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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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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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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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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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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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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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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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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.



Beilstein J. Nanotechnol. 2022, 13, 114–126.

120

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.




























































