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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Enzyme als Katalysatoren

Enzyme sind katalytisch aktive Proteine und kommen in allen lebenden Zellen vor und bilden
damit den Kern jedes biochemischen Prozesses. Sowohl isolierte Enzyme als auch die
gesamten Zellen kdnnen als Biokatalysatoren fir industrielle Aspekte genutzt werden. Sie
werden seit Hunderten von Jahren zur Produktion von Getrdanken und Lebensmitteln
eingesetzt. In den letzten Jahrzehnten hat die industrielle Anwendung von Enzymen rasant
und stetig zugenommen. Griinde flr diese schnelle Entwicklung sind die groRen Fortschritte
im Bereich der Molekularbiologie und in der Strukturaufklarung von Enzymen im
Zusammenhang mit derer Funktion [Straathof, et al. 2002; Tyler et al. 2006; Osterath, et al.,
2007, Kirk et al., 2002].

Die technische Anwendung der Enzyme ist so weit entwickelt, dass die biokatalytischen
Prozesse heutzutage mit den chemischen Prozessen konkurrieren und sie erganzen oder die
gesamten chemischen Prozessen ersetzen konnen [Liese, et al., 2000]. Grinde dafir sind die
wesentlichen Vorteile, die biokatalytische Prozesse gegeniiber klassischen chemischen
Prozessen besitzen. Ein herausragender Vorteil von Biokatalysatoren ist ihre sehr hohe
Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat. Aufgrund der hohen Regioselektivitat und Spezifitat
von Enzymen im Vergleich zu chemischen Katalysatoren treten die Nebenreaktionen wie
Isomerisierungen, Racemisierungen und Epimerisierungen selten bis gar nicht auf.
Demzufolge wird die Produktreinheit erhoht und die Aufreinigung des Produkts erleichtert
[Faber, 2004; Tyler et al., 2006; Patel, 2001]. Mithilfe von Enzymen kdnnen chirale
Bausteine mit Enantiomerenuberschiissen (ee) von > 99 % synthetisiert werden [Hilterhaus
und Liese, 2007]. Dies ist gerade bei der Produktion von Pharmazeutika von groRer
Bedeutung [Bommarius und Riebel, 2004]. Dartber hinaus arbeiten Enzyme meist bei milden
Reaktionsbedingungen (normalerweise im Temperaturbereich zwischen 20 °C und 40 °C, in
einem pH-Bereich von 5-8 und unter atmosphdrischem Druck), was wiederum zur Reduktion
von Nebenreaktionen und gleichzeitig zu einer geringen Energieaufwendung flhrt [Faber,
2004, Tyler et al., 2006; Bommarius und Riebel, 2004]. Enzyme sind hoch effektive

Katalysatoren und beschleunigen die Reaktionsrate um den Faktor von 102-10'2 im Vergleich
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zu chemischen Katalysatoren. Ursache dafir ist die Herabsetzung der Aktivierungsenergie der
Reaktion durch das Enzym. Daher kénnen Enzyme in Konzentrationen von 107°- 10 mol %
im Reaktionsansatz gute Ausbeuten erzielen, waéhrend chemische Katalysatoren
normalerweise in Konzentrationen von 0,1-1 mol eingesetzt werden. Zudem kénnen mehrere
biokatalytische Reaktionen in einer Kaskade unter Verwendung von multienzymatischen
Systemen durchgeftihrt werden, da Enzyme oft unter gleichen bzw. dhnlichen Bedingungen
arbeiten konnen. Dadurch wird der Reaktionsprozess vereinfacht und die Isolierung des
Intermediates erspart. Dies kann von grofiem Vorteil sein, wenn das Zwischenprodukt instabil
ist. Aullerdem kann das Reaktionsgleichgewicht in die Produktrichtung verschoben werden
[Faber, 2004]. Des Weiteren sind Enzyme umweltfreundlich und katalysieren sowohl ein
breites Spektrum von Reaktionen als dass sie ebenso ein weites Spektrum an Substraten

besitzen.

Dank der positiven Eigenschaften von Enzymen gegeniber klassischen Katalysatoren, die fir
die Prozessokonomie und -0kologie von groem Vorteil sind, haben sich Enzyme heutzutage
einen festen Platz in der chemischen Industrie erobert. Demzufolge finden Biokatalysatoren
gegenwértig Verwendung in der Pharma-, Lebensmittel-, Textil-, Futter-, Papier-, und
Waschmittelindustrie [Ruttloff, 1994; Aehle, 2007; Tyler, et al. 2006; Straathof et al., 2002;
Schulze und Wubbolts, 1999; Bommarius und Riebel, 2004].

Der Einsatz der Enzyme in der pharmazeutischen Industrie hat sich in den letzten Jahren
stetig entwickelt, da meist reine Enantiomere durch die enzymatische Katalyse gebildet
werden konnen und gleichzeitig Racemate selektiv aufgetrennt werden kénnen [Hilterhaus
und Liese, 2007]. Dies ist von groRBer Bedeutung, da Enantiomere unterschiedliche
Auswirkungen haben kdnnen. Aus diesem Grund wurden biokatalytische Prozesse fur die
Herstellung von vielen wichtigen chiralen Indermediaten verwendet, die fir die Synthese von
antikrebs, antiviralen, antiinfektischen, blutdrucksenkenden und cholesterinsenkenden
Wirkstoffen erforderlich sind [Patel, 2001a, 2001b, 2002; Zacks, 2001].

Enzyme wurden auch flr die Synthese von vielen anderen chiralen Produkten wie z.B. L-
Aminosduren genutzt und haben damit viele chemische Prozesse in diesem Bereich etabliert.

Im Bereich achiraler Bulkchemikalen dominieren dennoch die chemischen Prozesse.
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Trotzdem werden einige solcher Chemikalien im groBen Malstab enzymatisch produziert.
Dazu gehort z.B. die Herstellung von Acrylamid mittels der Nitrilhydratase [Zacks, 2001;
Hilterhaus und Liese, 2007; Liese und Filho, 1999].

1.2 Anforderungen im synthetisch-technischen Einsatz

Enzyme zeichnen sich von Natur aus durch ihre hohe Aktivitat, Spezifizitat und Selektivitat
aus. Jedoch genitigen diese Eigenschaften den 6konomischen Anforderungen fir den
synthetisch-technischen Einsatz nur selten. Fir die Anwendung in industriellen Prozessen
werden hdhfig Enzyme benétigt, die hohe Ausbeuten erzielen kdnnen sowie eine hohe
Effizienz besitzen und gleichzeitig preiswert und in ausreichenden Mengen verfugbar sind.
Darlber hinaus wird eine hohe Stabilitdt der Enzyme unter Prozessbedingungen wie z.B. hohe
Temperaturen, extreme pH-Werte und die Anwesenheit von organischen Ldsungsmitteln,

Detergentien und Oxidantien gefordert [Illanes, 1999].

Jedoch stellen diese Anforderungen haufig Beschrankungen fir den Einsatz der
Biokatalysatoren in technischen Verfahren dar. Viele Enzyme lassen sich nur sehr schwer
isolieren. Sehr hdufig ist eine Vielzahl an Aufreinigungsschritten notwendig, was die
Isolierung eines Enzyms sehr aufwendig gestaltet und einen starken Aktivitatsverlust des
Enzyms verursacht. Dies fuhrt hdufig zu hohen Kosten von Enzymen. Es besteht daher eine
grole Anforderung an einfachen und verbesserten Reinigungsoperationen mit einem
verringerten Aufwand, in denen eine hohe Reinheit des Enzyms erzielt werden kann, was

ihren Einsatz in technischen Prozessen dann erméglicht.

Eine hohe Temperaturstabilitdt eines Biokatalysators ist von groBem Vorteil, da die
Reaktionsrate bei hohen Temperaturen bis zu hundertfach erhoht werden kann. Dariber
hinaus wird die Loslichkeit der Reaktanden erhoht und dagegen die Viskositdt und die
Maglichkeit einer mikrobiellen Kontamination verringert [Lyer und Ananthanarayan, 2008].
Jedoch zeigen viele Enzyme bei hohen Temperaturen aufgrund der Entfaltung der
Tertidrstruktur eine geringe Stabilitdt, was ihre Anwendungen in technischen Prozessen

begrenzt.
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Zudem weisen viele Enzyme bei extremen pH-Werten eine geringe Stabilitdt auf, da sich
diese pH-Werte in erster Linie auf den Protonierungszustand der titrierbaren Gruppen
innerhalb eines Proteins auswirken. Auflerdem kann der pH-Wert den Einsatz von Enzymen
in der Biotransformation ebenso begrenzen, wenn das pH-Optimum fur die Enzymaktivitat

dem pH-Optimum fir die Stabilitat nicht entspricht.

Der Einsatz organischer Losungsmittel in enzymkatalysierten Reaktionen dient vor allem zur
Erhohung der Loslichkeit organischer Substrate, die nur in geringen Konzentrationen in
wassrigen Medien l6slich sind, was die Umsetzung dieser Substrate verbessert und somit die
Biotransformation effizienter macht [Koeller und Wong, 2001; Klibanov, 2001; Carrea und
Riva 2000; Dordick, 1989]. Aus diesem Grund stellt die hohe Stabilitat der Biokatalysatoren
in Anwesenheit von organischen Losungsmitteln eine groRe Herausforderung fur ihre
synthetisch-technische Anwendung dar. Dabei entsteht das Problem, dass viele Enzyme in
Anwesenheit von organischen Losungsmitteln inaktiviert werden. Dabei ist zwischen der
molekularen Toxizitat und der Grenzflachentoxizitdt zu unterschieden [Carrea und Riva,
2008]. Eine molekulare Toxizitat tritt im Einphasensystem auf, wobei die in der wassrigen
Phase gel6sten Losungsmittelmolekiile toxisch auf das Enzym wirken. Dieser toxische
Einfluss umfasst die Dehydratisierung des Enzymmolekdls, bei der die Wassermolekile an
der Proteinoberflache gegen Lésungsmittelmolekiile ausgetauscht werden. Dies fiihrt zu einer
Anderung in der dreidimensionalen Struktur bzw. Inaktivierung des Enzyms [Lyer und
Ananthanarayan, 2008; Khmelnitsky, et al 1991a; 1991b; Faber, 2004]. Dieser Einfluss hangt
zudem von der Polaritat des Losungsmittels ab. Je polarer das Losungsmittel ist, desto groRer
ist sein Einfluss [Lyer und Ananthanarayan, 2008, Laane, et al. 1987]. Dieses Prinzip ist
dennoch nicht auf alle Reaktionssysteme ubertragbar. Im Zweiphasensystem erfolgt die
Inaktivierung dagegen an der Phasengrenzfliche, wo das Enzym mit den

Ldsungsmittelmolekilen in Kontakt tritt.

Fur die Anwendung von Enzymen in industriellen Prozessen ist es daher von groliem Vorteil,

die Enzyme an die beschriebenen Anforderungen eines technischen Einsatzes anzupassen.
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1.3 Enzymstabilisierung durch chemische Modifikation

Die Erhohung der Stabilitit von Enzymen kann durch die Optimierung des Reaktions-
mediums durch die Zugabe von Additiven [Lyer und Ananthanarayan, 2008; Fagain, 1995;
Klibanov, 1983; Schmid, 1979] oder durch die Stabilisierung der Enzyme selbst erreicht
werden [Lyer und Ananthanarayan, 2008; Fagain, 1995]. Die Stabilisierung von
Biokatalysatoren kann durch genetische Manipulation [Eijsink, et al., 2004; Bornscheuer und
Pohl, 2001; Adamczak und Krishna, 2004; Sylvestre, et al., 2006; Arnold, 1996], chemische
Modifikation [Davis, 2003; DeSantis und Jones, 1999] oder durch Immobilisierung
[Klibanov, 1979; Hartmeier, 1986; Cao, 2005; Sheldon, 2007] erzielt werden.

Die chemische Modifizierung bietet eine interessante und vielseitige Methode zur
Veranderung der Proteineigenschaften. Sie erlaubt die Bindung einer unbeschrénkten Vielfalt
von verschiedenen Funktionalitdten an die Aminosaureseitenketten des Enzyms. Urspriinglich
wurde die chemische Modifizierung zur Aufklarung von Struktur-Funktions-Beziehungen von
Enzymen und dabei zur ldentifizierung von Aminosdureseitenketten, die fir die katalytische
Aktivitat essentiell sind, eingesetzt [Means und Feeney, 1990]. Gegenwartig konzentriert sich
die praktische Anwendung hingegen vor allem auf die Stabilisierung von Enzymen und die

Erhohung ihrer Loslichkeit in nicht wassrigen Medien [DeSantis und Jones, 1999].

Prinzipiell kdnnen alle freien Aminoséurereste modifiziert werden. Jedoch sind nur zehn
Aminosédureseitenketten ausreichend reaktiv, um unter milden Reaktionsbedinungen
kovalente Bindungen mit spezifischen Reagenzien einzugehen [Fagain, 1995]. Diese sind in

Tabelle 1.1 zusammengestellt.

Tabelle 1.1: Die fiir die chemische Modifizierung geeignete Aminosauren und ihren funktionellen Gruppen.

Aminosaure Funktionelle Gruppe

Lysin g-Amiogruppe

Cystein Sulthydrylgruppe
Asparagin- und Glutaminséure B- und y-Carboxylgruppe
Tyrosin phenolische Hydroxylgruppe
Arginin Guanidylgruppe

Histidin Imidazolgruppe

Methionin Thioethergruppe

Serin Hydroxylgruppe

Tryptophan Indolgruppe
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Diese Aminoséurereste reagieren unterschiedlich stark. Die Starke ihrer Reaktivitat beruht im
Wesentlichen auf ihrer Nukleophilie und wird sowohl durch ihre Position und die
Mikroumgebung in dem Protein als auch durch die Zusammensetzung des Reaktionsmediums
sowie die Reaktionsbedinungen beeinflusst [Means und Feeney, 1990]. Insbesondere spielt
dabei der pH-Wert eine entscheidende Rolle, da der Protonierungsgrad der einzelnen

Aminosduren von diesem abhangig ist.

Im Unterschied zur gerichteten Mutagenese, bei der nur die 20 proteinogenen Aminosauren
als funktionelle Gruppen in Frage kommen, ist die Anzahl der fir die chemische
Modifizierung von Proteinen zur Verfligung stehenden Reagenzien sehr groR. GemaR der
Anzahl der funktionellen Gruppen wird zwischen monofunktionalen und bi- bzw.
multifunktionalen Reagenzien unterschieden. Die letzteren lassen sich nach dem Typ ihrer
reaktiven Gruppen, ihrer Seitenkettenreaktivitat, ihrer Hydrophobizitat oder Hydrophilie, dem
Abstand zwischen den reaktiven Gruppen und ob diese Gruppen gleich oder verschieden sind
einordnen. Wenn das bifunktionale Reagenz die gleichen Gruppen besitzt, ist die Rede von
einem homobifunktionalen Reagenz wie z.B. Glutardialdehyd. Ein Beispiel fir ein
heterobifunktionales Reagenz bietet m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester
(MBS), der mit einer reaktiven Aminogruppe und einer reaktiven Thiolgruppe reagiert
[Means und Feeney, 1990].

Die bi- bzw. multifunktionalen Reagenzien flihren zur intra- und/oder intermolekularen
Quervernetzung von Proteinen. Die Rigiditat des Proteins wird dadurch erhoht, was seine
Stabilitdt gegeniiber verschiedenen denaturierenden Faktoren verbessert [Gianfreda und
Scarfi, 1991]. Die Quervernetzung von Enzymen ist jedoch h&ufig der Immobilisierung

zugeordnet, da durch die Quervernetzung feste Proteinaggregate gebildet werden kénnen.

Die reaktiven Gruppen der monofunktionalen Reagenzien reagieren unter definierten
Bedingungen mit bestimmten Aminoséureresten. Aus diesem Grund werden die
monofunktionalen Reagenzien entweder nach dem Aminosdurerest, mit dem sie spezifisch
reagieren, oder nach der Art der durchgefiihrten Reaktion eingeteilt. Jedoch existiert fiir die
unterschiedlichen Aminoséureseitenketten, je nach ihrer Reaktivitit, eine verschiedene

Anzahl an modifizierenden Reagenzien. Wahrend es zum Beispiel fiir Lysinseitenketten
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zahlreiche spezifische Reagenzien gibt, nimmt die Anzahl und Selektivitat der Reagenzien flr

andere Aminosauren deutlich ab.

Die e- Aminogruppen von Lysinresten sind méfiig basisch und dementsprechend sind sie sehr
reaktive Nukleophile gegeniiber vielen modifizierenden Reagenzien. Demzufolge kommen
zahlreiche Reagenzien fur diese chemische Modifizierung in Frage, die entweder spezifisch
oder unspezifisch mit den Aminogruppen reagieren. Aldehyde sowie Ketone kdnnen
spezifisch durch eine reduktive Alkylierung mit den Aminogruppen von Proteinen reagieren.
Dabei wird die positive Ladung der s-Aminogruppe erhalten und keine Konformations-
anderung resultiert. Des Weiteren sind andere Aminosdurereste von dieser Reaktion nicht
betroffen. Imidoester stellen ebenso spezifische Reagenzien dar, die mit den Aminogruppen
in einer Amidinierungsreaktion reagieren. Sie bieten die gleichen Vorteile wie Aldehyde und
Ketone. Dagegen stellen Anhydride unspezifische Reagenzien fir die Modifizierung von
Aminogruppen dar, da andere Aminosaurereste wie z.B. Tyrosin, Cystein, Histidin, Serin und
Threonin dabei modifiziert werden kénnen. Zudem wird die positive Ladung des Lysinrests
eliminiert, was moglicherweise die Funktion des Proteins beeinflussen kann [Means und
Feeney, 1990; Glazer, 1970].

Die Thiolgruppe von Cysteinen ist aufgrund ihrer starken Nukleophilie ebenso sehr reaktiv
und bietet die Mdglichkeit, das Protein zu modifizieren. Historisch gesehen stellt die Reaktion
der Thiolgruppe von Cysteinen mit Halogen-Acetaten und Halogen-Acetamiden die
bekannteste Methode fir die spezifische Alkylierung von Cystein unter bestimmten
Bedingungen dar. N-Ethylmaleinimid ist sehr reaktiv gegentber der Thiolgruppe und wird im
Allgemeinen eingesetzt, um die Thiolgruppe von Cysteinen in Proteinen zu modifizieren.
Sein Nachteil besteht in der Neigung, mit den Aminogruppen und Histidin bei hohen pH-
Werten zu reagieren [Crankshaw und Grant, 1996; Chalker, et al., 2009].

Eine andere Moglichkeit fir die Modifizierung von Proteinen bieten die Carboxylgruppen
von Asparaginsaure und Glutaminsaure. Diese Gruppen koénnen durch die Behandlung mit
Methanol, Ethanol und Diazoverbindungen unter S&urekatalyse verestert werden. Des

Weiteren konnen sie mit nukleophilen Reagenzien (z.B. Aminen) und wasserléslichem
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Carbodimid reagieren. Dabei konnen auch Nebenreaktionen mit Tyrosin- und Cysteinresten

auftreten, wobei sich die Ladung verandern kann.

Alle anderen reaktiven Aminoséaurereste kénnen durch viele Reagenzien modifiziert werden.
Das Problem entsteht dabei durch die geringe Selektivitat der modifizierenden Verbindungen.
Diese geringe Selektivitat stellt im Allgemeinen einen Nachteil bei der chemischen
Modifizierung von Proteinen dar, da meist neben der Zielgruppe auch andere funktionelle
Gruppen mit den modifizierenden Substanzen reagieren konnen. Die Selektivitat der
Reagenzien lasst sich durch die Wahl der Reaktionsbedingungen, insbesondere der Wahl des
pH-Werts, verbessern, indem die Nebenreaktionen unterdriickt werden [Means und Feeney,
1990; Glazer, 1970].

Die selektive Modifizierung an einer bestimmten Aminosiureseitenkette wurde zunachst
eingesetzt, um die Aminosduren, die fir die biologische Aktivitat erforderlich und essentiell
sind, zu identifizieren. Somit stellt die Rickhaltung der Aktivitat nach der Modifizierung von
einer bestimmten Aminosédure einen Nachweis dar, dass diese Aminosaure Kkeine
entscheidende Rolle bei der Aktivitat spielt. Dagegen deutet der Verlust der Aktivitat darauf
hin, dass entweder der Aminosaurerest fiir die Aktivitat essentiell ist oder andere Anderungen
wahrend der Modifizierung aufgetreten sein kdnnen wie z.B. die Modifizierung von anderen
Seitenketten oder Anderungen in der Ladung bzw. in der dreidimensionalen Struktur des

Proteins [Means und Feeney, 1990].

Derzeit ist die praktische Anwendung der chemischen Modifizierung weit verbreitet. Es wird
zwischen Modifikationen von Seitenketten zur Verbesserung der Loslichkeit und der
Stabilisierung von Proteinen und Modifikationen, die zur Veradnderung der Aktivitat fuhren,
unterschieden. Eine Erh6éhung der Loslichkeit und Stabilitat kann erzielt werden, indem das
Enzym kovalent an aktivierte Polymere wie z.B. PEG oder Dextran gebunden wird. Die
kovalente Modifizierung mit dem amphiphilen PEG verbessert die Léslichkeit verschiedener
Proteine sowohl in wéssrigen Medien wie z.B. Interleukin-2 (IL-2), Interferon (IFN)-f und
Immunglobulin G als auch in organischen Medien wie z.B. Catalase, Peroxidase, Lipase,
Papain, Chymotrypsin und Cholesterinoxidase [Katre, 1993; Inada, et al. 1990]. Die mit PEG

modifizierten Enzyme weisen hdufig erhéhte Stabilitaten auf wie zum Beispiel die Peroxidase
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von Ribenwurzeln [Quintanilla-Guerrero, 2008], a-Chymotrypsin [Rodriguez-Martinez, et al.
2008], Subtilisin Carlsberg [Yang, et al. 1996], Phospholipase D aus Streptomyces sp.
AA586, PLDP [Matsuyama, et al. 1991], Trypsin [Gaertner und Puigserver, 1992],
Asparaginase [Veronese, et al. 1996] und die Lipase aus Candida rugosa [Hernaiz, et al.
1999]. Des Weiteren wurde eine Erhohung der Aktivitdt von PEG-modifizierten Enzymen
beispielsweise flir die Laccase aus Coriolopsis gallica [Vandertol-Vanier, et al. 2002],
Cytochrom C [Tinoco und Vazquez-Duhalt, 1998] und Trypsin [Gaertner und Puigserver,
1992] beschrieben.

Eine kovalente Modifizierung mit Anhydriden kann ebenso die Enzymstabilitaten verbessern.
a-Amylase aus Bacillus amylolquefaciens [Khajeh, et al. 2001] und Papain aus Carica
papaya [Sangeetha und Abraham, 2006] weisen erhéhte Temperaturstabilitdten auf, wenn sie
mit Anhydriden chemisch modifiziert werden. Zudem werden sowohl die Stabilitdten der
Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago und horseradisch Peroxidase (HRP) als auch
ihre Effizienz bei der Entfernung und Oxidation von Phenolen deutlich gesteigert [Liu und
Wang, 2007; Liu, et al. 2002; OBrien et al. 2003].

Die Erhohung der Stabilitdt konnte auch durch die chemische Modifizierung mit anderen
Reagenzien wie Aldehyden [Vinogradov, et al., 2001] und Imidoestern [Basri. et al., 1992;
Ryan, et al., 1994] erzielt werden. Polysaccharide kdnnen ebenso kovalent an Proteine
gebunden werden, mit der Absicht ihre Stabilitat und ihre Léslichkeit zu verbessern, da die
meisten Glykoproteine eine gute Wasserloslichkeit und erhohte Stabilitdt gegentber der
Proteolyse, hohen Temperaturen und chemischen Denaturierungsstoffen besitzen [Lyer und
Ananthanarayan, 2008; Shmid, 1979]. Auf diese Weise konnte die Stabilisierung einer
Vielzahl verschiedener Proteine erzielt werden [Shmid, 1979; Villalonga, et al., 2003;
Villalonga, et al., 2006; Fernandez, et al., 2005]. Obwohl sich die meisten Untersuchungen
der chemischen Modifizierung auf die Erhdhung der Temperaturstabilitdt konzentrierten,
wurde flr einige Proteine auch eine Stabilisierung in Gegenwart von organischen

Losungsmitteln nachgewiesen [Quintanilla-Guerrero, 2008; Gaetner und Puigserver, 1992].
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1.4 Die Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago

1.4.1 Biochemische Eigenschaften

Die Chloroperoxidase aus dem Schimmelpilz Caldariomyces fumago (CPO, EC.1.11.1.10)
wurde erstmals 1965 von Hager et al. isoliert und aufgereinigt. Die CPO gehért zur
Enzymklasse der Oxidoreduktasen und ist unter der Subklasse der Peroxidasen einzuordnen,
da sie Peroxide als Oxidationsmittel bendtigt. Die CPO ist ein extrazellulares und monomeres
Glykoprotein. In der Regel liegt der Anteil der Zuckerbausteine zwischen 25 bis 30 %, was
zur Schwankung in der relativen Molekularmasse fihrt, die ungeféahr bei 42 kDa liegt. Der
isoelektrische Punkt des Enzyms liegt im sauren Bereich bei ca. pH 4, da es reich an sauren

Aminosauren ist.

Die CPO ist das vielseitigste Enzym unter den Peroxidasen, da sie ein breites Spektrum an
Reaktionen katalysiert. Diese Reaktionen schliefen neben den Reaktionen der Halogenasen
ebenso die typischen Reaktionen der Peroxidasen, Cytochrom P450 Monooxygenase und der
Katalase ein. Dies ist auf die radumliche Struktur der CPO zuriickzufiihren, die erst dreiRig
Jahre nach der Enzymisolierung aufgeklart werden konnte (Abbildung 1.1). Die
Strukturaufklarung der CPO zeigt, dass ihre Struktur Gemeinsamkeiten sowohl mit der von
Peroxidasen als auch von Cytochrom P450 Monooxygenase besitzt [Sundaramoorthy, et al.
1995; Sundaramoorthy, et al. 1998].

Abbildung 1.1: Die dreidimensionale Struktur der CPO nach Sundaramoorthy et al., 1995 (mit freundlichen
Genehmigung von Current Biology-Elsevier, License-Nummer: 254653026426).
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Die Tertidrstruktur der CPO besteht hauptsachlich aus acht Helices und zwei B-Faltblattern.
Wie andere H&m-Peroxidasen enthélt die CPO ein Eisenprotoporphyrin IX (Ham) als
prosthetische Gruppe. Das Eisenion mit der Oxidationsstufe +3 im H&m ist funffach
koordiniert. In der dquatorialen Ebene ist das Eisenion mit den vier Pyrrolstickstoffatomen
des Porphyrinringes koordiniert. An der axialen finften Koordinationsstelle wird das
Eisenatom mit dem Protein Uber eine Aminosdureseitenkette verbunden, was als proximaler
oder axialer Ligand bezeichnet wird. Sowohl die CPO als auch Cytochrom P450
Monooxygenase besitzen Cystein als proximalen Liganden im Gegensatz zu anderen
Peroxidasen, bei denen das Protein mit dem Ha&m durch einen Histidinrest komplexiert ist.
Die distale Umgebung des Hdms in CPO ist polar wie in anderen Peroxidasen im Gegensatz
zu der unpolaren Umgebung in Cytochrom P450 Monooxygenase. Diese distale Umgebung

bildet die Peroxidbindungsstelle.

Fur die Spaltung des Peroxids und somit die Bildung des CPO aktiven Intermediates,
Compound 1, ist ein Sdure-Base katalysierter Mechanismus nétig. Dieser Mechanismus wird
von der Seitenkette der Glutaminsdure 183 Kkatalysiert, die sich direkt neben der
Peroxidbindungsstelle befindet. Diese Rolle Ubernimmt der Histidinrest bei den Peroxidasen
sowie bei der Katalase, wobei Histidin bei der CPO nur indirekt an dem Mechanismus
beteiligt ist. Die wahrscheinliche Rolle des Histidins 105 ist, die Glutaminsdure richtig zu

orientieren und ebenso ionische Wechselwirkungen zu schaffen.

Eine bemerkenswerte strukturelle Besonderheit von den Peroxidasen und Cytochrom P450
Monooxygenase, die ihre biologische Aktivitdt bestimmt, ist die Zuganglichkeit zum
katalytischen Zentrum, da sie das gleiche oxidierende Zentrum, Fe™=0, besitzen. Bei den
Peroxidasen gibt es keinen direkten Zugang zu diesem Zentrum, sondern das Substrat tritt
uber Elektronentransferreaktionen unter Bildung von Radikalen mit dem Eisenatom in
Wechselwirkung. Bei der Cytochrom P450 Monooxygenase liegt dagegen die
Substratbindungsstelle direkt neben dem Fe™=0 Zentrum, was die stereo- und
regioselektiven Reaktionen ermdglicht. Die Substratbindungsstelle bei der CPO ist eine freie
Stelle oberhalb des Hams, was den Zugang zum katalytischen Zentrum erlaubt und selektive

Reaktionen zur Folge hat. Zudem kdnnen Substrate ebenso Wechselwirkungen mit der CPO
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im aktivem Zentrum eingehen [Sundaramoorthy, et al. 1995]. Demzufolge kann die CPO die
typischen Reaktionen von Peroxidasen sowie von Cytochrom P450 Monooxygenase

katalysieren.

1.4.2 Reaktionsspektrum und Reaktionszyklus

Die CPO zeichnet sich vor allem durch ihr breites Reaktions- und Substratspektrum aus. Sie
katalysiert die folgenden Reaktionen (Abbildung 1.2) [Thomas, 1970]:

1. Halogenierungsreaktion: Bei der Anwesenheit der Halogenid-lonen katalysiert die CPO die
Einfihrung von Halogenatomen in organische Substrate. Daher Kkatalysiert sie die
unspezifische Chlorierung, Bromierung und lodierung einer Reihe von elektrophilen

organischen Substraten.

2. Oxidative Dehydrierung: Die CPO weist Peroxidase-Aktivitdt auf und oxidiert eine

Vielzahl von Substraten tiber Ein- bzw. Zwei- Elektronen- Transfer-Reaktionen.

3. Sauerstoffiibertragungsreaktion: Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit Cytochrom
P450 Monooxygenase kann die CPO die selektive Einflihrung eines Sauerstoffmolekiils in ein
organisches Substrat katalysieren, was flr ihren Einsatz in der organischen Synthese von

grol3er Bedeutung ist.

4. Zersetzung von Wasserstoffperoxid (H,0;): Neben den anderen Reaktionen katalysiert die
CPO ebenso typische Reaktionen wie eine Katalase-typische Reaktion und somit die Spaltung

des Wasserstoffperoxides zu Wasser und Sauerstoff.
Halogenierung : RH+H,0,+Cl"+H" ->R-ClI+H,0,
Oxidative Dehydrierung: 2RH +H,0, > R—-R+2H,0
Sauerstoffubertragung: R +H,0, >R-0O+H,0
Zersetzung von H,0, : 2H,0, »0,+H,0

Abbildung 1.2: Die von Chloroperoxidase katalysierte Reaktionen.

All diese Reaktionen laufen nach einem bestimmten katalytischen Zyklus ab, wobei der erste

Schritt bei allen Reaktionen gleich ist (Abbildung 1.3). Zuerst wird der sechste Ligand des
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Eisenatoms, das Wasser, durch Wasserstoffperoxid verdrangt. Dabei wird zunéchst ein
Eisen(l11)hydroperoxid-Indermediat gebildet, welches durch Eliminierung von Wasser eine
Eisen(V)oxoverbindung bildet. Diese Verbindung ist instabil und wird durch eine
Elektronentbertragung vom Porphyrinring auf das Eisen in ein Eisen(IV)oxoporphyrin-
radikalkation tberfuhrt (Reaktion 1). Diese Verbindung wird als Compound 1 bezeichnet.
Compound 1 ist sehr reaktiv und kann auf verschiedenen Wegen zum Ruhezustand
zurlickreagieren. In einer Katalasereaktion reagiert Compound 1 erneut mit
Wasserstoffperoxid und kehrt in seinen Ausgangzustand zurlick (Reaktion 2). Ein weiterer
Reaktionsweg ist die oxidative Dehydrierung, bei der Compound 1 dem Substrat ein Elektron
entzieht, wobei Compound Il gebildet wird. Ein weiterer Ein-Elektronen-Transfer Gberfuhrt
das Enzym wieder in seine Ausgangsform (Reaktion 3). Dieser Weg entspricht der
unselektiven Oxidation von Substraten, da die Reaktion unter Bildung von Substratradikalen
ablauft. Bei der selektiven Oxidation wird das Sauerstoffatom von Compound 1 meistens
direkt auf das Substrat bertragen (Reaktion 4) [Van Rantwijk und Sheldon, 2000;
Valderrama, et al., 2002]. Eine andere flr die CPO typische Reaktion ist die oxidative
Halogenierung, bei der Compound 1 das Halogenid-lon zum Hypohalogenit oxidiert. Die
weitere Einfuhrung des Halogens in ein organisches Substrat durch das gebildete
Hypohalogenit ist unspezifisch und erfolgt vermutlich nicht enzymatisch vermittelt (Reaktion
5) [Murphy, 2003; Hofrichter und Ullrich, 2006; Littlechild, 1999].
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Abbildung 1.3: Der katalytische Zyklus der CPO.
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1.4.3 Anwendungsfelder

Fur die Anwendung der CPO als Biokatalysator in der organischen Synthese ist die selektive
Einfuhrung eines Sauerstoffatoms in ein organisches Substrat die interessanteste Reaktion.
Solche Reaktionen wurden normalerweise von der Cytochrom P450 Monooxygenase mit
hoher Selektivitdt katalysiert. Jedoch zeigt Cytochrom P450 Monooxygenase mehrere
Nachteile wie z.B. der geringe Umsatz sowie der erforderliche teure Cofaktor NAD(P)H [Van
Rantwijk und Sheldon, 2000]. Im Gegensatz dazu kann die CPO ebenso den selektiven
Sauerstoff-Transfer katalysieren und bendtigt dazu keinen Cofaktor. Demzufolge umfassen
die potenziellen Anwendungen der CPO mehrere synthetische Sauerstofftransfer-Reaktionen
wie z.B. die Epoxidierung [Manoj, et al. 1999, Manoj, et al. 2000; Santhanam und Dordick,
2002; Dexter, et al. 1995; Hager, et al., 1998; Lakner und Hager, 1996, 1997]. Ein breites
Spektrum kurzkettiger Olefine kann durch die CPO enantioselektiv epoxidiert werden.
Industriell ist dies von groflem Vorteil, da optisch aktive Epoxide wesentliche Bausteine fir
die asymmetrische Synthese von naturlichen Produkten darstellen, sowie biologisch aktive
Verbindungen sind [Adam, et al. 1999].

Optisch aktive Sulfoxide spielen als chirale Bausteine ebenso eine wichtige Rolle in der
asymmetrischen Synthese [Adam, et al. 1999]. Die CPO Kkatalysiert die enantioselektive
Sulfoxidation und stellt deswegen einen effektiven Biokatalysator flr die Synthese von
chiralen Sulfoxiden dar [Colonna, et al. 1990; Colonna, et al. 1997; Colonna, et al. 1992;
Kobayashi, et al. 1987]. Eine Vielzahl organischer Sulfide wurde somit mittels der CPO zu
den entsprechenden chiralen Sulfoxiden mit einem hohen Enantiomereniberschuss (ee-Wert
bis 99 %) oxidiert [Fu, et al. 1992, Vargas, et al. 1999; Allenmark und Andersson 1996].

Neben der Schwefeloxidation katalysiert die CPO ebenfalls die Stickstoffoxidation
verschiedener Arylamine zu den entsprechenden Nitrosoderivaten [Doerge und Corbett 1991].
Zudem katalysiert die CPO die selektive Hydroxylierung an der Alkylseitenkette aromatischer
Systeme, jedoch nicht direkt am aromatischen Ring [Miller, et al. 1995; Hu und Hager 1999].
Indol wird auch durch die CPO in Oxindol oxidiert [Van Deurzen, et al. 1996]. Eine weitere
von der CPO katalysierte Reaktion ist die selektive Oxidation von primaren Alkoholen zu den

entsprechenden Aldehyden [Kiljunen und Kanerva 2000]. Die CPO ist auch in der Lage,
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Phenole und aromatische Amine zu oxidieren. Die dabei gebildeten Radikale reagieren mit
den aromatischen Substraten und bilden somit dimere, oligomere und polymere Produkte, die
entweder aktiv sind oder an der Synthese biologisch aktiver Verbindungen beteiligt sind
[Adam, et al. 1999].

Dank diesem breiten Spektrum an Reaktionen stellt die CPO industriell ein sehr interessantes
und vielseitiges Enzym dar und findet Anwendungen in verschiedenen Feldern. Infolge der
selektiven Sauerstoff-Transfer-Reaktionen wurden chirale Verbindungen mit hohem
Enantiomerenuberschuss synthetisiert, die selbst biologisch aktiv sind oder an der Synthese

von Arzneimitteln und vielen anderen aktiven Chemikalien beteiligt sein kdnnen.

Die CPO kann ebenfalls im Bereich des Umweltschutzes eingesetzt werden, da sie die
Oxidation einiger Umweltschadstoffe wie z.B. Phenolen und chlorierten Phenolen katalysiert.
Das reduziert die Giftigkeit dieser Schadstoffe und ermdglicht ihre Entfernung aus dem
Abwasser [La Rotta Hernandez, et al. 2007; Torres, et al. 2003]. Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAK) breiten sich weit in der Umwelt aus und stellen ein
Gesundheitsrisiko dar, da sie mutagen und krebserzeugend sind. Mithilfe der CPO kann die
Genotoxizitat der PAK ermittelt werden, da die CPO die Bildung vom PAK-DNA Addukt
vermittelt [Marquez-Rocha, et al. 1997].

Eine andere potentielle Anwendung der CPO findet sich in der Petroleum-Industrie.
Petroleum ist ein kompliziertes Gemisch einer Vielzahl verschiedener organischer
Verbindungen wie z.B. Petroporphyrin und Asphalten, die Schwermetalle wie Nickel und
Vanadium enthalten. Die CPO st in der Lage, effektiv diese Schwermetalle von
Petroporphyrin und Asphalten zu entfernen [Mogollo’n, et al. 1998]. Des Weiteren enthélt der
Rohdiesel Organosulfide (organische Schwefelverbindungen), wobei der Anteil des
Schwefels 1,6 % (w/v) betrdgt. Nach der Behandlung des Diesels mit der CPO gefolgt von
einer Destillation konnte dieser Wert auf 0,27 % reduziert werden. Dagegen wurde mit
ausschlie3licher Destillation nur ein Wert von 1,27 % erhalten [Ayala, et al. 2000; Terr¢s, et
al. 2007]. Zusitzlich wurde ein groBer Teil der Ligninstruktur durch die CPO chloriert und
gespalten [Ortiz-Bermudez, et al. 2003].
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1.4.4 Grinde des begrenzten Einsatzes der CPO in den technischen Prozessen

Trotz der potenziellen industriellen Anwendung der CPO st ihr Einsatz in technischen
Prozessen weiterhin begrenzt. Griinde daflr stellen die geringe Stabilitdt des Enzyms, die
hohen Kosten des ausreichend gereinigten Enzympréparates und die geringe
Wasserloslichkeit verschiedener organischer Substrate, die fiir synthetische Aspekte von

Bedeutung sind, dar.

Die hohen Kosten des gereinigten CPO-Praparates, die die Folge der miihsamen Isolierung
des Enzyms sind, stellen einen wesentlichen Grund fur den begrenzten technischen Einsatz
der CPO dar.Wahrend der Fermentation des Pilzes Caldariomyces fumago wird nicht nur die
CPO sondern auch ein schwarzes gelatinéses Pigment in das Ndhrmedium sekretiert [Morris
und Hager, 1966; Pickard, 1981]. Dieses Pigment macht die anschlielende Aufreinigung der
Enzymlésung sehr mihsam und zeitaufwendig, was hohe Kosten des Enzyms verursacht
[Morris und Hager, 1966; Hallenberg und Hager, 1978; Gonzalez-Vergara, et al., 1985]. Aus
diesem Grund ist der Bedarf an der Entwicklung einer neuen Isolierungsmethode, die eine

hohe Reinheit des Enzyms liefert und gleichzeitig schnell durchflihrbar ist, sehr groR.

Des Weiteren zeigt die CPO eine geringe Stabilitdt bei hohen Temperaturen, in Gegenwart
von Oxidationsmitteln sowie in Anwesenheit von organischen Lésemitteln. Viele Strategien

wurden eingesetzt, um die Stabilitdt der CPO unter Prozesshedingungen zu verbessern.

In Bezug auf die Inaktivierung des Enzyms durch Wasserstoffperoxid haben sich
verschiedene Verfahren etabliert, um H,0 konstant bei niedrigen Konzentrationen zu halten.
Dies kann durch eine kontinuierliche und kontrollierte Zugabe des Oxidationsmittels zum
Reaktionsmedium erreicht werden [Colonna, et al., 1992; Seelbach, et al., 1997]. Eine weitere
Maglichkeit bietet die in-situ Generation von H,O, z.B. durch die Glucoseoxidase katalysierte
Oxidation von Glucose zu Gluconsdure, bei der Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt
entsteht [Van de Velde, et al. 2000], durch die Reduktion von Sauerstoff [\VVan de Velde, et al.
1999] oder durch die elektrochemische in-situ Produktion von H,O,, die hingegen ohne
Nebenprodukt verlauft [Litz, et al., 2004]. Durch die Verwendung anderer Peroxide wie tert-
Butylhydroperoxid (t-BHP) kann die Inaktivierung ebenso verringert werden, da die

Katalaseaktivitat vermieden wird [Van Deurzen, et al., 1997; Manoj und Hager, 2001]. Eine
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weitere Mdoglichkeit, die Inaktivierung des aktiven Zentrums des Enzyms zu minimieren,
stellt die Zugabe verschiedener Additive dar. Durch die Zugabe von Polymeren wie PEG
[Spreti, et al. 2004] und Polyethylenimin (PEI) [Andersson, et al., 2000], Cosolventien wie
tert-Butylalkohol [Van Deurzen, et al., 1997] und a-Tocopherol (Vitamin E) [Van de Velde,
et al. 2001] sowie Antioxidantien wie z.B. Kaffesaure und Ferulaséure [Grey, et al., 2008]
konnte ebenso eine Stabilisierung der CPO gegentber der Inaktivierung durch H,0, erzielt
werden. Ein anderer Vorteil der Hinzugabe von amphiphilen Polymeren und Cosolventien

besteht in der Erhéhung der Loslichkeit vieler Reaktanden.

Die Loslichkeit verschiedener organischer Substrate konnte verbessert werden, indem die
Reaktion in einem Gemisch aus Puffer und wassermischbaren organischen Lésungsmitteln
wie tert-Butylalkohol [Santhanam und Dordick, 2002; Van Deurzen, et al., 1997; Van de
Velde, et al. 2000] oder in Zweiphasensystemen im Fall nicht mischbarer Lo&semittel
durchgefiihrt wurde. Dabei ergibt sich jedoch das Problem in der Unvertraglichkeit zwischen
dem Enzym und den organischen Lésungsmitteln. Dartiber hinaus ist eine Stabilisierung der

CPO unerlasslich.

Aus diesen Griinden wurde es durch verschiedene Verfahren wie z.B. die Immobilisierung
oder die chemische Modifizierung des Enzyms versucht, die Stabilitat der CPO gegentiber der
Temperatur und die Anwesenheit von wassermischbaren Ldsungsmitteln zu erhéhen. Zum
Beispiel wurde die CPO adsorptiv auf Talk [Aoun, et al., 1998] und Celite [Andersson, et al.,
1999] immobilisiert. Auf der anderen Seite wurde CPO kovalent an verschiedene Materialien
gebunden wie z.B. Chitosanmembranen [Zhang, et al., 2009], magnetische Perlen
[Bayramoglu,et al., 2008 ], Polyurethanschaum [Bakker, et al., 2000; Van de Velde, et al.,
2000], pordses Sol-Gel-Glas [Borole, et al. 2004], porose Organosilane [Hudson, et al.,
2007], SBA-16 portse Materialien [Aburto, et al., 2005] und Aminopropyl-Glas [Kadima und
Pickard, 1990]. Die native CPO wurde aullerdem mit Polystyrenen, die sich an der
Grenzflache zwischen Wasser und Ol versammeln, konjugiert [Narayanan, et al., 2007; Zhu
und Wang, 2005]. Des Weiteren wurde die CPO mit Anhydriden [Liu und Wang, 2007],
Glutardialdehyd, Carbodiimiden und 9-Anthaldehyd chemisch modifiziert [La Rotte
Hernandez, et al., 2005].
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1.5 Zielsetzung

Die Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago (CPO) ist industriell ein sehr interessantes
und vielseitiges Enzym dank ihres breiten Spektrums an Reaktionen, die fiir eine technische
Nutzung von Bedeutung sind. Jedoch ist der technische Einsatz der CPO weiterhin begrenzt,
was zum einen auf die hohen Kosten des gereinigten Enzymspréparats, die die Folge der
aufwendigen und zeitintensiven Isolierung aufgrund des schwer zu entfernenden Pilzpigments
sind, und zum anderen auf die geringe Stabilitdt der CPO zurlickzufiihren ist. Zudem zeigen
viele Substrate, die fir synthetische Aspekte von Bedeutung sind, eine geringe Loslichkeit in
wassrigen Reaktionsmedien, was den Einsatz der CPO in organischen L&sungsmitteln
erforderlich macht. Demzufolge ist die Anforderung an einer neuen schnell durchfiihrbaren
Isolierungsmethode mit einer ausreichenden Enzymreinheit sehr grof3. Dartiber hinaus ist eine
Stabilisierung der CPO gegentiiber hohen Temperaturen und der Gegenwart wassermischbarer

Losungsmittel unerldsslich.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zundchst eine neue Methode flr die Isolierung der CPO
entwickelt werden, die die Entfernung des gelantindsen und schwarzen Pilzpigments einfach
und schnell erméglicht und zudem eine ausreichende Reinheit flir den Einsatz des Enzyms in
technischen Anwendungen liefert. Dies sollte anhand der Extraktion im wassrigen

Zweiphasensystem erreicht werden.

Zudem sollte im Rahmen dieser Arbeit die CPO hinschtlich der Halogenase-,
Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitdt in Abhangigkeit von verschiedenen isolierten
Einflissen umfangreich chatakterisiert werden, da nur wenig Literaturdaten vorhanden sind,
die die verschiedenen Aktivitdten der CPO hinsichtlich dieser Einflussgrofien umfassend
beschreiben. Diese Charaktiersierung sollte zum einen die Reproduktion der Abhdngigkeit der
verschiedenen CPO-Aktivitdten von Reaktionsparametern wie z.B. pH-Wert und
Substratkonzentrationen und den Vergleich mit den in der Literatur angegebenen Daten
umfassen. Zum anderen sollte der Einfluss weiterer Faktoren, die in der Literatur bislang
keine Beachtung fanden, untersucht werden wie z.B. die Anwesenheit von verschiedenen

wassermischbaren Lésungsmitteln und die Temperatur.
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Neben der Aktivitat sollte auch die Stabilitdt der CPO in Abhangigkeit von verschiedenen
isolierten EinflussgroBen wie Temperatur, pH-Wert und der Gegenwart wassermischbarer

organischer Losungsmittel untersucht werden.

Dariuiber hinaus sollte die gegenseitige Beeinflussung des pH-Werts, der Temperatur und der
Anwesenheit von wassermischbaren organischen Losungsmitteln bezogen auf die Aktivitat
und Stabilitdit der CPO mittels des ,,Design of Experiments® untersucht werden und die
optimalen Bedingungen flr eine maximale Aktivitit, eine maximale Stabilitdt und eine
Balance zwischen den beiden Grofen ermittelt werden. Anschliefend sollte anhand der
durchgefiihrten Messungen die Katalysatorproduktivitat in allen untersuchten Medien unter
diesen Bedingungen bestimmt und verglichen werden. Schlussendlich sollte ein optimales

Losungsmittel fur eine maximale Katalysatorproduktivitat ausgewéhlt werden.

Anschlielend sollte die CPO gegenliber hohen Temperaturen und der Anwesenheit von
organischen Ldsungsmitteln stabilisiert werden. Dies sollte durch die chemische
Modifizierung der CPO mit mPEG erfolgen.

Durch die chemische Modifizierung mit mPEG sollte die Enzymoberflache verédndert werden,
sodass eine Stabilisierung der CPO gegenuber hohen Temperaturen und der Anwesenheit von
wassermischbaren organischen Losungsmitteln erfolgt. Dazu sollten zunédchst die optimalen
Modifizierungsbedingungen (das Molekulargewicht des mPEGs, der pH-Wert wahrend der
Modifizierung und das Enzym:PEG-Verhdltnis) unter Erhalt der maximalen Aktivitat
ermittelt werden. Letztendlich sollten sowohl die Aktivitat als auch die Stabilitat der
modifizierten CPO in reinem Citratpuffer sowie in 20 % wassermischbaren organischen

Ldsungsmitteln untersucht und mit dem nativen Enzym verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Acetonitril
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

Biorad Protein Assay
tert-Butylhydroperoxid (TBHP)
Citronensaure

Dextran T500

Diethylether

Dimedon

Dimethylsulfoxid
N,N-Dimetylformamid
Dioxan

Eisen(ll)-sulfat Heptahydrat
Fructose

Glucose

Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Malzextrakt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumnitrat

Natriumsulfat
tri-Nartiumcitrat Dihydrat
Natriumhypochlorit-Ldsung

4-Nitophenol

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Steinheim)

Merck (Darmstadt)

Biorad (Munchen)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Steinheim)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
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4-Nitophenylchloroformat
Polyethylenglykol (PEG) 4000
Polyproplylenglykol (PPG)1200
Pyrogallol

2-Propanol

Rotiphorese® Gel 40

Starke

Salzsdure

Tetrahydrofuran

Thioanisol

Trizma® Base

TEMET

Wasserstoffperoxid 35 %

2.1.2 Sonstige Materialien

Caldariomyces fumago ATCC: 16373
Chloroperoxidase aus C.fumago
Dialyseschlauch aus regenerierter Zellulose
(10000 MWCO)

HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75
HiTrap™ 5 ml DEAE FF

Glaswolle

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
Page Ruler™ Protein Staining Solution
Quarzglaskivette

Roti®-Load (4 x)

Scheidetrichter

Vivaspin 20 Zentrifugentube

Sigma Aldrich (Steinheim)
Sigma Aldrich (Steinheim)
Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Steinheim)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Fluka (Steinheim)

Evonik Degussa GmbH (Essen)

DSMS (Braunschweig)
Sigma Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

GE Healthcare (Miinchen)
GE Healthcare (Minchen)
Merck (Darmstadt)
Fermentas (Leon-Rot)
Fermentas (Leon-Rot)
Hellma (Mihlheim)

Roth (Karlsruhe)
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2.1.3 Gerate und Zubehdr

Elektrophorese (SDS- PAGE)

FPLC

Geldokumentation

Inkubator
Inkubationsschuttler
Laboklav

Magnetriihrer
pH-Meter

Rotationsverdampfer
Thermoblock
Thermoschrénke
UV-Vis- Spektrometer

UV-Vis- Spektrometer
Vortex

Vivaflow 50

Waage

Xcell  SureLock™  Mini-Cell,
Invitrogen (Karlsruhe)
Amersham BioscienceEuropa
GmbH (Freiburg)

Alpha Innotech

(Hessisch Oldendorf)

Memmert (Schwabach)

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
HSP Steriltechnik AG
(Magdeburg)

VWR (Darmstadt)

Metrohm (Filderstadt,
Plattenhardt)

Buchi (Essen)

Peglab (Erlangen)

Agqualytic (Dortmond)

Cary 50, Varian GmbH
(Darmstadt)

Kontron, (Minschen)

Ika (Staufen)

Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

2.1.4 Medien und Puffer

Fructose-Salz Medium

Zusammensetzung pro Liter: 40 g Fructose; 2g NaNOs,; 2g KCI; 2g KH,PO4; 149
MgSO4.7H20; 0,02 g FeS0O,.7H50.
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Fructose-Malzextrakt Medium

Zusammensetzung pro Liter: 40 g Fructose; 20 g Malzextrakt; 2 g NaNOs; 2g KCI; 2 g
KH,POy4; 1 g MgS04.7H,0; 0,02 FeSO4.7H-0.

Kartoffel-Dextrose Agar
Zusammensetzung pro Liter: 20 g Glucose; 15 g Agar; 1 L Infusion aus 200 g Kartoffeln.
Laufpuffer fir SDS-Gel (pH 8,3)

Zusammensetzung pro Liter: 14,4 g Glycerin; 3 g Tris; 1 g SDS.

2.2 Bereitstellung des Enzyms

2.2.1 Kultivierung von C. fumago und Stammhaltung

Zur Kultivierung von C.fumago wurde in einem 100 mL Schittelkolben 50 mL Fructose-
Malzextrakt Medium vorgelegt. Daraufhin wurde ein 1 cm?® Stiick des Myzels aus der
Kartoffel-Dextrose Agarplatte herausgeschnitten und in das Medium gegeben. Die Vorkultur
wurde anschlieBend homogenisiert und bei 25 °C unter stdndigem Schiitteln (100 rpm)
inkubiert. Nach 6 bis 7 Tagen Inkubationszeit wurden die Myzelien mit einem sterilisierten
Rahrfisch homogenisiert und als Inokulum (2 %) fir die Hauptkultur benutzt. Fur die
Produktion der CPO wurde ein Fructose-Salz Medium eingesetzt. In einem 1L
Schittelkolben wurden je 400 mL mit 8 mL Vorkultur beimpft und bei 25 °C unter stdndigem
Schitteln (200 rpm) 10 bis 12 Tage inkubiert [Pickard, 1981; Carmichael, et al., 1986]. Der
Stamm wurde bei 4 °C auf Kartoffel-Dextrose Agarplatten als Lebendkultur gehalten und alle

2 bis 3 Monaten transferiert.

2.2.2 Bestimmung der CPO Produktion

Wahrend der Kultivierung wurde die Produktion der CPO beobachtet, indem jeden Tag
Proben genommen und auf Proteinmenge und Enzymaktivitdt analysiert wurden. Die
Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte nach der Halogenase-Reaktion, dem
Standardaktivitatstest der CPO.
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2.2.3 Bestimmung des Pigments

Die Menge des Pigments im N&hrmedium wurde durch die Messung der Absorption bei einer
Wellenldange wvon 575 nm, ermittelt. Als Blank und Verdunnungsmittel wurde
Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 5,5) genutzt [Carmichael und Pickard, 1989].

2.2.4 Gewinnung des Rohenzyms

Nach 10 bis 12 Tagen Kultivierungszeit wurde das Enzym abgeerntet, indem die Myzelien
mittels Filtration durch Glaswolle vom Medium abgetrennt wurden. Die Myzelien wurden
verworfen und das Enzym enthaltende Filtrat wurde tber Ultrafiltration (Vivaflow 50) mittels
einer Polyethersulfonmembran (PES Membran, 10000 MWCO) auf bis zu fiinffach hohere
Enzymkonzentration aufkonzentriert. Dieser Schritt diente nur zur Konzentrierung des
Rohextraktes vor der Aufreinigung in wassrigen Zweiphasensystemen, um den Verbrauch der

Polymere zu reduzieren.

2.2.5 Proteinaufreinigung mittels wassrigen Zweiphasensystems

Die wassrigen Zweiphasensysteme wurden auf (w/w) % Basis vorbereitet, indem die
bendtigten Mengen von Polymeren, die die Phasen bilden, mit der Rohenzymldsung gemischt
wurden. Die Lésung wurde in einem Becherglas bei Raumtemperatur (RT) gemischt und
dann in einen Scheidetrichter Gberfuhrt. Innerhalb von 15 Minuten erfolgte die Abtrennung
der Phasen. Die erhaltenen Phasen wurden dann separat gesammelt und auf Enzymaktivitat
getestet. Folgend wird die konkrete Durchfiihrung der Aufreinigung mittels des wéssrigen

Zweiphasensystems beschrieben:

= PEG 4000/PPG1200 (7,5 %, 25 % wi/w):

7,59 PEG 4000, 25 gPPG 1200 und 2 g NaCl wurden in 65 mL Rohenzymextrakt geldst
(Endvolumen 95 mL). Nach dem Absetzen wurde die Unterphase (PEG-Phase) gesammelt.
Dazu wurden 2% NaCl und 15% (NH,;),SO, beziehungsweise 15 % (w/v) NaySO4

zugegeben, um das zweite Zweiphasensystem zu bilden.
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» PEG 4000/Stérke (8,29 %, 7,05 % w/w):

10 g PEG 4000, 8,5 g Starke und 2 g NaCl wurden zu 100 mL Rohenzymextrakt zugegeben
(Endvolumen 120,5 mL). Nach der Phasentrennung wurden die Phasen gesammelt. Fir die
Bildung des weiteren Zweiphasensystems wurden zu der Oberphase (PEG-Phase) 2 % NaCl
und 15 % (NH,4),SO4 beziehungsweise 15 % (w/v) Na,SO,4 zugegeben.

= PEG 4000/Dextran T500 (9 %o, 8,5 % w/v):

4,5 g PEG 4000, 4,25 g Dextran T500 und 1 g NaCl wurden in 25 mL dest. Wasser gemischt
und erhitzt, bis die Polymere sich l16sen. Nach der Abkiihlung wurden 25 mL Rohextrakt dazu
gegeben (Endvolumen 50 mL). Nachdem die Phasen sich getrennt hatten, wurde die
Oberphase (PEG-Phase) gesammelt. Dazu wurden 2 % NaCl und 15 % (NH4),SO4 bzw. 15 %
(w/v) Na,SO4 zugegeben, um das zweite Zweiphasensystem zu bilden.

2.2.6 Chromatographie

lonenaustauschchromatographie

Die vom zweiten Zweiphasensystem erhaltene Unterphase (Salzphase), die die CPO enthilt,
wurde gesammelt und gegen dest. Wasser dialysiert. Nach der Dialyse wurde der pH-Wert
mit 1 M K;HPO, auf 5,8 eingestellt. Die weitere Aufreinigung des Enzyms erfolgte unter
Verwendung eines FPLC-Systems. Dabei lief die Kationenaustauschchromatographie mittels
einer HiTrap™ DEAE FF Siule mit einem Saulenvolumen (SV) von 5 mL ab. Die Séule
wurde mit 5-fachem SV Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 5,8) &dquilibriert. Nachfolgend
wurde die Enzymldsung iiber einen Superloop™ (50 mL) auf die Saule aufgetragen. Die
Flussrate betrug 1 mL/min. Die ungebundenen Proteine wurden dann U(ber zwei
Saulendurchldufe gewaschen. Die Elution des Enzyms erfolgte durch einen linearen
Gradienten von 20-200 mM Kaliumphpsphatpuffer (pH 5,8). Die erhaltenen Fraktionen
wurden auf Enzymaktivitdt untersucht, wobei die aktiven Fraktionen vereinigt und unter
Verwendung von ,,Vivaspin 20“ Zentrifugentuben mit Ausschlussgrole von 10,000 Da

aufkonzentriert wurden.
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Gelfiltration

Die Gelfiltration diente zur Entsalzung der Enzymldsung nach der Kationenaustausch-
chromatographie und erfolgte tiber Superdex™ 75 Saule. Die Saule wurde mit 5-fachem SV
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 4,1) &quilibriert. Danach wurde die Enzymlésung auf
die Sdule aufgetragen und die CPO enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und bei 4 °C

gelagert. Alle Chromatographieschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

2.2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford bestimmt. Der gesamte Proteingehalt
wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm ermittelt, da das
Absorptionsmaximum des Coomassie Brilliant Blau-G-250 Reagenzes durch die Bindung an
Proteine von 465 nm nach 595 nm verschoben wird. Die Absorption ist proportional zur
vorhandenen Proteinmenge. Die Ermittlung der Proteinkonzentrationen erfolgte anhand einer
Kalbrierung mit Rinderserumalbumin (BSA) bei Konzentrationen zwischen 0 bis 25 pg/mL.
Jeweils 800 pL der entsprechende Probe wurden mit 200 uL Bradfordreagenz versetzt und

nach 10-mindtiger Inkubation bei RT bei 595 nm vermessen.

2.2.8 SDS-PAGE

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur Analyse
des Molekulargewichts von Proteinen eingesetzt. Die Zusammensetzung des Sammel- bzw.

Trenngels ist in Tabelle 2.1 zusammengestellt.

Die zu analysierenden Proben wurden 1:1 mit dem Probenpuffer Roti®-Load (4x) versetzt
und far 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach der Abkuhlung der Proben wurden jeweils
20 uL in die Probentaschen aufgetragen. Als Standard zur Bestimmung des
Molekulargewichts der Proteine wurden 5 uL Protein Marker (Page Ruler™ Prestained
Protein Ladder) mitlaufen lassen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 180 Volt fur 1-1,5 Stunden. Im Anschluss wurde das Gel 30 Minuten mit dest.
Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde das Gel tiber Nacht in Page Ruler™ Protein Staining

Solution angefarbt. AbschlieBend wurde das Gel mit dest. Wasser entfarbt.
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fir 12 % SDS-Gele.

Komponenten 12% Trenngel 5% Sammelgel
[mL] [mL]

dest. Wasser 6,45 4,35

Tris/HCI Puffer (1,5 M, pH 8,8) 3,75 -

Tris/HCI Puffer (1 M, pH 6,8) - 0,75

Acrylamidlésung (40 %) 4,5 0,75

SDS 10 % (w/v) 0,15 0,6

APS 10 % (w/v) 0,15 0,6

TEMED 0,006 0,006

2.2.9 Dialyse

Zur Entfernung der Salze von der Proteinldsung wurde eine Dialyse durchgefuhrt. Dazu
wurde ein Dialyseschlauch aus regenerierter Zellulose mit Ausschlussgrofien von 10 kDa
genutzt. Die Dialyse erfolgte Uber Nacht gegen niedrig konzentrierten Kaliumphosphatpuffer
bzw. dest. Wasser (100 Faches Volumen) unter stdandigem Rihren bei 4 °C. Wé&hrend der

Dialyse wurde der Puffer einmal ausgetauscht.

2.3 Untersuchung der Enzymaktivitaten
2.3.1 Halogenase-Aktivitat (Chlorierungsreaktion)

Fur die Untersuchung der Halogenase-Aktivitdit der CPO diente die Chlorierung von
Monochlorodimedon (MCD) zum Dichlorodimedon (DCD) als Modellreaktion. Diese
Reaktion stellt den Standardtest fiir die Bestimmung der katalytischen Aktivitat der CPO dar
[Morris und Hager, 1966; Hallenberg und Hager, 1978]. Die Aktivitdt wurde
spektrophotometrisch anhand des Verbrauchs von MCD ermittelt. Dabei wurde die Abnahme
der Absorption bei einer Wellenldnge von 278 nm verfolgt, wobei das MCD sein
Absorptionsmaximum besitzt. Das Reaktionsvolumen betrug 1 mL und setzte sich

folgendermalen zusammen:

Puffer 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,75
MCD 0,1 mM
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H20; 2 mM
NaCl 20 mM

Die Reaktionslosung wurde in eine 1 mL Quarzglaskiivette Uberfiihrt und mittels eines langen
Ruhrfisches durchmischt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1-10 pL Enzymldsung
gestartet und die Abnahme der Absorption fir 1 Minute bei RT verfolgt, wobei das
Messintervall auf 1 Sekunde festgelegt wurde. Die Absorptionsabnahme war linear fir
mindestens 1 Minute. Die molare Konzentration von MCD wurde mit Hilfe des
Extinktionskoeffizienten aus der gemessenen Extinktion unter Verwendung des Lambert-

Beerschen Gesetzes (Gleichung 2.1) berechnet.

Ext=¢-c-d (Gleichung 2.1)

wobei Ext die Extinktion, ¢ die molare Konzentration, ¢ der Extinktionskoeffizient und d die
Schichtdicke darstellt. Die Berechnung der volumetrischen Aktivitat erfolgt demzufolge nach
folgender Gleichung:

AE -V

= ges Gleichung 2.2
A Voe-d ( g22)

wobei A, die volumetrische Aktivitit [U ml™], AE die Extinktionsdifferenz tiber die
Zeit [min™], Vs das Gesamtvolumen [mL], Ve das Volumen des eingesetzten Enzyms [mL],
d die Schichtdicke der Kiivette [cm] und ¢ der Extinktionskoeffizient von MCD bei 278 nm
[€ 27 =1,22 10* L mol™ cm™] ist. Die Schichtdicke der Kiivette liegt bei 1 cm. Eine Unit der
CPO st definiert als die Enzymmenge, die die Chlorierung von 1 pmol MCD pro Minute
katalysiert. Das Substrat MCD wurde, wie in der Arbeit von Hager 1978 beschrieben,
synthetisiert. Aus diesem Grund wird der Extinktionskoeffizient experimentell ermittelt und
mit dem Literaturwert verglichen. Dazu wurde die Absorption von MCD bei
unterschiedlichen Konzentrationen von 0,005 mM bis 0,25 mM (bei einer Wellenldnge von
278 nm) untersucht. Eine Auftragung der gemessenen Werte fur die Absorption gegen die

Konzentration ergibt eine Gerade, deren Anstieg dem Extinktionskoeffizienten entspricht.

Die Halogenase-Aktivitat wurde hinsichtlich des Einflusses von pH-Wert, Temperatur,

Konzentration der Reaktanden und der Anwesenheit organischer Losungsmittel untersucht.
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pH- und Temperaturoptimum

Die Ermittlung des pH-Optimums erfolgte Uber den Aktivitatstest bei verschiedenen pH-
Werten. Dazu wurden 100 mM Kaliumphosphatpuffer mit verschiedenen pH-Werten (2, 2,75,
4 und 5) hergestellt. Der Aktivitéatstest wurde dann bei RT mit den entsprechenden Puffern
durchgefiihrt. Bei der Bestimmung der optimalen Temperatur, hinsichtlich der maximalen
Halogenase-Aktivitat der nativen CPO, wurden die Reaktionsansdtze (Zusammensetzung
siehe Halogenase-Aktivitatstest) in Mikroreaktionsgefédlen auf die erwinschte Temperatur
erhitzt und umgehend in die Kuvette, die sich in dem entsprechend temperierten
Kivettenhalter befand, umpipettiert und dann die Reaktion gestartet. Die Messung erfolgte
zwischen 20 und 60 °C in 5 °C Schritten.

Einfluss der MCD- und NaCl- Konzentrationen

Bei der Untersuchung des Einflusses der MCD- und NaCl-Konzentrationen auf die
Halogenase-Aktivitat wurde die Reaktion in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,75 bei RT
und einer H,0,-Konzentration von 2 mM durchgeflihrt. Der Einfluss von MCD wurde im
Konzentrationsbereich zwischen 0,01 und 0,3 mM variiert, wobei eine konstante NaCl-
Konzentration von 20 mM beibehalten wurde, untersucht. Zur Ermittlung des Einflusses des
NaCl wurden die entsprechenden Konzentrationen zwischen 0 und 150 mM variiert, wahrend

die Konzentration von MCD konstant bei 0,1 mM gehalten wurde.

Einfluss von Wasserstoffperoxid

Der Einfluss des Wasserstoffperoxids auf die Halogenase-Aktivitat wurde Gber die Variation
der H,0,-Konzentration in dem Reaktionsansatz zwischen 0,1 und 5 mM untersucht. Die

Reaktion erfolgte ebenso bei RT und alle anderen Parameter wurden konstant gehalten.

Einfluss von organischen Losungsmitteln

Fur die Untersuchung der Halogenase-Aktivitat unter Einfluss verschiedener organischer
Losungsmittel wurden wassermischbare Ldsungsmittel ausgewéhlt. Dabei handelte es sich
um Dioxan, Tetrahydrofuran (THF) und Acetonitril, die zu einem Anteil von 10 und 25 %
dem Reaktionssystem zugesetzt wurden. Die Messungen erfolgten bei folgenden

Bedingungen:
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Puffer 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,75
MCD 0,1 mM

H.0; 2 mM

NaCl 20 mM

2.3.2 Monooxygenase-Aktivitat (Sulfoxidation)

Fur die Untersuchung der Monooxygenase-Aktivitat der CPO diente die Sulfoxidation von
Thioanisol als Modellreaktion, bei der Thioanisol zu dem entsprechenden Sulfoxid umgesetzt
wird. Die Aktivitat wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 250 nm ermittelt,
gemessen wurde dabei der Verbrauch von Thioanisol. Die Abnahme der Absorption wurde
fur eine Minute mit einem Messintervall von einer Sekunde bei RT verfolgt. Das

Reaktionsvolumen betrug 1 mL und setzte sich folgendermal3en zusammen:

Puffer 50 mM Citratpuffer pH 5
Thioanisol 0,5 mM
H>0> 0,5 mM

990 pl der Reaktionslosung wurden in eine 1 mL Quarzglaskivette tberfuhrt und mittels
eines langen Rihrfisches durchmischt. Gestartet wurde die Reaktion mit 10 uL Enzymldsung.
Die molare Konzentration von Thioanisol wurde analog zu Gleichung 2.1 und die
Enzymaktivitat analog der Chlorierungsreaktion berechnet (Gleichung 2.2), wobei der molare
Extinktionskoeffizient von Thioanisol bei 250 nm 9700 L mol™ cm™ betragt [Spreti, et al.,
2004; Liu und Wang, 2007]. Eine Unit wurde dabei definiert als die Enzymmenge, die 1 umol

Thioanisol pro Minute unter den gegebenen Bedingungen umsetzt.

pH- und Temperaturoptimum

Um das pH-Optimum der Oxidation von Thioanisol zu ermitteln, wurde die Reaktion in
50 mM Citratpuffer bei verschiedenen pH-Werten (3, 4, 5, 6 und 7) durchgefiihrt. Dabei
erfolgte die Reaktion bei RT. Bei der Ermittlung des Temperaturoptimums erfolgte die
Reaktion in 50 mM Citratpuffer pH 5 bei verschiedenen Temperaturen, die von 20 - 80 °C

variiert wurden.
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Einfluss der Konzentrationen von Thioanisol und H,O»

Die katalytische Aktivitdt wurde als Funktion der Konzentration von Thioanisol und H,0,
untersucht, indem die Thioanisolkonzentration von 0,05-0,65mM und die H,0,-
Konzentration von 0,05-4 mM variiert wurden. Die Reaktion erfolgte ebenfalls in
Citratpuffer (50 mM, pH 5) bei RT.

Einfluss von organischen Lésungsmitteln

Der Einfluss organischer Losungsmittel auf die Monooxygenase-Aktivitdt wurde untersucht,
indem die Oxidation von Thioanisol in der Anwesenheit von verschiedenen
wassermischbaren organischen Losungsmitteln durchgefihrt wurde. Dabei handelte es sich
um Dioxan, Tetrahydrofuran, Acetonitril, Isopropanol und 1-Butanol, die zu einem Anteil von
5, 10 und 25 % dem Reaktionssystem zugesetzt wurden. Die Messungen erfolgten mittels des

anfangs definierten Aktivitatstests.

2.3.3 Peroxidase-Aktivitat (Oxidation von Pyrogallol)

Als Modellreaktion fur die Untersuchung der Peroxidase-Aktivitait der CPO diente der
Standardaktivitatstest von Peroxidasen und zwar die Oxidation von Pyrogallol zu
Purpurogallin. Die Ermittlung der Aktivitdt erfolgte spektrophotometrisch bei einer
Wellenlédnge von 420 nm. Beobachtet wurde dabei die Zunahme der Absorption beruhend auf
der Produktbildung. Die Reaktionsdauer betrug eine Minute mit einem Messintervall von
einer Sekunde. Die Zusammensetzung der Reaktion war folgendermallen: 100 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol und 4 mM H,0,. 990 uL Substratldsung
wurden in einel mL Quarzglaskivette Uberfihrt und die Reaktion mit 10 pL Enzymldsung
unter Ruhren gestartet. Die volumetrische Aktivitdt wurde nach Gleichung (2.2) berechnet.
Nach dem Einsatz der bekannten Werte in Gleichung (2.2) ergibt sich die folgende
Gleichung:

AE
V.12

A = (Gleichung 2.3)

wobei 12 der Extinktionskoeffizient von 1 mg/mL Purpurogallin ist. Demzufolge wurde eine
Unit in diesem Fall als die Enzymmenge definiert, die unter den angegebenen Bedingungen

ein mg Purpurogallin pro Minute bildet.
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pH-und Temperaturoptimum

Der Einfluss des pH-Werts auf die Peroxidase-Aktivitat der CPO wurde untersucht, indem die
Oxidation von Pyrogallol in 100 mM Kaliumphosphatpuffer bei verschiedene pH-Werten
(2,75, 4, 5 und 6) bestimmt wurde. Um das Temperaturoptimum zu bestimmen, wurde die

Reaktion bei Temperaturen zwischen 25 und 70 °C in 5 °C Schritten durchgefihrt.

Einfluss der Substratkonzentrationen

Der Einfluss der Substratkonzentration auf die Peroxidase-Aktivitat der CPO wurde Uber die
Variation der Konzentration zwischen 0,5—-40 mM bei Pyrogallol bzw. zwischen 0,25 —
20 mM bei H,0, untersucht. Die Reaktion erfolgte in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 4
bei RT.

Einfluss der organischen Lésungsmittel

Die Peroxidase-Aktivitdt der CPO wurde unter dem Einsatz von wassermischbaren
Losungsmitteln wie Dioxan, Tetrahydrofuran und Acetonitril untersucht. Die organischen

Losungsmittel wurden zu einem Anteil von 10 und 25 % dem Reaktionssystem zugesetzt.

2.4 Untersuchung der Lagerungsstabilitat der CPO

Die Lagerungsstabilitdt wurde untersucht, indem das Enzym bei bestimmten Bedingungen
inkubiert und die Restaktivitdt mittels des entsprechenden Aktivitatstests in regelméaligen
Abstdnden gemessen wurde. Die Halbwertszeit des Biokatalysators lasst sich Uber die

Inaktivierungskonstante bestimmen, die sich aus Gleichung (2.4) ergibt.
relative Aktivitat = e™ (Gleichung 2.4)
wobei k die Inaktivierungskonstante und t die Zeit ist. Durch die Auftragung des nattrlichen

Logarithmus der relativen Aktivitit gegen die Zeit erhélt man die Inaktivierungskonstante als

Steigung (Gleichung 2.5).
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- In(relative Aktivitat) =k - t (Gleichung 2.5)

Die Halbwertszeit ty/, lasst sich nach der Gleichung (2.6) berechnen

t,, = InTZ (Gleichung 2.6)

Die Lagerungsstabilitat der CPO wurde flir zwei Reaktionstypen bestimmt. Zum einen wurde
sie flr die Peroxidase-Reaktion und zum anderen flir die Monooxygenase-Reaktion

untersucht.

2.4.1 Temperaturstabilitat

Bei der Bestimmung der Temperaturstabilitit wurde die CPO in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 4 fir die Oxidation von Pyrogallol und in 50 mM Citratpuffer pH 5
fur die Sulfoxidation von Thioanisol eingesetzt. Die Enzymlésungen wurden dann bei
verschiedenen Temperaturen in einem Bereich von 25 °C - 60 °C inkubiert. Es wurden nach
verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen und die Aktivitdt bestimmt. Mittels der
Abnahme der Aktivitdt Uber die Zeit wurde die Halbwertszeit bei den jeweiligen

Temperaturen ermittelt.
2.4.2 pH-Stabilitat

Zur Bestimmung der Stabilitdt gegenuber dem pH-Wert wurde das Enzym in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer fur die Oxidation von Pyrogallol und in 50 mM Citratpuffer fur die
Sulfoxidation von Thioanisol bei verschiedenen pH-Werten bei 4 °C inkubiert. Anschliefend

wurde die Restaktivitat nach verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.
2.4.3 Oxidationsmittelstabilitat

Zur Ermittlung der Stabilitdt gegeniber dem Oxidationsmittel bei der Oxidation von
Pyrogallol wurde das Enzym bei 2 mM H,0; in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 4 bei RT
inkubiert. Nach 15, 30, 60 und 120 Minuten Inkubation wurde die Restaktivitat des Enzyms

durch die Zugabe von weiteren 4 mM H;O, und der Zugabe vom Substrat gemessen. Als
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Ausgangaktivitat diente die Aktivitdit des Enzyms bei 4 mM H,0,, da die 2 mM H,0,
wahrend der ersten 15 Minuten durch die Katalase-Aktivitat des Enzyms konsumiert wurden
[Park und Clark, 2006]. Bei der Sulfoxidation von Thioanisol wurde das Enzym in 50 mM
Citratpuffer pH 5 bei verschiedenen H,0,-Konzentrationen (0,5, 1 und 2 mM) inkubiert. Die
Restaktivitat wurde durch die Zugabe von Thioanisol und 0,5 mM H,0, nach verschiedenen
Zeitpunkten ermittelt. Dabei diente die bei 0,5 mM H;O, gemessene Aktivitdt als
Ausgangspunkt.

2.4.4 Losungsmittelstabilitat

Sowohl bei der Pyrogallol-Oxidation als auch bei der Sulfoxidation von Thioanisol wurde die
Lagerungsstabilitdit des Enzyms in Gegenwart von organischen wassermischbaren
Losungsmitteln ermittelt. Dabei wurde das Enzym in den entsprechenden Puffern mit einem
Losungsmittelanteil von 30 % bzw. 50 % bei 4 °C inkubiert. Die Inkubation erfolgte in
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 4 bzw. 50 mM Citratpuffer pH 5 bei der Oxidation von
Pyrogallol bzw. Thioanisol. Die Stabilitdt des Enzyms wurde in Anwesenheit von Dioxan,
Acetonitril und Tetrahydrofuran bei der Oxidation von Pyrogallol und zusétzlich zu
Isopropanol bei der Thioanisoloxidation bestimmt. Aus der Abnahme der Aktivitat Gber die

Zeit wurden die Inaktivierungskonstanten bestimmt und dariber die Halbwertszeiten.

2.5 Charakterisierungen der Aktivitat und Stabilitat der CPO mittels
Factorial Designs

Mittels Factorial Designs (Statistische Versuchsplanung) kénnen die Wechselwirkungen
zwischen den EinflussgroRen auf die ZielgrofRen im Gegensatz zu klassischen Methoden
bestimmt werden, da Uber statistische Zusammenhénge alle Faktoren gleichzeitig variiert
werden konnen. Hierbei wurde der Einfluss von Temperatur, pH-Wert und organischen
wassermischbaren Losungsmitteln auf die Aktivitat und Stabilitdt der CPO untersucht. Die
Temperatur und der pH-Wert stellen quantitative Faktoren dar und kdnnen einfach variiert
werden. Die Anwesenheit eines organischen Lésungsmittels stellt hingegen einen qualitativen
Faktor dar, wobei in diesem Zusammenhang funf organische L&sungsmittel untersucht

wurden. Dabei handelte es sich um DMSO, Dioxan, Isopropanol, Acetonitril und DMF. Die
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erhaltenen Versuche wurden demnach in reinem Citratpuffer sowie in der Anwesenheit von
20 % Losungsmittel durchgefiihrt. Die beiden Einflussgroen wurden in 2 Stufen festgelegt
(15 °C - 45 °C fur die Temperatur, 3-5 fir den pH-Wert). Der Versuchsplan wurde nach dem
,Central-Composite-Design* erstellt, das aus einem Wairfel und einem Stern besteht. Der
Wirfel ist ein zweistufiger Versuchsplan, wobei der Stern durch Variation der einzelnen
Faktoren entsteht (Abbildung 2.1). Sein Stufenabstand Ubersteigt dabei den des Wirfels, also
wird letztendlich jeder Faktor auf 5 Stufen getestet. Demzufolge bietet das ,,Central-

Composite-Design‘ die Moglichkeit, auch nichtlineare Zusammenhéange zu untersuchen.

®
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Abbildung 2.1: Die dreidimensionale Konfiguration eines ,,Central-Composite-Designs*.

Die Zahl der Versuche und die Faktorkombinationen des einzelnen Versuchs kénnen dem

Versuchsplan, wie in der Tabelle 2.2 dargestellt, entnommen werden.

Tabelle 2.2: Der nach ,,Central-Composite-Design“ erhaltene Versuchsplan fir zwei Faktoren (Temperatur

15 °C-45 °C, pH-Wert 3-5) mit den Faktorenkombinationen, bei denen die Aktivitat und Stabilitdt der CPO
untersucht wurden.

1 2 3 4 5 6 7 g8
1 | Exp No| Exp Name Run Order Incl/Excl Aktivitat Halbwertszeit
2 1 N1 5 Incl v 15 3
3 2 N2 g Incl v 45 3
4 3 N3 6 Incl v 15 3
5 4 N4 3 Inel |+ 45 5
B 5 N5 11 Incl v g,79 4
7 6 NB 1 Incl v 51,21 4
8 7 N7 9 Incl v 30 2,586
9 8 N 10 Incl | w 30 5,414
10 9 N9 7 Incl v 30 4
1 10 N10 2 Incl v 30 4
12 11 N1 4 Incl v 30 4
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Das letzte System diente zur Untersuchung der Stabilitat sowie der Aktivitadt des Enzyms in
einem Temperaturbereich, in dem das Enzym eine messbare Stabilitit zeigt. Daher wurde
auch eine andere Versuchsplanung fur die Untersuchung der Aktivitdt bei hoheren
Temperaturen (45 °C - 65 °C) mittels ,,Face-Centered-Composite-Design® durchgefiihrt,
wobei die zusétzlichen Sternversuche nicht uber den Wirfel hinausragen. Tabelle 2.3 stellt

die Versuchsplanung mit den Faktorkombinationen jedes einzelnen Versuchs dar.

Tabelle 2.3: Der nach ,,Face-Centered-Central-Composite-Design® erhaltene Versuchsplan fiir zwei Faktoren
(Temperatur, pH-Wert) mit den Faktorenkombinationen, bei denen die Aktivitdit der CPO bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C) untersucht wurde.

B Worksheet

| 2 s | ¢+ | s [ e | 7 |
1 | Exp No|] Exp Name Run Order Incl/Excl Aktivitat
2 1M 11 |Incl - 45 3
3 2 N2 6 Incl - 65 3
4 3 M3 7 | Incl - 45 5
& 4 N4 S| Incl - 65 L5
G 5 Na 4 | Incl - 45 E!
7 & N& g Incl - 65 4
] 7N 10 | Inel - 55 3
49 g M3 3 | Incl - 55 5
10 =R 9 | Incl - 55 4
11 10 N10 1 Inel - 55 4
12 11 N1 2 |Incl - 55 4

Bei der Charakterisierung der Aktivitdt und Stabilitat mittels Design of Experiments wurde
die Oxidation von Pyrogallol als Modellreaktion eingesetzt. Der Aktivitatstest wurde aber in
100 mM Citratpuffer mit dem entsprechenden pH-Wert anstatt von Kaliumphosphatpuffer
und bei der angegebenen Temperatur durchgefuhrt. Bei den Stabilitdtsuntersuchungen wurde
das Enzym je nach der Versuchkombination inkubiert und die Abnahme der Aktivitét Gber die
Zeit bestimmt, woraus die Halbwertszeit ermittelt werden konnte. Die Inkubation erfolgte

ebenso in 100 mM Citratpuffer.
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2.6 Chemische Modifikation der CPO mit Methoxypolyethylenglykol
(mPEG)

2.6.1 Aktivierung von Methoxypolyethylenglykol

Fur die chemische Modifizierung der CPO wurde mPEG 2000 und mPEG 5000 verwendet,
deren Aktivierung mit p-Nitrophenylchloroformat erfolgte. Dazu wurden 5 g mPEG 2000 in
10 mL bzw. 10g mPEG 5000 in 20 mL wasserfreiem Acetonitril gelost. Eine L&sung
bestehend aus 0,7 mL Triethylamin und 1 g bzw. 0,5 g p-Nitrophenylchloroformat wurde
anschlielend zu der mPEG 5000 bzw. der mPEG 2000 Losung gegeben. Unter Stickstoff-
Schutzgasatmosphéare wurde das Gemisch (ber Nacht geriihrt, wobei sich ein weiler
Niederschlag bestehend aus mPEG und Triethylaminchlorid bildete. Der Niederschlag wurde
filtriert, mit 200 mL (mPEG 5000) bzw. 100 mL (mPEG 2000) wasserfreiem Diethylether
versetzt und auf 4 °C abgekihlt. Dabei entstand erneut ein weilRer Niederschlag aus dem
Produkt und dem nicht aktivierten mPEG. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, getrocknet
und in 10 mL Acetonitril resolviert, um das Produkt aufzureinigen. Diese LOsung wurde
erneut mit Diethylether versetzt und auf 4 °C gekihlt. AnschlieRend wurde der entstehende
Niederschlag abfiltriert und getrocknet. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt und Proben

wurden anschlieRend mittels *H-NMR analysiert.

'"H-NMR p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat:
(6, 200 MHz, 20 °C, CDCL3): 8,3 (m, 4H), 7,4 (m, 4H), 4,4 (s, 4H), 3,5 (m, XH), 2,1 (s, 1H),
1,45 (m, 8H)

2.6.2 Bestimmung des Aktivierungsgrades von p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat

durch alkalische Hydrolyse

Der Aktivierungsgrad kann durch die Esterhydrolyse von p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat
bestimmt werden, indem die Konzentration des freigesetzten p-Nitrophenols
spektrophotometrisch ermittelt wird, da diese Menge der Menge der aktivierten
Hydroxylgruppen entspricht. Dazu wurde das aktivierte mPEG in einer Konzentrationen von

0,16 g/L in dest. Wasser geldst. Die Hydrolyse erfolgte unter Ruhren bei RT und wurde durch
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Zugabe von 1 M NaOH (1,2 pL/mL) gestartet. Die Zunahme der Absorption wurde bei 400
nm fur 40 Minuten verfolgt. Anhand einer Kalibrierungsgeraden (0- 0,15 mM) wurde die

Konzentration an freigesetztem p-Nitrophenol ermittelt.

2.6.3 Modifizierung des Enzyms

Fir die Modifizierung des Enzyms wurden Enzymldsungen in 100 mM Kaliumphosphat-
puffer in verschiedenen Konzentrationen (0,1 - 1 mg/mL) bei unterschiedlichen pH-Werten
(6, 6,5 und 7) hergestellt. Zu diesen Lésungen wurde aktiviertes mPEG 2000 bzw. mPEG
5000 in unterschiedlichem molarem Uberschuss (1000-5000-fach) gegeben. Die
Modifizierungsreaktion erfolgte bei RT unter leichtem Rihren fir 1 bis 4 Stunden. Nach
verschiedenen Zeitpunkten der Modifizierungsreaktion wurden zum Teil Proben aus dem
Reaktionsansatz genommen, in einem SDS-PAGE analysiert und hinsichtlich der
Enzymaktivitdt untersucht. Als Aktivitatstest diente die Oxidation von Pyrogallol zu

Purpurogallin. Die Reaktion erfolgte in 100 mM Citratpuffer pH 4,5 bei RT.

2.6.4 Aufreinigung des modifizierten Enzyms

Zur Entfernung des freigesetzten p-Nitrophenols und des nicht gebundenen mPEGs von der
modifizierten Enzymlésung wurde eine Dialyse durchgefiihrt. Hierzu wurden die Ansétze in
einem Dialysemembranschlauch mit AusschlussgroRen von 10 kDa Gberfihrt und
anschlieRend flir 24 Stunden bei 4 °C gegen 300-fach 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 5
dialysiert. Im Anschluss wurden Proben aus den Dialysaten entnommen und auf
Proteinkonzentration und Enzymaktivitat untersucht. Abschliefend wurden die aufgereinigten

Enzymldsungen bei 4 °C gelagert.

2.6.5 Charakterisierung des modifizierten Enzyms

Als Modellreaktion fiir die Untersuchung der Aktivitdt und der Stabilitdt des modifizierten
Enzyms diente die Oxidation von Pyrogallol. Die Enzymaktivitit wurde in 100 mM
Citratpuffer sowie in organischen wassermischbaren L&sungsmitteln untersucht. Die

Losemittel wurden in 20 % Anteilen des gesamten Volumens eingesetzt. Die Reaktion
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erfolgte in 1 mL Volumen bei verschiedenen pH-Werten und Temperaturen, je nach

Losungsmittel (basierend auf die Ergebnisse von DOE).

Tabelle 2.4 listet die untersuchten Reaktionsmedien mit den entsprechenden pH-Werten und
den angemessenen Temperaturen. Die Stabilitdt des modifizierten Enzyms wurde sowohl in
Citratpuffer als auch in organischen wassermischbaren Ldsungsmitteln untersucht. Dazu
wurde das Enzym in 100 mM Citratpuffer bzw. 20 % igen Losungsmittelanteilen bei 45 °C
inkubiert und die Restaktivitat Uber die Zeit ermittelt. Der Aktivitatstest erfolgte in 100 mM
Citratpuffer in einem Gesamtvolumen von 1 mL bei RT. Der pH-Wert, bei dem die
Inkubation und der Aktivitatstest erfolgte, ist vom LOsungsmittel abhangig (basierend auf die
Ergebnisse von DOE) (Tabelle 2.5).

Um das modifizierte Enzym mit dem Nativen zu vergleichen, wurden ebenso die Aktivitat

und die Stabilitat des nativen Enzyms parallel bei den gleichen Bedingungen untersucht.

Tabelle 2.4: Die Reaktionsmedien mit den entsprechenden Temperaturen und pH-Werten, bei denen die

Aktivitat der mit mPEG modifizierten CPO untersucht wurde (basierend auf die Ergebnisse von DOE).

Reaktionsmedium Temperatur [°C]  pH-Wert

45 45

Citratpuffer 59 4

RT 45

45 4.8

DMSO 65 3,8

Isopropanol 45 48

Prop 56 42

. 45 4.2

Dioxan

58 4

. 45 3,3
Acetonitril

57 4

DME 45 4.2

RT 4,2
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Tabelle 2.5: Die fiir die Stabilitatsuntersuchung, der mit mPEG modifizierten CPO verwendenten,
wassermischbaren organischen Lésungsmittel, mit den entsprechenden pH-Werten (basierend auf die Ergebnisse
von DOE).

Inkubationsmedium pH-Wert
100 mM Citratpuffer 45
20 % DMSO 4,8
20 % Isopropanol 4.8
20 % Dioxan 4,2
20 % Acetonitril 3,3

20 % DMF 4,2
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Optimierung des Aufreinigungsprotokolls

Die Produktion der CPO umfasst eine 20 tagig andauernde zwei-Schritte Batch-Fermentation
des marinen filamentdsen Pilzes Caldariomyces fumago. Wéhrend des Prozesses wird die
CPO zusammen mit einem schwarzen gelatindsen Pigment in das Nahrmedium sekretiert
[Morris und Hager, 1966; Pickard, 1981]. Dieses Pigment; welches der Pilz produziert, macht
die anschlieRende Verarbeitung der Enzymldsung sehr mihsam und zeitaufwendig. Zuerst
wurde die Isolierung der CPO von Hager beschrieben. Hierbei erfolgte die Isolierung nach
mehreren essentiellen wie folgt beschriebenen zeitintensiven Schritten:

e 4-5Tage Dialyse

e Einfrieren bei -20 °C fir 3-4 Wochen. Dieser Schritt dient vor allem zur Entfernung

des Pigments.

e Ethanolféallung

¢ lonenaustauschchromatographie

e  Ammoniumsulfatfallung
Insgesamt umfasst die Aufreinigung eines Enzymbatches mindestens 5 Wochen mit
maximalem Erhalt von 38 % der Ausgangsaktivitit. Dabei erreicht die spezifische Aktivitit
einen maximalen Wert von 2200 U/mg in Bezug auf die Halogenierung von MCD
[Hallenberg und Hager, 1978]. Eine Verbesserung dieses Aufreinigungsprotokolls wurde von
Gonzalez-Vergara et al. und Pikard et al. beschrieben. Bei der Aufreinigung der CPO nach
Gonzalez-Vergara erfolgte die Entfernung des Pigments durch eine PEG-Ausféllung, gefolgt
von mehreren Filtrationsschritten. Die nachfolgenden Aufreinigungsschritte bestehen aus
einer lonenaustauschchromatographie, einer Ammoniumsulfatfallung und einer extensiven
Dialyse [Gonzalez-Vergara, et al., 1985]. Pikard et al. entfernte das Pigment von der
Enzymlésung mittels zwei aufeinander folgenden Gefrier- und Auftauschritten der CPO-
Pigment-Losung, gefolgt von Filtration, Zentrifugation und einer PEG-Fallung. Die weitere
Aufreinigung des Enzyms wird mittels Dialyse und Chromatographie erreicht [Pikard, et al.,
1991]. Mit diesen zwei verbesserten Aufreinigungsprotokollen konnte die Restaktivitat bis zu

70 % erhoht werden. Dennoch bleibt ein erforderlicher hoher zeitlicher Aufwand, um eine
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angemessene Aufreinigung des Enzyms zu erreichen. Aus diesen Griinden sind die Kosten
des gereinigten Enzympraparates sehr hoch, was den Einsatz der CPO in technischen
Anwendungen begrenzt. Deswegen besteht der Bedarf an der Entwicklung einer neuen
Isolierungsmethode, um eine anwendbare Durchfuhrung und Reinheit des Enzyms zu

erreichen, um den Einsatz der CPO in technischen Prozessen zu ermdglichen.
3.1.1 Isolierung der Chloroperoxidase nach der herkdmmlichen Vorschrift

Zu Beginn wurde versucht, die CPO nach Hallenberg und Hager 1978 zu isolieren. Die
Isolierung erfolgte nach dem FlieBschema in der Abbildung 3.1. Am Ende dieser
Isolierungsmethode konnten lediglich 11 % der urspriinglichen Aktivitat verglichen mit 38 %
bei Hallenberg und Hager erhalten werden. Zusammengefasst wurde unter hohem
Arbeitsaufwand nur eine sehr geringe Aktivitatsausbeute erreicht. Auf diesen Ergebnissen
basierend wurden deshalb im Rahmen dieser Arbeit versucht die Isolierung der CPO mittels

einer flussig-fliissigen Extraktion in wassrigen Zweiphasensystemen zu erzielen.

20 Tage Filtrieren
—_— — Rohextrakt

|

Konzentrierung mit Rotationsverdampfer

Einfrieren bei -20 °C

Filtrieren

Ultrafiltration
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Anionenaustauschchromatographie PR Ethanolféllung

Abbildung 3.1: Flieschema der CPO-Isolierung nach Hallenberg und Hager 1978 mit der nach der Isolierung
verbleibenden Aktivitét.
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3.1.2 Isolierung der Chloroperoxidase mittels wassrigen Zweiphasensystems

Die fllssig-flussig Extraktion in wassrigen Zweiphasensystemen (wZPS) ist ein Verfahren,
welches zur Aufarbeitung biologischer Molekiile wie zum Beispiel Proteine eingesetzt
werden kann [Albertsson, et al., 1987; Mattiasson, 1983; Mazzola, et al., 2008; Diamond und
Hsn, 1992; Diamond und Hsu, 1990; Hatti-Kaul, 2001]. Im Allgemein werden wZPS
gebildet, indem man zwei hydrophile aber inkompatible Polymere (z.B. Polyethylenglykol
und Dextran) oder ein hydrophiles Polymer und ein Salz (z.B. Polyethylenglykol und
Ammoniumsulfat) oberhalb einer gewissen Konzentrationen in Wasser l0st. Es entstehten
dadurch zwei Phasen, die Gberwiegend Wasser enthalten und die eine der phasenbildenden
Komponenten jeweils anreichern. Ein wichtiges Hilfsmittel bei der Untersuchung eines
Phasensystems bildet das dazugehorige Phasendiagram, das durch zwei verschiedene
Kennlinien, der Binodale und der Konode, charakterisiert wird (Abbildung 3.2) [Schindler
und Nothwang, 2006; Rahimpour und Baharvand, 2009; Diamond und Hsu, 1990].
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Phasendiagramms eines Zweiphasensystems bestehend aus zwei
Polymeren oder einem Polymer und einem Salz.

Das Trennprinzip im waéssrigen Zweiphasensystem beruht auf der Tatsache, dass sich
verschiedene Biomolekiile unterschiedlich in den zwei Phasen verteilen, wodurch eine

Trennung erfolgen kann. Das wZPS weist viele entscheidende Vorteile auf. Das
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Extraktionssystem besteht zum grofRen Teil aus Wasser, was eine milde Umgebung fir
Proteine darstellt [Luanghiran, et al., 2004; Ribeiro, et al., 2007]. Dies ist von groRem Vorteil
fur den Erhalt der aktiven Struktur und demzufolge der biologischen Aktivitdt des
Zielproteins. Andere Vorteile liegen in der hohen Kapazitdt des gesamten Systems, im
geringen Zeit- und Energieverbrauch und in einem einfachen Scale-up. Des Weiteren ist der
Prozess 6konomisch und einfach durchfiihrbar [Luanghiran, et al., 2004; Klomklao, et al.
2005; Miranda und Cascone, 1997]. Daher bildet die Extraktion im wZPS eine effiziente
Methode fiir die Isolierung von Proteinen und wurde erfolgreich fiir die Aufreinigung von
verschiedenen Enzymen eingesetzt wie z.B. die Potato Polyphenoloxidase [Bhalchandra, et
al., 2006], die Phospholipase D [Teotia und Gupta, 2004], die Ipomoea Peroxidase [Srinivas,
et al., 2002], die Mulberry(Morus rotunbiloba) Peroxidase [Luanghiran, et al., 2004], die
Horseradisch Peroxidase [Miranda und Cascone, 1997], die Tuna spleen Proteinasen
[Klomklao, et al., 2005] und Pektinasen [Antov, et al., 2004; Lima, et al., 2002].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal bewiesen, dass das waéssrige
Zweiphasensystem ebenso erfolgreich fir die Aufreinigung der CPO aus C. fumago eingesetzt
werden kann, da es effektiv die Separation der CPO von dem herkdmmlich schwer zu
entfernenden Pigment ermdglicht. Die Aufreinigung der CPO mittels des waéssrigen
Zweiphasensystems benétigte zwei sequenzielle Extraktionsschritte, welche die Entfernung
des Pigments und die Rickgewinnung des Enzyms umfassten. Die Pigmententfernung von
dem Rohenzym erfolgte in einem Polymer/Polymer System, wahrend die Riickgewinnung des
Enzyms in einem Polymer/Salz System durchgefiihrt wurde. Mit einem anschlieBenden

Chromatographieschritt konnte die spezifische Aktivitat des Enzyms verbessert werden.

3.1.2.1 Entfernung des Pigments vom Rohextrakt im  Polymer/Polymer

Zweiphasensystem

Ziel dieses Extraktionsschritts war es, die Partition vom Enzym und Pigment in den
unterschiedlichen Phasen zu erreichen. Dazu wurden verschiedene Kombinationen von
unmischbaren wassrigen Polymerldsungen untersucht. Alle diese Kombinationen enthielten
PEG 4000 als grundsétzliches Polymer, was auf den Stabilisierungseinfluss des PEGs auf die
CPO zurlckzufiihren ist [Spreti, et al., 2004]. Die Vielseitigkeit des PEGs in den
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Zweiphasensystemen spielte dabei ebenso eine entscheidende Rolle [Antov, et al., 2004; Da
Silva und Franco, 2000]. Dazu kommt, dass das PEG preiswert und in verschiedenen
Molekulargewichten verfugbar ist. Als zweites phasenbildendes Polymer dienten jeweils

folgende Polymere:

> Polypropylenglykol 1200 (PPG 1200)
» Stérke
» Dextran T500
mit der Absicht, die Funktionalitdit und die Hydrophobizitdt des zweiten Polymers zu

verandern.

PEG 4000/PPG 1200 System

Bei der Verwendung vom PEG 4000/PPG 1200 System (7,5 %, 25 %) bildeten sich nach der
Phasentrennung eine PPG angereicherte Oberphase und eine PEG-reiche Unterphase. Das

Volumenverhaltnis wurde prinzipiell anhand Gleichung 3.1 berechnet.

Volumen der Oberphase (mL )

Volumenverhaltnis =
Volumen der Unterphase (mL )

(Gleichung 3.1)

Hierbei betrug das Volumenverhéltnis 25/70. Dieser Wert stellt einen Durchschnitt eines Sets

von Wiederholungen dar.

Nach der Phasenabtrennung war unmittelbar zu sehen, dass sich das schwarze Pigment in
einer der beiden Phasen und zwar in der PPG-reichen Oberphase ansammelte (Abbildung
3.3a), was von groRem Vorteil sein kann, wenn sich das Enzym in der anderen Phase
befindet. Die Untersuchung der Enzymaktivitat in den beiden Phasen zeigte, dass sich das
aktive Enzym mit 100 % Ausbeute in der PEG-angereicherten Phase befand, wéahrend keine
Aktivitat in der PPG-reichen Oberphase festgestellt werden konnte (Abbildung 3.4). Die

Aktivitatsausbeute wurde nach der Gleichung 3.2 ermittelt.
A :
R (%)=[ij100 (Gleichung 3.2)

A und Ay stellen die Aktivitat der CPO in einer der beiden Phasen nach der Phasenabtrennung
bzw. die gesamte Anfangsaktivitat dar, wahrend R die prozentuale Ausbeute der Aktivitit

bezeichnet.
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Eine Gesamtabtrennung des Enzyms vom Pigment konnte durch die Extraktion im
PEG 4000/PPG 1200 erzielt werden. Diese Abtrennung fand nicht statt, wenn PPG 1200
durch PPG 400 ersetzt wurde. Das deutet darauf hin, dass die Féhigkeit des Pigments zum
Eindringen in die PPG Phase mit zunehmender Hydrophobizitat dieser Phase steigt, was

durch die hydrophoben Eigenschaften des Pigments erklart werden kann.

Abbildung 3.3: Die unterschiedliche Aufteilung des schwarzen Pigments in Polymer/Polymer Zweiphasen-
systemen. (a) PEG 4000/PPG 1200, (b) PEG 4000/Stérke, (C) PEG 4000/Dextran T500.
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Abbildung 3.4: Die Aktivitatsausbeute in den verschiedenen Phasen der Polymer/Polymer Systemen
(PEG 4000/PPG 1200, PEG 4000/Starke, PEG 4000/Dextran T500). Reaktionsbedingungen: 0,1 M Kalium-
phosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD; 2 mM H,0,, 20 mM NaCl, RT.
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PEG 4000/Starke System

Nach der Phasenabtrennung im PEG 4000/Starke System (8,29 %, 7,05 %) wurden eine mit
PEG angereicherte Oberphase und eine stérkereiche Unterphase mit einem VVolumenverhéltnis
von 100/10 erhalten. In diesem System konnte wiederum eine komplette Abtrennung des
Enzyms von dem schwarzen Pigment erzielt werden. In diesem Fall erfolgte die Extraktion
des Pigments in die starkereiche Unterphase (Abbildung 3.3b). Im Gegensatz zum Pigment
konzentrierte sich das Enzym erneut in der mit PEG angereicherten Phase. Die

Aktivitatsausbeute in dieser Phase war in allen Experimenten 100 % (Abbildung 3.4).

PEG 4000/Dextran T500 System

Beim Einsatz des PEG 4000/Dextran T500 Systems (9 %, 8,5 %) bildten sich zwei Phasen
mit einem Volumenverhaltnis von 30/10. Die Oberphase war dabei mit PEG angereichert,
wahrend die Unterphase hauptsachlich aus Dextran bestand. Die Ansammlung des Pigments
in der dextranreichen Unterphase kann durch die geringe Loslichkeit des Pigments in PEG
erklart werden (Abbildung 3.3c). Allerdings verteilte sich die Enzymaktivitat auf die beiden
Polymerphasen. Nur 50 % der Anfangsaktivitdit konnten in der PEG-reichen Phase
zurlickgewonnen werden. Ebenso wurde eindeutig Enzymaktivitat in der Unterphase ermittelt
(Abbildung 3.4). Beachtenswert ist, dass die Summe der ermittelten Aktivitaten in den beiden
Phasen deutlich weniger als 100 % der Ausgangsaktivitdt ausmacht. Das deutet darauf hin,
dass die CPO durch Dextran inaktiviert wurde. Um das zu bestéatigen, wurde der Aktivitatstest
in der Gegenwart von 10 % Dextran T500 durchgeftihrt, was zu einem Aktivitatsverlust von
etwa 22 % im Vergleich zu der unter Standardbedingungen erhaltenen Aktivitat fihrte.
Zudem war die erhaltene Standardabweichung fir die Aktivitdt in der Dextran-Phase
innerhalb jedes einzelnen Sets von Experimenten groR, was die Abweichung der Aktivitat
begriinden kann. Die hohe Standardabweichung in der Dextran-Phase kann anhand der
inhomogenen Verteilung der CPO aufgrund der hohen Viskositat dieser Phase in Folge der

Ansammlung des gelantidsen Pigments erklart werden.

In allen untersuchten Polymer/Polymer Systemen sammelte sich das schwarze gelatindse
Pigment in der Phase, die kein PEG 4000 enthielt. Das weist auf die sehr geringe Loslichkeit

des Pigments in Anwesenheit dieses Polymers hin, was mit den Literaturangaben von
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Gonzales-Vergara et al. Ubereinstimmt, welche das Pigment durch PEG-Fallung vom

C. fumago Rohextrakt entfernt haben [Gonzalez-Vergara, et al., 1985].

3.1.2.2 Gewinnung der Chloroperoxidase im Polymer/Salz Zweiphasensystem

Die Rickgewinnung der CPO aus den PEG 4000-Phasen, die aus den Polymer/Polymer
Zweiphasensystemen erhalten wurden, erfolgte durch die Bildung eines zweiten
Zweiphasensystems, bestehend aus dem PEG Polymer und einem Salz. Zu diesem Zweck
wurden die PEG-Phasen von der PPG- bzw. Stirke-Phase abgetrennt und dazu
Ammoniumsulfat bzw. Natriumsulfat mit einer Gesamtkonzentration von 15 % (w/v)
gegeben. Dabei entstand ein neues Zweiphasensystem, das aus einer PEG angereicherten
Oberphase und einer salzreichen Unterphase bestand. In den beiden Polymer/Salz Systemen
konzentrierte sich die CPO in der salzreichen Unterphase (Abbildung 3.5). Die Zugabe des
Ammoniumsulfates bzw. Natriumsulfates zu der aus dem PEG/PPG System erhaltenen PEG-
Phase flhrte zu einer insgesamt 102 % bzw. 96 % igen Enzymextraktion in die Salzphase.
105 % bzw. 91 % der Anfangsaktivitdt wurden erhalten, wenn die PEG-Phase aus dem
PEG/Starke System stammte. Die Ruckextraktion der CPO aus dem PEG/Dextran T500
System wurde aufgrund der ungtinstigen Verteilung des Enzyms zwischen den beiden Phasen

des Systems nicht untersucht.
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Abbildung 3.5: Die Aktivitatsausbeute nach der Riickextraktion der CPO aus der PEG-Phase in der Salzphase
durch die Extraktion im Polymer/Salz Zweiphasensystem (PEG 4000/(NH,),SO,4, PEG 4000/Na;SO,).
Reaktionsbedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD; 2 mM H,0,, 20 mM NaCl, RT.
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Die beobachtete nahezu komplette Extraktion des Enzyms aus der PEG-Phase in die
Salzphase in allen untersuchten Polymer/Salz Systemen stimmt mit der beschriebenen
Tendenz Uberein, dass Proteine aus Lésungen mit hochmolekularem PEG in die hoher
konzentrierten salzhaltigen Phasen ubergehen [Ribeiro, et al., 2007; Bhalchandra, et al., 2006;
Lima, et al., 2002]. Die bessere Ausbeute der Enzymaktivitat bei der Verwendung von
Ammoniumsulfat im Vergleich zum Natriumsulfat kann mittels eines schitzenden Einflusses
bei Konzentrationen von mehr als 0,5 M auf die biologische Aktivitat der Enzyme erklart
werden [Lottspeich und Zorbas, 1998]. Die Bestimmung des pH-Wertes im Rohextrakt und in
jeder Phase zeigte, dass der pH-Wert in der Nartiumsulfat-Phase etwas niedriger (0,3) ist als
der pH-Wert in der Ammoniumsulfat- und in der PEG-Phase. Dieser Unterschied fiihrte zu
einem Aktivitatsverlust von 5 % und kann demzufolge ebenso ein Grund fir den Unterschied
in der Aktivitatsausbeute sein. Bei einer Reduzierung der Natriumsulfatkonzentrationen auf
10,5 % wurden lediglich 32 — 47 % der Ausgangsaktivitat erhalten.

Das Enzym wurde durch die Zugabe von Ammonium- bzw. Natriumsulfat unter der Bildung
eines zweiten Zweiphasensystems aus den PEG-Phasen, die aus PEG/PPG bzw. PEG/Starke
Systemen gesammelt wurden, extrahiert. Die Aktivitatsausbeute war geringfiigig hoher bei
der Verwendung von Ammoniumsulfat, wahrend die Natur des Polymer/Polymer Systems nur
eine geringe Rolle spielte. Die Kombination von PEG/PPG und PEG/Ammoniumsulfat ist auf
Grund der einfachen Gewinnung des Enzyms aus der Unterphase des Polymer/Polymer
Systems vorteilhafter als die Kombination PEG/Starke und PEG/Ammoniumsulfat. Eine
andere Schwierigkeit, die wéhrend der Extraktion im PEG/Starke System entstand, ist die
Ausfallung der verbleibenden Stidrke nach der Rickextraktion des Enzyms im
PEG/Ammoniumsulfat System bei niedrigen Temperaturen (4 °C). Demzufolge wurde das
PEG 4000/PPG 1200 System mit dem PEG 4000/Ammoniumsulfat System fur die weitere
Aufreinigung des Enzyms gekoppelt.

3.1.2.3 Aufreinigung der Chloroperoxidase zur Homogenitat
Nach der Extraktion im Zweiphasensystem erfolgte die weitere Aufreinigung des Enzyms.

Dabei wurden die Aktivitdtsausbeute und der Reinigungsfaktor des Enzyms nach jedem

Isolierungsschritt bestimmt. Die Reinheit des Enzyms wurde bezuglich der spezifischen
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Aktivitat (U/mgproein) bestimmt. Das Reaktionssystem war dabei die Chlorierung von MCD

zu DCD. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Die Aktivititsausbeute und die Reinheit der CPO nach verschiedenen Aufreinigungsschritten.

Gesamtaktivitdt ~ Proteinmenge  Spezifische Aktivitét Ausbeute Reinigungs-

Fraktion U] [ma] [U/mg] [%] Faktor
Rohextrakt 10316, 10,3 1002 100 10
Ultrafiltration 10005 97 1029 97 1,0
PEG-Phase 10772 48 2226 104 22
(NH,),SO,-Phase 10844 5.1 2141 105 21
Dialyse 10466 4,5 2304 102 2,3
DEAE-Cellulose 7261 2,5 2900 70 2,9

Nach der Filtration der Myzelien durch Glaswolle wurde ein Rohenzym mit einer
spezifischen Aktivitat von 1002 U/mg erhalten. Dieser Wert nimmt nur geringfuigig nach der
Ultrafiltration zu. Die Entfernung des Pigments mittels der Extraktion im PEG 4000/PPG
1200 System fuhrte zur Verdopplung der spezifischen Aktivitat mit dem Erhalt der gesamten
Anfangsaktivitat. Die spezifische Aktivitdt des Enzyms (2200 U/mg) wurde somit im
Vergleich zu den gegebenen erreichten spezifischen Aktivitaten in der Literatur [Hallenberg
und Hager, 1978] schon nach den ersten Aufreinigungsschritten erreicht. Nach der
Rickextraktion des Enzyms von der PEG-Phase in die Ammoniumsulfat-Phase blieb die
Aktivitat ebenfalls vollkommen erhalten. Eine Dialyse der Ammoniumsulfat-Phase mit
anschlieRender Aufreinigung mittels Anionaustauschchromatographie fiihrte zur Erh6hung
der spezifischen Aktivitat auf bis zu 2900 U/mg. Am Ende konnte ein Reinigungsfaktor von

2,9 erzielt werden. Dieser wurde nach der Gleichung 3.3 ermittelt.

die spezifische Aktivitatdes gereingten Enzyms

Reinigunsfaktor = - — —
die spezifische Aktivitatdes Rohextrakts

(Gleichung 3.3)

Die nach der Isolierung erhaltene Aktivitéat betragt 70 % der Ausgangsaktivitat und liegt somit
im Bereich der Literaturwerte. Dennoch wurde gleichzeitig ein wesentlich reineres Enzym-

praparat geschaffen.
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Der Reinheitsgrad der CPO nach der Extraktion im Zweiphasensystem ist fur den Einsatz in
technischen Anwendungen ausreichend, da das stérende Pigment und andere Proteine
vollstandig entfernt wurden. Des Weiteren wurden 100 % der Ausgangsaktivitat nach diesem
Schritt erhalten. Zudem betragt der Zeitaufwand bei diesem Prozess lediglich 30 Minuten,
wohingegen die etablierten Prozesse Tage bis Wochen in Anspruch nehmen, um
vergleichbare Enzymreinheiten zu erzielen, dabei jedoch gleichzeitig mit einem erheblichen

Aktivitatsverlust einhergehen.

3.1.3 Zusammenfassung

Die Aufreinigung der CPO konnte mittels der Extraktion im Zweiphasensystem erzielt
werden, wobei das Pilzpigment sehr einfach und schnell entfernet wurde. Die Extraktion
erfolgte dabei in zwei Schritten. Das Pigment wurde in einem ersten Schritt durch die
Extraktion in einem Polymer/Polymer System entfernt, wéhrend der zweite Schritt fur die
Rickextraktion des Enzyms aus der Polymer-Phase mit einem Polymer/Salz System

verwirklicht wurde.

Unterschiedliche Aufteilungen der CPO und des Pigments vom C. fumago Rohextrakt
konnten in waéssrigen Polymer/Polymer Zweiphasensystemen, die PEG als ein
phasenbildendes Polymer und PPG 1200 oder Stérke als zweites Polymer enthielten, erzielt
werden. In allen drei untersuchten Polymer/Polymer Systemen konzentrierte sich das
schwarze Pigment in der Phase, die kein PEG 4000 enthielt. Dagegen erfolgte die Extraktion
der CPO zu 100 % in die PEG-Phase, wenn die Extraktion in den Systemen PEG 4000/PPG
1200 und PEG 4000/Stérke durchgeflihrt wurde.

Die Rickextraktion des Enzyms aus den PEG-Phasen konnte durch die Zugabe von 15 %
(w/v) Sulfaten und somit die Bildung eines zweiten Zweiphasensystems erzielt werden. Bei
der Verwendung von Ammoniumsulfat als das phasenbildende Salz konnte eine bessere
Aktivitatsausbeute (102-105 %) im Vergleich zu Natriumsulfat (91-96 %) erreicht werden.
Der Ursprung der PEG-Phase spielte dabei keine Rolle. Dennoch war die Extraktion im
PEG 4000/PPG 1200 System gefolgt mit der Rickextraktion des Enzyms im
PEG 4000/Ammoniumsulfat System giinstiger als die Kombination von PEG/Starke und
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PEG/Ammoniumsulfat. Demzufolge wurde das PEG 4000/PPG 1200 System gekoppelt mit
PEG 4000/Ammoniumsulfat flur die weitere Aufreinigung des Enzyms gewahlt. Nach diesen
Extraktionsschritten erreicht die spezifische Aktivitat des Enzyms unter Erhalt von 100 % der
Ausgangsaktivitdt den besten Wert (2200 U/mg), der in der Literatur angegeben wurde.
Hierbei ist der Reinheitsgrad des Enzyms fir den Einsatz in technischen Prozessen
hinreichend hoch. Eine anschliefende Anionaustauschchromatographie kann die spezifische

Aktivitat bis zu 2900 U/mg erhéhen, die vorher in etablierten Prozessen nicht erreicht wurde.

Zusammenfassend konnte die Aufreinigung der CPO mittels der Extraktion im
Zweiphasensystem ohne grof3en Aufwand und unter Erhalt von 100 % der Aktivitat innerhalb
von ungefahr 30 Minuten erreicht werden. Dabei wurde ebenso einem Reinheitsgrad erreicht,

die fur den Einsatz der CPO in technischen Anwendugem ausreichend ist.
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3.2 Charakterisierung der Enzymaktivitdt in Abhangigkeit von

verschiedenen isolierten Einfliissen

Um ein Enzym in industriellen Prozessen nutzen zu kdnnen, miissen seine prozessrelevanten
Parameter hinreichend bekannt sein, um das Verfahren daran anpassen zu konnen. Wichtige
Einflussgrofen stellen der optimale pH-Wert und die optimale Temperatur dar. Zudem spielt
der Einfluss der Substratkonzentration sowie die Anwesenheit von unkonventionellen

Reaktionsmedien auf die katalytische Aktivitat ebenso eine entscheidende Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CPO hinschtlich der Halogenase-, Monooxygenase- und
Peroxidase-Aktivitadt in Abhangigkeit von verschiedenen isolierten Einfliissen umfangreich
chatakterisiert. Diese Charakterisierung schlie3t neben der Reproduktion der Abhdngigkeit
der CPO-Aktivitdten von einigen Reaktionsparametern wie z.B. pH-Wert und
Substratkonzentrationen die Untersuchung des Einflusses anderer Faktoren, die in der
Literatur bislang keine Beachtung fanden wie z.B. die Temperatur und die Anwesenheit von
wassermischbaren organischen Ldsungsmitteln, ein. Bei der Reproduktion ging es in der
ersten Linie darum, die Ergebnisse mit den Literaturangaben zu vergleichen und gleichzeitig

diese Angaben zu bestétigen.
3.2.1 Halogenase-Aktivitat (Chlorierungsreaktion)
Fur die Bestimmung bzw. die Untersuchung der Halogenase-Aktivitat der CPO wurde der

Standard-Aktivitatstest des Enzyms verwendet, bei dem Monochlorodimedon (MCD) zum
Dichlorodimedon (DCD) umgesetzt wird (Abbildung, 3.6) [Morris und Hager, 1966].

cl
Cl~_ _~Cl
Ox JR _0 CcPO Oz 0
[ H,0,, CF
,-/><\\
MCD DCD

Abbildung 3.6: Reaktionsgleichung der Chlorierung von MCD mittels CPO.
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Anhand dieser Reaktion wurde die Halogenase-Aktivitat der CPO hinsichtlich des Einflusses
des pH-Werts, der Temperatur, der Konzentration der Substrate sowie der Anwesenheit

wassermischbarer organischer Losungsmittel untersucht.

Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums der Halogenase-Aktivitat der CPO

Die Untersuchung der Halogenase-Aktivitat in Abhéngigkeit vom pH-Wert zeigte, dass die
maximale Aktivitat bei pH 2,75 liegt (Abbildung 3.7a). Das ermittelte pH-Optimum stimmt
demnach mit Literaturdaten tberein, in denen ebenfalls eine maximale Halogenase-Aktivitat
bei pH 2,75 angegeben wird [Morris und Hager, 1966; Thomas, et al., 1970].

Bezlglich des Temperaturoptimums konnte mit steigender Temperatur eine Zunahme der
Halogenase-Aktivitat beobachtet werden, die ihr Maximum bei 40 °C erreichte (Abbildung
3.7b). Somit ist das hier erhaltene Temperaturoptimum (40 °C) um 5 °C hoher als der in der
Literatur angegebene Wert (35 °C) [Bayramogla, et al., 2008]. Diese Abweichung kann auf

den Messfehler zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 3.7: Abhéngigkeit der Halogenase-Aktivitat der CPO von dem pH-Wert (a) und der Temperatur (b).
Reaktionsbedingungen: (@) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH wie angegeben), 0,1 mM MCD, 2 mM H,0,,
20mM KCI, RT. (b) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD, 2 mM H,0,, 20 mM KClI,
Temperatur wie angegeben.
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Einfluss der MCD- und Kaliumchloridkonzentration auf die Halogenase-Aktivitat der
CPO

Zunachst wurde die Halogenase-Aktivitdt der CPO als Funktion der MCD-Konzentration
untersucht (Abbildung 3.8a).
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Abbildung 3.8: Abh&ngigkeit der Halogenase-Aktivitat der CPO von der MCD-Konzentration (a) und der KCI-
Konzentration (b). Reaktionsbedingungen: (a) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, MCD-Konzentration wie
angegeben, 2 mM H,0,, 20 mM KCI, RT. (b) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD, KCI-
Konzentration wie angegeben, 2 mM H,0,, RT.

Bei einer MCD-Konzentration von 0,015 mM zeigt die CPO ihre maximale Aktivitat von
23 U/mL, die sich bis zu einer Konzentration von 0,1 mM nur geringfugig anderte. Bei der
weiteren Erhéhung der Konzentration begann die Aktivitat stark abzunehmen und erreichte
lediglich 2,5U/mL bei einer MCD-Konzentration von 0,3 mM. Daraus l&sst sich
schlussfolgern, dass MCD bei hohen Konzentrationen einen stark inhibierenden Einfluss auf
das Enzym hat, was mit den Literaturangaben tbereinstimmt, in denen eine Inhibierung des
Enzyms bei hohen MCD-Konzentrationen beschrieben wurde [Loughlin und Hawkes, 2000;
Hueter und Cooney 1974].

Im Gegensatz zum MCD ist das Chlorid-lon ein Substrat der CPO, da die Bildung des
Hypohalogenits enzymatisch abl&uft. Die Halogenase-Aktivitdt der CPO stieg mit
zunehmender KCI-Konzentration und erreichte ihr Maximum (36 U/mL) bei einer

Konzentration von 60 mM. Jedoch war eine Inhibierung des Enzyms bei der weiteren
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Erhohung der Halogenid-Konzentration zu erkennen (Abbildung 3.8b), was wiederum den

Literaturdaten entspricht [Loughlin und Hawkes, 2000].

Einfluss des Wasserstoffperoxids (H,0,) auf die Halogenase-Aktivitat der CPO

Die Bildung des reaktiven Intermediates der CPO, Compound 1, erfolgt unter der Spaltung
von Wasserstoffperoxid oder anderen organischen Peroxiden wie z.B. tert-Butylhydroperoxid
[Manoj und Hager, 2001]. Jedoch stellt Wasserstoffperoxid das am haufigsten benutzte
Oxidationsmittel dar, da die Reaktionen unter Verwendung anderer Peroxide nur sehr
langsam ablaufen. Zudem ist Wasserstoffperoxid umweltfreundlicher im Vergleich zu
anderen Peroxiden. Die Halogenase-Aktivitat der CPO wurde in Abhangigkeit von der H,O,-
Konzentration untersucht. Die Aktivitdt stieg mit zunehmender H,O,-Konzentration und
erreichte ihr Maximum bei einer Konzentration von 2 mM. Die weitere Erhéhung der
Konzentration fuhrte zu einer Enzyminaktivierung, was Literaturdaten entspricht, die eine
CPO-Inaktivierung bei hohen H,O,-Konzentrationen beschreiben [Van Deurzen, et al., 1997,
Park und Clark, 2006; Valderrama, et al., 2002; Grey, et al., 2008] (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Abhangigkeit der Halogenase-Aktivitdit der CPO von der H,O,-Konzentration. Reaktions-
bedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD, H,0,-Konzentration wie angegeben, 20 mM
KCI, RT.

Diese Inaktivierung des Enzyms ist auf die Oxidation des Porphyrinringes durch das Peroxid
und durch die stark reaktiven freien Radikale wie Hyperoxid- und Hydroxyradikale, die

wahrend des katalytischen Zyklus entstehen kdnnen, zurlickzufihren. Diese Oxidation fihrt
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zur irreversiblen Zerstérung des Hams und letztendlich zur Freisetzung des Ham-Eisens [Van
Deurzen, et al., 1997; Park und Clark, 2006]. Ein anderer Grund fiir die Inaktivierung des
Enzyms durch Wasserstoffperoxid kann die Bildung der inaktiven Compound 11l (Fe Il -O-

O) sein, welche bei einer hohen Konzentration des Wasserstoffperoxides entsteht.

Die Halogenase-Aktivitat der CPO in Abhéngigkeit von wassermischbaren organischen

Losungsmitteln

Der Einfluss von wassermischbaren organischen Lésungsmitteln auf die Halogenase-Aktivitat
der CPO wurde in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Chlorierung von MCD untersucht.
MCD st in vielen organischen LOsungsmitteln sowie in Wasser 10slich. Die untersuchten
Losungsmittel wurden so ausgewahlt, dass ihre Eigenabsorption bei der Messung der
Aktivitat bei der angegebenen Wellenldnge (278 nm) nicht storte. Die Halogenase-Aktivitat
wurde in Anwesenheit von Dioxan (log P -0,27), Tetrahydrofuran (THF) (log P 0,4) und
Acetonitril (log P-0,33) untersucht, die zu einem Anteil von 10 % bzw. 25 % dem gesamten

Reaktionsvolumen zugesetzt wurden.

Bezogen auf die Halogenase-Aktivitit, die ohne den Einsatz eines Co-Solvents ermittelt
wurde, setzten die verwendeten Losungsmittel die Enzymaktivitat stark herab (Abbildung
3.10). Ein mdoglicher Zusammenhang zwischen der Polaritdt des Loésungsmittels und dem
Einfluss auf die Enzymaktivitat war nicht zu erkennen. THF und Acetonitril fuhrten zu einer
erheblichen Inaktivierung der CPO unter Erhalt von lediglich 5 % der nativen Aktivitat.
Dioxan zeigte dagegen einen geringeren inaktivierenden Einfluss auf die Enzymaktivitat. In
10 % bzw. 25 % Dioxan erhielt das Enzym 32 % bzw. 13 % seiner Aktivitét.

Loughlin und Hawkes untersuchten den Einfluss anderer wassermischbarer Losungsmittel auf
die Chlorierungsreaktion von MCD mittels der CPO wund bewiesen, dass -einige
wassermischbare Losungsmittel an das Enzym binden und zu unterschiedlich starken
Konfirmationsanderungen fiithren, was zum Verlust der Enzymaktivitat fuhrt [Loughlin und
Hawkes 2008].
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Abbildung 3.10: Die Halogenase-Aktivitdit der CPO in Abhéangigkeit von wassermischbaren organischen
Ldsungsmitteln. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 2,75, 0,1 mM MCD, 2 mM H,0,,
20 mM KClI, RT, die verwendenten Losungsmittel und ihre Anteile wie angegeben.

3.2.2 Monooxygenase-Aktivitat (Sulfoxidation)

Fur die Untersuchung der Monooxygenase-Aktivitdt der CPO wurde Thioanisol als
Modellsubstrat ausgewahlt, was zum Methylphenylsulfoxid umgesetzt wird (Abbildung 3.11).
Die enzymkatalysierte Sulfoxidation wurde in Abhdngigkeit vom pH-Wert, der Temperatur,
der Substratkonzentration und der Anwesenheit von wassermischbaren Ldsungsmitteln
untersucht und eingehend charakterisiert. Hierbei handelte es sich jeweils um Messungen der

Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten.

Q-.S/"
S. cpPo ©/ B
H,O;
Methylphenylsulfid Methylphenylsulfoxid

Abbildung 3.11: Reaktionsgleichung der Sulfoxidation von Thioanisol mittels CPO.

Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums der Monooxygenase-Aktivitat der CPO

Die CPO besal? bei der Umsetzung von Thioanisol in einem pH-Bereich zwischen 4 und 7

eine Restaktivitat von mehr als 90 %, wobei die maximale Enzymaktivitat bei einem pH-Wert
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von 5 erreicht wurde (Abbildung 3.12a). Dieses pH-Optimum stimmt mit Literaturdaten
uberein, bei denen die Oxidation von Thioanisol bei einem pH-Wert von 5 durchgefthrt
wurde [Van de Velde, et al., 2001; Spreti, et al., 2004]. Bei einem pH-Wert von 3 zeigte das
Enzym 63 % seiner maximalen Aktivitat. Daher ist die CPO hinsichtlich der Monooxygenase-
Aktivitat Gber einen breiten pH-Bereich aktiv. Demzufolge zeigt die CPO hinsichtlich des
pH-Werts eine zweifache Reaktivitét. Die eine (z.B. die Monooxygenase-Aktivitét) erfolgt bei
der neutralen bzw. leicht negativen Form des Enzyms, wohingegen die andere (die

Halogenase-Aktivitat) bei einem pH-Wert, der unterhalb des isoelektrischen Punktes liegt,

erfolgt.
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Abbildung 3.12: Abhéngigkeit der Monooxygenase-Aktivitat der CPO von dem pH-Wert (a) und der Temperatur
(b). Reaktionsbedingungen: (a) 0,05 M Natriumcitratpuffer (pH wie angegeben), 0,5 mM Thioanisol, 0,5 mM
H,0,, RT. (b) 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5 mM Thioanisol, 0,5 MM H,0,, Temperatur wie angegeben.

Angaben zum Temperaturoptimum der CPO bezliglich der Monooxygenase-Aktivitat konnten
in der Literatur nicht gefunden werden. Die Aktivitdt der CPO wahrend der Sulfoxidation
stieg mit zunehmender Temperatur und erreichte ihr Maximum bei einer Temperatur von
60 °C. Ab diesem Optimum nahm die Aktivitdt mit zunehmender Temperatur ab (Abbildung
3.12b). Grund dafiir kann die Veranderung der rdumlichen Struktur des Enzyms sein, die bei

hohen Temperaturen hervorgerufen wird.

Das Temperaturoptimum der Monooxygenase-Aktivitat (60 °C) unterschied sich von dem der
Halogenase-Aktivitat (40 °C), was darauf hindeutet, dass die Substrate an unterschiedlichen

Stellen des aktiven Zentrums des Enzyms umgesetzt werden.
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Einfluss der Thioanisol- und H;0,-Konzentration auf die CPO-Kkatalysierte

Sulfoxidation

Die CPO-katalysierte Sulfoxidation wurde als Funktion der Thioanisol- und H,O,-
Konzentration untersucht. Die volumetrische Aktivitat stieg mit zunehmender Thioanisol-
Konzentration und nahrte sich einem Optimum bei einer Konzentration von 0,6 mM an
(Abbildung, 3.13a). Der gemessene Fehler bei einer Thioanisol-Konzentration tber 0,5 mM
war sehr groR. Ursache dafiir kann die geringe Loslichkeit von Thioanisol in wassrigen
Medien sein, was mit Pezzotti und Therisod Ubereinstimmt, die eine maximale Ldslichkeit
von Thioanisol in reinem Phosphatpuffer bei einer Konzentration von 0,5 mM bestimmt
haben [Pezzotti und Therisod, 2007].

Volumetrische Aktivitat [U/ml]
@
Volumetrische Aktivitat [U/ml]

0 0,1 02 03 04 05 08 07 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
Thioanisol-Konzentration [mM] H,0,-Konzentration [mM]

Abbildung 3.13: Abhéngigkeit der Monooxygenase-Aktivitat der CPO von der Thioanisol-Konzentration (a) und
H,0,-Konzentration (b). Reaktionsbedingungen: (a) 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, Thioanisol-Konzentration
wie angegeben, 0,5 mM H,0,, RT. (b) 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5mM Thioanisol, H,O,-
Konzentration wie angegeben, RT.

Die Aktivitat der CPO wahrend der Sulfoxidation stieg mit zunehmender H,O,-Konzentration
bis zu einer Konzentration von 0,5 mM und nahm dann mit der weiteren Erhéhung der
Konzentration ab (Abbildung, 3.13b). Der Grund dafir ist wie vorher beschrieben wurde, die
Inaktivierung der CPO bei hohen H,0,.Konzentrationen. Ein weiterer moglicher Grund fur
die Abnahme der Sulfoxidation bei hohen H,0,-Konzentrationen ist, dass die Reaktion bei

einem Uberschuss an H,0, wahrscheinlich in Richtung der Katalase-Aktivitat ablauft.
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Die Abhangigkeit der Monooxygenase-Aktivitdt der CPO von der Anwesenheit

wassermischbarer organischer Lésungsmittel

Bei Thioanisol, dem Modellsubstrat dieser Reaktion, handelt es sich um ein Substrat, das in
Wasser nur in geringer Konzentration lgslich ist [Pezzotti und Therisod, 2007]. Zur
Verbesserung der Loslichkeit von Thioanisol wurden verschiedene wassermischbare
Losungsmittel zu einem Anteil von 5 %, 10 % und 25 % dem Reaktionssystem zugesetzt.
Dabei handelte es sich um Dioxan (log P: -0,27), Isopropnaol (log P: 0,05), THF (log P: 0,49),
Acetonitril (log P: -0,33) und 1- Butanol (log P: 0,88).

In Bezug auf die ohne Zusatz eines Co-Solvents erhaltene Enzymaktivitdt setzten alle
verwendeten Losungsmittel die Enzymaktivitdt herab (Abbildung 3.14). Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Polaritdt des Losungsmittels und dem Einfluss auf die
Enzymaktivitat war auch bei diesen Messungen nicht zu erkennen. Dioxan und Isopropanol
erzielten die hdchsten Restaktivitaten, da bei einem Lésungsmittelanteil von 5 % bzw. 10 %
mehr als 80 % bzw. 60 % der Aktivitat erhalten wurde. Im Unterschied dazu zeigte die CPO
in 5% bzw. 10 % 1-Butanol 63 bzw. 46 % ihrer Aktivitat. Etwa 30 % der Aktivitat wurden
bei der Erhdhung des Anteils von Isopropanol und 1-Butanol auf 25 % erhalten. In 25 %
Dioxan zeigte die CPO 16 % der Aktivitat, wohingegen keine Aktivitdt in 25% THF

gemessen werden konnte.

Die Monooxygenase-Aktivitdt der CPO wurde deutlich weniger von den untersuchten
wassermischbaren organischen Losungsmitteln beeinflusst als die Halogenase-Aktivitat. Dies
kann mit der Verbesserung der Loslichkeit von Thioanisol in der Anwesenheit von diesen

organischen Losungsmitteln erklért werden.



Ergebnisse und Disskussion

62

120 -

100

80

60 A

40

Relative Aktivitat [%)]

20

100

82 81

65
62

63
52
46
1M
29
27 29
16 19
7
0
Dioxan Isopropanol THF Acetonitril 1-Butanol

Wassermischbare organische Lésungsmittel

o0%
m5%
@10%
025%

Abbildung 3.14: Die Monooxygenase-Aktivitat der CPO in Abhéngigkeit von wassermischbaren organischen
Losungsmitteln. Reaktionsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5 mM Thioanisol, 0,5 mM H,0O,
RT, die verwendenten Lésungsmittel und ihre Anteile wie angegeben.

3.2.3 Peroxidase-Aktivitat (Oxidation von Pyrogallol)

Als Modellsubstrat flr die Untersuchung der Peroxidase-Aktivitat wurde Pyrogallol

verwendet, das zu Purpurogallin umgesetzt wird (Abbildung 3.15). Diese Reaktion wurde in

der Literatur nur selten beschrieben.
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Abbildung 3.15: Reaktionsgleichung der Oxidation von Pyrogallol mittels CPO.

Die enzymkatalysierte Oxidation von Pyrogallol wurde ebenso hinsichtlich des pH-Werts, der

Temperatur, der Substratkonzentration sowie der Anwesenheit von wassermischbaren

organischen Losungsmitteln untersucht und charakterisiert. Hierbei handelt es sich wiederholt

um Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten.



Ergebnisse und Disskussion 63

Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums der Peroxidase-Aktivitat der CPO

Wie bei der Sulfoxidation von Thioanisol erfolgte die Oxidation von Pyrogallol zu
Purpurogallin in wirksamer Weise uber einen breiten pH-Bereich, wobei die Enzymaktivitat
ihr Maximum bei einem pH-Wert von 4 erreichte (Abbildung 3.16a). Somit entspricht das
pH-Optimum dem isoelektrischen Punkt des Enzyms. Bei pH 5 und 6 zeigte das Enzym 94 %
bzw. 90 % seiner maximalen Aktivitdt, was mit Literaturdaten Ubereinstimmt, die die
Oxidation von Pyrogallol (ber einen breiten pH-Bereich und ein pH-Maximum bei 4
beschreiben [Manoj und Hager, 2008; Thomas, et al., 1970]
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Abbildung 3.16: Abhangigkeit der Peroxidase-Aktivitat der CPO von dem pH-Wert (a) und der Temperatur (b).
Reaktionsbedingungen: (a) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH wie angegeben, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,,
RT. (b) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,, Temperatur wie angegeben.

Bezuglich der Abhéngigkeit der Peroxidase-Aktivitat der CPO von der Temperatur wurden in
der Literatur keine Angaben gefunden. Die Untersuchung der Oxidation von Pyrogallol
hinsichtlich der Temperatur zeigte, dass die Peroxidase-Aktivitat der CPO mit steigenden
Temperaturen zunimmt und ihre Maximum bei 60 °C erreicht (Abbildung 3.16b). Bei einer
Temperatur von 75 °C erhielt die CPO 70 % ihrer maximalen Peroxidase-Aktivitat. Das
Temperaturoptimum der Peroxidase-Aktivitat entspricht somit dem Temperaturoptimum, das
fur die Sulfoxidation von Thioanisol erhalten wurde. Demzufolge fiihrt die Umfaltung der
dreidimensionalen Struktur des Enzyms, die bei 60 °C eingeleitet wird, gleichzeitig zur

Herabsetzung der Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat des Enzyms.
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Einfluss der Substratkonzentration auf die CPO-katalysierte Oxidation von Pyrogallol

Die Peroxidase-Aktivitat wurde als Funktion der Pyrogallol-Konzentration untersucht. Diese
Funktion entspricht dem typischen Verlauf einer Enzymaktivitdt in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration, da die Enzymaktivitdit mit steigender Pyrogallol-Konzentration

zunahm, bis sie ihr Maximum bzw. den Sattigungsbereich erreichte (Abbildung 3.17a).

Die Peroxidase-Aktivitat stieg ebenso bei der Erhdhung der H,0,-Konzentration und erreichte
ihr Maximum bei einer Konzentration von 8 mM. Danach begann die Aktivitat mit weiterer
Erhohung der Konzentration langsam abzunehmen (Abbildung 3.17b). Der Grund dafur ist
die Inaktivierung des Enzyms bei hohen H,0,.Konzentrationen. Diese Inaktivierung ist
weniger stark ausgeprégt als bei der Halogenase- und Monooxygenase-Aktivitat der CPO,
was auf den Mechanismus der katalysierten Reaktionen zurlickgefiihrt werden kann. Der
Grund fur die Inaktivierung des Enzyms bei der Halogenase- und Monooxygenase-Aktivitat
bei hohen H;O,-Konzentrationen ist die Bildung von Radikalen, die zur Oxidation des

Porphyrinringes bzw. der Bildung der inaktiven Compound Il flihren.

Bei der Peroxidase-Aktivitat erfolgt die Oxidation der Substrate im Gegensatz zu anderen
Aktivitdten unter Bildung von Radikalen. Deshalb besteht die Mdglichkeit, dass die
gebildeten Radikale an der Oxidation des Substrats beteiligt sind, was die Verringerung der
Enzymoxidation zur Folge hat. Somit bleibt das Enzym gewissermalien aktiv und die Bildung
des Produkts erfolgt ebenfalls durch eine Autooxidation, was die hohere Aktivitat bei hohen
Konzentrationen von H,0O, begriinden kann. Die Autooxidation von Pyrogallol konnte mittels
der Durchflihrung der Reaktion bei hohen H,0,-Konzentrationen in der Abwesenheit des

Enzyms bewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17: Abhangigkeit der Peroxidase-Aktivitat der CPO von der Pyrogallol-Konzentration (a) und der
H,0,-Konzentration (b). Reaktionsbedingungen: (a) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, Pyrogallol-
Konzentration wie angegeben, 4 mM H,O,, RT. (b) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol,
H,0,-Konzentration wie angegeben, RT.

Die Abhangigkeit der Peroxidase-Aktivitit der CPO von der Anwesenheit

wassermischbarer organischer Lésungsmittel

Die CPO-katalysierte Oxidation von Pyrogallol wurde in Abhdngigkeit von
wassermischbaren organischen Lésungsmitteln untersucht. Dabei handelt es sich um Dioxan
(log P: -0,27), THF (log P: 0,49) und Acetonitril (log P: -0,33).

Bezogen auf die Enzymaktivitat, die ohne den Einsatz eines Co-Solvents erhalten wurde,
setzten die verwendeten LOosungsmittel die Enzymaktivitat stark herab. Die hdchste Aktivitat
wurde beim Einsatz von Dioxan erzielt. Bei einem Dioxananteil von 10 % zeigte das Enzym
52 % der Aktivitat, die ohne den Einsatz von Lésungsmittel erhalten wurde. Dieser Wert
nahm auf 13 % ab, wenn der Anteil von Dioxan auf 25 % des Reaktionsmediums erhoht
wurde. In 10 % THF bzw. Acetonitril zeigte die CPO nur 13 % bzw. 9 % ihrer Aktivitat. Bei
der Erhohung der THF- und Acetonitrilanteile auf 25 % konnte keine Aktivitdt mehr
gemessen werden (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Die Peroxidase-Aktivitait der CPO in Abhangigkeit von wassermischbaren organischen
Ldsungsmitteln. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,,
RT, die verwendenten Lésungsmittel und ihre Anteile wie angegeben.

3.2.4 Zusammenfassung

Die Abhéngigkeit der Halogenase-, Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitaten der CPO
von verschiedenen isolierten Einflussgrofien, wie pH-Wert und Substratkonzentration konnte
reproduziert werden. Daruber hinaus wurde der Einfluss der Temperatur sowie der Einfluss

von wassermischbaren organischen Losungsmitteln auf die CPO-Aktivitaten untersucht.

In Bezug auf den pH-Wert besitzt die CPO eine zweifache Reaktivitat. Die eine erfolgt
unterhalb des isoelektrischen Punktes des Enzyms (IP= 4), wihrend die andere bei einem
neutralen bzw. basischen pH-Wert ablauft. Die Halogenase-Aktivitat der CPO tritt lediglich
auf, wenn das Enzym in der sauren Form vorliegt. Im Gegensatz dazu ist das Enzym
hinsichtlich der Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat iber einen breiten pH-Bereich
aktiv. Die Aktivitdten des Enzyms zeigten ebenso unterschiedliche Temperaturoptima. Die
CPO besitzt ihre maximale Halogenase-Aktivitat bei einer Temperatur von 40 °C, wahrend
sie ihre maximale Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat bei einer Temperatur von 60 °C

zeigt.
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Die Halogenid-lonen inhibieren die CPO bei der Halogenase-Aktivitat, wenn sie in hohen
Konzentrationen vorliegen. Hohe MCD-Konzentrationen flihren ebenso zu einer Inhibierung
des Enzyms. Dieser inhibierende Einfluss wurde bei Thioanisol und Pyrogallol hingegen nicht
beobachtet. In allen untersuchten Reaktionen wurde das Enzym ebenso durch H,0, aufgrund
der Oxidation des Porphyrinringes bzw. der Bildung der inaktiven Compound Il inaktiviert.
Diese Inaktivierung war bei der Peroxidase-Aktivitat weniger stark ausgepragt als bei der

Monooxygenase- und Halogenase-Aktivitét.

Die wassermischbaren organischen Losungsmittel zeigten ebenso unterschiedliche Einfliisse
auf die verschiedenen Enzymaktivitaten. Dabei wurde die Sulfoxidation von Thioanisol
weniger beeinflusst als die Halogenierungsreaktion und die Oxidation von Pyrogallol. Bei
allen untersuchten Reaktionen lieRen sich in Dioxan und Isopropanol die héheren Aktivitaten
erzielten. Bezogen auf die ohne die Zugabe von Co-Solventien erhaltenden CPO-Aktivitaten
wurden 60, 50 und lediglich 30 % dieser Aktivitat bei einem Einsatz von 10 % Dioxananteil

bei der Sulfoxidation, Oxidation von Pyrogallol bzw. die Halogenierungsreaktion erhalten.
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3.3 Charakterisierung der CPO-Stabilitdit in Abhangigkeit von

verschiedenen isolierten Einfliissen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Lagerungsstabilitit der CPO in Abhédngigkeit von
verschiedenen isolierten Faktoren untersucht, in dem das Enzym bei den entsprechenden
Bedingungen inkubiert und die Restaktivitat Uber die Zeit verfolgt wurde. Da in der Literatur
zahlreiche Angaben zur CPO-Stabilitat bezliglich der Halogenase-Aktivitat existieren, wurde
im Rahmen dieser Arbeit die Lagerungsstabilitdat der CPO hinsichtlich der Monooxygenase-
und Peroxidase-Aktivitat untersucht und untereinander verglichen. Dieser Vergleich der CPO-
Stabilitat beziglich ihrer unterschiedlichen Aktivitdten wurde in der Literatur bisher noch

nicht beschrieben.

3.3.1 Monooxygenase-Aktivitat (Sulfoxidation)

Im Folgenden wurde die Lagerungsstabilitit der CPO bezliglich der Monooxygenase-
Aktivitdt in  Abhdngigkeit von pH-Wert, Temperatur, H,0O,-Konzentration und

wassermischbaren organischen Losungsmitteln untersucht.

pH-Stabilitat

Unter Verwendung von Thioanisol als Substrat wurde die pH-Stabilitat der CPO hinsichtlich
der Monooxygenase-Aktivitat untersucht. Dazu wurde das Enzym in 0,05 mM Citratpuffer
mit verschiedenen pH-Werten fur 72 Stunden inkubiert und die jeweilige Restaktivitat
ermittelt. Das Enzym war Uber einen breiten pH-Bereich (pH-Wert von 2 bis 7) stabil und
erhielt bei allen pH-Werten mehr als 85 % seiner Ausgangsaktivitat (Abbildung 3.19). Das
stimmt mit Kadima und Pickard Uberein, die eine sehr hohe Stabilitdt der CPO uber einen
breiten pH-Bereich bei der Oxidation von N, N, N, N’-Tetramethyl-p-phenylenediamin
(TMPD) beschrieben [Kadima und Pickard, 1990]. Die hochste Stabilitdt wurde bei einem
pH-Wert von 5 erzielt, bei dem das Enzym nahezu keine Aktivitat verliert. Demzufolge
besitzt die CPO beziglich der Sulfoxidation von Thioanisol ihre maximale Aktivitat und
Stabilitdt bei dem gleichen pH-Wert von 5, was flr ihren Einsatz in technischen

Anwendungen von Vorteil ist.
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Abbildung 3.19: Die Relative Aktivitdt der CPO beziuglich der Sulfoxidation von Thioanisole nach der
Inkubation fir 72 Stunden in 0,05 M Natriumcitratpuffer verschiedener pH-Werte (wie angegeben) bei 4 °C.
Reaktionsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5 mM Thioanisol, 0,5 MM H,0,, bei RT.

Temperaturstabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitdt der CPO in Abhangigkeit von der Temperatur wurde das
Enzym in 50 mM Citratpuffer pH 5 bei verschiedenen Temperaturen inkubiert und der
Verlust der Aktivitat Uber die Zeit verfolgt. Tabelle 3.2 zeigt die erhaltenen Halbwertszeiten
der CPO bezuglich der Sulfoxidation von Thioanisol bei verschiedenen Temperaturen. Bei
Temperaturen von 22 °C und 30 °C wies die CPO eine sehr hohe Stabilitdt auf. Die
Halbwertszeiten lagen hier bei 26 bzw. 22 Tagen. Mit der Erhdhung der Temperatur auf 40
°C sank die Halbwertszeit auf 17 Tage. Nahm die Temperatur weiter um 10 °C auf 50 °C zu,
verringerte sich die Stabilitat sehr stark und flhrte zu einer Halbwertszeit der CPO von
lediglich 2 Tagen. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den Daten von Liu und Wang, die
beschrieben, dass die CPO ungefahr 80 % seiner Aktivitat nach der Inkubation bei 50 °C fir 6
Stunden verliert [Liu und Wang, 2007]. Die weitere Erhohung der Temperatur auf das
Temperaturoptimum der Sulfoxidation (60 °C) flhrte zu einer starken Abnahme der Stabilitat,
wobei das Enzym dabei lediglich eine Halbwertszeit von 3 Stunden besal3. Auch diese
Resultate stimmen nicht mit Literaturdaten tberein, da Ayala et al. beschrieben, dass die CPO
ungefahr 90 % ihrer Aktivitat verliert, wenn sie bei 60 °C fur eine Stunde inkubiert wird

[Ayala, et al.,, 2002]. Demzufolge zeigt die CPO eine geringe Stabilitdt bei ihrem



Ergebnisse und Disskussion 70

Temperaturoptimum. Im Allgemeinen nahm die Stabilitdit der CPO, wie erwartet, mit

steigender Temperatur ab.

Tabelle 3.2: Die Halbwertszeiten der CPO bezliglich der Sulfoxidation von Thioanisol bei verschiedenen
Temperaturen. Inkubationsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH5, Temperatur wie angegeben.
Reaktionsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5 mM Thioanisol, 0,5 MM H,0,, bei RT.

Temperatur [°C] ti2 [N]

22 630
30 533
40 408
50 49
60 3

Einfluss der Wasserstoffperoxidkonzentration auf die Stabilitat der CPO

Die CPO und viele andere Hamperoxidasen werden im Allgemeinen durch Wasser-
stoffperoxid inaktiviert. Grund dafir ist die Oxidation des Porphyrinrings, die durch die
wahrend des katalytischen Zyklus gebildeten Radikale oder durch die Bildung der inaktiven
Compound 11 hervorgerufen werden. Abbildung 3.20 zeigt die Inaktivierung der CPO
wahrend der Inkubation bei verschiedenen Konzentrationen von H,O,. Bei allen untersuchten
Konzentrationen nahm die Aktivitat der CPO wahrend der ersten 60 Minuten stark ab. In
dieser Zeit verlor das Enzym 11, 18 bzw. 43 % seiner Aktivitdt, wenn es bei einer
Wasserstoffperoxidkonzentration von 0,5, 1 bzw. 2 mM inkubiert wurde. Innerhalb der
darauffolgenden 48 Stunden nahm die Aktivitdt deutlich langsamer ab und blieb dann
schlieRlich konstant. Dieser Verlauf der Aktivitdtsabnahme entspricht dem Verlauf der
Inaktivierung des Enzyms durch H,O; bei der Oxidation von Thioanisol bzw. der Chlorierung
von MCD, der ebenso bei Untersuchungen von Spreti bzw. Zhang und Bai erhalten wurde
[Spreti, et al., 2004; Zhang und Bai, 2009]. Die hier durchgeflihrten Messungen zeigten, dass
das Enzym 63 %, 61 % sowie lediglich 37 % seiner Ausgangsaktivitdt nach der Inkubation
bei 0,5, 1 bzw. 2 mM fiir eine Woche behdlt. Die Inaktivierung des Enzyms durch 2 mM
H,0, ist ungefahr doppelt so stark ausgeprégt verglichen mit der durch 1 mM. Demzufolge ist
die Inaktivierung der CPO von der H,0,-Konzentration abhdngig. Der starke Abfall der

Aktivitat zu Beginn der Inkubation deutet darauf hin, dass die Geschwindigkeit der Oxidation
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des Poryphyrinrings bzw. der Bildung von Compound Il zuerst sehr hoch ist, dann jedoch
mit der Zeit abnimmt, da die Konzentration des Wasserstoffperoxides ebenso mit der Zeit
geringer wird. Diese Ergebnisse stimmen mit den Literaturdaten Uberein, in denen auf eine
Inaktivierung des Enzyms durch H,0, hingewiesen wird [Van Deurzen, et al., 1997; Park und
Clark, 2006; Valderrama, et al., 2002; Grey, et al., 2008].
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Abbildung 3.20: Die Inaktivierung der CPO hinsichtlich ihrer Monooxygenase-Aktivitat durch verschiedene
H,0,-Konzentrationen von Wasserstoffperoxid. Inkubationsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5,
H,0,-Konzentration wie angegeben, RT. Reaktionsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH5, 0,5 mM
Thioanisol, 0,5 mM H,0,, bei RT.

Stabilitat der CPO in wassermischbaren organischen Losungsmitteln

Viele CPO-Substrate sind nur schwer in Wasser I6slich. Bei Thioanisol handelt es sich um
eine in Wasser geringlosliche Substanz, weshalb die Stabilitat der CPO hinsichtlich ihrer
Monooxygenase-Aktivitat in Gegenwart von Dioxan, Isopropanol, THF und Acetonitril
untersucht wurde. Die Abhé&ngigkeit der CPO-Stabilitdt von diesen Losungsmitteln wurde
hier zum ersten Mal beschrieben. Zunédchst wurde die CPO bei einem Ldsungsmittelanteil von
30 % inkubiert und die Aktivitat Gber die Zeit verfolgt. Der Verlauf der Stabilitat Gber die
Zeit ist in der Abbildung 3.21 dargestellt. In 30 % Isopropanol und 30 % Dioxan wurde tber
eine Inkubationszeit von einer Woche kein Aktivitatsverlust ermittelt. THF fuhrte dagegen zu
einem nahezu totalen Verlust der Enzymaktivitdt innerhalb von sechs Stunden. Die
Halbwertszeit des Enzyms in Gegenwart von 30 % Acetonitril betrug 8,8 Stunden und sank
auf 1,4 Stunden, wenn der Losungsmittelanteil auf 50 % erhoht wurde. Da das Enzym in

30 % Isopropanol sowie in 30 % Dioxan stabil war, wurde die Stabilitdt des Enzyms ebenso
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in einem Inkubationsansatz mit 50 % Ldsungsmittelanteil untersucht. Dabei besaR das Enzym

in 50 % Isopropanol bzw. 50 % Dioxan eine Halbwertszeit von 6,4 bzw. 0,05 h [Tabelle 3.3].
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Abbildung 3.21: Abhéngigkeit der CPO-Stabilitdt hinsichtlich der Monooxygenase-Aktivitdt von wasser-
léslichen organischen Ldsungsmitteln: Inkubationsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer pH 5, die
verwendeten Ldsungsmittel und ihre Anteile wie angegeben, 4 °C. Reaktionsbedingungen: 0,05 M
Natriumcitratpuffer pH 5, 0,5 mM Thioanisol, 0,5 mM H,O,, bei RT.

Es zeigte sich, dass die verschiedenen Losungsmittel unterschiedliche Inaktivierungseinfliisse
auf das Enzym besitzen, was sich auf Verdnderungen der CPO-Konformation und der lokalen
Umgebung des aktiven Zentrums, die durch organische Lésungsmittel hervorgerufen werden,

zuriickflhren lasst [Loughlin und Hawkes, 2000].

Tabelle 3.3: Halbwertszeiten (t;,)der CPO bezlglich der Sulfoxidation von Thioanisol in Anwesenheit
verschiedener wasserléslicher organischer Lésungsmittel. Inkubationsbedingungen: 0,05 M Natriumcitratpuffer
pH 5, die verwendeten Lésungsmittel und ihre Anteile wie angegeben, 4 °C.

Organische Losungsmittel tuz [h]
30 % THF 1,4
30 % Acetonitril 8,8
50 % Isopropanol 6,4
50 % Acetonitril 14

50 % Dioxan 0,05
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3.3.2 Peroxidase-Aktivitat (Oxidation von Pyrogallol)

Hierbei wurde die Stabilitit der CPO in Abhédngigkeit vom pH-Wert, der Temperatur,
demWasserstoffperoxid und der Anwesenheit wassermischbarer organischer Losungsmittel in
Bezug auf die Oxidation von Pyrogallol ermittelt. Die erhaltenen Halbwertszeiten beziehen

sich dabei auf die Lagerungsstabilitat des Enzyms.

pH-Stabilitat

Die Stabilitat der CPO in Abhdngigkeit vom pH-Wert wurde untersucht, indem das Enzym in
100 mM Kaliumphosphatpuffer verschiedener pH-Werte inkubiert und die Restaktivitat nach
einer Inkubationszeit von 3 Tagen ermittelt wurde. Die CPO besal3 eine hohe Stabilitdt in
einem pH-Bereich zwischen 2,75 und 6 und zeigte in diesem pH-Bereich mehr als 80 % ihrer
Anfangsaktivitat. Im Gegensatz dazu verlor das Enzym mehr als 80 % seiner Aktivitat, wenn
es bei noch starker sauren (pH 2) oder alkalischen Bedingungen (pH 7) inkubiert wurde
(Abbildung 3.22).

Im Vergleich zur Stabilitdt des Enzyms hinsichtlich seiner Monooxygenase-Aktivitat ist das
Enzym bezuglich seiner Peroxidase-Aktivitat weniger stabil bei allen untersuchten pH-
Werten. Es besteht hierbei die Mdéglichkeit, dass die Konzentration des Puffers eine Rolle bei
der Stabilitat der CPO spielt, da das Enzym bei der Sulfoxidation in 50 mM Citratpuffer
inkubiert wurde, wohingegen die Inkubation der CPO bei der Untersuchung der Stabilitt
hinsichtlich der Oxidation von Pyrogallol in 100 mM Kaliumphosphatpuffer erfolgte. Des
Weiteren sind die Mechanismen der Oxidation von Thioanisol und Pyrogallol unterschiedlich,

was ebenso ein Grund fur die unterschiedlichen erhaltenen Stabilitaten sein kann.
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Abbildung 3.22: Die Relative Aktivitat der CPO beziiglich der Oxidation von Pyrogallol nach der Inkubation fur
72 Stunden in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer verschiedener pH-Werte (wie angegeben) bei 4 °C.
Reaktionsbedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H202, RT.

Temperaturstabilitat:

Hinsichtlich der Temperaturstabilitdt der CPO beziiglich der Oxidation von Pyrogallol
konnten in der Literatur keine Angaben gefunden werden. Die Inkubation des Enzyms bei
28 °C und 35 °C fur eine Woche fuhrte zu keinem Aktivitatsverlust. Erst bei einer Temperatur
von 40 °C konnte eine Inaktivierung des Enzyms beobachtet werden (Abbildung 3.23). Bei
dieser Temperatur lag die Halbwertszeit bei 210 h. Eine Erhéhnung der Temperatur auf 50 °C
bzw. 60 °C fuhrte zur Reduzierung der Halbwertszeit auf 48 bzw. 3 h (Tabelle 3.4).
Demzufolge zeigte die CPO eine sehr geringe Stabilitdt in ihrem Temperaturoptimum.
Verglichen mit der CPO-Stabilitat bezogen auf die Monooxygenase-Aktivitat war das Enzym
bei diesen Messungen bei 28 °C und 35 °C stabiler, da bei diesen Temperaturen bereits eine
Inaktivierung des Enzyms bei der Monooxygenase-Aktivitdt zu beobachten war. Im
Gegensatz dazu wies das Enzym beziiglich seiner Monooxygenase-Aktivitat bei 40 °C eine
hohere Stabilitat als bei der Peroxidase-Aktivitat auf. Bei 50 °C und 60 °C konnten fir die
CPO ungeféhr die gleichen Halbwertzeiten flr die zwei Aktivitaten ermittelt werden.



Ergebnisse und Disskussion 75

r~
o
y

N
[=]
L

[=)
(=]

—e—28C°
—=—35C°
——40 C°
—e—50C®°
——B60 C°

@
o
L

@
o
L

Relative Aktivitat [%]

=
o
L

[N]
o
s

\

1] 20 40 B0 80 100 120 140 160 180
Zeit [h]

|

Abbildung 3.23: Die Temperaturstabilitit der CPO in Bezug auf die Peroxidase-Aktivitat. Inkubations-
bedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, Temperatur wie angegeben. Reaktionsbedingungen: 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 4, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,, RT.

Tabelle 3.4: Die Halbwertszeiten (t,,) der CPO bezlglich der Peroxidase-Aktivitat bei wverschiedenen
Temperaturen. Inkubationsbedingungen: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 4, Temperatur wie angegeben.

Temperatur [°C] ti2 [N]
40 210
50 48
60 3

Einfluss des Wasserstoffperoxids auf die Stabilitat der CPO

Die Inkubation der CPO in einem Kaliumphosphatpuffer pH 4 mit einer H,O,-Konzentration
von 2 mM fihrte zu einem schnellen Verlust der Enzymaktivitdt. Das Enzym besaR dabei
eine Halbwertszeit von lediglich 14,7 Minuten. Dieser Wert stellt einen Mittelwert von 3
Satzen von Experimenten dar, wobei jeder Satz wiederum aus 3 verschiedenen Experimenten
bestand. Park und Clark haben ebenso die Stabilitdt der CPO in einem Kaliumphosphatpuffer
pH 4,1 mit 2mM H,0, in Bezug auf die Oxidation von Pyrogallol untersucht und
beschrieben, dass das Enzym seine gesamte Aktivitdt nach 15 Minuten Inkubation verliert.
Diese Abweichung von den erhaltenen Ergebnissen kann lediglich auf Messungenauigkeiten
oder eine abweichende Durchfiilhrung der Messungen zurlickgefthrt werden. Im Vergleich zur
CPO-Stabilitat hinsichtlich der Monooxygenase-Aktivitat wies die CPO bei der Peroxidase-

Aktivitat eine geringere Stabilitdt gegenliber H,0O, auf, was sich anhand des pH-Werts des
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Puffers erkldren lasst, da die Inkubation des Enzyms bei der Sulfoxidation in einem
Citratpuffer pH 5 erfolgte. Park und Clark haben ebenso den Einfluss des pH-Werts vom
Inkubationspuffer auf die Stabilitdt des Enzyms untersucht. Sie beschrieben, dass das Enzym
eine erhohte Stabilitat gegentber der H,O,-Inaktivierung in einem pH-Bereich zwischen 5
und 6 mit einem Stabilitdtsoptimum bei pH 5,5 aufweist. Die Stabilitat der CPO bei pH 5,5 ist
die unmittelbare Folge des Einflusses des pH-Werts auf die Peroxidase-Aktivitat der CPO und
der fehlenden Produktion der inaktivierenden Radikale. Daher ist die Inaktivierung des
Enzyms wahrend der Inkubation in einem Kaliumphosphatpuffer pH 4 die Folge der
Radikalbildung durch die Peroxidase-Aktivitdit des Enzyms, da die Zugabe von
Radikalfangern diese Inaktivierung stark verringert [Park und Clark, 2006]. Im Gegensatz
dazu wird die Stabilitadt des Enzyms gegeniber der H,O»-Inaktivierung durch die Zugabe von
Radikalfangern bei pH 6 nicht beeinflusst [Park und Clark, 2006].

Stabilitat der CPO in wassermischbaren organischen Lésungsmitteln

Die Stabilitdit der CPO hinsichtlich der Peroxidase-Aktivitdt in Anwesenheit von
wassermischbaren organischen Ldsungsmitteln wurde zum ersten Mal im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Bei den untersuchten Lésungsmitteln handelte es sich um Dioxan, THF
und Acetonitril, die in einem Anteil von 30 % bzw. 50 % dem Inkubationssystem zugesetzt
wurden. Die dabei ermittelten Halbwertszeiten des Enzyms sind in der Tabelle 3.5 aufgelistet.
Am stabilsten war das Enzym in Gegenwart von 30 % Dioxan, wobei das Enzym eine
Halbwertszeit von 630 h besal’. Die Erhéhung des Dioxananteils auf 50 % reduzierte die
Halbwertszeit des Enzyms auf 0,5 h. Im Unterschied zu Dioxan fiihrte die Inkubation des
Enzyms bereits in 30 % THF zu einer starken Inaktivierung des Enzyms mit einer
Halbwertszeit von 0,3 h. Bei 30 % bzw. 50 % Acetonitril wies das Enzym eine Halbwertszeit
von 13,4 bzw. 2,1 h auf.

Im Vergleich zur Stabilitdt des Enzyms hinsichtlich der Monooxygenase-Aktivitdt zeigt das
Enzym hier eine hoéhere Stabilitdt in Acetonitril und eine geringere Stabilitdt in THF. Bei
beiden Aktivitaten zeigte das Enzym in 30 % Dioxan eine sehr hohe Stabilitat, dennoch war
eine erhohte Stabilitdt bezuglich seiner Monooxygenase-Aktivitdt zu beobachten. Eine
umgekehrte Tendenz war bei einer Erhohung des Dioxananteils auf 50 % zu beobachten. In

diesem Fall zeigte die CPO eine hohere Stabilitat bezuglich der Peroxidase-Aktivitat. Es ist
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kein Zusammenhang zwischen der Polaritdt des Ldsungsmittels und seinem

Inaktivierungseinfluss auf das Enzym zu erkennen.

Tabelle 3.5: Die ermittelten Halbwertszeiten (t,) der CPO hinsichtlich der Oxidation von Pyrogallol in
Anwesenheit verschiedener wasserloslicher organischer Ldsungsmittel. Inkubationsbedingungen: 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 4, 4 °C, die verwendeten Losungsmittel und ihre Anteile wie angegeben.

Organische Losungsmittel Halbwertszeit [h]
30 % Dioxan 630
30 % THF 0,3
30 % Acetontril 13,4
50 % Acetonitril 2,1
50 % Dioxan 0,5

3.3.3 Zusammenfassung

Die Stabilitdt der CPO wurde hinsichtlich ihrer Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat in
Abhéngigkeit von verschiedenen isolierten EinflussgroRen untersucht. Bei diesen
EinflussgroRen handelte es sich um den pH-Wert, die Temperatur, die Wasserstoffperoxid-
konzentration sowie die Anwesenheit verschiedener wassermischbarer organischer
Losungsmittel. Bei beiden CPO-Aktivitaten war das Enzym (ber einen breiten pH-Bereich
stabil. Dennoch wies es bei allen untersuchten pH-Werten bessere Stabilitdten bei der
Monooxygenase-Aktivitat als bei der Peroxidase-Aktivitat auf. Bei Temperaturen bis zu
40 °C zeigte das Enzym eine sehr hohe Stabilitat. Erst bei einer Temperatur von 40 °C konnte

eine Inaktivierung des Enzyms ermittelt werden.

Die Inaktivierung der CPO durch Wasserstoffperoxid war von seiner Konzentrationen
abhé&ngig. Bei der Monooxygenase-Aktivitdt zeigte das Enzym eine bessere Stabilitét
gegenliber H,O, als bei der Peroxidase-Aktivitdt und das konnte auf den pH-Wert des

Inkubationspuffers zuriickgefihrt werden.

Die verschiedenen wassermischbaren Losungsmittel tbten unterschiedliche Einflisse auf die

Enzymstabilitat aus. Im Allgemein gab es keinen Zusammenhang zwischen der Polaritat des
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Losungsmittels und seinem Inaktivierungseinfluss. Am stabilsten war das Enzym in 30 %

Dioxan bzw. 30 % Isopropanol. THF fiihrte dagegen zu einer starken Inaktivierung der CPO.
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3.4 Charakterisierung der Aktivitdit und Stabilitat der CPO unter
Bertcksichtigung der gegenseitigen Beeinflussung verschiedener

EinflussgroRen mittels Factorial Designs

Bei der Planung von Experimenten, in welchen der Einfluss verschiedener Parameter auf ein
System untersucht werden soll, wird oft die klassische Methode empfohlen, bei der nur ein
Faktor variiert wird und alle anderen Parameter konstant gehalten werden ,,One-factor-at-
time*, um anschlielend die Veranderung eines Ergebnisses leicht zuordnen zu kénnen. Diese
Methode hat jedoch verschiedene Nachteile. Bei mehr als zwei oder drei Faktoren kann sich
die Zahl der notwendigen Experimente drastisch erhdhen, was viel Material, Zeit und
Personalaufwand kostet. Aullerdem werden diese Faktoren oftmals einer nach dem anderen
charakterisiert. Unter diesen Umstédnden lassen sich optimale Bedingungen nicht effizient
finden. Darlber hinaus werden die gegenseitigen Einflisse von Parametern nicht
beruicksichtigt, die die Vorraussetzung fir die Feststellung des realen Optimums waren. Eine
herausragende Alternative fir diese Methode stellt das mathematische Verfahren der
Versuchsplanung dar, welches unter dem Begriff ,Design of Experiments (DOE)“
zusammengefasst wird. Das DOE eignet sich ideal fur die Optimierung komplexer Systeme,
da es die Nachteile der klassischen Methode bewaltigen kann. Dabei werden alle mdglichen
Parameter gleichzeitig variiert. Das erlaubt, die gegenseitigen Einflisse der Parameter zu
untersuchen. Zudem kann man bei weniger Einzelversuchen als mit der ,,One-factor-at-time*
Methode mehr Information Uber das System erhalten. Des Weiteren lassen sich mittels des
DOEs zuverlédssige Karten, die so genannten ,,Contour Plot* und ,,Surface Plot* erhalten, die
die Messergebnisse prasentieren, was sehr wertvoll ist, um das untersuchte System besser zu
verstehen [Eriksson, et al., 2000].

Das allgemeine Vorgehen des DOEs beruht auf der Festlegung interessanter
Standardexperimente, die als so genannte Nullpunkte ,,Center-Points* bezeichnet werden.
Anschlielend werden neue Experimente um die Nullpunkte herum in symmetrischer Weise
ausgefihrt [Eriksson, et al., 2000]. Fir eine dreidimensionale Untersuchung (drei Parameter

X1, Xz, X3), ergibt sich das in Abbildung 3.24 dargestellte geometrische Design.
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Abbildung 3.24: Dreidimensionale Region eines Systems bestehend aus 3 Faktoren (X;: 100-200, X,: 200-400,
X3: 100-200).

Der Verlauf des DOEs beginnt mit dem bedeutenden Schritt der Formulierung des Problems.
Diese besteht aus sechs Schritten, die in der Abbildung 3.25 dargestellt werden. Die
Abbildung 3.25 erldutert sowohl die Auswahlmdglichkeit sowie die fir diese Arbeit
ausgewahlte Strategie (Zielsetzung, Faktoren, Zielgrofien etc.). Nach der Erzeugung des
Versuchsplans werden die Experimente anhand der Kombinationen, die in dem Versuchsplan
erhalten wurden (Tabelle 3.6), durchgefiihrt. In einem letzten Schritt werden die

Messergebnisse mittels des DOEs analysiert [Eriksson, et al., 2000].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gegenseitigen Beeinflussungen vom pH-Wert, der
Temperatur und der Anwesenheit wassermischbarer Losungsmittel sowohl auf die Aktivitat
als auch auf die Stabilitat der CPO mittels des DOEs zum ersten Mal untersucht. Bei den
wassermischbaren organischen Lésungsmitteln handelte es sich um DMSO, Isopropanol,
Dioxan, Acetonitril und DMF. Das organische Losungsmittel stellt einen qualitativen Faktor
dar, was die Versuchsplanung mit 5 Losungsmitteln sehr kompliziert macht. Aus diesem
Grund wurde die Versuchsplanung nur aus Temperatur und pH-Wert erstellt und die
erhaltenen Versuche jeweils in jedem Losungsmittel sowie in reinem Citratpuffer
durchgefiihrt.
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Abbildung 3.25: Schematische Darstellung der Problemformulierung in DOE und der fur diese Arbeit
ausgewdhlten Strategie.

3.4.1 Untersuchung der Aktivitat und Stabilitat der CPO in Citratpuffer

Zur Untersuchung der Aktivitdt und der Stabilitat der CPO mittels des DOEs wurde die
Oxidation von Pyrogallol als Modellreaktion verwendet. Die Reaktion wurde in 100 mM
Natriumcitratpuffer verschiedener pH-Werte durchgefiihrt, da der Citratpuffer im Vergleich
zum Kaliumphosphatpuffer in dem untersuchten pH-Bereich (3-5) eine hdhere Kapazitat
besitzt, weshalb der Aktivitatstest in Citratpuffer durchgefiihrt wurde.

Untersuchung der Aktivitat und der Stabilitdt der CPO mittels des DOEs in einem

Temperaturbereich zwischen 15 °C und 45 °C

Da die CPO bei dem Temperaturoptimum der Peroxidase-Aktivitdt (60 °C) unstabil ist,

wurden zunéchst die Aktivitat und die Stabilitdt des Enzyms in einem Temperaturbereich von
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15°C bis 45 °C untersucht, in dem das Enzym eine bessere Stabilitat aufweist. Der
Versuchsplan mit den erhaltenen Messergebnissen ist in Tabelle 3.6 zu sehen. Im Rahmen der
Experimente des Versuchsplans wurde die maximale Aktivitdt von 13,6 U/mL bei einer
Temperatur von 51 °C und einem pH-Wert von 4 ermittelt, wohingegen die geringste
Aktivitat von 5,8 U/mL bei einer Temperatur von 15 °C und einem pH-Wert von 3 erhalten
wurde. Die CPO zeigte ihre maximale Stabilitat bei einer Temperatur von 8,8 °C und einem
pH-Wert von 4.

Tabelle 3.6: Der Versuchsplan nach ,,Central-Composite-Design‘ mit den Messergebnissen in Citratpuffer
(Aktivitat: [U/mL], Halbwertszeit [Tage]), Aktivitatstest: Oxidation von Pyrogallol; 0,1 M Citratpuffer pH wie
angegeben, 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,, Temperatur wie angegeben.

1| 2 | 3 | 4 I - 5
1 | Exp No| Exp Name Run Order InclExcl Temperatur pH-Wert Aktivitait Halbwertszeit
2 1 M1 Tnel |- 15 3 5,8 75,8
3 2 M2 5 lncl |- 45 3 11 0,19
4 3 N3 & | Incl - 15 g g,5 144
5 4 4 2 el |- 45 5 12,5 32,7
B 5 M5 4 Incl - 8,73 4 7,8 239
7 & ME 11 Incl |- 51,21 4 13,6 0,22
8 7 N7 3 el |- 30 2,586 8,3 1,3
g g Ne 10| Incl - 30| 5,414 9,7 1z0o
10 9 NI 1/ Incl - 30 4 9,6 210
11 10 K10 2 Incl |- 30 4 9,7 165
12 11 MM 5 Incl - 30 4 9,8 189

Datenanalyse

Fur die Analyse der Daten stehen verschiedene Methoden zu Verfligung, um die Qualitat und
Aussagekraft der Ergebnisse einzuschatzen sowie die Aussagekraft der statistischen

Berechnungen zu bewerten.

Den ersten Schritt der Datenanalyse stellt die Evaluation der Rohdaten in Form vom
»Replicate Index* dar, der einen Uberblick iiber die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
gibt (Abbildung 3.26) [Eriksson, et al., 2000]. Der ,,Replicate Index* der Aktivitdt zeigt, dass
die Werte der ,,Center-Points* (Proben: 9, 10 und 11) sehr dicht beicinander liegen. Das
bedeutet, dass die Reproduzierbarkeit der Daten sehr gut ist. Dagegen weicht die Probe 9 bei

dem ,,Replicate Index* der Stabilidt von den anderen zwei ,,Center-Points* ab.
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Abbildung 3.26: Der vom DOE erhaltene ,,Replicate Index* fiir die Aktivitdt (links) und die Stabilitét (rechts)
der CPO in Citratpuffer in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Einen zusammenfassenden Uberblick tber die Giite der Experimente und der statistischen
Methoden ermdglicht der ,,Investigation Plot“. Dieser gibt in Form eines Balkendiagramms
einen Uberblick (ber die wesentlichen Kriterien zur Anwendbarkeit des Modells. Der
,Investigation Plot“ besteht aus vier Indikatoren (Abbildung 3.27). Die Anpassungsgiite R?
»Goodness of fit“ ist ein MaBl fiir die Anpassbarkeit des Regressionsmodells fiir die
betrachteten Rohdaten. Jedoch wird dieser Indikator nicht allein, sondern zusammen mit der
Giite der Vorhersage Q? ,,Goodness of prediction betrachtet. Dabei geht es um die
Fragestellung, inwieweit das Modell zuverlassige VVorhersagen flr spatere Experimente trifft.
Dariiber hinaus trifft die Modellgiiltigkeit ,,Model validity* eine Aussage dariiber, ob das
ausgewahlte Modell geeignet oder ungeeignet ist, um die Daten anzupassen. Die
Reproduzierbarkeit ,,Reproducibility” fasst die Qualitit der experimentellen Ergebnisse
zusammen. Um das Modell als gut und zuverldssig auszuweisen, missen diese Indikatoren

den folgenden Referenzwerten entsprechen.

Die Differenz R? - Q° <0,2-0,3
Q? >0,5
»Model validity* > 0,25
»Reproducibility* >0,5

Bei dem ,,Investigation Plot* der Aktivitit ist der Wert der Giite der Vorhersage (Q?) sehr
hoch 0,98 und die Differenz zwischen R? und Q? ist weniger als 0,2 (Abbildung 3.27). Das
bedeutet, dass das System sehr hohe Vorhersagekraft besitzt. Zwar ist der Wert von Q? bei

dem Stabilitatssystem groRer als 0,5, aber die Differenz R?-Q? (0,39) liegt leicht iiber dem
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Referenzwert. Demzufolge ist die Giite der Vorhersage bei der Stabilitat geringer als bei der
Aktivitat [Eriksson, et al., 2000].

Investigation: Citatpuffer Design (MLR)
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Abbildung 3.27: Der ,,Investigation Plot“ von der Aktivitét (links) und Stabilitét (rechts) der CPO in Citratpuffer
in einem Temperaturbereich von 15-45 °C .

Sowohl bei der Aktivitdt als auch bei der Stabilitit war die Reproduzierbarkeit der
Experimente sehr hoch. Mit einem Wert von 0,1 lag die ,,Model validity* der Aktivitat jedoch
unter den mindestens geforderten 0,25, was darauf hindeutet, dass das quadratische Modell
hier nicht ausreichend geeignet ist, um die Daten anzupassen, was spiter bei dem ,,Surface
Plot* zu schen ist. Dagegen lag die ,,Model validity” der Stabilitdt mit einem Wert von 0,7

weit Uber den mindestens geforderten 0,25.

Betrachtet man die Messergebnisse in Bezug auf mdogliche DatenausreiRer, so belegt der
»Normal Probability Plot of Residuales”, dass sich die Stabilitdtsdaten innerhalb der
statistischen Bandbreite bewegten. Im Gegensatz dazu konnten bei der Aktivitat zwei Proben
(1 und 7) als Ausreil3er ermittelt werden (Abbildung 3.28) [Eriksson, et al., 2000].
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Abbildung 3.28: Der ,,Normal Probability Plot of Residuals* fiir die Aktivitét (links) und Stabilitat (rechts) der

CPO in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Einen Uberblick der gegenseitigen Beeinflussung der Parameter (Temperatur, pH-Wert) gibt
der ,,Interaction Plot* (Abbildung 3.29) [Eriksson, et al., 2000].

Interaction Plot for Temp*pH-, resp. Aktivitit  —&—  pH. (low) Interaction Plot for Temp*pH-, resp. Halbwertszeit —&—  pH. (low)
—&——  pH- (high) —®— pH-(high)

pH- (high|
13 pHoATow)
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12
11 T 100
5 ]
< 10 b
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< 9 =
u
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i
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10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Temperatur Temperatur

Abbildung 3.29: Der ,,Interaction Plot™ fiir die Aktivitdt (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in einem
Temperaturbereich von 15-45 °C.

Der Einfluss des pH-Werts sowohl auf die Aktivitét als auch auf die Halbwertszeit ist grofer
bei niedrigen als bei hohen Temperaturen. Das bedeutet, dass bei niedrigen Temperaturen der
pH-Wert eine entscheidende Rolle spielt, die dann bei der Erhéhung der Temperatur an

Bedeutung verliert.

Ein anderer Plot fir die Beurteilung der Messergebnisse bietet die Auftragung der
beobachteten ,,observed” gegen die erwarteten ,predicted® Werte (Abbildung 3.30), was
einen alternativen Weg fir die Bewertung der Giite der Vorhersagekraft des Systems darstellt.
Befinden sich die Proben auf einer Linie, wie bei der Aktivitat zu sehen ist, bedeutet das, dass
das System eine gute Vorhersagekraft besitzt. Weichen die Proben hingegen von der Linie ab,

ist das System weniger vorhersagekraftig [Eriksson, et al., 2000].
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Abbildung 3.30: Auftragung der beobachteten gegen die erwarteten Werte bei der Aktivitat (links) und Stabilitét
(rechts) der CPO in Citratpuffer in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Sehr gute Methoden fiir ein besseres Verstandnis des gesamten Systems bieten die zwei- bzw.
dreidimensionalen Darstellungen (,,Contour Plot* bzw. ,,Surface Plot*) der experimentellen
Messwerte in Abhangigkeit von den gewahlten Parametern. Diese Darstellungen nehmen eine
optische Einordnung der Ergebnisse mit einem Farbcode vor [Eriksson, et al., 2000]. Bei der
zweidimensionalen Darstellung ist die Rede vom ,,Contour Plot“. Die fiir die Aktivitit und die
Stabilitdt der CPO erhaltenden ,,Contour Plots* sind in Abbildung 3.31 gezeigt. Wie erwartet
wurde eine hohere Aktivitat typischerweise bei hohen Temperaturen und einem pH-Wert
zwischen 4 und 5 und die hohere Stabilitat bei niedrigen Temperaturen und einem pH-Wert

von 4 und 4,8 erzielt.

Aktivitat Halbwertszeit
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-+ 4)5 -+
o 9]
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Abbildung 3.31: Der ,,Contour Plot* fiir die Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in Citratpuffer in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Die dreidimensionalen Darstellungen ,,Surface Plot* treffen eine Aussage liber die Beziehung
zwischen den Faktoren und den ZielgréRen und demzufolge tUber die Anpassung des Modells.
Sie dienen zwei grundlegenden Zwecken: Der Vorhersage des Werts der Zielgrolie bei jeder
Parametereinstellung in der experimentellen Region und der Ermittlung der Parameter-

einstellung, die dem optimalen Wert entspricht.

Die dreidimensionale Darstellung ,,Surface Plot der Aktivitdt gibt zu erkennen, dass das
Verhdltnis zwischen den Faktoren und der Aktivitdt anndhrend linear ist, was dem
quadratischen Modell nicht entspricht (Abbildung 3.32). Das erkl&rt somit den geringen Wert
der Modellgultigkeit bei der Aktivitdt. Grund fur diese lineare Form ist, dass das

Temperaturoptimum bei einem Temperaturbereich von 15 °C bis 45 °C nicht erreicht wurde.
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Abbildung 3.32: Der ,Surface Plot“ von der Aktivitdit und Stabilitdt der CPO in Citratpuffer in einem
Temperaturbereich von 15-45 °C.

Im Gegensatz zur Aktivitit ist der ,,Surface Plot™ der Halbwertszeit gekrimmt, was eigentlich
bei einem quadratischen Modell zu erwarten ist (Abbildung 3.32). Daher besitzt die

Halbwertszeit einen hohen Wert der Modellgiiltigkeit.

Aus dem ,,Contour Plot* bzw. ,,Surface Plot“ ist nur eine grobe Abschidtzung des optimalen
Bereichs moglich. Eine genauere Bestimmung kann mit Hilfe der ,,Sweet Spot“-Analyse
erzielt werden. Fir eine maximale Aktivitdt ergab sich im Rahmen der
Parametereinstellungen ein optimaler Arbeitsbereich bei einem pH Wert von 4,5 und einer
Temperatur von 45 °C. Die optimale Stabilitdit wurde dagegen bei einer Temperatur von
15 °C und einem pH-Wert zwischen 4,2 und 4,4 erzielt (Abbildung 3.33).
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Abbildung 3.33: Die ,,Sweet Spot“-Analyse fiir die Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in
Citratpuffer in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Damit weicht das mittels des DOEs erhaltende pH-Optimum 4,5 leicht von dem mit den
klassischen Methoden erhaltenen Wert (4) ab. Ein mdglicher Grund dafir ist, dass die
Aktivitat bei der klassischen Methode bei einem pH Wert von 4 und 5 aber nicht bei 4,5
gemessen wurde. Zudem wurden die Experimente bei der klassischen Methode bei RT
durchgefihrt. Der Vorteil des DOEs gegentiber der klassischen Methode zeigt sich an dieser
Stelle deutlich, da mittels des DOEs ein pH-Optimum statistisch an einem nicht gemessenen
Punkt bestimmt werden kann. Die optimale Temperatur I&sst sich nicht mit dem anhand der
klassischen Methode ermittelten Temperaturoptimum (60 °C) vergleichen, da die Messungen
lediglich in einem Temperaturbereich zwischen 15 °C und 45 °C aufgrund der hoheren
Enzymstabilitat in diesem Bereich durchgefiihrt wurden. Bezuglich der Enzymstabilitat zeigte
die CPO ihr Maximum bei der klassischen Methode bei einem pH-Wert zwischen 4 und 5,

wohingegen hier ein genaueres Optimum ermittelt werden konnte.

Zur Bestimmung einer Parametereinstellung, die eine hohe Aktivitat und eine moglichst gute
Stabilitét erzielt, wurde ebenso der ,,Sweet Spot™ verwendet [ Eriksson, et al., 2000]. Demnach
wurde beispielweise bei einer geforderten Aktivitat zwischen 11 und 13,6 U/mL sowie einer
Halbwertszeit zwischen 133 und 239 Tage (Lagerungsstabilitdt) der in Abbildung 3.34
dargestellte ,,Sweet Spot* erhalten. Der ermittelte Bereich der Parametereinstellungen ist rot
unterlegt. Es lasst sich die geforderte Aktivitdt und Halbwertszeit zum Beispiel bei einer

Temperatur von 38 °C und einem pH-Wert von 4,2 erzielen.

Irwestigation: Citatpuffer Design (MLR)
Sweet Spot = Aktivitat(11 - 13 B),
Halbwertszeit(133 - 239

Sweet Spat
Mo criteria met

15 20 25 30 35 40 45
Temperatur

Abbildung 3.34: Die ,,Sweet Spot“-Analyse flir die Aktivitat und Stabilitat der CPO in Citratpuffer mit einem
maximalen geforderten Aktivitat und Halbwertszeit in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Untersuchung der Aktivitat der CPO mittels des DOEs in einem Temperaturbereich
zwischen 45 °C und 65 °C

Da der vorher untersuchte Temperaturbereich (15 °C-45 °C) das Optimum nicht umfasste,
wurde ein weiterer Versuchsplan erstellt, indem 45 °C und 65 °C dem niedrigen bzw. dem

hohen Level der Temperatur entsprechen. Die Einstellung des pH-Werts blieb gleich (3-5).

Die Messdaten wurden analog zu den oben aufgefiihrten Erklarungen analysiert. Die Gite
und die Qualitdt der Messergebnisse wurden wie zuvor dem ,,Investigation Plot* entnommen.
Mit einem Wert nahe 1 lielen sich die experimentellen Ergebnisse als sehr reproduzierbar
einstufen. Darliber hinaus wiesen sowohl R? als auch Q2 sehr hohe Werte mit einer
Abweichung von 0,09 auf (Abbildung 3.35). Demzufolge besaR das System eine sehr hohe
Aussagkraft und die statistische Auswertung galt als sehr zuverldssig. Mit einem Wert von
0,76 lag die ,,Model validity* weit iber den mindestens geforderten 0,25. Das bedeutet, dass
die Beziehung zwischen den Parametern und der Aktivitdt nicht mehr linear sondern

gekrimmt ist, was im ,,Surface Plot* zu erkennen war (Abbildung 3.36).
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Abbildung 3.35: Der ,,Investigation Plot“ der Aktivitdt der CPO in Citratpuffer bei hohen Temperaturen (45 °C —
65 °C).

Die Analyse des ,Normal Probability Plot of Residuals“ zeigte, dass es dabei keinen
Ausreifler gab. Bei der Verwendung des ,,Sweet Spots wurden ebenso die Parameter-
einstellungen flr die optimale Aktivitat ermittelt. Dabei handelte es sich um eine Temperatur
von 59 °C und einen pH-Wert von 4. Demzufolge wich das hier ermittelte Temperatur-
optimum lediglich um einen Grad von dem bei der klassischen Methode ermittelten

Temperaturoptimum von 60 °C ab. Der optimale pH-Wert stimmte mit dem bei der
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klassischen Methode ermittelten Wert Uberein. Jedoch unterschied sich das bei diesem System
bestimmte pH-Optimum von dem bei niedrigen Temperaturen erhaltenen (pH 4,5), was auf
die gegenseitige Beeinflussung der Faktoren hinweist. Im ,,Interaction Plot™ der Aktivitit und
der Stabilitat des ersten Systems wurde bereits festgestellt, dass der Einfluss des pH-Werts auf
die Aktivitat und die Stabilitdt der CPO bei niedrigen Temperaturen sehr hoch ist und sich bei

einer Erhohung der Temperatur verringert.

Abbildung 3.36: Der ,,Surface Plot* der Aktivitit der CPO in Citratpuffer bei hohen Temperaturen (45 °C-
65 °C).

Zusammenfassend konnten verschiedene Kombinationen der Faktoren etabliert werden, die
eine hohe Aktivitat oder Stabilitdt der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GroflRen
erzielen (Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Die durch das DOE erhaltene Kombination von Temperatur und pH flr eine optimale Aktivitét,
Stabilitat der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GréRen in Citratpuffer.

Temperatur [°C] pH-Wert [-]

Aktivitatsoptimum bei hohen

Temperaturen (45 °C-65 °C) 59 4
Aktivitatsoptimum bei niedrigen 45 45
Temperaturen (15 °C-45 °C) ’

Stabilitatsoptimum 15 4,2
Balance zwischen Aktivitat und 38 42

Stabilitét
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Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in Citratpuffer

Bei dem Einsatz eines Enzyms in technischen Anwendungen spielt nicht die Anfangs-
geschwindigkeit der Reaktion die entscheidende Rolle sondern die Produktivitat des Enzyms
(MQproduk/MYenzym). UM zu ermitteln, fur welche durch das DOE erhaltenen Temperatur- und
pH-Bedingungen sich eine maximale Katalysatorproduktivitat ergibt, wurde diese fur die
CPO in Form von weiteren Experimenten bestimmt. Die Reaktion erfolgte bei einer
Pyrogallol- und H,0,-Konzentration von 10 mM bzw. 4 mM in 1 mL Reaktionsvolumen. Wie
die Ergebnisse zeigen (Abbildung 3.37), wurde die maximale Produktivitat bzw. maximal
gebildete Produktmenge bei einer Temperatur von 59 °C und einem pH-Wert von 4 erzielt.
Bei der Parameterkombination, die dem Stabilitdtsoptimum der CPO entspricht, wurden
lediglich 65 % der maximalen Produktivitat erhalten. Dagegen wurden 87 % der Produktivitat
bei optimalen Aktivitatsbedingungen fiir den niedrigen Temperaturenbereich ermittelt (45 °C,
pH 4,5). Infolgedessen nahm die Katalysatorproduktivitdt mit einer geringer werdenden
Temperatur weiter ab. Der Grund daflr liegt in der Reaktionsgeschwindigkeit und der
Inaktivierung des Enzyms durch H,O, oder andere Reaktionsbedingungen. Im Allgemein
benotigt eine Reaktion bei niedrigen Temperaturen l&ngere Zeit, um die gleiche Produktivitat
wie bei erhohten Temperaturen zu erzielen. Jedoch besteht dabei die Mdglichkeit, dass das
Enzym mit der Zeit durch die Reaktionsbedingungen inaktiviert wird. Im Fall der CPO sorgt
die Anwesenheit von H,0, zusétzlich fir eine Inaktivierung und somit fir eine geringere
Produktbildung [Van Deurzen, et al., 1997; Park und Clark, 2006; Valderrama, et al., 2002;
Grey, et al., 2008].
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Abbildung 3.37: Die relative CPO-Produktivitét bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fir
eine optimale Aktivitét, Stabilitat der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GréRen in Citratpuffer.
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3.4.2 Untersuchung der Aktivitdt und Stabilitat der CPO in Anwesenheit

wassermischbarer Losungsmittel

Die Aktivitat sowie die Stabilitdt der CPO wurden in einem Ansatz, der 20 % Losungsmittel
enthielt, untersucht. Dabei wurde die Aktivitat der CPO ebenfalls in einem Temperaturbereich
zwischen 15 °C und 45 °C, in dem das Enzym eine hohere Stabilitat aufweist, und in einem
Temperaturbereich zwischen 45 °C und 65 °C, der das Temperaturoptimum der Peroxidase-
Aktivitdt umfasst, analysiert. Bei den untersuchten Ldsungsmitteln handelte es sich um
DMSO, Isopropanol, Dioxan, Acetonitril und DMF.

DMSO

Zunachst wurde die Aktivitat und Stabilitat der CPO zwischen 15 °C und 45 °C ermittelt. Aus
dem ,Investigation Plot“ ist zu erkennen, dass alle Kennzeichen im Rahmen der
Referenzwerte lagen (Abbildung 3.38). Sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitat
besal’ das System eine sehr hohe Vorhersagekraft und eine sehr gute Reproduzierbarkeit. Die
»Model validity“-Werte (0,59 fiir die Aktivitdt und 0,78 flr die Halbwertszeit) lagen ebenso

weit Uber den mindestens geforderten 0,25. Dar(iber hinaus gab es keinen Ausreil3er.

R2

Q2

Model Validity
Reproducibility

Investigation: Aktivitatsdesign(20 % DMSO) (MLR)
Summary of Fit

OOmE

1.0

0.8
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0.4

0.2

0.0
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Abbildung 3.38: Der ,,Investigation Plot“ von der Aktivitdt (links) und Stabilitét (rechts) der CPO in 20 %
DMSO in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Die erhaltenen ,,Contour Plots* und ,,Surface Plots fiir die Aktivitidt und Stabilitdt der CPO in
20 % DMSO sind in den Abbildungen 3.39 bzw. 3.40 zu sehen. Die optimalen Bedingungen

fur das Aktivitats- und das Stabilitatsoptimum im Rahmen der Faktoreneinstellungen wurden
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mittels des ,,Sweet Spots* ermittelt. Die beste Aktivitdt wurde dabei bei einer Temperatur von
45 °C und einem pH-Wert von 4,8 erzielt. Das Enzym war dagegen am stabilsten bei einer

Parameterkombination von 15 °C und pH 4,2.

Der pH-Wert flr das Aktivitatsoptimum unterscheidet sich demnach geringfiigig von dem im
Citratpuffer erhaltenen pH 4,5. Dennoch wurde die hohere Stabilitat der CPO in 20 % DMSO
und in Citratpuffer bei den gleichen Bedingungen (15 °C, pH 4,2) erzielt. Mithilfe des ,,.Sweet
Spots™ wurde ebenso eine Kombination der Faktoren von 38 °C und pH 4,2 ermittelt, die eine
hohe Aktivitat und gleichzeitig gute Stabilitat bietet.

Aktivitat Halbwertszeit
5,0 5,0
~ 45 =45
15} o)
= 4,0 Z 40
s s
3,5 3,5
3,0 : 3.0 ™
15 20 25 30 35 40 45 15 20 25 30 35 40 45
Temperatur Temperatur

Abbildung 3.39: Der ,,Contour Plot* fiir die Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % DMSO in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Aktivitat Halbwertszeit

Abbildung 3.40: Der ,,Surface Plot“ der Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % DMSO in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Einen Uberblick der gegenseitigen Beeinflussung der Parameter (Temperatur, pH-Wert) gibt
der ,,Interaction Plot* (Abbildung 3.41). Hinsichtlich der Aktivitat konnte keine gegenseitige
Beeinflussung der Faktoren ermittelt werden, wahrend der Einfluss des pH-Werts auf die

Halbwertszeit bei niedrigen Temperaturen grof3er als bei hohen Temperaturen war.
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Abbildung 3.41: Der ,,Interaction Plot* fiir die Aktivitét (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % DMSO
in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Bei hohen Temperaturen (45 °C-65°C) wurde ebenfalls ein System mit hoher
Vorhersagekraft (0,96), hoher Reproduzierbarkeit (0,98) und einem sehr hohen ,,Model
validity“-Wert von 0,89 erhalten. Des Weiteren wurden keine Ausreiller ermittelt. Der
erhaltene ,,Contour Plot* und ,,Surface Plot* kann der Abbildung 3.42 entnommen werden.
Das Aktivitatsoptimum wurde in diesem Rahmen der Parametereinstellungen bei einer
Temperatur von 65 °C und bei einem pH-Wert von 3,8 erzielt. Im Vergleich zum Citratpuffer
unterschied sich der optimale pH-Wert nur leicht, wahrend das Temperaturoptimum
verglichen mit dem in reinem Puffer um 6 °C héher war. Das deutet darauf hin, dass die CPO

durch die Zugabe von 20 % DMSO vor einer Temperaturinaktivierung geschitzt wird.

Temperatur

Abbildung 3.42: Der ,,Contour Plot* und ,,Surface Plot“ der Aktivitdit der CPO in 20 % DMSO bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C).
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Demzufolge lieBen sich folgende optimale Bedingungen fir die Aktivitdt und Stabilitat der
CPO bzw. eine Balance zwischen den beiden Grofien in 20 % DMSO ermitteln (Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Die durch das DOE erhaltene Faktorenkombination flr eine optimale Aktivitat, Stabilitat der CPO
bzw. eine Balance zwischen beiden Gréfzen in 20 % DMSO.

Temperatur [°C] pH-Wert [-]

Aktivitatsoptimum bei hohen

Temperaturen (45 °C-65 °C) 65 38
Aktivitatsoptimum bei niedrigen 45 48
Temperaturen (15 °C-45 °C) '

Stabilittsoptimum 15 4,2
Balance zwischen Aktivitat und 38 42

Stabilitat

Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in 20 % DMSO

Die Katalysatorproduktivitdt wurde bei den in Tabelle 3.8 zusammengefassten
Parameterkombinationen ermittelt (Abbildung 3.43). Im Gegensatz zum Citratpuffer wurde
hierbei die maximale Katalysatorproduktivitdt bei der Faktorenkombination, die eine
maximale Stabilitat liefert, erzielt. Dagegen wurde die geringste Katalysatorproduktivitét bei
der Parametereinstellung (65 °C, pH 3,8) erhalten, die eine maximale Aktivitat bei hohen
Temperaturen gefordert hat. Da es sich hierbei nicht um die Reaktions-
anfangsgeschwindigkeit sondern um die Produktivitat handelt, lasst sich sagen, dass die
Reaktion bei 65 °C zun&chst schnell lauft und dann eine rasche Inaktivierung des Enzyms
durch die hohe Temperatur erfolgt. Aus diesem Grund ist die Produktivitat bei der
Kombination (65 °C, pH 3,8) geringer als bei den anderen. Die beschriebene
Enzyminaktivierung trat bei einer Temperatur von 45 °C bzw. 38 °C in einem geringeren
Ausmal ein, wobei die Katalysatorproduktivitat dabei 95 bzw. 96 % des maximalen Wertes

erreichte. Der pH-Wert spielte hierbei keine entscheidende Rolle.
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Abbildung 3.43: Die relative CPO-Produktivitat bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fiir
eine optimale Aktivitét, Stabilitat der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GréRen in 20 % DSMO.

Isopropanol

Zunéchst wurden die Aktivitat und Stabilitdt der CPO bei niedrigen Temperaturen (15 °C-
45 °C) ermittelt. Bei dem ,Investigation Plot“ der Aktivitdit befanden sich die
Indikatorenwerte innerhalb des Referenzbereichs. Das System zeigte dabei eine hohe
Aussagekraft (0,93) und gute Reproduzierbarkeit (0,99) (Abbildung 3.44). Bei der Stabilitat
besal} das System zwar eine gute VVorhersagekraft und Reproduzierbarkeit, jedoch stimmte der
»Model validity*“-Wert nicht mit dem Referenzwert iiberein, was ebenso aus dem ,,Surface
Plot“ zu erkennen ist. Der ,,Contour Plot“ und der ,,Surface Plot“ fir die Aktivitdt und

Stabilitat der CPO sind in den Abbildungen 3.45 und 3.46 gezeigt.

Investigation: Isopropanol Aktivitat Design (MLR) = :g

Summary of Fit B edetvaidiy

|| Reproducibility
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.01
-0.2

Aktivitat Halbwertszeit

Abbildung 3.44: Der ,Investigation Plot“ der Aktivitit (links) und Stabilitdt (rechts) der CPO in 20 %
Isopropanol in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Abbildung 3.45: Der ,,Contour Plot* der Aktivitét (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % Isopropanol in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Aktivitat Halbwertszeit

Abbildung 3.46: Der ,,Surface Plot™ der Aktivitdt (links) und Stabilitét (rechts) der CPO in 20 % Isopropanol in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Mithilfe des ,,Sweet Spots* wurden die optimalen Bedingungen fiir die Aktivitdt und Stabilitét
der CPO ermittelt. Die hochste Aktivitdt wurde dabei bei einer Temperatur von 45 °C und
einem pH-Wert von 4,8 erzielt, wahrend das Enzym bei einer Parameterkombination von

15 °C und pH 4,8 am stabilsten war.

Wie bereits bei DMSO konnte auch bei Isopropanol keine bedeutende gegenseitige
Beeinflussung der Faktoren auf die Aktivitat der CPO beobachtet werden. Dagegen war bei

der Halbwertszeit eine deutliche gegenseitige Beeinflussung vom pH-Wert und der
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Temperatur zu erkennen. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Halbwertszeit bei niedrigen

Temperaturen war demnach stérker als bei hohen Temperaturen (Abbildung 3.47).

Interaction Plot for Temp*pH-, resp. Aktivitit —4&—  pH- (low) Interaction Plot for Temp*pH., resp. Halbwertszeit —a—  pH. (low)
—&—  pH- (high) ——  pH- (high)
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50

10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
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Abbildung 3.47: Der ,Interaction Plot* fiir die Aktivitdt (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 %
Isopropanol in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Bei hohen Temperaturen (45 °C-65 °C) wurde ebenso ein sehr gutes System in 20 %
Isopropanol erhalten, indem die vier Kennzeichen des ,,Investigation Plots* einen Wert von
nahezu 1 besitzen (Abbildung 3.48). Das System zeigte eine hohe Vorhersagekraft (0,94),
hohe Reproduzierbarkeit (0,97) und einen hohen ,,Model validity*-Wert von 0,942. Das
Aktivitatsoptimum wurde in diesem Rahmen der Parametereinstellungen bei einer

Temperatur von 58 °C und einem pH-Wert von 4 ermittelt.

Investigation: Aktivitdtin 20 % Dioxan (MLR) E R2
y a2
Summary of Fit L] Model Validity
O Reproducibilty
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Abbildung 3.48: Der ,Investigation Plot“ von der Aktivitit der CPO in 20 % Isopropanol bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C).

Die optimalen Bedingungen fir die Aktivitat und Stabilitdt der CPO in 20 % Isopropanol sind

in Tabelle 3.9 zusammengefasst.
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Tabelle 3.9: Die durch das DOE erhaltenen Faktorenkombinationen fiir eine optimale Aktivitat und Stabilitat der
CPO in 20 % Isopropanol.

Temperatur [°C] pH-Wert [-]

Aktivitatsoptimum bei hohen

Temperaturen (45 °C-65 °C) 58 4
Aktivitatsoptimum bei niedrigen 45 48
Temperaturen (15 °C-45 °C) ’

Stabilitatsoptimum 15 4,8

Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in 20 % Isopropanol

Die Katalysatorproduktivitdt wurde bei den Bedingungen fiir die optimale Aktivitat und
Stabilitat der CPO in 20 % Isopropanol untersucht. Die maximale Produktivitat wurde dabei
bei der Parameterkombination 58 °C und pH 4 erzielt (Abbildung 3.49). Dagegen wurde die
geringste Katalysatorproduktivitdt bei der Parametereinstellung 45 °C und pH 4,8 erhalten.
Grund dafir kann die Inaktivierung des Enzyms wahrend der Reaktion sein. Bei einer
Temperatur von 58 °C lauft die Reaktion zunéchst sehr schnell ab, im Anschluss wird das
Enzym durch die hohe Temperatur inaktiviert. Jedoch fihrt diese Anfangsreaktions-
geschwindigkeit zu einer hoheren Produktbildung als bei einer Temperatur von 45 °C. Bei
15 °C lauft die Reaktion zwar langsam ab, jedoch weist das Enzym bei diesen Bedingungen

eine héhere Stabilitat auf, woraus sich eine gute Produktivitat des Enzyms ergibt.
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Abbildung 3.49: Die relative CPO-Produktivitat bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fir
eine optimale Aktivitét und Stabilitat der CPO in 20 % Isopropanol.
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Dioxan

In 20 % Dioxan zeigte das System sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitat der
CPO bei niedrigen Temperaturen (15 °C-45 °C) eine gute Reproduzierbarkeit, jedoch
entsprach die Modellgiiltigkeit nicht dem Referenzwert. Die Vorhersagekraft war bei dem

Aktivitatssystem sehr gut im Gegensatz zu der bei der Stabilitat.

Die dabei erhaltenen ,,Contour Plots* und ,,Surface Plost* fur die Aktivitidt und Stabilitat der
CPO sind in den Abbildungen 3.50 bzw. 3.51 dargestellt. Aus dem ,,Surface Plot* ist
ersichtlich, dass die Flache sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitat nicht gekrimmt

ist. Dies erklart, warum die Modellgiltigkeit dem Referenzwert nicht entsprach.

Die optimalen Parameterkombinationen fir die Aktivitdt und die Stabilitdit der CPO im

13

Rahmen der Faktoreneinstellungen wurden mithilfe des ,,Sweet Spots “ ermittelt. Somit
wurde die optimale Aktivitat bei einer Temperatur von 45 °C und einem pH-Wert von 4,2
erzielt. Dagegen war das Enzym bei der Parameterkombination von 15 °C und pH 4,8 am
stabilsten. Eine Balance zwischen der Aktivitdt und der Stabilitat der CPO wurde bei einer

Temperatur von 32 °C und einem pH-Wert von 4,2 erhalten.

Altivitat

] T \" 1 1] | 1 |
15 20 25 30 35 40 45
Temperatur Temperatur

Abbildung 3.50: Der ,,Contour Plot* fiir die Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % Dioxan in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Aktivitat Halbwertszeit

Abbildung 3.51: Der ,,Surface Plot“ fiir die Aktivitit (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % Dioxan in

einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Die gegenseitige Beeinflussung der Faktoren war sowohl bei der Aktivitat als auch bei der
Halbwertszeit zu erkennen (Abbildung 3.52). Im Gegensatz zu der gegenseitigen
Beeinflussung der Parameter in Citratpuffer bt der pH-Wert hier bei niedrigen Temperaturen
einen geringen Einfluss auf die Aktivitdt der CPO aus, gewinnt dann mit zunehmender
Temperatur jedoch stirker an Bedeutung. Im Gegensatz dazu ist der Einfluss des pH-Werts
auf die Halbwertszeit der CPO bei niedrigen Temperaturen grofRer im Vergleich zu dem bei

hohen Temperaturen.
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Abbildung 3.52: Der ,,Interaction Plot* fiir die Aktivitit (links) und Stabilitét (rechts) der CPO in 20 % Dioxan
in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Bei der Untersuchung der Aktivitat der CPO in 20 % Dioxan im Bereich hoher Temperaturen

(45 °C-65 °C) wurde ein besseres System erhalten, in dem alle Indikatoren des ,,Investigation
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Plots* im Bereich der Referenzwerte liegen (Abbildung 3.53). Das System zeigte sowohl eine
sehr gute Vorhersagekraft (0,9) als auch eine sehr gute Reproduzierbarkeit (0,95). Darlber
hinaus war der ,,Model validity“-Wert sehr hoch (0,85).

Investigation: Aktivitdt in 20 % Dioxan (MLR) = gg
Summary of Fit B oo vasdiy
& Reproducivy|
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0.4
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Abbildung 3.53: Der ,Investigation Plot der Aktivitdt der CPO in 20 % Dioxan bei hohen Temperaturen
(45 °C-65 °C).

Die entsprechenden ,,Contour und Surface Plots“ sind in der Abbildung 3.54 préasentiert. Bei
diesem System wurde die maximale Aktivitat der CPO bei einer Temperatur von 56 °C und
einem pH-Wert von 4 erreicht. Somit unterscheidet sich die hier erhaltene optimale
Temperatur von der in Citratpuffer. Somit fuhrte die Anwesenheit von Dioxan zu einer

Reduzierung des Temperaturoptimums um 3 °C.

Temperatur

Abbildung 3.54: Der ,,Contour Plot* und der ,,Surface Plot* der Aktivitit der CPO in 20 % Dioxan bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C).
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Letztendlich wurden die Faktorenkombinationen flr eine optimale Aktivitat und Stabilitat der

CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GroRen in 20 % Dioxan ermittelt (Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10: Die durch das DOE erhaltene Faktorenkombination fir eine optimale Aktivitét, Stabilitat der CPO
bzw. eine Balance zwischen beiden Grofen in 20 % Dioxan.

Temperatur [°C] pH-Wert [-]

Aktivitatsoptimum bei hohen

Temperaturen (45 °C-65 °C) 56 4
Aktivitatsoptimum bei niedrigen 45 492
Temperaturen (15 °C-45 °C) '

Stabilitatsoptimum 15 4,8
Balance zwischen der Aktivitat und 32 42

Stabilitat

Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in 20 % Dioxan

Die Katalysatorproduktivitdt wurde bei den Parameterkombinationen, die in Tabelle 3.10
gezeigt sind, in 20 % Dioxan untersucht. Dabei wurde die hochste Katalysatorproduktivitat
bei einer Temperatur von 45 °C und einem pH-Wert von 4,2 erhalten (Abbildung 3.55). Bei
der Parameterkombination flr eine optimale Aktivitat bei hohen Temperaturen (56 °C, pH 4)
wurden lediglich 89 % der optimalen Produktivitat erhalten. Die geringste Katalysator-
produktivitat wurde dagegen bei optimalen Stabilitatsbedingungen erzielt. Obwohl bei 56 °C
die maximale Anfangsreaktionsgeschwindigkeit des Enzyms erzielt wurde, ist die
Produktivitit bei dieser Temperatur geringer als bei 45 °C. Grund dafur ist die schnelle

Inaktivierung des Enzyms bei 56 °C.

Die geringste Katalysatorproduktivitat bei 15 °C kann nicht auf die thermische Inaktivierung
des Enzyms sondern auf eine durch das Losungsmittel und H,O, hervorgerufene

Inaktivierung zurlckgeflihrt werden, da die Reaktion langsam ablduft.
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Abbildung 3.55: Die relative CPO-Produktivitat bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fiir
eine optimale Aktivitat, Stabilitdt der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GroR3en in 20 % Dioxan.

Acetonitril

In 20 % Acetonitril zeigte das System sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitat bei
niedrigen Temperaturen (15 °C-45 °C) eine gute Reproduzierbarkeit aber lediglich eine
geringe Vorhersagekraft. Dartiber hinaus entsprachen die Werte der Modellgultigkeit flr die
Aktivitat sowie fur die Stabilitdit den Referenzwerten nicht. Grund dafir ist, dass das
quadratische Modell die Daten nicht anpassen kann. Dies kann man aus der
dreidimensionalen Darstellung erkennen (Abbildung 3.56). In der Abbildung 3.57 ist dagegen
die ,,Contour Plots* der Aktivitit und der Stabilitit gezeigt.

Aktivitat Halbwertszeit

Abbildung 3.56: Der ,,Surface Plot* der Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % Acetontril in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Abbildung 3.57: Der ,,Contour Plot* der Aktivitdt (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % Acetontril in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Die optimalen Faktoreneinstellungen fir die Aktivitdt und die Stabilitdt der CPO wurden
mittels des ,,Sweet Spots* ermittelt. Im Rahmen der eingestellten Parameter wurde die
optimale Aktivitat bei 45 °C und pH 3,3 erzielt, wahrend die beste Stabilitit bei 15 °C und
einem pH-Wert von 4,8 erhalten wurde. Eine Balance der Aktivitat und Stabilitat kann bei der

Faktorenkombination von 31 °C und pH 4,5 erlangt werden.

Die gegenseitige Beeinflussung der Parameter in 20 % Acetonitril war bei der Halbwertszeit
starker als bei der Aktivitdt (Abbildung 3.58). Der pH-Wert zeigte bei niedrigen
Temperaturen einen grofen Einfluss auf die Halbwertszeit der CPO, welcher mit

zunehmenden Temperaturen kleiner wird.
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Abbildung 3.58: Der ,Interaction Plot* fiir die Aktivitdt (links) und Stabilitit (rechts) der CPO in 20 %
Acetonitril in einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Die Untersuchung der Aktivitdt der CPO bei hohen Temperaturen (45 °C—65 °C) fihrte zu
einer deutlichen Verbesserung der Giite des Systems verglichen mit dem System bei niedrigen
Temperaturen (15 °C-45 °C), was dem ,Investigation Plot“ entnommen werden kann
(Abbildung 3.59). Das System zeigte sowohl eine hohe Vorhersagekraft (0,9) als auch eine
gute Reproduzierbarkeit (0,98). Mit einem Wert von 0,82 liegt die Modellgultigkeit ebenso
sehr weit iber den mindestens geforderten 0,25.
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Abbildung 3.59: Der ,,Investigation Plot* der Aktivitdt der CPO in 20 % Acetonitril bei hohen Temperaturen
(45 °C-65 °C).

Die in 20 % Acetonitril bei hohen Temperaturen erlangten ,,Contour Plot* und ,,Surface Plot*
sind in Abbildung 3.60 dargestelit.

Temperatur

Abbildung 3.60: Der ,,Contour Plot* und der ,,Surface Plot* der Aktivitit der CPO in 20 % Acetonitril bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C).
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Die maximale Aktivitat der CPO wurde in diesem System bei einer Temperatur von 57 °C
und einem pH-Wert von 4 beobachtet. Demzufolge unterscheiden sich die optimalen
Bedingungen flr eine maximale Aktivitat der CPO in 20 % Acetonitril nur geringfiigig von
den jeweiligen Optima in Citratpuffer. SchlieRlich wurden die optimalen Bedingungen fiir
eine maximale Aktivitdt und Stabilitdt der CPO bzw. eine Balance zwischen den beiden

GroRen in 20 % Acetontril in der Tabelle 3.11 zusammengefasst.

Tabelle 3.11: Die durch das DOE erhaltene Faktorenkombinationen fiir eine optimale Aktivitat, Stabilitat der
CPO bzw. eine Balance zwischen beiden GroRen in 20 % Acetonitril.

Temperatur [°C] pH-Wert [-]

Aktivitatsoptimum bei hohen

Temperaturen (45 °C-65 °C) 57 4
Aktivitatsoptimum bei niedrigen 45 33
Temperaturen (15 °C-45 °C) ’
Stabilitatsoptimum 15 4,8
Balance zwischen der Aktivitét 31 45

und Stabilitat

Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in 20 % Acetonitril

Die Katalysatorproduktivitdt wurde bei den Parameterkombinationen, die in Tabelle 3.11
gezeigt sind, in 20 % Acetonitril untersucht. Dabei wurde die beste Katalysatorproduktivitét
bei einer Temperatur von 45 °C und einem pH-Wert von 3,3 erzielt (Abbildung 3.61). Die
geringste Katalysatorproduktivitdt wurde dagegen bei optimalen Stabilitatsbedingungen
erhalten. Bei der Parameterkombination fir eine maximale Aktivitat bei hohen Temperaturen
(57 °C, pH 4) wurden lediglich 86 % der optimalen Produktivitidt erhalten. Die schnelle
Inaktivierung des Enzyms bei 57 °C in 20 % Acetonitril ist der Grund fir die geringere
Katalysatorproduktivitat bei dieser Temperatur verglichen mit der bei 45 °C. Die geringste
Katalysatorproduktivitat bei 15 °C I&sst sich nicht auf die Inaktivierung der CPO durch die
Temperatur sondern auf die Inaktivierung durch das Lésungsmittel und H,O; zurlckfuhren,

da die Reaktion langsamer als bei den anderen Temperaturen ablauft.
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Abbildung 3.61: Die relative CPO-Produktivitat bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fiir
eine optimale Aktivitét, Stabilitdt der CPO bzw. eine Balance zwischen beiden Grofien in 20 % Acetonitril.

DMF

In 20 % DMF zeigte das System sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitat eine gute
Reproduzierbarkeit. Die Vorhersagekraft des Systems bei der Stabilitat liegt zwar Uber den
Referenzwerten aber der Unterschied R%-Q? ist um 0,09 gréRer als der des Referenzbereichs.
Des Weiteren ist der Wert der Modellgultigkeit bei der Aktivitat groier als der Grenzwert im
Gegensatz zum Wert der Stabilitat, der unter den geforderten 0,25 liegt. Die ,,Surface und
Contour Plots* fiir die Aktivitdt und Stabilitdt der CPO in 20 % DMF sind in Abbildung 3.62
bzw. Abbildung 3.63 gezeigt.

Aktivitat Halbwertszeit

ey o5 v,
oy, I"" APY
s

Abbildung 3.62: Der ,,Surface Plot“ fiir die Aktivitat (links) und Stabilitét (rechts) der CPO in 20 % DMF in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Abbildung 3.63: Der ,,Contour Plot* fiir die Aktivitat (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % DMF in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.

Der Einfluss des pH-Wertes sowohl auf die Aktivitat als auch auf die Halbwertszeit der CPO
in 20 % DMF ist bei niedrigen Temperaturen sehr siginfikant. Dieser Einfluss verringert sich
mit zunehmender Temperatur, was auf die gegenseitige Beeinflussung der Parameter
hindeutet (Abbildung 3.64)

Die in 20 % DMF ermittelte maximale Aktivitat wurde bei einer Temperatur von 39 °C und
einem pH-Wert von 4,2 erzielt, wahrend das Enzym am stabilsten bei 15 °C und pH 4 war. Da
die maximale Aktivitat in 20 % DMF im Rahmen der niedrigen Temperaturen (15 °C-45 °C)
erreicht wurde, bedurfte es keiner Untersuchung der Aktivitat bei noch hdoheren

Temperaturen.
Interaction Plot for Temp™pH-, resp. Aktivitat —&—  pH- (low) Interaction Plot for Temp*pH-, resp. Halbwertzeit —&—  pH- (low)
—e—  pH (high) —o— pH- (high)
0.6
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Abbildung 3.64: Der ,,Interaction Plot“ fiir die Aktivitét (links) und Stabilitat (rechts) der CPO in 20 % DMF in
einem Temperaturbereich von 15-45 °C.
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Untersuchung der Katalysatorproduktivitat in 20 % DMF

Die Katalysatorproduktivitdt wurde bei den Bedingungen fir eine maximale Aktivitat und
Stabilitdt der CPO untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.65 présentiert. Die
maximale Katalysatorproduktivitdt wurde dabei bei den Bedingungen fiir eine maximale
Aktivitat erzielt. Im Unterschied dazu wurden 74 % der maximalen Produktivitat bei der
Parameterkombination, bei der das Enzym am stabilsten war, erreicht, was mit der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit und der Inaktivierung des Enzyms wéhrend der Reaktion

erklart werden kann.
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Abbildung 3.65: Die relative CPO-Produktivitat bei den durch das DOE erhaltenen Parameterkombinationen fiir
eine optimale Aktivitat und Stabilitét der CPO in 20 % DMF.

3.4.3 Vergleich der Enzymaktivitaten und -stabilitdten und der gegenseitigen
Beeinflussung der Parameter in Puffer mit denen wassermischbaren

organischen Lésungsmitteln

Basierend auf den Ergebnissen der einzelnen Versuche des Versuchsplans und ein Vergleich
der erhaltenen ,,Contour plots® und ,,Surface Plots“ bei allen untersuchten Medien l&sst sich
sagen, dass sowohl die maximale Aktivitdt als auch die maximale Stabilitdt der CPO in
Citratpuffer erzielt wurde. In den untersuchten organischen Lo&sungsmitteln wurde die
maximale Aktivitat der CPO in Isopropanol und in DMSO erhalten, wobei die Aktivitat in

Isopropanol geringfiigig grofler war als in DMSO. Jedoch zeigte die CPO in DMSO eine
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deutlich hohere Stabilitat im Vergleich zu der in Isopropanol. Die CPO wies ihre geringste
Aktivitat und Stabilitdt in Acetonitril auf. Das Enzym war in Dioxan aktiver als in DMF,

wohingegen die Enzymstabilitat in DMF groRer im Vergleich zu der in Dioxan war.

Ein Vergleich der bei allen untersuchten Losungsmitteln erhaltenen ,,Interaction Plots® zeigt,
dass sich die Parameter sowohl bei der Aktivitdt als auch bei der Stabilitdt der CPO
gegenseitig beeinflussen. Jedoch war diese Beeinflussung bei der Halbwertszeit stérker als bei
der Aktivitat. Bei niedrigen Temperaturen zeigte der pH-Wert sowohl in Citratpuffer als auch
in allen untersuchten organischen LOsungsmitteln einen entscheidenden Einfluss auf die
Halbwertszeit der CPO, welcher mit zunehmender Temperatur an Bedeutung verliert. Die
gegenseitige Beeinflussung des pH-Wertes und der Temperatur bezlglich der Halbwertszeit
war bei den verschiedenen Losungsmitteln unterschiedlich stark. Am starksten war diese
Interaktion in Acetonitril, wohingegen sie in DMSO am niedrigsten war. Das bedeutet, dass
die Gegenwart von organischen Losungsmitteln ebenso einen Einfluss auf die gegenseitige

Beeinflussung des pH-Wertes und der Temperatur hat.

Im Gegensatz zu der Halbwertszeit, bei der der pH-Wert in allen untersuchten Medien einen
entscheidenden Einfluss bei niedrigen Temperaturen gezeigt hat, wurden bei der Aktivitat
unterschiedliche Einflisse erhalten. In Citratpuffer, DMF und Acetonitril zeigte der pH-Wert
einen groRBen Einfluss auf die CPO-AKktivitat bei niedrigen Temperaturen. Im Gegensatz dazu
ist der Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitdt in 20 % Dioxan bei hohen Temperaturen
ausgepragter als bei niedrigen Temperaturen. In DMSO und Isopropanol war die gegenseitige
Beeinflussung des pH-Wertes und der Temperatur sehr gering. Diese unterschiedlichen
Einflusse weisen auf eine starke Interaktion zwischen dem pH-Wert, der Temperatur und den

organischen Losungsmitteln in ihren Einflissen auf die Aktivitat und Stabilitat der CPO hin.

3.4.4 Vergleich der maximalen Katalysatorproduktivitat [Mprogukt/Menzym] 1N

Puffer mit der in wassermischbaren organischen Losungsmitteln

Die Katalysatorproduktivitat [Mprodukt/Menzym (MYprodukt/MJEnzym) @M Ende der Reaktion] wurde
zunéchst sowohl in Citratpuffer als auch in 20 % DMSO, Isopropanol, Dioxan, Acetonitril
und DMF bei Faktorenkombinationen fiir eine optimale Aktivitdt und Stabilitdt der CPO
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untersucht und das Maximum fir jedes Ldsungsmittel ermittelt. Hierbei wurden diese
Maxima untereinander verglichen (Abbildung 3.66). Dabei wurde die maximale
Katalysatorproduktivitat mit einem Wert von 805 in Citratpuffer bei 59 °C und einem pH-
Wert von 4 erzielt. An zweiter Stelle stand DMSO mit einem Wert von 600, der bei
Bedingungen fiir eine optimale Stabilitdt (15 °C, pH 4,2) erhalten wurde. Dieser Wert
entspricht 75 % der in Citratpuffer erhaltenen Katalysatorproduktivitat. Mit einem Wert von
440, der bei 58 °C und pH 4 in 20 % Isopropanol erhalten wurde, ist Isopropanol das
Losungsmittel, das die dritthochste Katalysatorproduktivitét lieferte. Die in Acetonitril und

DMF erzielte Katalysatorproduktivitat war dagegen am niedrigsten.

Auf diesen Ergebnissen basierend stellt DMSO das ideale wassermischbare organische
Losungsmittel zur Erhéhung der Loslichkeit der eingestzten Substrate in den CPO-
katalysierten Reaktionen dar, da die CPO in 20% DMSO die hochste
Katalysatorproduktivitat zeigte. Der Grund dafiir ist, dass die CPO in 20 % DMSO sowohl

hohe Aktivitaten als auch Stabilitdten verglichen mit anderen Lésungsmitteln aufwies.
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Abbildung 3.66. Vergleich der maximalen in Citratpuffer und in wassermischbaren organischen Lésungsmitteln
erzielten Enzymproduktivitaten [Mproduk/ Menzym] UNtereinander. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Citratpuffer pH
wie angegeben 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,, Temperatur wie angegeben.

3.4.5 Zusammenfassung

Mittels des ,,Design of Experiments* wurden sowohl die Aktivitdt als auch die Stabilitdt der

CPO in Abhangigkeit von pH-Wert, Temperatur und der Anwesenheit wassermischbarer
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Losungsmittel untersucht. Finf verschiedene wassermischbare organische Ldsungsmittel
wurden verwendet, wobei es sich um DMSO, Isopropanol, Dioxan, Acetonitril und DMF
handelt. Da die Losungsmittel einen qualitativen Faktor darstellen und demzufolge die
Versuchsplanung zu komplex machen, wurde die Versuchsplanung lediglich aus Temperatur
und pH-Wert erstellt und die erhaltenen Versuche in jedem Ldsungsmittel sowie in reinem
Citratpuffer durchgefuhrt. Der pH-Wert wurde in einem Bereich zwischen 3 und 5 untersucht,
wobei der Nullpunkt einem pH von 4 entspricht. Da das Enzym bei dem Temperaturoptimum
der Peroxidase-Aktivitdt (60 °C) sehr instabil ist, wurde die Aktivitit in zwei
Temperaturbereichen von 15 °C bis 45 °C und von 45 °C bis 65 °C analysiert, wahrend die

Stabilitat des Enzyms nur in dem Bereich zwischen 15 und 45 °C untersucht wurde.

Zunachst wurde die Aktivitat und Stabilitdt der CPO bei niedrigen Temperaturen (15 °C-
45 °C) untersucht. Sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitdt wurden die besten
Ergebnisse in Citratpuffer erzielt, wahrend das Enzym die geringste Aktivitat und Stabilitat in
Acetonitril aufwies. In den untersuchten organischen Lésungsmitteln wurde die maximale
Aktivitat der CPO in Isopropanol und in DMSO erhalten. Jedoch zeigte die CPO in DMSO
eine hohere Stabilitat im Vergleich zu der in Isopropanol. Daruber hinaus war das Enzym in
Dioxan aktiver als in DMF, wohingegen die Enzymstabilitdt in DMF hoher im Vergleich zu
der in Dioxan war. Fur jedes einzelne Lo&sungsmittel wurden die optimalen
Parametereinstellungen fur das Aktivitats- und Stabilitdtsoptimum der CPO bzw. die Balance

zwischen der Aktivitat und Stabilitat ermittelt.

Des Weiteren wurde die Aktivitat der CPO ebenso bei hohen Temperaturen (45 °C-65 °C)
untersucht, da der Temperaturbereich zwischen 15 °C und 45 °C das Temperaturoptimum der
Peroxidase-Aktivitdt nicht umfasst. Dabei zeigte das Enzym in Citratpuffer die héchste
Aktivitat gefolgt von Isopropanol, DMSO und Dioxan. Fir jedes Ldsungsmittel wurden
ebenso die Parameterkombinationen ermittelt, die das Aktivitdtsoptimum bei hohen
Temperaturen (45 °C-65 °C) erzielen. Dabei liegt der optimale pH-Wert in allen untersuchten
Losungsmitteln bei 4 auBer in DMSO bei 3,8. GroRere Unterschiede wurden bei dem
Temperaturoptimum beobachtet, das einen Bereich zwischen 56 °C bei Dioxan und 65 °C bei
DMSO abdeckt. Bei DMF wurde das Temperaturoptimum bereits in einem

Temperaturbereich zwischen 15 °C und 45 °C bei 39 °C erreicht.
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Sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitit der CPO beeinflussten sich die
betrachteten Parameter gegenseitig. Diese Beeinflussung war bei der Halbwertszeit stérker
ausgepragt als bei der Aktivitat. Bei niedrigen Temperaturen zeigte der pH-Wert in allen
Medien einen entscheidenden Einfluss auf die Halbwertszeit der CPO, welcher mit
zunehmender Temperatur an Bedeutung verlor. Diese gegenseitige Beeinflussung beziiglich
der Halbwertszeit war bei den verschiedenen Losungsmitteln unterschiedlich stark
ausgepragt. Im Gegensatz zu der Halbwertszeit wurden bei der Aktivitdt abhdngig vom
eingesetzten Ldsungsmittel unterschiedliche Einfliisse erhalten. In Citratpuffer, DMF und
Acetonitril zeigte der pH-Wert bei niedrigen Temperaturen einen entscheidenen Einfluss auf
die CPO-Aktivitat. Dagegen war die gegenseitige Beeinflussung der Parameter in Dioxan bei
hohen Temperaturen starker im Vergleich zu der bei niedrigen Temperaturen. In DMSO und
Isopropanol war die gegenseitige Beeinflussung des pH-Wertes und der Temperatur sehr
gering. Diese unterschiedlichen Einflisse deuten auf eine starke Interaktion zwischen dem
pH-Wert, der Temperatur und den organischen Losungsmitteln in ihren Einflussen auf die
Aktivitat und Stabilitat der CPO hin.

Letztendlich wurden flr den Puffer sowie flr jedes Losungsmittel die unterschiedlichen
Parameterkombinationen bestimmt, die das Aktivitatsoptimum bei hohen (45 °C-65 °C) und
bei niedrigen Temperaturen (15 °C-45 °C) sowie das Stabilitdtsoptimum und eine Balance
zwischen der Aktivitat und der Stabilitdt der CPO erzielten. Bei diesen unterschiedlichen
Parameterkombinationen wurde die Katalysatorproduktivitat im kleinen Malistab untersucht.
Die maximalen in den verschiedenen Ldsungsmitteln erzielten Katalysatorproduktivitaten
wurden danach untereinander verglichen. Dabei wurde die maximale CPO-Produktivitat in
Citratpuffer erzielt. Zwischen den untersuchten Ldsungsmitteln lieferte DMSO die hdchste
Katalysatorproduktivitat gefolgt wvon Isopropanol. Dagegen wurde die niedrigste
Katalysatorproduktivitat in Acetonitril und DMF erhalten.
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3.5 Stabilisierung der CPO durch chemische Modifikation mit
Methoxypolyethylenglykol (mPEG)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CPO mit mPEG chemisch modifiziert. Der Grund fur die
Auswahl von mPEG als Reagenz fur die chemische Modifizierung ist der stabilisierende
Einfluss des PEGs auf die CPO, der sogar ohne Modifizierung eingeleitet werden kann
[Spreti, et al., 2004]. Zudem wurde eine chemische Modifizierung der CPO mit mPEG in der

Literatur bislang nicht beschrieben.

Um die Quervernetzungsreaktionen zwischen den Enzymmolekilen zu vermeiden, wurde zur
PEGylierung der CPO das monofunktionale mPEG 2000 bzw. 5000 verwendet, bei dem eine
der terminalen Hydroxylgruppen des unmodifizierten PEGs durch eine Methylethergruppe

blockiert ist.

3.5.1 Aktivierung verschiedener Methoxypolyethylenglykols (mPEGs) und die

Bestimmung des Modifizierungsgrades

Um eine kovalente Bindung des mPEGs mit den Aminogruppen im Protein zu ermdglichen,
muss die Hydroxylgruppe des mPEGs zuerst aktiviert werden. In der Literatur wurde die
Aktivierung des PEGs mit verschiedenen Reagenzien wie z.B. p-Nitrophenylchloroformat,
2,4,6-Trichloro-1,3,5-triazine  [Hernaiz, et al., 1997] wund 1,1-Carbonyldiimidazol
[Beauchamp, et al., 1983] beschrieben. Da 2,4,6-Trichloro-1,3,5-triazine sehr toxisch ist und
die Modifizierung mit 1,1-Carbonyldiimidazol h&ufig mit einem Verlust der katalytischen
Aktivitdt verbunden ist, erfolgte die Aktivierung der Hydroxylgruppe des mPEGs in der
vorliegenden Arbeit mit p-Nitrophenylchloroformat, das zu einem reaktiven Carbonat
umgesetzt wird (Abbildung 3.67).

p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat wurde mit *H-NMR analysiert. Es wurde eine Auswaage der
aktivierten mPEG 5000 von 8,12 g erzielt, was einer Ausbeute von 81,2 % entspricht,

wohingegen die Ausbeute am aktivierten mPEG 2000 lediglich 70 % war.
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Abbildung 3.67: Reaktionsschema zur Aktivierung von mPEG mit p-Nitrophenylchloroformat.

Die Bestimmung des Aktivierungsgrades erfolgte durch alkalische Hydrolyse des aktivierten
mPEGs mittels NaOH unter Freisetzung von mPEG, p-Nitrophenol und Kohlendioxid
(Abbildung 3.68). Die Freisetzung des p-Nitrophenols kann photometrisch bei 400 nm
verfolgt und seine Konzentration anschliefend anhand einer Kalibrierung bestimmt werden.
Dabei ergab sich ein Aktivierungsgrad von 70 % fur mPEG 2000 und von 55 % fiir mPEG
5000. Das bedeutet, dass einige mPEG-Molekiile nicht aktiviert worden sind und eine
vollstdndige Aktivierung nicht erreicht werden konnte. Jedoch sollte dieser Aktivierungsgrad

fur die Modifizierung der CPO ausreichend sein.
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(aktivierte mPEG 2000 bzw. mPEG 5000)

Abbildung 3.68: Alkalische Hydrolyse von p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat durch NaOH.

3.5.2 Modifizierung der CPO

Die chemische Modifizierung der Enzyme mittels aktivierten mPEGs erfolgte durch
nukleophile Substitution des Amins aus dem Enzym an die Carbonatgruppe des aktivierten
mPEGs unter Bildung des stabilen Enzym-mPEG-Carbamat-Komplexes und Abspaltung von
p-Nitrophenol (Abbildung 3.69).
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Abbildung 3.69: Reaktionsschema zur Modifizierung von Enzymen mit p-Nitrophenyl-mPEG-carbonat.

Liu und Wang beschrieben bei der chemischen Modifizierung der CPO mit Anhydriden, dass
sich flnf Lysinreste daran beteiligen konnten [Liu und Wang, 2007]. Die Reaktivitat der zu
modifizierenden Aminogruppen ist fir den Erfolg der chemischen Modifizierung von groRRer
Bedeutung. Darliber hinaus ist der Verlauf bzw. der Erfolg der Modifizierung von der
Temperatur und der Reaktionsdauer abhéngig [Means und Feeney, 1990]. Ein weiterer
Faktor, der den Modifizierungsgrad stark beeinflusst, ist das Verhdltnis von aktiviertem
mMPEG zu modifiziertem Enzym. Das aktivierte mPEG sollte in einem Uberschuss im
Verhaltnis zum Protein eingesetzt werden, da es zur Hydrolyse der Carbonatbindung kommt
[Means und Feeney, 1990]. Letztendlich kdnnen geeignete Reaktionsbedingungen nur durch

Tests identifiziert werden.

Die chemische Modifizierung der CPO mittels mPEGs erfolgte in einer Enzymkonzentration
von 0,88 mg/mL bei den pH-Werten 6, 6,5 und 7, da das Enzym bei hoheren pH-Werten
unmittelbar inaktiviert wird. Das aktivierte mPEG 2000 bzw. 5000 wurde in einem
Uberschuss von 1000, 2000, 3000 bzw. 5000 bezogen auf die Proteinmenge zugegeben. Die
Modifizierung wurde unter langsamem Ruhren bei RT durchgefiihrt, da die CPO eine sehr
hohe Stabilitat bei RT aufweist. Der Erfolg der Modifizierung wurde mittels SDS-PAGE
analysiert, da die Bindung der mPEG-Molekiile an das Enzym zur Erhéhung des
Molekulargewichts des Proteinmonomers fuhrt. Zunachst wurde die Modifizierung mit mPEG
5000 in einem Uberschuss von 2000 bzw. 5000 im Verhiltnis zur Enzymmenge bei einem
pH-Wert von 6 durchgefiihrt, da die CPO eine hohe Stabilitat bei diesem pH-Wert zeigt. Das
Ergebnis der SDS-PAGE ist in der Abbildung 3.70 gezeigt. Bei dem Verhéltnis 1:2000 ist

nach einstindiger Modifizierung zu erkennen, dass die Bande des unmodifizierten Enzyms
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schwacher wird, was auf eine Modifizierung des Enzyms hinweist. Jedoch wurde keine
deutliche Bande flr das modifizierte Enzym erhalten sondern vielmehr ein ,Schmier” im
Bereich zwischen 43 und 50 kDa, was auf eine inhomogene Modifizierung hindeutet. Auch
nach einer Modifizierungsdauer von vier Stunden konnte keine deutliche Bande erhalten
werden. Dagegen ist es bei einem mPEG-Uberschuss von 5000 nach einer Stunde eine Bande
zu erkennen, die dem modifizierten Enzym entspricht. Diese Bande besitzt ein
Molekulargewicht von ungefahr 48 kDa, was darauf hindeutet, dass dabei lediglich ein
einzelner Lysinrest pro Enzymmolekil modifiziert wurde, da die CPO ein Molekulargewicht
von 42 kDa besitzt. Im Verlauf der Modifizierung wird diese Bande starker, dennoch ist sie
diffus. Nach einer vierstindigen Reaktionsdauer ergibt sich noch eine weitere jedoch
schwache Bande bei 55 kDa. Das bedeutet, dass ein weiterer Lysinrest dabei modifiziert
wurde. Infolgedessen konnte sowohl bei einem mPEG-Uberschuss von 2000 als auch von
5000 ein gewisser Proteinteil modifiziert werden. Dieser modifizierte Teil ist bei dem
Verhéltnis 1:5000 groRer im Vergleich zu dem jeweiligen bei 1:2000, was aus dem Verhaltnis
der Bande des unmodifizierten Enzyms zur Bande des nativen Enzyms vor der Modifizierung

zu erkennen ist.

— - 130
— - 95
o -— 72
- W 55
w -_ 43
- - — 34
- - — 26

Abbildung 3.70: SDS-Gel nach der Modifizierung der CPO mit mPEG 5000 bei pH 6 und bei zwei
verschiedenen Enzym:mPEG Verhéltnissen (1:2000 und 1:5000). 1: native unmodifizierte CPO, 2-5: CPO-
Modifizierung bei einem Verhéltnis von 1:2000 nach 1, 2, 3 und 4 Stunden 6: native unmodifizierte CPO, 7-10:
CPO-Modifizierung bei einem Verhéltnis von 1:2000 nach 1, 2, 3 und 4 Stunden.

Die Untersuchung der Enzymaktivitdt nach der Modifizierung zeigte, dass es bei einem
mPEG Uberschuss von 2000 lediglich zu einem geringfiigigen bis hin zu keinem

Aktivitatsverlust kam. Im Unterschied dazu verlor das Enzym bei einem mPEG Uberschuss
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von 5000 ungeféhr 25 % seiner Aktivitat bereits nach einer Stunde Reaktionsdauer. Grund
dafiir ist eventuell, dass lediglich die Anwesenheit des mPEGs bis zu einer bestimmten
Konzentration (ohne die chemische Modifizierung) einen stabilisierenden Einfluss auf die
CPO hat [Spreti, et al., 2004]. Dass mehr Enzym bei dem mPEG-Uberschuss von 5000 als

beim 2000 modifiziert wird, kdnnte ebenso eine Rolle spielen.

Aufgrund der lediglich schwachen Modifizierung der CPO mit mPEG 5000 bei pH 6 bei
einem Enzym:mPEG Verhéltnis von 1:2000 und des bedeutenden Aktivitatsverlustes bei
einem MPEG Uberschuss von 5000 erfolgte die Modifizierung im Nachhinein bei einem
héheren pH-Wert (6,5) und bei zwei Enzym:mPEG 5000 Verhaltnissen (1:2000 und 1:3000).
Sowohl bei dem Verhéltnis 1:2000 als auch bei 1:3000 waren nach einer einstlindigen
Modifizierung zwei Banden zu erkennen (Abbildung 3.71). Die erste Bande ist klar und
ausgepragt und besitzt ein Molekulargewicht von ungeféhr 48 kDa, was darauf hindeutet, dass
dabei lediglich ein einzelner Lysinrest pro Enzymmolekil modifiziert wurde, da die CPO ein
Molekulargewicht von 42 kDa besitzt. Auf der anderen Seite war die zweite Bande sehr
schwach verglichen mit der ersten Bande. Jedoch war sie bei dem mPEG-Uberschuss von
3000 starker als bei 2000 und wurde im Verlauf der Reaktion intensiver. Anhand des Protein-
Ladders ergibt sich fur diese Bande ein Molekulargewicht von ungefahr 55 kDa, was darauf

hinweist, dass zwei mPEG 5000 Molekiile an das Enzymmolekl gebunden haben.
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Abbildung 3.71: SDS-Gel nach der Modifizierung der CPO mit mPEG 5000 bei pH 6,5 und bei zwei
verschiedenen Enzym:mPEG Verhéltnissen (1:2000 und 1:3000). 1: native unmodifizierte CPO, 2-5: CPO-
Modifizierung bei einem Verhéltnis von 1:2000 nach 1, 2, 3 und 4 Stunden 6: native unmodifizierte CPO, 7-10:
CPO-Modifizierung bei einem Verhéltnis von 1:3000 nach 1, 2, 3 und 4 Stunden.
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Nach einstiindiger Reaktionsdauer ergab sich bei einem mPEG-Uberschuss von 2000 eine
Restaktivitdt von 95,7 = 10 %. Im Gegensatz dazu verlor das Enzym 29 % seiner Aktivitat

innerhalb der ersten Stunde bei einem Enzym:mPEG Verhaltnis von 1:3000.

Wenn die Modifizierung der CPO mittels mPEG 5000 bei pH 7 erfolgte, ergaben sich ebenso
verschieden starke Banden fiir das modifizierten Enzym, jedoch unter starkem Verlust der
Enzymaktivitat, da die CPO bei diesem pH-Wert eine geringe Stabilitdt aufweist. Darlber
hinaus flhrte die Modifizierung der CPO mittels mPEG 2000 bei den verschiedenen pH-
Werten und den unterschiedlichen Enzym:mPEG Verhéltnissen zur Bildung von einem

»2Schmier unmittelbar tiber der Bande der unmodifizierten CPO (Daten nicht gezeigt).

Eine effizientere Modifizierung der CPO unter Erhalt ihrer maximalen Aktivitat konnte
demzufolge mittels mPEG 5000 bei einem Verhaltnis des Enzyms zu mPEG von 1:2000 und
einem pH-Wert von 6,5 fur eine Stunde erzielt werden. Demzufolge wurden diese
Bedingungen fiir die spatere CPO-Modifizierung festgelegt, um anschlieend die Aktivitat
und die Stabilitdt der modifizierten CPO in Abhédngigkeit von Temperatur und

wassermischbaren organischen Losungsmitteln zu untersuchen.

Zur Entfernung von wahrend der Modifizierung freigesetztem p-Nitrophenol und nicht
reagiertem mPEG aus dem Reaktionsansatz wurde eine Dialyse durchgefiihrt. Dazu diente
eine Dialysemembran mit einer Ausschlussgrofie von 10 kDa. Dialysiert wurde gegen das
200-fache Volumen Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 5) fir 24 Stunden bei 4 °C. Ein
Vergleich der Enzymaktivitat vor und nach der Dialyse zeigte, dass die Dialyse keinen

Aktivitatsverlust zufolge hat.

3.5.3 Untersuchung der Aktivitat des modifizierten Enzyms

Die Aktivitat des modifizierten Enzyms wurde sowohl in reinem Citratpuffer als auch in
wassermischbaren organischen Ldsungsmitteln untersucht, die dem Reaktionsmedium zu
einem Anteil von 20 % (v/v) zugesetzt wurden. Dabei handelte es sich um DMSO,
Isopropanol, Dioxan, Acetonitril und DMF. Zunachst wurde die Aktivitat bei 45 °C, jedoch

bei verschiedenen pH-Werten, je nach Losungsmittel anhand der Ergebnisse des DOEs,
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untersucht (siehe Tabelle 2.4). Die Ergebnisse der Messungen wurden mit denen der nativen
CPO verglichen. Die Aktivitat des modifizierten Enzyms war entweder gleich oder lediglich
geringfugig weniger als die des nativen Enzyms (Abbildung 3.72). Die Aktivitat der
modifizierten CPO in Puffer war mit 58 U/mL etwas geringer verglichen mit dem nativen
Enzym (62 U/mL). Dieser Unterschied liegt jedoch im Bereich der Standardabweichung. In
20 % DMSO, Dioxan und DMF ergab fiir die native und modifizierte CPO etwa die gleiche
Aktivitat. Lediglich in Isopropanol zeigte die modifizierte CPO eine deutlich geringere
Aktivitat im Vergleich zu der bei der nativen. Auch bei hohen Temperaturen ergab sich fur
die native CPO eine etwas hohere Aktivitat als fur das modifizierte Enzym. Kurz gefasst

wurde die Aktivitat der CPO durch die chemische Modifizierung nur geringfiigig beeinflusst.
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Abbildung 3.72. Vergleich der Aktivitat der modifizierten CPO mit der der nativen CPO in den verschiedenen

Medien bei 45 °C. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Natriumcitratpuffer (pH &ndert sich nach jedem Lésungsmittel,
siehe Tabelle 2.4), 10 mM Pyrogallol, 4 mM H,0,, 45 °C, Lésungsmittel wie angegeben, Ldsungsmittelanteil
20 %.

La Rotte Hernandez et al. beschrieben die reduktive Alkylierung, Amidierung und die
Quervernetzung der CPO mittels Glutardialdehyds. Dabei ergaben sich Restaktivitdten von
80 % bei der reduktiven Arylierung und Amidierung bzw. 70 % bei der Quervernetzung [La
Rotte Hernandez et al., 2005]. Die chemische Modifizierung der CPO mit Anhydriden fiihrte
zu einer Verbesserung der katalytischen Effizienz der CPO in wéssrigem Puffer um 12-26 %
bei der Sulfoxidation und um 7-53 % bei der Phenoloxidation in Abh&ngigkeit vom
eingesetzten Anhydrid [Liu und Wang, 2007].



Ergebnisse und Disskussion 122

3.5.4 Untersuchung der Stabilitat des modifizierten Enzyms

3.5.4.1 Temperaturstabilitat

Zur Untersuchung der Temperaturstabilitat wurde sowohl das modifizierte als auch das native
Enzym in Citratpuffer bei 45 °C fir 3 Tage inkubiert und anschlieBend die Restaktivitat
bestimmt. Dabei ergab sich fir die modifizierte CPO eine Restaktivitdt von 93 + 2 %,
wohingegen diese bei der nativen CPO 79 * 2 % betrug. Somit fihrte die PEGylierung der
CPO mittels mPEGs 5000 zu einer 1,18-fachen Erhéhung der Temperaturstabilitat. Diese
Ergebnisse stimmen mit Literaturdaten tberein, welche die Erhohung der Temperaturstabilitat
vieler Enzyme mittels der chemischen Modifizierung mit PEG beschrieben. In dieser Hinsicht
konnte zum Beispiel die Temperaturstabilitdat der Turnip Peroxidase durch die chemische
Modifizierung mit mPEG um ein 4-faches gesteigert werden [Quintanilla-Guerrero et al.,
2008]. Dartiber hinaus konnte die ,,Melting Temperatur T, der Myceliophthora thermophila
Laccase durch die PEGylierung um 2 °C erhoht werden [Lopez-Gruz et al., 2006]. Wahrend
das native Cytochrom c seine gesamte Aktivitat nach einer 3-stiindigen Inkubation bei 80°C
verlor, erhielt die PEGylierte Form 60 % ihrer Aktivitat [Garcia-Arellano, et al., 2002]. Der
stabilisierende Effekt der PEGylierung auf die Enzyme wurde auf den amphiphilen Charakter
der PEG-Ketten zurtickgefiihrt [Katre, 1993; Inada, et al. 1990; DeSantis und Jones, 1999].
Zum einen bildet sich durch eine starke Hydratisierung im hydrophilen Bereich der PEG-
Ketten eine stabilisierte Hydrathulle aus, was dabei hilft, die Enzymstruktur
aufrechtzuerhalten. Zum anderen interagieren hydrophobe PEG-Bereiche mit hydrophoben
Gruppen an der Proteinoberflache unter Verringerung der Flexibilitat des Proteins. Diese Sets
von Interaktionen bewirken eine Struktur ahnlich wie eine Hulle bzw. ein Mantel, in der PEG
die Proteinoberflache aufwickelt, was zu einer konservierteren Struktur rund um das Ham
fuhrt. Der allgemeine Einfluss dieser Interaktion ist somit die Reduzierung der Entfaltungsrate
des aktiven Zentrums, was die Erhohung der Proteinstabilitat zufolge hat [Quintanilla-
Guerrero et al., 2008; Lopez-Gruz et al., 2006, Garcia-Arellano, et al., 2002]. Darlber hinaus
fiihrt die chemische Modifizierung der Aminogruppen des Enzyms zu einer Neutralisierung
der positiven Ladung der Lysinreste unter Reduzierung der Ladungsrepulison innerhalb der
Polypeptidkette. Infolgedessen tritt eine Stabilisierung des Enzyms auf [Liu und Wang, 2007,

Quintanilla-Guerrero et al., 2008]. Liu und Wang beschrieben ebenso die Stabilisierung der
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CPO gegenuber hohen Temperaturen durch die chemische Modifizierung mittels Anhydriden,
wobei die Stabilitat des modifizierten Enzyms im Vergleich zur nativen CPO um ein 1 bis 2—
faches erhéht wurde [Liu und Wang, 2007]. Durch die reduktive Alkylierung, Amidierung
und Quervernetzung der CPO konnte ebenso eine Erhéhung der Temperaturstabilitat erzielt
werden. Die modifizierte CPO zeigte nach einer zweistlindigen Inkubation bei 40 °C bzw.
60 °C eine 2- bzw. 8-fache Erhéhung der Temperaturstabilitat, [La Rotta Hernandez, et al.,
2005].

Zur Bewertung der durch die PEGylierung erzielten Erhdhung der Temperaturstabilitat der
CPO wurden die Ergebnisse nicht nur mit den durch eine chemische Modifizierung
hervorgerufenen Stabilisierungsresultaten verglichen sondern auch mit den durch andere
Methoden wie die Immobilisierung erzielten Stabilisierung verglichen. Oft fiihrte die
Immobilisierung der CPO zwar zur Erhéhung der Temperaturstabilitat jedoch gleichzeitig
auch zu einem starken Aktivitatsverlust. Zum Beispiel zeigten die ,,Cross-linked crystals™ der
CPO eine bis um ein 9-faches erhéhte Temperaturstabilitdt im Vergleich zur nativen CPO,
wenn sie bei 60 °C fir eine Stunde inkubiert wurden, wohingegen sich die katalytische
Effizienz um ein 191-faches verringerte [Ayala, et al.,, 2002]. Des Weiteren konnte die
Halbwertszeit der CPO durch die kovalente Immobilisierung an magnetische Perlen bei 50 °C
bzw. 60 °C um ein 1,9- bzw. 1,3-faches erhoht werden. Die katalytische Effizienz der
immobilisierten CPO hingegen verringerte sich in diesem Zusammenhang jedoch auch um ein
7-faches verglichen mit nativem Enzym [Bayramoglu, et al., 2008]. Dartiber hinaus konnte
eine Verdopplung der Halbwertszeit der CPO bei 45 °C durch die Immobilisierung an
mesoporése Materialen wie AL-MCM-41 erzielt werden [Terres, et al., 2007], wahrend die
Immobilisierung der CPO an SBA-16 keine Verbesserung der Stabilitdt gegentber hohen
Temperaturen zur Folge hatte [Aburto, et al., 2005]. Die Immobilisierung der CPO an
Aminopropyl-Glas flhrte ebenso zu keiner Stabilisierung des Enzyms gegeniiber der
Temperatur [Kadima und Pikard 1990]. Auch durch die Bindung der CPO an Sol-Gel-Glas
mit PorengréRen von 50 und 100 A erfolgte keine Stabilisierung des Enzyms gegeniiber der
Temperatur, wohingegen Poren mit einer GréRe von 200 A zu einer 10-fachen Erhohung der
Enzymstabilitat nach dreistiindiger Inkubation bei 40 °C jedoch zu keiner Stabilisierung des
Enzyms bei 50 °C fuhrten [Borole, et al., 2004].
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Die Temperaurstabilitat der CPO lieR sich ebenso durch die Zugabe von Additiven erhéhen.
Zum Beispiel flihrte die Zugabe von PEG 200 und Trehalose zur Erhéhung der CPO-Stabilitét
bei 50 °C ein um 20- bzw. 7-faches. Jedoch beziehen sich diese Ergebnisse nicht auf die
Halbwertszeit der CPO sondern auf den Zeitpunkt, an dem sie ihre Aktivitdt bereits
vollstandig verloren hat [Zhi, et al., 2007]. Betrachtet man hingegen den Zeitpunkt, an dem
das Enzym die Halfte seiner Aktivitat verloren hat, erzielte diese Methode eine nur 3- bis 4-

fache Stabilisierung.

Durch die chemische Modifizierung der CPO mit mPEG wurde die Temperaturstabilitat zwar
lediglich um ein 1,18-faches erhoht, jedoch wurde kein bedeutender Aktivitatsverlust im
Vergleich zur Immobilisierung beobachtet. Der Aktivitatsunterschied zwischen der nativen
und der modifizierten CPO lag dabei im Bereich der Standardabweichung. Im Gegesatz zur
Stabilisierung durch Additive erfolgte bei der Stabilisierung durch die PEGylierung keine
Verunreinigung des Produkts mit den Additiven. Dartiber hinaus fuhrt die chemische
Modifizierung der CPO mit mPEG nicht nur zur Erhéhung der Stabilitdt sondern auch zur
Verbesserung der Wasserlgslichkeit verschiedener Substrate aufgrund des amphiphilen
Charakters von mPEG. Auf diesen Ergebnissen basierend stellt die chemische Modifizierung
mit mPEG somit eine interessante Methode zur Stabilisierung der CPO fur ihren Einsatz in

technisch-synthetischen Anwendungen dar.

3.5.4.2 Toleranz gegentiber wassermischbaren organischen Losungsmitteln

Nicht nur in Citratpuffer sondern auch in wassermischbaren organischen Losungsmitteln
konnte eine Stabilisierung der CPO durch die PEGylierung erzielt werden. Auf diese Weise
konnte die Halbwertszeit der CPO in allen untersuchten Ldsungsmitteln mit Ausnahme von
Dioxan, in dem die Halbwertszeit etwa gleich blieb, um ein mindestens 5-faches im Vergleich
zur nativen CPO erhoht werden (Tabelle 3.12). Zum Beispiel konnte die Halbwertszeit der
CPO in 20 % DMSO von 17,7 + 3,1 h auf 125 *+ 12,3 h erhoht werden, was einer 7-fachen
Stabilisierung der CPO entspricht. In 20 % Isopropanol konnte ebenso eine 6,6-fache
Stabilsierung erzielt werden, da die Halbwertszeit von 0,3 h auf 2 h erhéht wurde. Auch in
20 % Acetonitril ergab sich eine Stabilitdtserhnhung um ein 5-faches, da sich die

Halbwertszeit von 0,04 h auf 0,2 h erhdhte. Die maximale Stabilisierung konnte in 20 % DMF
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erzielt werden, in dem die Halbwertszeit der CPO von 0,84 h auf 14,6 h zunahm, was einer

Stabilisierung um ein 17-faches entspricht.

Tabelle 3.12: Die Halbwertszeiten (ty,) der nativen und modifizierten CPO in 20 % wassermischbaren
Losungsmitteln bei 45 °C.

Halbwertszeit (t,,) [h]

Ldsungsmittel native CPO modifizierte CPO
DMSO 17,7+3,1 125+12.3
Isopropanol 0,30 £ 0,02 210,04
Dioxan 0,54 +0,02 0,5+0,04
Acetonitril 0,040 0,2+0,01
DMF 0,84 + 0,04 146+19

Die Griinde fiir die erhohte Stabilitat der modifizierten CPO in organischen Losungsmitteln
im Vergleich zum nativen Enzym liegen ebenso in der Abschirmung der Proteinoberflache
durch die mPEG-Molekiile und in der Stabilisierung der Hydrathille durch die hydrophilen
Bereiche der PEG-Ketten begrindet. Ein weiterer Grund fur die Stabilisierung der
modifizierten CPO liegt in der geringeren Flexibilitat der Proteine aufgrund der hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Gruppen der Proteinoberfliche und den
hydrophoben Bereichen des PEGs. Diese Ergebnisse stimmen mit Literaturdaten Gberein, die
ebenso eine Stabilisierung einiger Enzyme gegeniber organischen Lésungsmitteln durch eine
PEGlierung beschrieben [Quintanilla-Guerrero et al., 2008; Lopez-Gruz et al., 2006].

Quintanilla-Guerrero et al beschrieben eine Stabilisierung der Turnip Peroxidase in 30 %
(v/v) Methanol bzw. DMF, da das mit mPEG modifizierte Enzym nach einstiindiger
Inkubation in dem entsprechenden Losungsmittel eine um ein 1,6- bzw. 5-faches erhohte
Restaktivitat im Vergleich zur nativen Turnip Peroxidase zeigte. Die mit mPEG modifizierte
Myceliophthora thermophile Laccase zeigte in 30 % Methanol, Ethanol, Propanol und
Acetonitril eine 2- bis 3-fach kleinere Inaktivierungskonstante im Vergleich zum
unmodifizierten Enzym und demzufolge eine erhdhte Toleranz gegenuber wassermischbaren

organischen Losungsmitteln [Lopez-Gruz et al., 2006]. Somit ist die durch die PEGylierung
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der CPO erzielte Erhohung der Toleranz gegenlber wassermischbaren organischen
Losungsmitteln hoher als bei anderen Enzymen, da durch die Modifizierung der CPO mit

MPEG eine bis zu 17-fache Stabilisierung erzielt werden konnte.

Eine Verbesserung der Toleranz der CPO gegeniiber DMF konnte ebenso durch die
chemische Modifizierung der CPO mit Anhydriden erzielt werden. Wahrend die native CPO
ihre gesamten Aktivitat nach einer einstiindigen Inkubation in 30 % DMF verlor, erhielt die
mit Anhydriden modifizierte CPO 70-90 % ihrer Peroxidase-Aktivitat und 55-65 % der
Aktivitat beziglich der Sulfoxidation [Liu und Wang, 2007]. Dariiber hinaus wurde ebenso
eine Stabilisierung der CPO in tert-Butanol durch die reduktive Alkylierung, Amidierung und
die Quervernetzung beschrieben. Die modifizierte CPO war in 20 % bzw. 60 % tert-Butanol
um ein 1,2- bzw. 1,3-faches stabiler im Vergleich zur nativen Form [La Rotta Hernandez, et
al., 2005].

Eine Stabilisierung der CPO gegenuiber wassermischbaren organischen Losungsmitteln durch
andere Stabilisierungsmethoden wurde in der Literatur nur selten beschrieben. Borole et al.
erhielten eine Stabilisierung der CPO gegeniber Acetonitril durch die Bindung der CPO an
Sol-Gel-Glas. Jedoch wurden keine konkreten Angaben Uber die Starke der Stabilisierung im

Vergleich zum nativen Enzym gemacht [Borole, et al., 2004]

Letztendlich konnte die Toleranz der CPO gegeniiber wassermischbaren Lodsungsmitteln
durch die chemische Modifizierung mit mPEG 5000 im Vergleich zu anderen Methoden stark

erhéht werden, was flr den technischen Einsatz der CPO von grofiem Vorteil ist.

3.5.5 Zusammenfassung

Um die Quervernetzungsreaktionen zwischen den Enzymmolekilen auszuschliel3en, erfolgte
die chemische Modifizierung der CPO mit monofunktionalem mPEG 2000 bzw. 5000, die mit
p-Nitrophenylchloroformat aktiviert wurden. Dabei ergab sich ein Aktivierungsgrad von 70 %
bzw. 55 % fir mPEG 2000 bzw. mPEG 5000. Die PEGylierung der CPO mit mPEG wurde
unter dem Einfluss verschiedener Parameter wie dem Molekulargewicht des mPEGs, dem

pH-Wert wahrend der Modifizierung und dem Enzym:mPEG-Verhaltnis untersucht. Dabei
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wurde eine effiziente Modifizierung der CPO unter Erhalt ihrer maximalen Aktivitat mittels
mPEGs 5000 bei einem pH-Wert von 6,5 und einem molaren Uberschuss des mPEGs 5000
von 2000 in Bezug auf das Enzym erzielt. Demzufolge wurden diese Parameter fiir die
weitere Untersuchung der Aktivitdt und Stabilitdt des modifizierten Enzyms beibehalten.
Unter diesen Bedingungen ergab sich eine relative Aktivitat von 95,7 %. Im SDS-Gel wurden
neben der Bande des unmodifizierten Enzyms noch zwei weitere Banden erhalten, die dem
modifizierten Enzym entsprechen. Die erste Bande besitzt ein Molekulargewicht von
ungefahr 48 kDa, wahrend die zweite schwacher ausgeprégt ist und im Bereich von 55 kDa
liegt. Im Allgemeinen wurde lediglich ein Teil des eingesetzten Enzyms modifiziert, eine

gesamte Modifizierung wurde unter den untersuchten Bedingungen nicht erzielt.

Die Modifizierung hatte lediglich einen geringen Einfluss auf die Aktivitat der CPO in
wassermischbaren organischen Ldsungsmitteln. Im Gegensatz dazu wurde die Stabilitat der
CPO durch die PEGlierung stark erhoht. In diesem Zusammenhang konnte die
Temperaturstabilitdt der CPO um ein 1,18-faches gesteigert werden, wahrend die Toleranz der
CPO gegenuber wassermischbaren organischen Losungsmitteln mindestens um ein 5-faches
erhoht wurde. Die beste Stabilisierung konnte gegenuber DMF erzielt werden, wobei die

modifizierte CPO um ein 17-faches stabilisiert werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Modifizierung der CPO mit mPEG 5000
eine erhdhte Temperaturstabilitdt der CPO und eine starke Erhéhung der Toleranz gegeniiber
wassermischbaren organischen Losungsmitteln unter Erhalt der maximalen Aktivitat erreicht
werden konnte. Nicht nur die Stabilitdt sondern auch die Loslichkeit der CPO in hydrophoben
Ldsungsmitteln kann durch die PEGlierung aufgrund des amphiphilen Charakters des PEGs
verbessert werden, was normalerweise die Erhdhung der katalytischen Effizienz bei der
Umsetzung von hydrophoben Substraten zur Folge hat. Alternative in der Literatur
beschriebene Stabilisierungsmethoden flihrten zwar zur Erhéhung der Temperaturstabilitat
der CPO aber auch zu einem starken Verlust der Enzymaktivitat. Daher stellt die PEGylierung
der CPO eine interssante Methode fiir die Stabilisierung der CPO fiir den Einsatz in

synthetisch-technischen Bereichen dar.
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4 Zusammenfassung

Die Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago (CPO) stellt industriell auf Grund ihres
breiten Spektrums an Reaktionen, die fiir technische Anwendungen von Bedeutung sind, ein
sehr interessantes und vielseitiges Enzym dar. Jedoch ist ihr Einsatz in technischen Prozessen
weiterhin begrenzt. Griinde dafiir sind die hohen Kosten des gereinigten Enzymspréparats
aufgrund der mihsamen und zeitaufwendigen Isolierung aufgrund des schwer zu
entfernenden Pilzpigments, die geringe Stabilitdt der CPO sowie die geringe Loslichkeit
vieler Substrate in rein wassrigen Systemen. Demzufolge ist der Bedarf an der Entwicklung
einer neuen schnell durchfihrbaren Isolierungsmethode mit einer ausreichenden
Enzymreinheit sehr groR. Daruber hinaus ist eine Stabilisierung der CPO unerlasslich. Zur
Verbesserung der Loslichkeit hydrophober Substrate bietet sich die Verwendung alternativer
Reaktionsmedien wie zum Beispiel wassermischbare organische L&sungsmittel-Puffer
Systeme an. Aus diesem Grund ist eine Stabilisierung der CPO gegen die Inaktivierung durch
organische Losungsmittel ebenso unerlédsslich. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb zum
einen eine neue Isolierungsmethode der CPO entwickelt und zum anderen die CPO
umfangreich bezuglich ihrer Aktivitdt und Stabilitat charakterisiert und darauf basierend

stabilisiert.

Die Aufreinigung der CPO bzw. die Entfernung des gelatindsen Pilzpigments des C. fumago
Rohextraxts konnte mittels der Extraktion im waéssrigen Zweiphasensystem einfach und
innerhalb von 30 Minuten erzielt werden. Hierbei erfolgte die Extraktion in zwei Schritten. In
dem ersten Schritt konnte das schwarze Pigment durch die Extraktion in einem
Polymer/Polymer wassrigen Zweiphasensystem entfernt werden, wahrend der zweite Schritt
der Ruckextraktion des Enzyms aus der Polymer-Phase mittels eines Polymer/Salz Systems
diente. Die besseren Ergebnisse wurde durch die Extraktion in einem PEG 4000/PPG 1200
System gefolgt von einer Riickextraktion des Enzyms in einem PEG 4000/Ammoniumsulfat
System erzielt. Dadurch erreicht die spezifische Aktivitdt den maximalen in der Literatur
angegebenen Wert (2200 U/mg) unter Erhalt von 100 % der Ausgangsaktivitat. Fir den
Einsatz in technischen Prozessen besitzt die CPO nach diesen Schritten einen hinreichenden
Reinheitsgrad. Eine anschlieBende Anionenaustauschchromatographie konnte die spezifische

Aktivitat des Enzyms auf 2900 U/mg erhéhen.
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Anschlielend wurde die Halogenase-, Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitit der CPO in
Abhéngigkeit von verschiedenen isolierten EinflussgroBen wie z.B. dem pH-Wert und der
Substratkonzentration reproduziert. Dariiber hinaus wurde der Einfluss weiterer Parameter
wie z.B. die Temperatur und die Anwesenheit wassermischbarer Ldsungsmittel auf die
verschiedenen CPO-Aktivitaten untersucht. In Bezug auf den pH-Wert besitzt die CPO
zweifache Reaktivitat. Die eine (z.B. die Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat) erfolgt
bei der neutralen bzw. leicht negativen Form des Enzyms, wohingegen die andere Reaktivitét
(die Halogenase-Aktivitat) bei einem pH-Wert, der unterhalb dem isoelektrischen Punkt der
CPO liegt, erfolgt. Das Enzym zeigt seine maximale Halogenase-Aktivitdt bei einer
Temperatur von 40 °C im Vergleich zu 60 °C fur die Peroxidase- und Monooxygenase-
Aktivitat. Bei allen untersuchten Reaktionen wurde das Enzym mittels H,O, inaktiviert.
Wassermischbare organische Losungsmittel zeigten unterschiedliche Einflisse auf die
Enzymaktivitaten. Dabei wurde die Sulfoxidation von Thioanisol weniger stark beeinflusst als

die Halogenierungsreaktion und die Oxidation von Pyrogallol

Neben der Aktivitdt wurde ebenso die Lagerungsstabilitdit der CPO hinsichtlich ihrer
Monooxygenase- und Peroxidase-Aktivitdt in Abhangigkeit von verschiedenen isolierten
Einflussen untersucht und miteinander verglichen. Die CPO war Uber einen breiten pH-
Bereich stabil und besaR ebenso bei Temperaturen bis zu 40 °C eine sehr hohe Stabilitat. Im
Gegensatz dazu zeigte das Enzym eine hohe Instabilitat in der Anwesenheit von H,0,. Diese
Inaktivierung ist von der H,O,-Konzentration abhdngig. Die wassermischbaren Lésungsmittel
haben unterschiedliche Einflisse auf die Enzymstabilitit gezeigt. Das Enzym war in
Isopropanol und Dioxan am stabilsten, wohingegen THF zu einer starken Inaktivierung des
Enzyms fuhrte. Dabei ergab sich kein Zusammenhang zwischen der Polaritdt des

Ldsungsmittels und seinem inaktivierenden Einfluss.

Die Aktivitat und Stabilitdt der CPO wurden unter Berlcksichtigung der gegenseitigen
Beeinflussung verschiedener Einflussgroflen (pH-Wert, Temperatur und die Anwesenheit
wassermischbarer Losungsmittel) mittels Factorial Designs untersucht.Bei den untersuchten
Losungsmitteln handelt es sich um DMSO, Isopropanol, Dioxan, Acetonitril und DMF.
Sowohl bei der Aktivitat als auch bei der Stabilitit wurden die besseren Ergebnisse in

Citratpuffer erzielt. Zwischen den untersuchten organischen Losungsmitteln wurden die
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besseren Resultate in Isopropanol und in DMSO erhalten. Letztendlich wurden sowohl fir
den Puffer als auch flr jedes Losungsmittel die unterschiedlichen Faktorenenkombinationen
bestimmt, die das Aktivitatsoptimum, das Stabilitatsoptimum der CPO sowie eine Balance
zwischen der Aktivitdit und der Stabilitdt erzielen. Bei diesen unterschiedlichen
Parameterkombinationen wurde die Katalysatorproduktivitit im kleinen MaRstab untersucht.
Die maximalen bei den verschiedenen Ldsungsmitteln erzielten Katalysatorproduktivitaten
wurden danach untereinander verglichen. Im Allgemeinen wurde die maximale Produktivitat
der CPO im Citratpuffer erzielt. Zwischen den untersuchten Ldsungsmitteln lieferte DMSO
die hochste Katalysatorproduktivitat gefolgt von Isopropanol. Dagegen wurde die niedrigste
Katalysatorproduktivitat in Acetonitril und DMF erhalten. Sowohl bei der Aktivitat als auch
bei der Stabilitat der CPO beeinflussten sich die Parameter gegenseitig. Diese Beeinflussung
war bei der Halbwertszeit starker ausgeprégt als bei der Aktivitat. Bei der Halbwertszeit war
zudem der Einfluss des pH-Wertes bei niedrigen Temperaturen starker im Vergleich zu dem
bei hohen Temperaturen. Diese Beeinflussung war bei den verschiedenen Ldsungsmitteln
unterschiedlich stark. Im Gegensatz zu der Halbwertszeit wurden bei der Aktivitat
unterschiedliche Einflisse abhdngig vom L&sungsmittel erhalten. Diese unterschiedlichen
Einflusse deuten auf eine starke Interaktion zwischen dem pH-Wert, der Temperatur und

organischen Losungsmitteln in ihren Einflissen auf die Aktivitat und Stabilitat der CPO hin.

Durch die chemische Modifizierung der freien Aminogruppen der CPO mit mPEG 5000
wurde die Aktivitdt des Enzyms sowohl in Citratpuffer als auch in wassermischbaren
organischen Ldsungsmitteln lediglich geringfligig beeinflusst. Die gelelektrophoretische
Analyse ergab, dass maximal zwei Lysinreste pro Enzymmolekil modifiziert werden, was flr
eine Stabilisierung der CPO ausreicht. In dieser Hinsicht wurde die Temperaturstabilitat der
CPO um ein 1,18-faches verbessert. Dariiber hinaus konnte die Toleranz der CPO gegeniber
wassermischbaren organischen Ldsungsmitteln um ein mindestens 5-faches erhoht werden.
Die beste Stabilisierung konnte gegentiber DMF erzielt werden, wobei die modifizierte CPO
eine um das 17-fache erhohte Halbwertszeit verglichen mit der jeweiligen des nativen
Enzyms zeigt. Daher stellt die PEGylierung der CPO eine interessante Methode fir die

Stabilisierung der CPO fiir ihren Einsatz in synthetisch-technischen Anwendungen dar.
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