um die 

Hämoglobinmoleküle zu vernetzen und das Carbonat-Template aufzulösen. Außerdem waren am 

Ende des Partikelproduktionsprozesses keine lebensfähigen Bakterien mehr nachweisbar. Im 

obigen Experiment reichte die für das CCD-Verfahren optimierte EDTA-Konzentration allein 

allerdings nicht aus (ohne GA-Vernetzung), um alle Bakterien zu entfernen. EDTA bildet 

Chelatkomplexe mit Metallionen, die dadurch in einer Ringstruktur koordinativ gebunden werden. 

Die gebildeten Komplexe mit Manganionen sind stabiler als die mit Magnesiumionen gebildeten 

Komplexe [79]. Bei diesem Versuch ist zu beachten, dass das EDTA hier sowohl Manganionen 

aus dem Mangancarbonat-Template der Partikel als auch Magnesiumionen aus der Zellwand der 

Bakterien komplexiert. Ersteres führt zur Auflösung des Carbonat-Templates, während letzteres 

die bakterielle Vermehrung reduziert. Es ist möglich, dass die stärkere Bindung von EDTA an 

Manganionen dazu führt, dass nicht genügend EDTA zur ausreichenden, wachstumshemmenden 
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Komplexierung der Magnesiumionen in den Zellwänden der Bakterien vorhanden ist. Wurde 

jedoch der eigentliche Herstellungsprozess der HbMP durchgeführt, d. h. einschließlich der 

Vernetzung mit Glutaraldehyd, waren nach dem Vernetzungsschritt keine Bakterien mehr 

nachweisbar (Abbildung 7). 

Somit kann die Verwendung von GA und EDTA zusammen mit den Wascheffekten während der 

Partikelherstellung ein Teil eines umfassenden biologischen Sicherheitskonzepts für die 

Herstellung von HbMP für die potenzielle Verwendung als künstlicher Sauerstoffträger und 

Blutersatz sein.  
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Abstract
Hemoglobin microparticles (HbMP) produced with a three-step procedure, including coprecipitation of hemoglobin with
manganese carbonate, protein cross-linking, and dissolution of the carbonate template were shown to be suitable for application as
artificial oxygen carriers. First preclinical safety investigations delivered promising results. Bacterial safety plays a decisive role
during the production of HbMP. Therefore, the bioburden and endotoxin content of the starting materials (especially hemoglobin)
and the final particle suspension are intensively tested. However, some bacteria may not be detected by standard tests due to low
concentration. The aim of this study was to investigate how these bacteria would behave in the fabrication process. Biocidal effects
are known for glutaraldehyde and for ethylenediaminetetraacetic acid, chemicals that are used in the fabrication process of HbMP.
It was shown that both chemicals prevent bacterial growth at the concentrations used during HbMP fabrication. In addition, the par-
ticle production was carried out with hemoglobin solutions spiked with Escherichia coli or Staphylococcus epidermidis. No living
bacteria could be detected in the final particle suspensions. Therefore, we conclude that the HbMP fabrication procedure is safe in
respect of bacterial contamination.
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Introduction
Artificial oxygen carriers used as red blood cell (RBC) substi-
tutes have attracted particular attention in the last years. Many
of the different approaches are using hemoglobin as a starting
material to produce hemoglobin-based oxygen carriers

(HBOC). Thus, hemoglobin from human and animal (espe-
cially bovine) sources or recombinant hemoglobin is used,
which can then be chemically modified, cross-linked, polymer-
ized, or encapsulated by various methods [1-3]. We produce
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biopolymer microparticles as HBOC with the simple coprecipi-
tation–cross-linking–dissolution (CCD) technique while
utilizing hemoglobin. Depending on the biopolymer used,
there are also various other possible applications for these
microparticles. For example, enzyme particles have been pro-
duced to be used as microreactors or biosensors [4]. This
method can also represent a promising approach to the produc-
tion of drug carriers by the precipitation of favorable biopoly-
mers and corresponding surface modifications [5,6]. Thus, it
was possible to immobilize vitamin B2 (riboflavin) in these par-
ticles together with human serum albumin (HSA). This resulted
in a drug delivery system with good hemocompatibility and
release of riboflavin over a prolonged period [7]. In addition,
HSA microparticles could be loaded with doxorubicin, a cyto-
static drug used in chemotherapy for cancer treatment. These
particles showed higher efficacy in inhibiting metabolic activi-
ty in cell culture in comparison to free doxorubicin [8]. To be
used as an artificial oxygen carrier, hemoglobin is isolated from
bovine blood. Compared to human hemoglobin, it is available
in large quantities and free of human pathogens. A comprehen-
sive concept for the biosafety of the bovine hemoglobin as a
pharmaceutical starting material has been developed consid-
ering the recommendations from the local authorities (Paul-
Ehrlich-Institut, Langen, Germany). Among other things, the
focus is on the origin and traceability of bovine blood back to
the individual animal. It is derived in Tyrol, Austria, an area
that is free from bovine spongiform encephalopathy (BSE) ac-
cording to the World Organization for Animal Health (OIE) [9].
In addition, the animals are declared fit for human consumption
after a post-mortem inspection. In the geographical area where
the blood is collected, many critical viral pathogens do not
occur [10]. Nevertheless, the blood is tested for viral contami-
nation. In terms of bacterial safety, the blood and the hemo-
globin obtained from it are tested for bacterial load. In addition,
the hemoglobin is tested for endotoxins before its use as a
starting material. Only if all specifications are met, the hemo-
globin is used for the fabrication of hemoglobin microparticles
(HbMP) by the means of the CCD technique [11,12]. During
the first step (i.e., coprecipitation) two salt solutions and hemo-
globin are mixed. A salt template is created in which hemo-
globin is trapped. In the next main step (i.e., cross-linking) the
individual hemoglobin molecules are polymerized in the salt
template. The third step is dissolution. Dissolving of the salt
template by adding ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
results in submicrometer hemoglobin particles. The resulting
particles have an advantageous oxygen affinity and show a
narrow size distribution of approx. 700 nm. In the first pre-clini-
cal investigations it was shown that HbMP meet the require-
ments as a novel artificial oxygen carrier for application as a
blood substitute and are considered nonmutagenic by different
in vitro and in vivo studies [13].

Although all substances used to produce HbMP are either of
pharmaceutical grade or approved drugs (HSA), except for
hemoglobin, the sterility of the final product is not guaranteed.
Terminal sterilization of hemoglobin as well as particle suspen-
sion with standard methods of heat inactivation, UV-C irradia-
tion, or gamma irradiation all led to a denaturation of the hemo-
globin or to an enormous formation of methemoglobin due to
the oxidation of iron in the heme group. Methemoglobin is not
able to release oxygen [14,15]. It is, therefore, not suitable for
the use in the production of HbMP applied as an artificial
oxygen carrier. Since the aforementioned sterilization methods
cannot be used, the solution to obtain sterile hemoglobin is to
sterile filter it after production and test it for endotoxin content
and bioburden. This way, bacterial contamination is relatively
unlikely. Nevertheless, it is conceivable that a minimal amount
of bacteria will not be detected by the tests. In this case, it
would be advantageous if any additional bacterial depletion
could be achieved by steps in the production process. In com-
parison with the manufacturing of human blood products, it
should be noted that the starting materials can be tested or are
declared by the manufacturer to be sterile or endotoxin-free.
The subsequent manufacturing process for human blood prod-
ucts is so safe that random testing of the products is sufficient.
By adopting this principle, each batch is be tested, but not every
single product.

Endotoxins or the lipopolysaccharide (LPS) of the outer mem-
brane of Gram-negative bacteria is another important point
regarding safety. Endotoxins could potentially be introduced
into the production process by the starting substances. Also, the
depletion of any bacteria potentially present in the process
could also cause the LPS to be released. One Escherichia coli
cell has approximately 10–50 fg of LPS [16,17]. One endotoxin
unit (EU) corresponds to 100 pg of E.coli LPS or a bacterial
count in the range of 104 cells/mL [18,19]. According to the US
and European Pharmacopoeia, the endotoxin limit for intra-
venous administration of a drug is 5 EU/kg. Taking an example
of a hypothetical human body of 70 kg, this leads to a dose of
350 EU per administration. If one wants to administer a quanti-
ty of 250 mL of HbMP, the suspension must not contain
more than 1.4 EU/mL, for an administration of 500 mL, which
corresponds to 0.7 EU/mL. Our limit for endotoxin load is
0.5 EU/mL and this limit is tested before the release of the
product.

The production process includes several washing steps that
could contribute to the depletion of a potential bacterial load.
Glutaraldehyde (GA) is used for the inter- and, to a certain
extent, intramolecular cross-linking of the hemoglobin mole-
cules at a concentration of 0.02% [20,21]. It is known to have
an antibacterial effect and it is used as a disinfectant or for cold
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sterilization of medical instruments in hospitals at higher con-
centrations [22-24]. Glutaraldehyde is also widely used in
biochemical applications and as a fixative for electron micros-
copy [25,26].

EDTA is used in the HbMP fabrication process to dissolve the
manganese carbonate template to produce pure protein particles.
EDTA is widely utilized in medical and biological applications.
Because of its chelating properties, it is used as an anticoagu-
lant in blood samples [27]. It has also long been used to perme-
abilize the cell wall of Gram-negative cells [28,29]. A certain
inhibitory effect of EDTA on the growth of Staphylococcus
epidermidis could also be shown [30].

Therefore, the aim of this work was to investigate whether the
steps of cross-linking with GA or dissolution with EDTA, in ad-
dition to the washing steps in the particle production process,
can contribute to the reduction of a potential contamination with
Gram-positive and Gram-negative bacteria. Staphylococcus
epidermidis and Escherichia coli were selected as model organ-
isms for this purpose. Both bacteria have been intensively
studied. E. coli is mainly found in the intestines of humans and
animals, is Gram-negative, and has an approximate length of
2 µm with a diameter of 1 µm and a cylindrical shape [31].
S. epidermidis lives on human skin but is also frequently re-
sponsible for infections of immunocompromised patients in
hospitals [32,33]. This Gram-positive bacterium has a spherical
shape and a diameter of 0.5–1.5 µm [34]. In addition, both
bacteria play a role in adverse transfusion reactions [35]. Due to
storage conditions at room temperature, mainly platelet concen-
trates are affected [36,37]. Here, contamination with
S. epidermidis occurs in particular due to the colonization of the
skin and inadequate disinfection of the puncture site during
blood donation [38,39]. As a result, bacterial contamination that
is not detected by testing could occur during the preparation of
blood products as well as during the production of HbMP.

To investigate the possible inhibitory effects of the chemicals
used in the CCD process, we assessed the growth of bacteria
upon the addition of GA and EDTA to the growth medium. In
addition, HbMP fabricated with bacteria-spiked hemoglobin
were produced and the bacterial load was examined at every
step of the particle production process.

Results and Discussion
Various tests were carried out to find out whether any possible
bacterial contamination was removed during the HbMP produc-
tion process. For this purpose, the influence of the chemicals
glutaraldehyde and EDTA on Gram-negative and Gram-posi-
tive bacteria was investigated in preliminary experiments.
Glutaraldehyde is used in the HbMP manufacturing process to

cross-link proteins. EDTA is used to dissolve the carbonate
template.

In order to check whether glutaraldehyde and EDTA have an in-
fluence on the bacterial safety of HbMP, growth tests were first
carried out with Gram-positive and Gram-negative bacterial
cultures in the presence of these substances. The model organ-
ism Escherichia coli was chosen as a representative of Gram-
negative bacteria, and Staphylococcus epidermidis served as an
example of a Gram-positive bacterium.

Additionally, HbMP were prepared with a spiked hemoglobin
solution as well as under standard process conditions as a
control.

Hemoglobin microparticles – size, zeta
potential, morphology
In addition to particle preparation with spiked hemoglobin, par-
ticles were also prepared using the standard protocol. The CCD
method produces nearly uniform, peanut-shaped particles. The
size distribution determined by dynamic light scattering (DLS)
was 759 ± 25 nm. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)
images confirmed this size range (Figure 1C). Scanning elec-
tron microscopy (SEM) images of particles produced with the
CCD method after precipitation, as well as after cross-linking,
dissolution, and final washing steps are shown in Figure 1.

The zeta potential of HbMP in phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.4, was −8.51 ± 0.9 mV. The zeta potential in PBS, pH 7.0,
of E. coli was −16 mV, that of S. epidermidis, −8 mV [40].
Thus, both the HbMP and the bacteria showed a negative zeta
potential and strong aggregation due to different charges seems
unlikely. In the CCD process there are some centrifugation
steps in the preparation of the HbMP. After centrifugation, both
the particles and the majority of the bacteria were found in the
fraction of the sediment.

Influence of glutaraldehyde on bacterial
growth
E. coli cells cultivated with 0.02% glutaraldehyde at 37 °C
showed a significantly reduced growth compared to the control
group in normal growth medium (Figure 2A). However, the
growth of bacteria was stronger than that in the negative control
with peracetic acid. This means that the multiplication of
bacteria still occurred to some degree. Glutaraldehyde inhibits
viable functions so that the bacteria are subsequently unable to
proliferate, but it also fixes the cell wall components. Thus, the
cells are not lysed. The presence of bacteria was detected in the
experiments by determining the optical density. The fixed but
dead cells thus explain the higher signal compared to the nega-
tive control. The cultivation of S. epidermidis with glutaralde-
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Figure 1: Microscopic images of HbMP. (A, D) SEM images of dried and adherent particles after precipitation with carbonate template. (B, E) SEM
images of dried and adherent final HbMP after precipitation, cross-linking, dissolution, and washing. (C) CLSM image with autofluorescent HbMP in
suspension. Scale bars: A, B, C = 5 µm, D, E = 400 nm.

hyde at 37 °C delivered similar results (Figure 2B). Glutaralde-
hyde significantly inhibits the proliferation of bacteria under the
given conditions.

During cultivation of E. coli with the addition of glutaralde-
hyde at room temperature, there were also significant differ-
ences in growth rates compared to the control (Figure 2C).
After a small increase in the optical density after the measure-
ment point at 30 min, there was no further growth of the cells.
In contrast, the cells in the control group (in normal growth me-
dium) continued to strongly grow over the course of the experi-
ment. For better comparability, the optical density values here
were normalized to the respective initial value. A similar, albeit
not as pronounced, scenario emerged when S. epidermidis was
cultivated at room temperature (Figure 2D). Here too, the
optical density increased after the measuring point at 30 min,
almost to the range of the control. However, it subsequently
remained at this level while the control cells continued to grow.
The smaller difference between the control group and cells
cultured with glutaraldehyde compared to the E. coli growth
curves could also be due to the longer generation time of
S. epidermidis.

Glutaraldehyde in higher concentrations is widely used as a
biocide. It is mainly applied to disinfect surfaces or medical
instruments [41-43]. Glutaraldehyde is applied in the manufac-

turing process of HbMP to cross-link hemoglobin molecules.
This cross-linking is also the main reason for the biocidal effect.
Glutaraldehyde strongly reacts with proteins and can inhibit
DNA synthesis in bacteria, and similar effects are also seen on
RNA and protein syntheses [44,45]. In addition, glutaraldehyde
particularly acts on the outer layers of E. coli and cross-links
lipoproteins and proteins there as well. This fixation of bacteria
prevents the bacterial cells from multiplying. Permeabilization
of the cell wall and leakage of intracellular material thereby do
not take place [46]. Similar effects have also been shown for
S. epidermidis. Glutaraldehyde can also kill the bacteria in this
case but does not permeabilize the cell wall [47,48]. In the
manufacturing process of HbMP, a GA concentration of 0.02%
was used. A study of stability testing was carried out to confirm
that this GA concentration was sufficient for the production of
HbMP. Three batches of HbMP (20% (v/v) particle concentra-
tion, hemoglobin content: 24.5 ± 1.2 mg/mL) were aliquoted
(10 mL) and stored at 2–8 °C. Every month an aliquot per batch
was analyzed for the amount of released hemoglobin. As shown
in Figure 3, the concentration of free hemoglobin remained
almost constant over the measurement period in the range of
1 to 1.5 mg/mL and, thus, in a similar range as the amount of
free hemoglobin allowed for erythrocyte concentrates during
their storage period [49,50]. No additional release of hemo-
globin was observed; therefore, the particles prepared with
0.02% GA are stable for at least six months. A higher concen-
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Figure 2: Effect of glutaraldehyde on bacterial growth of E. coli and S. epidermidis. E. coli (A) and S. epidermidis (B) cells were incubated for 20 h at
37 °C in Mueller–Hinton II Bouillon (positive control), Mueller–Hinton II Bouillon + 0.02% GA, or Mueller–Hinton II Bouillon + 0.4% peracetic acid
(negative control). Error bars represent standard deviation (SD, n = 12 biological replicates). The statistical analysis was performed by one-way
ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test, SD for negative controls <0.0015. E. coli (C) and S. epidermidis (D) cells were preincubated for
20 h at 37 °C in Mueller–Hinton II Bouillon. Afterwards the growth medium was removed and replaced with fresh Mueller–Hinton II Bouillon (“control”)
or Mueller–Hinton II Bouillon + 0.02% GA (“glutaraldehyde”). Cells were grown for 2.5 h at room temperature. Error bars are SD (n = 12 biological
replicates). Statistical analysis was performed by a two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test; * corresponds to p < 0.05; ** corre-
sponds to p < 0.01; *** corresponds to p < 0.001.

tration of GA was not used in the particle fabrication process
since it caused a higher phagocytosis rate of HbMP and led to
an increased amount of methemoglobin [51].

Effect of EDTA on bacterial growth
E. coli (Figure 4A) and S. epidermidis (Figure 4B) were culti-
vated in growth medium containing 0.2 M of EDTA at 37 °C. In
contrast to the experiments in which glutaraldehyde was added,
here both bacterial strains showed no growth compared to
controls in media without additives. The bacterial growth, as
determined by the optical density of the sample, was equivalent
to that of the negative control in peracetic acid. The addition of
EDTA to the growth medium led to a complete inhibition of
bacterial proliferation.

There was also no growth during incubation of E. coli upon ad-
dition of EDTA at room temperature (Figure 4C). The optical

Figure 3: Concentration of free hemoglobin in the supernatant of
HbMP suspensions. Measuring points are means with SD from three
batches of HbMP.
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Figure 4: Effect of EDTA on bacterial growth of E. coli and S. epidermidis. E. coli (A) and S. epidermidis (B) cells were incubated for 20 h at 37 °C in
Mueller–Hinton II Bouillon (positive control), Mueller–Hinton II Bouillon + 0.2 M EDTA, or Mueller–Hinton II Bouillon + 0.4% peracetic acid (negative
control). Error bars are SD (n = 12 biological replicates). SD for negative controls and 0.2 M EDTA <0.005. E. coli (C) and S. epidermidis (D) cells
were preincubated for 20 h at 37 °C in Mueller–Hinton II Bouillon. Afterwards, the growth medium was removed and replaced with fresh
Mueller–Hinton II Bouillon (“control”) or Mueller–Hinton II Bouillon + 0.2 M EDTA (“EDTA”). Cells were grown for 2.5 h at room temperature. Error bars
are SD (n = 12 biological replicates). Statistical analysis was performed by a two-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparison test; *** corresponds
to p < 0.001.

density did not increase at any time point compared to the initial
value. In contrast, the bacteria in the control group, in normal
medium, grew strongly. Again, optical density values were
normalized to the respective initial value for better compara-
bility. The S. epidermidis cells of the control group showed a
similar growth behavior as in the experimental group with
glutaraldehyde addition (Figure 4D). The cells incubated with
EDTA showed some increase in optical density at the measure-
ment point after 30 min. However, this drops back to the initial
value in the further course of the experiment. Thus, there is no
growth of either bacterial strains in this experimental arrange-
ment.

EDTA as a chelating agent is known to bind divalent cations.
Especially the chelation of Mg2+ results in a destabilization of
the negative charges of the outer membrane of Gram-negative

bacteria [45]. The cells thus become permeable. This effect can
be exploited to make the cells more receptive to antibiotics, bio-
cides, or other substances [28,52]. Depending on the concentra-
tion of EDTA and the bacterial strain, there is a release of mem-
brane components, proteins, and finally cell lysis [53-55]. The
treatment of Gram-negative cells with EDTA can lead to a
release of up to 50% of the LPS from the cell wall of a
bacterium [56,57]. These effects have been demonstrated for
Gram-negative bacteria, especially E. coli [29,58]. However,
EDTA can also lead to inhibition of growth and cell lysis in
Gram-positive bacteria [59,60].

In the study presented here, EDTA is used to dissolve the
carbonate template during particle preparation at a concentra-
tion of 0.2 M. The results of our experiments (Figure 4) are in
agreement with the abovementioned literature.
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Figure 5: Effect of a combination of glutaraldehyde and EDTA on E. coli and S. epidermidis. E. coli (A) and S. epidermidis (B) cells were grown in
Mueller–Hinton II Bouillon (“control”) and Mueller–Hinton II Bouillon supplemented with 0.02% glutaraldehyde and 0.2 M EDTA (“GA | EDTA”) for one
hour at room temperature. SD for GA | EDTA in (A) is 0.005. (C, D) Cells grown as described in (A) and (B) were subsequently incubated at 37 °C for
20 h. Error bars are SD (n = 4 biological replicates). Statistical analysis was performed by a two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison
test; ** corresponds to p < 0.01; *** corresponds to p < 0.001.

Combination of glutaraldehyde and EDTA
according to the particle preparation routine
In addition to the experiments described above, in which the
effect of glutaraldehyde and EDTA was separately examined,
both substances were combined with one another in further ex-
periments. It should be investigated whether the effect of the
two substances can cancel or strengthen each other. The con-
centrations of GA and EDTA corresponded to those used in the
fabrication process. The results are shown in Figure 5.

When E. coli bacteria were cultured with the addition of EDTA
and GA at room temperature for 1 h, there was no increase in
optical density and thus no growth of bacteria (Figure 5A). In
contrast, control cells grew normally. In the corresponding
growth experiments with S. epidermidis, there was also no
increase in optical density after addition of EDTA and GA
(Figure 5B). The cells of the control group did not grow
as much here, but the differences in growth were significant
during the experiment compared to the cells cultured with addi-
tives.

There was also no detectable growth of E. coli after the addi-
tion of EDTA and GA and cultivation at 37 °C (Figure 5C). The
optical density remained almost constant during the experiment
compared to the initial value. The control cells grew strongly,
so there were significant differences in growth at each
measurement time point in this experiment. When culturing
S. epidermidis after the addition of EDTA and GA, no growth
was seen either. However, again, the control cells did not grow
as much. Nevertheless, at the end of the experiment, the differ-
ence in growth compared to the control was significant
(Figure 5D).

These experiments also confirm the growth-inhibiting effect of
EDTA and GA, also in combination, in the concentrations used
in the HbMP manufacturing process routine.

Particle preparation with the addition of
bacteria
The experiments described above have shown the inhibitory
effect of glutaraldehyde and EDTA on the growth of E. coli and
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Figure 6: Simplified scheme of the experimental approach. The solution containing hemoglobin and MnCl2 was spiked with E. coli or S. epidermidis,
respectively, and coprecipitated with Na2CO3. The resulting particles were washed with NaCl and either the salt template was directly dissolved with
EDTA (sample A) or the particles were cross-linked with glutaraldehyde (GA) and then dissolved with EDTA (sample B). At various production steps,
the number of colony-forming units (CFU) was determined in the complete sample (suspension) and in the supernatant after centrifugation, respec-
tively.

S. epidermidis when the substances were added to the growth
medium. Regarding the production of HbMP, however, it is of
particular interest whether bacterial contamination can also be
removed during the production process. To investigate the
growth of both bacteria during the HbMP production process,
the initial hemoglobin solution was spiked with E. coli and
S. epidermidis, respectively, and particle production was per-
formed (Figure 6).

The samples were taken after each production step and checked
to see if viable bacteria were still present. The samples were
centrifuged and the amount of bacteria in the total sample
suspension (before centrifugation) as well as in the supernatant
(after centrifugation) was examined (Figure 7).

After precipitation, most of the original bacterial count of both
bacterial strains was still present in the suspension. In the exper-
iment with E. coli, a small proportion was detectable in the
supernatant of the sample (Figure 7, upper row, sample A). This
means that a large part of the bacteria was in the sediment (i.e.,
in the particle fraction). After the first washing step in the
process, the detectable bacterial count was further reduced to
about one quarter of the initial value. In this series of experi-
ments, the proteins in the particles were not cross-linked, but
the carbonate templates were immediately dissolved with
EDTA resulting in no particle formation (see Figure 6 –
sample A). After resuspension of the particles in EDTA, only a

few of the originally used bacteria were still present. The results
were similar for particle preparation with hemoglobin spiked
with S. epidermidis (Figure 7, lower row, sample A). However,
after the final dissolution step with EDTA, the sample still
contained about a quarter of the initial number of viable
bacteria. In another series of experiments, the particles were
cross-linked with glutaraldehyde before dissolution with EDTA.
This corresponded to the actual HbMP production process
(Figure 6 – sample B). Here it could be seen that after cross-
linking with glutaraldehyde, no viable bacteria of either strain
were detectable (Figure 7 – samples B).

In these experiments, the above observations could be con-
firmed. The concentrations of GA and EDTA used in the CCD
process were sufficient to cross-link the hemoglobin molecules
and dissolve the carbonate template. Furthermore, both chemi-
cals resulted in no detectable viable bacteria at the end of the
particle production process. In the above experiment, the EDTA
concentration optimized for the CCD process alone was not
sufficient to remove all bacteria from the solution without
cross-linking the particles with GA. EDTA forms chelate com-
plexes with metal ions, which are thereby incorporated into a
ring structure. The formed complexes with manganese ions are
stronger than the complexes formed with magnesium [61].
For this experiment, it should be noted that EDTA complexes
both the manganese from the manganese carbonate template
and magnesium ions from the cell wall of the bacteria. The
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Figure 7: Particle preparation with E. coli and S. epidermidis. The solution containing hemoglobin and MnCl2 was spiked with E. coli (upper row) or
S. epidermidis (lower row) and coprecipitated with Na2CO3. The resulting particles were washed with NaCl and either the salt template was directly
dissolved (sample A) or the particles were cross-linked with glutaraldehyde and then dissolved with EDTA (sample B). At each given production step,
the number of colony-forming units was determined. Error bars are SD, n = 8, except for the “Hb–MnCl2 solution” group (n = 4).

former leads to dissolution of the carbonate template of the par-
ticles, while the latter leads to prevention of bacterial prolifera-
tion. It is possible that the stronger binding of EDTA to
manganese results in insufficient EDTA to bind to all the
magnesium from the cell walls of the bacteria. However, if
the actual production process of the HbMP was performed,
(i.e., including the cross-linking with glutaraldehyde)

no more bacteria would be detectable after the cross-linking
step.

Thus, the use of GA and EDTA together with washing effects
may be part of a comprehensive biological safety concept for
the production of HbMP for the potential use as an artificial
oxygen carrier and blood substitute.
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Conclusion
In conclusion, we could show that HbMP can be safely pro-
duced with respect to bacterial contamination. Biopolymer par-
ticles can be produced with the simple CCD technique and
promise a wide range of biomedical applications, depending on
the biopolymer used. The application of HbMP as artificial
oxygen carriers came into focus. Initial preclinical studies
yielded promising results. In these particles (i.e., HbMP), hemo-
globin is used for particle production and EDTA and glutaralde-
hyde are applied in the standard production process. The effect
of these chemicals in the concentration range used, together
with washing effects during production, ensure that any previ-
ously undetected bacterial contamination is removed. After pro-
duction and final determination of the bioburden and endotoxin
content (and of course if all other quality control parameters are
met) the produced batch of HbMP can be released for further
use. These findings are an important part of our extensive safety
concept.

Experimental
Materials
Ringer's acetate solution was purchased from Serumwerk Bern-
burg AG, Bernburg, Germany; aqua ad iniectabilia (Ampuwa)
from Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Germany, and sodium chloride (NaCl) from B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Germany. Human serum albumin,
200 g/L, Baxalta was obtained from Takeda Pharma Vertrieb
GmbH & Co. KG, Berlin, Germany. EDTA, PBS, and glycine
were obtained from AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany.
Manganese dichloride (MnCl2), sodium carbonate (Na2CO3),
glutaraldehyde, sodium borohydride (NaBH4), sodium hydrox-
ide (NaOH), and Mueller–Hinton II Bouillon were purchased
from Merck KGaA, Darmstadt, Germany.

Staphylococcus epidermidis (own cultivation) and Escherichia
coli (ATCC 25922) were kindly provided by the Bereswill Lab,
Institute of Microbiology, Infectious Diseases and Immunology,
Charité – Universitätsmedizin Berlin, Berlin, Germany.
Columbia agar with 5% of sheep blood was purchased from
Thermo Fisher Diagnostics GmbH Microbiology, Wesel,
Germany.

Hemoglobin was prepared by hypotonic hemolysis as described
earlier [62,63] with slight adjustments. Briefly, fresh bovine
whole blood (anticoagulated with 2 g/L of EDTA, provided by
Biophyll GmbH, Dietersburg, Germany) was centrifuged for
20 min at 2500g at 2–8 °C. The resulting packed red blood cells
(RBC) were washed at least three times with sterile 0.9% NaCl
and lysed overnight with four to five volumes of a low osmotic
sodium chloride solution (100 mOsmol/kg). The lysate was
centrifuged at 5500g at 2–8 °C for 4 h and the supernatant was

processed by means of tangential flow filtration (TFF). A
KrosFlo KR2 system with a 500 kDa mPES hollow fiber
module (Repligen Europe B.V., Breda, Netherlands) was used
similarly to the process described earlier [64]. The processed
Hb was stored at −80 °C until use.

Preparation and characterization of
hemoglobin microparticles
Hemoglobin microparticles (HbMP) were fabricated by the
CCD technique [51,65]. Shortly, 0.25 M of Na2CO3 and 0.25 M
of MnCl2 including 10 mg/mL of Hb and 1 mg/mL of HSA
were rapidly mixed at room temperature (coprecipitation). After
coprecipitation, 2.5 mg/mL of HSA was added and after 5 min
the particles were separated by centrifugation and washed three
times with 0.9% NaCl. The particles were resuspended in a
0.02% GA solution and incubated for 1 h at room temperature
on a shaker (cross-linking). After another centrifugation, the
excess GA was quenched with 0.1 M of glycine. A solution of
0.2 M of EDTA pH 7.4 was added to dissolve the MnCO3 tem-
plate (dissolution) and the resulting protein particles were
treated with NaBH4 in 0.1 M of NaOH. Lastly, the particles
were washed three times with 0.9% NaCl and resuspended in
Ringer's acetate until further use.

Characterization of hemoglobin
microparticles
For the SEM analysis, one drop of the sample was applied to a
glass slide, dried overnight, and sputtered with gold. A Gemini
Leo 1550 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) instrument
was utilized for the measurements at an operation voltage of
10 kV.

The particle size was measured by DLS applying a Zetasizer
Nano ZS instrument (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, U.K.).
Additionally, CLSM images were taken with a LSM 510 Meta
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) confocal microscope
and the size was measured from the images. The microscope
was used with a 100× oil-immersion objective (numerical aper-
ture 1.3) while utilizing an excitation wavelength of 488 nm and
a 505 nm long-pass emission filter.

The zeta potential of HbMP in 0.9% NaCl (pH 7.4, conduc-
tivity 17.2 ± 0.9 mS/cm) was measured using the Zetasizer
Nano ZS instrument.

For the determination of the concentration of free hemoglobin
in the HbMP suspension, aliquots of three batches of HbMP,
produced with 0.02% GA were stored at 2–8 °C for up to six
months. Every month an aliquot was taken and centrifuged at
20 000g for 30 min (Hettich Mikro 22R, Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Germany). The hemoglobin released in the
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supernatant was measured with a standard alkaline haematin
detergent (AHD) [66].

Preparation of hemoglobin microparticles
spiked with bacteria
Hemoglobin microparticles spiked with bacteria were produced
by adding E. coli or S. epidermidis, respectively, to the hemo-
globin solution (see Figure 6). The bacteria were spread on agar
plates three days prior to particle preparation and incubated
at 37 °C. Then, about one third of a bacterial colony was
transferred into sterile injection water (Ampuwa), the optical
density at 600 nm (OD600) was measured (Spectra Classic,
Tecan Group Ltd., Maennedorf, Switzerland) and adjusted to
1.5 × 108 CFU/mL. The bacterial suspension was diluted to
2.5 × 105 CFU/mL and mixed with the hemoglobin solution.
The concentration of bacteria in the hemoglobin solution was
determined for every particle batch and used as an initial value
to evaluate bioburden at different steps in the particle prepara-
tion process.

Determination of bacterial growth
Influence of glutaraldehyde and EDTA
The bacteria plus EDTA (0.2 M) or GA (0.02%) were filled in
the wells of a microtiter plate. The samples contained bacteria at
a concentration of approximately 7.5 × 105 CFU/mL. The
positive control consisted of bacteria and growth medium
(Mueller–Hinton II Bouillon), the negative control of bacteria
and 0.4% peracetic acid, and the sterile control consisted of me-
dium only. The bacteria were preincubated for 20 h at 37 °C in
Mueller–Hinton II Bouillon. Afterwards, the growth medium
was removed and replaced with fresh Mueller–Hinton II
Bouillon (control), Mueller–Hinton II Bouillon + 0.02% GA, or
0.2 M of EDTA. Cells were grown for 2.5 h at room tempera-
ture. At the start and at different time points, the optical density
at 600 nm was determined to assess bacterial growth. In a
further experiment, a mixture of EDTA and GA was simulta-
neously examined.

Determination of bioburden during preparation of
hemoglobin microparticles
To assess the amount of viable bacteria, samples were
taken from the initial Hb–MnCl2 solution. After copreci-
pitation, washing, cross-linking, and dissolution, samples
were also taken from the final particle suspension (Figure 6 –
sample B). To determine the bioburden, two samples were
analyzed: one from the particle suspension and one from
the supernatant after centrifuging the suspension (3000g,
3 min).

In addition to this standard protocol, test series were also
carried out in which coprecipitated particles were dissolved

with EDTA without prior cross-linking with glutaraldehyde.
Therefore, the last sample here was taken after resuspension in
EDTA solution (Figure 6 – sample A).

The respective samples were serially diluted (undiluted to
1:1000), 100 µL of each dilution was spread on agar plates and
incubated for one day at 37 °C. Possibly growing colonies were
counted.
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The Co-precipitation Crosslinking Dissolution technique (CCD-technique) allows a few-steps fabrication
of particles composed of different biopolymers and bioactive agents under mild conditions. Morphology
and properties of the fabricated biopolymer particles depend on the fabrication conditions, the nature of
the biopolymers and additives, but also on the choice of the inorganic templates for co-precipitation.
Here, we investigate the influence of an acidic biopolymer, hyaluronic acid (HA), on the formation of par-
ticles from bovine hemoglobin and bovine serum albumin applying co-precipitation with CaCO3 and
MnCO3. CaCO3 templated biopolymer particles are almost spherical with particle size from 2 to 20 mm
and protein entrapment efficiency from 13 to 77%. Presence of HA causes significant structural changes
of the particles and decreasing protein entrapment efficiency. In contrast, MnCO3 templated particles
exhibit uniform peanut shape and submicron size with remarkably high protein entrapment efficiency
of nearly 100%. Addition of HA has no influence on the protein entrapment efficiency or on morphology
and size of the particles. These effects can be attributed to the strong interaction of Mn2+ with proteins
and much weaker interaction with HA. Therefore, entrapment efficiency, size and structure of biopolymer
particles can be optimized by varying the mineral templates and additives.

� 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Colloidal systems offer numerous biological, medical and phar-
maceutical applications as biosensors, bioreactors, diagnostic tools
and drug delivery systems [1–4]. In particular, biopolymer based
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particles have attracted considerable attention for medical applica-
tions. For the preparation of protein based particles or capsules,
several methods exist including desolvation technique, double
emulsion technique, spray drying, liposome encapsulation, or
layer-by-layer (LBL) polyelectrolyte encapsulation [5–11].

Inspired by studies on biomineralization processes inorganic
calcium carbonate (CaCO3) and manganese carbonate (MnCO3)
particles have been intensively investigated as entrapment tools
for biomolecules. These inorganic particles are easily synthetized
by simple procedures at mild fabrication conditions usually via
precipitation reactions by mixing two salt solutions [11–16] and
have been observed to have a high absorption capacity for poly-
mers and biomacromolecules [3,11,12,16]. Several applications
have been reported in diverse scientific publications, for example
as templates for fabrication of polyelectrolyte multilayer capsules
[3,11,12].

In mineralized tissues, such as bone, cartilage, etc. calcium
phosphate or carbonate crystalline or amorphous structures are
formed through interactions with biomacromolecules. In fact, pre-
cipitation of CaCO3 in the presence of biopolymers has become
interesting as biopolymers can be captured more effectively than
by simple adsorption onto preformed CaCO3 particles [17]. Such
biopolymer-CaCO3 hybrid particles provide a suitable platform
for fabrication of LbL-microcapsules containing encapsulated pro-
teins [17–19].

A more facile and effective method for the fabrication of
biopolymer particles [20], which is also based on co-precipitation
of carbonates with biopolymers was developed in our department
[21–24]. The co-precipitated biopolymers form insoluble
biopolymer-carbonate hybrid particles with the metal carbonates
and are intermolecularly cross-linked. Subsequently, the metal car-
bonate templates are dissolved to yield high density pure biopoly-
mer particles. We call this method CCD-technique according to the
three key steps, namely Co-precipitation, Cross-linking (of the
biopolymers) and Dissolution of the templates [25].

Previously we reported the potential biomedical application of
hemoglobin particles prepared by the CCD technique using CaCO3

and MnCO3 templates as artificial oxygen carriers [23,24].
The remarkable differences between the hemoglobin particles

fabricated using CaCO3 and MnCO3 in terms of particle morphol-
ogy, size and in particular of the protein entrapment efficiency
attracted our attention. While the protein capture mechanism dur-
ing protein/CaCO3 co-precipitation is well documented [17], the
mechanism of the high protein entrapment efficiency by protein
co-precipitation with MnCO3 is less investigated. The morphology
and the size of carbonate microparticles strongly depend on the
precipitation conditions and on the presence of additives [26–
31]. The crystallization process of CaCO3 is influenced by the pres-
ence of some polymers, especially acidic polymers [27–29,32,33].
However, the influence of such acidic polymers mixed with pro-
teins on the formation of particles via the CCD-technique is
unknown. Since multifunctional nano- and microparticles for med-
ical applications or diagnostic purposes contain more than one
compound and can be composed by different polymers, it is impor-
tant to investigate how the different polymers influence the forma-
tion and structure of particles.

In the current study, we applied the CCD technique to prepare
particles made of hemoglobin or bovine serum albumin using
CaCO3 or MnCO3. Hyaluronic acid, an acidic biopolymer [34], was
applied as an additive to the proteins to investigate its influences
on the morphology of the particles and on the protein entrapment
efficiency. Hyaluronic acid was used in the past for the fabrication
of Layer by Layer polyelectrolyte microcapsules templated on
CaCO3 [12,35]. Recently, a paper about hyaluronic acid templated
CaCO3 using another technique (ScCO2 process) without crosslink-
ing and dissolution was published by Ramalapa et al. [36]. To our
best knowledge, there are no other reports about the hyaluronic
acid mediated formation of CaCO3, MnCO3 or other types of min-
eral particles.
2. Materials and methods

2.1. Materials

Hemoglobin (Hb) was extracted from bovine red blood cells by
hypotonic hemolysis [24,37]. Bovine serum albumin (BSA), fluores-
cein isothiocyanate (FITC)-BSA, hyaluronic acid sodium salt (HA)
with the molecular weight of approximately 1.5–1.8 � 106 Dalton,
glutaraldehyde (GA), divinyl sulfone (DVS), rhodamine 6G, calcium
chloride (CaCl2), manganese chloride (MnCl2) tetrahydrate, sodium
carbonate (Na2CO3), phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4,
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA), sodium
hydroxide (NaOH), glycine and sodium borohydride (NaBH4) were
purchased from Sigma-Aldrich; Ampuwa� (aqua ad injectable) and
sterile 0.9% NaCl solution were purchased from Fresenius Kabi
Deutschland GmbH.

2.2. Preparation of particles

Pure protein particles were fabricated as previously described
[21,23,24]. Briefly, equal volumes of 0.25 M Na2CO3 and 0.25 M
CaCl2 or 0.25 M MnCl2 containing 2.5–15 mg mL�1 Hb or BSA were
mixed in a beaker under stirring (stirring speed from 200 to 600
RPM) at room temperature. For fluorescence labelling, FITC-BSA
(weight ratio to Hb or BSA = 1:50) was added to CaCl2 or MnCl2.
The obtained protein-metal carbonate hybrid particles were sepa-
rated by centrifugation and washed three times with Ampuwa�.
The particles were suspended in GA solution (0.01–0.1%) and incu-
bated at room temperature for 1 h, followed by centrifugation and
quenching of remaining GA with glycine. The CaCO3 or MnCO3

templates were dissolved by adding EDTA solution (0.2 M, pH
7.4) and the particles were treated with NaBH4. Finally, the result-
ing particles were centrifuged, washed three times and resus-
pended in Ampuwa� until further use.

For preparation of protein-HA particles, HA (weight ratio to pro
tein = 1:10 or 1:20) was added to the CaCl2 or MnCl2 solution and
the cross-linking step was performed with 0.1% GA containing 50
mM DVS at room temperature. For pure HA particles, co-
precipitation was carried out under fast stirring by mixing equal
volumes of 0.25 M Na2CO3 containing 2.5 mg mL�1 HA and 0.25
M CaCl2 at 600 RPM on a magnetic stirrer. The cross-linking step
was performed with 100 mMDVS in 0.1 M NaOH over 18 h at room
temperature.

2.3. Protein entrapment efficiency (EE)

EE of MnCO3 or CaCO3 particles was determined as the differ-
ence between the total protein amount applied (PAt) and the pro-
tein amount determined in the supernatant (PAf) after co-
precipitation and after each washing step. The EE% was calculated
according to the following equation EE% = (PAt � PAf) � 100%/PAt.
The measurements of Hb concentration were performed with a
microplate reader (PowerWave 340, BioTek Instruments GmbH)
at 415 nm and the measurements of BSA concentration were per-
formed with UV–VIS-spectrophotometer (Hitachi U2800, Hitachi
High-Technologies Corporation) at 280 nm.

2.4. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

CLSM images were taken with a confocal microscope LSM 510
Meta (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, Germany) equipped
50
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with a 100 � oil-immersion objective (numerical aperture 1.3)
applying excitation wavelength of 488 nm and a long pass emis-
sion filter 505 nm.

2.5. Scanning electron microscopy (SEM)

Samples were prepared by applying a drop of the particle sus-
pension to a glass slide followed by drying and sputtering with
gold. Measurements were conducted using a Gemini Leo 1550
instrument at an operation voltage of 3 kV or 10 kV.

2.6. Transmission electron microscopy (TEM)

TEM images were obtained with a Zeiss EM 912 Omega micro-
scope at an acceleration voltage of 120 kV.

2.7. Particle size

The particle size in the dry state was measured from SEM
images using ImageJ 1.44p software. Additionally, the particle size
in aqueous salt solution was measured from CLSM images and by
dynamic light scattering using a Zetasizer nano ZS instrument
(Malvern Instruments Ltd., U.K.).

2.8. Zeta potential

Zeta potential was measured in 0.9% NaCl solution with a pH
value of 7.0 and conductivity of 18.5 mS/cm using the Zetasizer
nano ZS instrument (Malvern Instruments Ltd., U.K.).

3. Results and discussion

For the description of different particle types, the following ter-
minology (Table 1) is used.

3.1. Protein entrapment efficiency (EE)

The protein entrapment efficiency of the CaCO3 and MnCO3 par-
ticles was investigated in dependency on the concentration of Hb
or BSA during the co-precipitation. The protein EE of the particles
increased with decreasing initial protein concentration. The EE of
Hb ranged from 13% to 38% for CaCO3 particles and from 54% to
99.6% for MnCO3 particles, respectively. The EE of BSA ranged from
29% to 77% for CaCO3 and from 53% to 97% for MnCO3 particles,
respectively (Fig. 1A). The protein content in particles (absolute
amount of the entrapped protein in protein-metal carbonate
hybrid particles) increased with increasing initial protein concen-
tration (Fig. 1B). At 15 mg mL�1 a protein concentration in MnCl2
solution of more than 32 g Hb or BSA per mol MnCO3 can be
achieved. The capture efficiency of protein by MnCO3 particles
Table 1
Terminology of different particles.

Particle type Abbreviation

Hb/BSA-CaCO3 hybrid particles Hb/BSA-CaCO3-MP
Hb/BSA-MnCO3 hybrid particles Hb/BSA-MnCO3-MP
CaCO3 templated Hb/BSA particles after

dissolution of CaCO3

Hb/BSA-MPCa

CaCO3 templated Hb/BSA-HA particles after
dissolution of CaCO3

Hb/BSA-HA-MPCa

MnCO3 templated Hb/BSA particles after
dissolution of MnCO3

Hb/BSA-MPMn

MnCO3 templated Hb/BSA-HA particles after
dissolution of MnCO3

Hb/BSA-HA-MPMn
was clearly more effective than it was by CaCO3 microparticles
(nearly 5-fold for Hb and more than 2-fold for BSA, respectively).

Co-precipitation of proteins with CaCO3 or MnCO3 have been
proved as an effective tool to encapsulate the proteins
[17,21,23,24]. Generally, in crystal growth processes, nuclei form
initially in supersaturated solution and grow to nano sized primary
particles which convert to microparticles by a mesoscale assembly
process [28,38,39]. By co-precipitation, proteins can be both
adsorbed onto the surface of primary nanoparticles and mechani-
cally captured into the inner cavities during the colloidal aggrega-
tion of nanoparticles resulting in high entrapment efficiency [17].
It was found that the protein capture by co-precipitation of pro-
teins with CaCO3 is about five times more effective than protein
adsorption onto preformed CaCO3 microparticles [17]. As demon-
strated here, the protein capture efficiency by co-precipitation of
protein with MnCO3 particles was clearly much higher than it
was by co-precipitation with CaCO3 particles. This difference is
very likely based on the different binding abilities of Mn2+ and
Ca2+ with proteins. Mn2+ binds protein stronger than Ca2+. One
albumin molecule binds one Mn2+ tightly with a binding constant
of about 2.7 � 104 M�1 and around five Mn2+ weakly with a bind-
ing constant of nearly 3 � 103 M�1 [40]. In contrast, one albumin
molecule can bind up to approximately 12 Ca2+ with a clearly
weaker binding constant of only 90–100 M�1 [41]. Due to the
strong binding of Mn2+ with proteins, the proteins are probably
involved in the early stages of the particle formation process: they
participate in the formation of nuclei or primary nanoparticles dur-
ing the co-precipitation with MnCO3. Thus, the protein capture by
MnCO3 during the co-precipitation would be an ‘‘active” capture
process. In contrast, the protein capture during co-precipitation
of proteins with CaCO3 via adsorption occurs mainly after primary
nanoparticle formation step. This is a more ‘‘passive” process.
Therefore, the protein capture is more effective by using MnCO3

templates. In addition, the MnCO3 particles show slightly positive
zeta potential of 5.2 mV in contrast to the CaCO3 particles with zeta
potential of �3.4 mV (Table 2). During the co-precipitation, the pH
is in the range between 7 and 8, which is above the isoelectric
point of Hb as well as BSA. Therefore, the net charge of both pro-
teins is negative, due to the electrostatic interaction with the neg-
ative charged proteins the MnCO3 particles can capture more
protein.

3.2. Size control

The size of protein-CaCO3-MP depends on the stirring speed
during the co-precipitation. The faster the reaction solutions are
mixed, the smaller the particles are (Fig. 2A-C). Typically,
protein-CaCO3-MP exhibit a particle size between 2 and 10 mm.
In the literature, it was found that the morphology and size of
insoluble carbonate microparticles depend on the precipitation
conditions such as the type and the concentration of salt used for
precipitation, temperature, pH, mixing speed, reaction time and
some additives [10,13,15,26,27,31,42–46]. In general, the size of
CaCO3 particles decreased with increased mixing speed, which is
also proved by our experiments.

In contrast, co-precipitation of proteins with MnCO3 provides
always small particle sizes in the submicron range with narrow
size distribution independent of the stirring rate during co-
precipitation (Fig. 2D-F). There is no literature on MnCO3 particles
which are precipitated by mixing of MnCl2 and Na2CO3 prior to our
last report.

Other published preparation procedures of MnCO3 particles are
using MnSO4 and NH4HCO3 at different ratios, very low concentra-
tions and long precipitation times [15,16,47]. In our procedure the
precipitation is performed at high salt concentrations and com-
pleted very fast, which is probably responsible to the formation
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Fig. 1. Protein entrapment during co-precipitation: (A) Hb and BSA entrapment efficiency of CaCO3 and MnCO3; (B) absolute amount of entrapped Hb or BSA (gram per mol
carbonate) for different protein initial concentrations. The concentrations of CaCl2, MnCl2 and Na2CO3 are 0.25 M.

Table 2
Zeta potential of different particles.

Biopolymer Zeta potential [mV] of particles templated
by

CaCO3 MnCO3

Noa �3.4 ± 3.0 5.2 ± 1.6
BSAb �10.4 ± 1.5 �9.3 ± 0.3
Hbb �12.3 ± 0.9 �4.3 ± 1.5
BSA/HAb �20.1 ± 1.4 �19.3 ± 0.8
Hb/HAb �21.1 ± 0.9 �19.7 ± 2.1

a Pure metal carbonate particles.
b After dissolution of metal carbonate.
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of almost uniform peanut shaped particles independently of the
stirring speed.

For further investigation, we used the stirring speed of 600 RPM
at the co-precipitation step for both particle types.
3.3. Characterization of particles

SEM images of the obtained metal carbonate particles, protein-
metal carbonate hybrid particles, SEM and CLSM images of parti-
cles after dissolution of metal carbonate were shown in Fig. 3.
Additional SEM images of overview of CaCO3 and MnCO3 micropar-
ticles are shown in Figs. S1 and S2. The particles templated with
CaCO3 are almost spherical. The pronounced roughness of the sur-
face of CaCO3 microparticles is easily visible (Fig. 3A). As men-
tioned above, these particles are formed by ordered colloidal
aggregation of primary CaCO3 nanoparticles [28,38,39,48]. The
nano sized primary particles on the surface of the CaCO3 micropar-
ticles are between 60 and 120 nm in size (Fig. 3A). Compared to the
pure CaCO3 microparticles, the protein-CaCO3-MP consist of smal-
ler primary nanoparticles with size of 30–50 nm (Fig. 3B). Since the
proteins can be adsorbed onto the surface of primary CaCO3

nanoparticles during the co-precipitation [17], the primary
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Fig. 2. Optical microscopy images of Hb-metal carbonate hybrid particles. (A, B, C) Hb-CaCO3-MP, (D, E, F) Hb-MnCO3-MP. Mixing speed of (A, D) 200 RPM, (B, E) 400 RPM and
(C, F) 600 RPM were used for precipitation.

Fig. 3. Images of particles. (A) SEM image of CaCO3 particle prior protein co-precipitation, (B) SEM image of Hb-CaCO3-MP, (C) SEM and (D) CLSM images of Hb-MPCa
(particles after CaCO3 template removal), (E) SEM image of MnCO3 submicron particle prior protein co-precipitation, (F) SEM image of Hb-MnCO3-MP, (G) SEM and (H) CLSM
images of Hb-MPMn (particles after MnCO3 template removal). For CLSM imaging, the particles were labeled with FITC-BSA. Scale bars: (A, B, C, E, F and G) 1 mm, (D, H) 10 mm.
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nanoparticles can be thereby stabilized. After cross-linking of pro-
teins within the CaCO3 template and subsequent dissolution of
CaCO3, the protein particles remain and kept their spherical form.
Their surface is smoother (Fig. 3C) compared to the original hybrid
particle (Fig. 3B). The pure protein particles are shrunken under
SEM measurements due to the removal of the carbonate template
and drying upon sample preparation for SEM imaging (Fig. 3C). As
observed under confocal microscope the spherical CaCO3 tem-
plated protein particles (stirring speed of 600 RPM during co-
precipitation) exhibit a particle size distribution between 2 and
4.5 lm (Fig. 3D). For a better CLSM imaging FITC-BSA with weight
ratio to protein of 1:50 was added to protein solution prior co-
precipitation.

In contrast, peanut shaped submicron particles were obtained
by templating with MnCO3 instead of CaCO3 (Fig. 3E-H). The sur-
face of MnCO3 particles appears less rough than the surface of
CaCO3 particles (Fig. 3E). The primary nanoparticles were not rec-
ognizable in the SEM measurements. Both MnCO3 particles and
protein-MnCO3-MP appeared more compact and less porous com-
pared to the CaCO3 templated particles (Fig. 3E and F). MnCO3 tem-
plated protein particles after cross-linking and dissolution steps
also kept their peanut shaped form and are also shrunken under
SEM measurements (Fig. 3G). Fig. 3H shows the confocal image
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of MnCO3 templated and FITC-BSA labeled Hb submicron particles.
These peanut shaped protein submicron particles templated by
MnCO3 exhibit an average longest and shortest diameter of around
850 nm and 600 nm, respectively. The apparent average size of
MnCO3 templated protein particles after dissolution is around
700 nm measured by dynamic light scattering.

The metal carbonate particles and protein particles after disso-
lution of the inorganic templates were additionally investigated
with TEM (Fig. 4). The inner cavities in the CaCO3 microparticles
are clearly visible, which indicates the porous structure of CaCO3

microparticles (Fig. 4A and B). The protein particles after CaCO3

template removal showed uniform distribution of proteins within
the particle (Fig. 4C). Unlike CaCO3 particles, MnCO3 particles are
more compact (Fig. 4D and E). The primary MnCO3 nanoparticles
are clearly smaller (Fig. 4E). Proteins are also uniformly distributed
in the whole volume of the MnCO3 templated protein particles
after dissolution (Fig. 4F). Additional TEM overview images of
CaCO3 and MnCO3 microparticles are shown in Figs. S3 and S4.

The zeta potential of metal carbonate particles and protein par-
ticles after dissolution of metal carbonate were measured in phys-
iological saline (0.9% NaCl). In physiological saline, the zeta
potential was slightly negative for CaCO3 particles and slightly pos-
itive for MnCO3 particles. The pure protein particles after prepara-
tion with CCD technique exhibited a negative zeta potential
(Table 2). In physiological saline, the BSA-MP, BSA-HA-MP and
Hb-HA-MP are stable and did not aggregate. The CaCO3 and MnCO3

particles without protein are not stable as suspension. They aggre-
gate in hours and recrystallize. Pure Hb particles templated on
MnCO3 are less stable than albumin and mixed particles due to
their low zeta potential.

3.4. The influence of HA

Protein-HA-MP using the CCD technique were also prepared. GA
and DVS are used as cross-linking agents. GA is widely used cross-
linker for proteins. During the cross-linking the aldehyde groups
Fig. 4. TEM images of (A) CaCO3 particles, (B) magnified image of (A), (C) Hb-MPCa, (D) Mn
E) 100 nm, (D) 200 nm, (F) 500 nm.
react with e.g. amino groups of proteins to form imine (Schiff base)
[49]. DVS reacts with the OH groups of HA to give sulfonyl bis-ethyl
crosslinks [50]. DVS can also reacts with amino groups of proteins
[51]. In our case, GA is not able to crosslink HA to form micropar-
ticles. DVS alone did not give us sufficient cross-linking with
retained protein (Hb) function of oxygen release (Data not shown).
Therefore GA and DVS both were used together for cross-linking. A
very interesting morphology of Hb-HA particles templated by
CaCO3 was observed. Non-uniform distribution of Hb was found
in these rose shaped particles (Fig. 5A and B). The size of these
Hb-HA particles was usually more than 5 mm.

As mentioned above, the morphology and size of CaCO3 parti-
cles strongly depend on the precipitation conditions [10,13,15,26,
27,31,42–46]. It is known that the crystallization process of CaCO3

is influenced by the presence of some polymers, especially acidic
polymers [26–28,32,52]. The carboxyl groups of acidic polymers
can bind Ca2+ coordinatively [26,53–55]. HA is an acidic polysac-
charide with high water binding capacity [34]. Cross-linked HA is
also able to bind large quantities of water and to swell [50,56].
Hb is a globular protein having an isoelectric point of pH 6.8
[57]. It is not an acidic polymer. It is very likely that segregation
takes place during the co-precipitation of Hb and HA with CaCO3.
During the co-precipitation, the Hb entrapment efficiency was
strongly influenced by HA, the amount of captured Hb was reduced
under presence of HA (Table 3). Furthermore, the cross-linked HA
in particles can swell during the washing steps after carbonate
template dissolution and replace the Hb, which resulted in the
interesting rose like structure of CaCO3 templated Hb-HA particles.
In the CLSM image of rose like Hb-HA-MPca (Fig. 5A), the Hb has
green auto fluorescence due to the GA cross-linking, while the
HA has no auto fluorescence after DVS cross-linking. This phe-
nomenon, however, was not observed in CaCO3 templated BSA-
HA Particles (Fig. 5C). BSA has a similar size as Hb but a lower iso-
electric point (pH 4.8) [57] which means there are more anionic
compounds. BSA has a more hydrophilic character compared to
Hb [57]. Probably due to these properties of BSA unlike Hb, the
CO3 particle, (E) magnified image of (D), (F) Hb-MPMn. Scale bars: (A, C) 1000 nm, (B,
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Fig. 5. Influence of HA on particle formation. (A) Confocal images of Hb-HA-MPCa; (B) TEM image of Hb-HA-MPCa; (C) confocal images of BSA-HA-MPCa; (D) confocal images of
CaCO3 templated pure HA particles, the particles were stained with rhodamine 6G; (E) confocal images of Hb-HA-MPMn; (F) TEM image of Hb-HA-MPMn. Micrographs show
images after dissolution of carbonate templates, HA weight ratio to protein of 1:10 was used for precipitation step. The fluorescence of A, C and E were auto fluorescence due
to the GA cross-linking of proteins. The different fluorescent distribution in C was due to the auto fluorescence bleaching during the observation.

Table 3
Influence of HA on Hba entrapment efficiency in CaCO3 and MnCO3 particles.

Samples Hb captured [g/mol carbonate]

Hb with CaCO3 8.0 ± 0.2
Hb-HA (20:1) with CaCO3 6.3 ± 0.6
Hb-HA (10:1) with CaCO3 3.8 ± 0.7
Hb with MnCO3 32.1 ± 0.9
Hb-HA (20:1) with MnCO3 30.6 ± 0.5
Hb-HA (10:1) with MnCO3 29.6 ± 0.7

a Initial concentration of Hb in 0.25 M MnCl2 or CaCl2 was 15 mg mL�1.
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BSA and HA were homogeneously co-precipitated with CaCO3. The
pure HA particles can only be obtained by CaCO3 templating with a
broad size distribution from 5 to 20 mm (Fig. 5d) due to the inter-
action of Ca2+ with HA. In the presence of protein, HA can also be
captured by MnCO3 (Fig. 5E). The Hb-MPMn had a zeta potential
of about �4.3 mV in physiological saline (Table 2). The zeta poten-
tial of Hb-HA-MPMn was around �20 mV (Table 2), which indicates
that at least a part of HA was adsorbed on the particle surface, since
HA is a negative charged polysaccharide [34]. Unlike Hb-HA-MPCa,
Hb was homogeneously distributed in Hb-HA-MPMn

(Fig. 5D and F). The Hb entrapment efficiency of MnCO3 was only
slightly influenced by HA (Table 3). The HA interacts with Mn2+

weaker than with Ca2+ [58]. Due to the strong binding of Mn2+ with
protein the protein was most likely first co-precipitated and the HA
was only partly adsorbed on the particle surface. The formation of
MnCO3 templated protein particles (by co-precipitation of proteins
with MnCl2 and Na2CO3) is more robust and more resistant against
HA compared to CaCO3 templated protein particles.

Due to the different binding abilities of metal ions with proteins
and HA, different particles with different properties e.g. size, shape,
protein capture efficiency can be obtained by means of the CCD
technique. Generally, protein particle fabrication using MnCO3
templates by mixing MnCl2 and Na2CO3 is more robust in terms
of preparation process and provides a higher protein entrapment
efficiency because of higher binding abilities of Mn2+ with protein
compared to using CaCO3 templates. In the presence of HA, protein
particle fabrication using MnCO3 templates was less influenced in
terms of size, shape and protein entrapment due to the weak inter-
action of Mn2+ with HA; protein particle fabrication using CaCO3

templates was strongly influenced in terms of size, shape and pro-
tein entrapment due to the strong interaction of Ca2+ with HA.
4. Conclusions

On the basis of previous reports [23,24], protein/biopolymer
particles have been fabricated by simple CCD technique using dif-
ferent templates. The particles were investigated in terms of their
morphological and physicochemical properties. Particle properties
exhibit huge differences between co-precipitation with CaCO3 and
co-precipitation with MnCO3 due to the different binding abilities
of metal ions with polymers. Particle fabrication using MnCO3 tem-
plates by mixing MnCl2 and Na2CO3 is more robust and results in
almost uniform peanut shaped submicron particles independent
of the stirring rate in the range from 200 RPM to 600 RPM during
the co-precipitation and especially high protein entrapment due
to the strong interaction of Mn2+ with proteins. Particle fabrication
using CaCO3 templates is more sensitive to co-precipitation condi-
tions and has more flexibility. The particle size using CaCO3 tem-
plates varies from 2 to 20 mm depending on precipitation
conditions. The protein capture by co-precipitation with CaCO3 is
lower than it is with MnCO3. HA influences the properties of CaCO3

templated particles stronger due to the stronger binding ability of
Ca2+ with HA [26,53–55]. In the case of Hb-HA-MPCa rose shaped
particles can be made. Both particle types are promising colloidal
carrier systems for pharmaceutical and biomedical applications.
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