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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Carotinoide sind natidrliche lipophiéécharbpidjereNBgumwweit verb
tet sind. Das wohl| bekannteste unteroithme N adhtrelmag d-i€aCarotino
de zum einen selbst eine fiur den jeweaebigemti®llga Rigiha, zum Be
spiel als lichtabsorbierende MolekiUleskeindBfl2mbneasydemeals Ar
tioxidationsmittel, spielen kénnenlgseprdduwktle MrehtHge Substan:
fur die meisten Organismen. InsbesonSigaktuhig dxid@aivetinoide
durch eine relativ neue Enzcamétaesoéd dieavage dioxygenases (C
fuohrt zu wichtigen Molekiulen wie ReSetaMorgaemgfim 8dmgern ver
antwortlichen Pigment, der Abszisinsamoa, simewne Rbhytodhlen vola
tilen Aromastoffen, wie zum Beispielidedne?-gblaoz)icdhe fFortpfla
zung wichtig sind. Seit 1997 sind diedveuanthedttbieihemegwiospezi
schen CCDs Gegenstand intensiver ForschuhtgesAldeallihgerheaind
zumeist um molekularbiologische und -gemesicitineg G mwahdlamge n f
Arbeiten in Bezug auf den technischeunsBalsaézdahstedienA

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wuandezudntteacknocshabhegn Ein-
satz von einer der bisher am besten @hyugaekbsreeiedeern ADCCD 1,
durchgefuhrt. CCDs sind prinzipiell haterAllegdéarpgsimiadbdie Au
beuten im Vergleich zu anderen techmagmleretraddhevieen \EOr unzu
reichend. Um Fortschritt auf diesem Geldien enstemaledethgclwaell-
dichtekultivierungen von AtCCD1Expodmilrendennem Parallelfe
menter-System durchgefihrt. Die AtCCD 1nPeogdwdkitiomndumde bis-
herigen Expressionsmethoden verglichda.ebwe kdhexdeBatichiVer-
fahrens, mit Einsatz von Glucose Mininaagimre ddem BExypde¥arons-
Induktion die volumetrische Aktivitat etwaerdldach gesteige

Nach optionaler partieller Aufreinigenwyngvulde Ldicepthidisat und c
Zusatz der Lyoprotektoren Polyethylengl§kotpsdanontiealswcht. E:
zeigte sich, dass diese eine schitzende ¥®kirknengheds gerfyopeoten
Enzymldésungen zeigen, aber keine Wirkuagfweisleyaaphilisaten

Da ein groRer Teil des Uberexprimiertéeyti&alz yimaiktihae sk a ha
bodiesorliegt, wurde die Reaktivierung niiitasete f Alggregak tal -
tung) untersucht. Hier konnte gezeigt wekfl@lfumgpdn eine Rataly
tisch aktive Form milthshaitdeiethode (schnelle Verdinnung) mo«
ist. Der Proteinstrang muss hierfur dentaturdertclsgpé tidlitesiererden
AbschlieBend wird der Cofaktor Fe(ll) zieremg qiulgegégtAkti
Carotinoide kénnen mithilfe ihres Absouphthitdahigverhalndnder Reak
onsfortschritt mit dieser Methode feibtewsedemlinelsverlternative



2 Zusammenfassung

Absorptionsmessung wurde Fluoreszenz als siemditives Mred sune
signal untersucht. Es konnten spezifischgiWerlteahidngeh deéenPro
duktion des aus der oxidativen SpaltubDgahecehygdgeahkodrediert we
den.

Die Enzymimmobilisierung stellt far swabée Pamnzem&atalinten ent-
scheidenden Schritt zur Okonomisierung. dess Veirdadme rGr whed
wurde die Immobilisierung von AtCCD1 inSohtzesemieddcmettels
zweier affinitdtsbasierter MEahodead GHIE-Tag) untersucht. Im F:
Sol-Gele wurde gezeigt, dass eine gezualge deydGogdkeobugicch ge-
eignete Silan-Monomere forderlich fiitridie Eirezemisktheitdenden E
flisse stellen hierbei das die Poro6sibdynber seftiiosssavredd aPten de
Gele sowie die Interaktion der substrmihale¢rg&re IMbzeflache dar.
Auch die Affinitatsanbindung von AtCCDel Matreaéspresheétnéerte it
katalytisch aktiven Immobilisaten. Zu O p tidrei e nu nFgaslz wagecrk én sw u
Anbindung der Effekt von Imidazol kduwetimnfieech belaeéumeg der Mati
untersucht. Der Einsatz von Imidazobkmetatubtizewv@r Beehsedung dur
das Zielenzym, allerdings sind hdhere almsoowbti¢i MemngenAa@CD1
durch eine Mehrfachbeladung ohne Imideadlderzi@Silamnbindung
wurden die Zuséatze Dithiothreitol wrddihlrenokEfKektO®iasichtlich
Affinitatsanbindung untersucht. Da esusmchibeRml ypeptilddpandelt
wurde auch der Einfluss des Energiedsrttriaugs maimdZe llmmobilisi
rungseffizienz betrachtet. Beste ErgebmimbdénieutdanEdusahz kvon
Triton X-100 und maximalem Energieeintrag erzielt.

Der Vergleich beider affinitatsbasigtetesiketleaud bichzeiUberlegent
des GST-Immobilisates. Nach Normalisietuixy odum ghe winredse M-
wa 5x mehr GST-AtCCD1 immobilisiegt Bise Ak@EDtRtHdes GST-
Immobilisates lag etwa um den Faktoes2H#-d ihhmeo balss diesd
Aufgrund der Volatilitdat, HydrophobiiditéitenddneWziykiinh des Zie
produktes 2-lonon wurde die organophale M é g\ aghoe ssterbewittiv e
Produktabtrennungsmethode untersuchdn Sdwodh iMo &alllésungen
als auch von homogen und heterogen entzegyma+tiesnbnhleogesdedie
Eignung der gewadhlten Methode nachgewiesen werden.

Die prinzipielle Eignung von AtCCD1 alshmimolbe ki skarztem keonnte
im Rahmen dieser Arbeit somit gezeigowkicchere,iumdr dweitergehe
de anwendungsorientierte Forschungsarbeitemdeue dienteeurels sfainte
Carotinasen eroffnet.



Summary 3

2 Summary

Carotenoids are natural lipophilic piggoetotssthratnaterepb one of t
best-known members being 2-carotene. Nidfs g by deocs canbittenioo | e s
in many organisms as light-harvestingphotdésyntde sdaringplants

as antioxidative agents but their seconida@rymprordaatspecooipcts fc
most organisms as well. Notably, the okidatote nolidavay the rel
tively new class of enzymes called carotgenasade@@@bs)dli®ads
to important molecules such as retinah,sitlhle gogmestonespomam
mals, to the phytohormone abscisic acotatihe aoopmmantpnpownds,
such as 2-ionone, important for plantrespomculttecoand hte some e
tent very regiospecific CCDs are in depeasclfsintendi%®7r Most ¢
the work however deals with fundamenttad mecleancllaraboalbogy an
molecular genetics of the enzymes, whitles apphaoacdle aptwlwaabilit
are exceptions.

In the present work the technical appeéiodtithe dfesd dharacterise
CCDs, the AtCCD1, was investigated. @anygemase sc loeaviimgprinci
ple be expressed heterologously. Neverthetl@ssthenm estabdrshen

enzymes of industrial importance thiecigiretd Hsghtidélindahsity cul
tions B.f cohi a parallel fermenter system were QzIfprmceudcaimat At
was determined and compared to currendsetop mevesrioomm ettthic bot-
tleneck. The volumetric enzyme activitydwlhyg uscmgasedimafi glu
cose medium in a fed-batch process ankpuasiaitoonimdutheon.

Thereafter, lyophilisation and the reftecdtands thelyletdhyleneglyc
mannitol and sucrose on the enzyme shadealgaftearan nvyetsoirgal pa
tial purification. It appeared thathheeadfiffiecMesasndyyoprotectan:
frozen AtCCD1 preparations but not on lyophilisates.

Since a major part of the expressednptiod efior ms qfresaealkytically ir
tive inclusion bodies, the reactivatiatesofbyheefo ldgggewas inves
gated. By applying the method of diaghwlalutsoaceefflully perform
To achieve this the protein has to Ilbidisled atudedefeladed. For fi
activation iron(ll) must be added pfteecethueerefbdding iron(lll) d
not lead to active protein.

Carotenoid quantities and progress @ajecaeattdhmnd chemavbe monit
red online with the help of caroteddit oalad by pflioarefcence mea
urements were investigated as a sensrnativendertelttsanamethod
Specific wavelenghts were identifiedthaendarpenebatead a¢d a diald
hyde resulting from oxidative carotenoid cleavage.



4 Summary

The immobilisation of enzymes is a craatially site p rfoacemsaesy to be
come economically feasible. Thereforen mdédtAtGOnDdbilnsdtfferen
sol-gels and by two affinity-based inmo(ldibagtimamd mMxIhetag)
was investigated.

As to the sol-gels a targeted hydroph® by aaddemq wdtehsilgne mon
mers proved to have a beneficial effexity.nEesszymiatlip arctmeter
include the polymerisation behaviowr poitbsttye afedsbéetigels and
interaction of substrate loaded miceéldesfawieh the sol-ge

The affinity attachement of AtCCDlinicessp pedptroacatmlytically ac
immobilisates as well. For optimizatidhnsphargeasaemmaobthieation
the influence of imidazole additionthnreperdedaticandimgs of the |
trix were tested. Use of imidazolevws faor hdghttvesmélific loadin
the target enzyme, albeit highest abmotobalisseduAtE€ @D 1l are ac
complished by repeated loading of thoen phetematsod uwidhout usir
imidazole. In case of GST attachemenadtheiveefd eaitt hoifo tthreeitol a
Triton X-100 was tested. As the GSTihaghetselpastacoprdiféerent ¢
plications of energy during cell disratpoiorfdiciiemmnybwlls examin.
Best results were achieved by combined wased am akriinmam Xa-pplica-
tion of energy.

Comparison of both affinity based indm chhivivgadi cheme stuperiority
the GST immobilisation. After normmabisraxiomluanegu@altimes mor
molar GST-AtCCD1 was immobilised compaildek tactAvCt@ Dalf- Hhe
GST immobilisate was 24-fold higher cgmmparmsd wstltethe Hi
Based on the volatility and lipophH#itappgepgeptoedu off 2thonone orge
ophilic pervaporation was explored ad af psodlaritiisglepu e thu c t
recovery. Eligibility of the chosen meshucd esssuprpeevapgration
model solutions of 2-ionone and homogegewneslslgnpgrbeteed en-
zymatic product.

The general applicability of the caroteteendeéalAt€ Cibnlica$s ppnmobi
lised enzyme was demonstrated in this wiyrkarndothténpasisvidiivorl
in this field including further carotemases was opened u



Einleitunag 5

3 Einleitung

3.1 Carotinoide und Carotinasen

3.1.1 Carotinoid-Biosynthese

Carotinoide sind naturliche lipophnealRegmeabewesen essentiel
Funktionen ausiuben. Bisher wurden (sdhegeibOndiesamgeaen bis h
zu tief roten Molekule in der Nates dheanbidkairmte Hen und am h;
figsten in der Natur anzutreffendeas €a&Jatoriond8riidtodh 1995; Mey
2002). Obwohl sie in allen Lebewese®rbeorzwifchdign sund, lkdnner
sie nur von Algen, photosynthetisch dke¢iveamd Pfianizein Bynthet
siert werden. Menschen und Tiere sindilaerf die Rahmahmenge-
wiesen (Jucker 2011). Formal setzt sich ehh IGapoemeidhealue na
zusammen und bildet somit ein Grundgdeinst@afdatomeenigeKmhret-
raterpen. Untergruppen der CarotinonétiosmaldsdeeteorxyXanthophy
und die durch oxidative Spaltung entaiteilengdembABeLaroti

A R B

18 4 F
17 16 19 20 N5 N3
N z ‘ 11 ‘13 15 14 _12' _1Q0 8 ! ‘z
f/\f/\s/kw/\\lz/\\u/\\ls/"f(‘“lf‘“‘a/kf/ \/1\/ AN X X XX A X A
| 20" 19 16 a7
RN N

L R =-H, -OH,

Abb. 3-1 Grundformen der Carotinoide

A:C-40 Basisstruktur mit IUPAC Nummerierung

B:2-Carotin

C:Astaxanthin (Beispiel fur Xanthophylle)

D:2-Apo-8 -Carotenal (Beispiel fur Apocarotinoide)
Die natirliche Funktion dieser Moleklilbsomdaieost lde dechRaoto-
synthese, eine antioxidative Wirkung sowis d/eos | & wfr&kio minre b eal
stimmte Spaltprodukte. Beispielhaft seremomidAbdaisihiuale, wel
che wachstumsregulierende Funktion in BfMitnamnnhat,(Retindd),
welches fir die Sehfunktion in Saugetistregenaabdinftmaa 50 de
bekannten Carotinoide kdnnen als Proyilackier 2GuhyieSewohl fi

die antioxidative Wirkung als auchisdheeEpd®iechafhten der Cal
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tinoide ist das ausgedehnte A-Elektronenishesteéer \Boerd eaurttisigh e
(Britton 1995).

In den letzten Jahren haben Carotimamitdexwlagewne nheirrkung als |
tentielle Prophylaxe-und Anti-Agisnge Mji¢ted narerint®ire sind mogli
erweise wirksam gegen Krebs, Herz- und dusdeirlléedeBinbhartzinbe -
schrankt sich zur Zeit aber als Nahrunuse rigamizsuoffsmnticedr Le-
bensmittel- und Futterindustrie (Meydna0®R2)di®serKmenben Zweic
fuhrte zur Entwicklung von GoldenememRéichemwelCheotennGehalt
aufweist und in Dritte-Welt-Ladndernsmlisté&rdne nkaimrduergterblichk
und Augenleiden reduzieren soll (Walter et al. 2009).

Die Biosynthese der Carotinoide findenh iRl&Stahere stimtt und er
springt dem Isoprenoid-Stoffwechsel (@@8ninHgmmetimlbetrachte
erfolgt die Synthese Uber die in AbkZwiskxtdangdafehiten

Xanthophylle
IPP—> Phyteet Lyeoe®»in -Caroti\l/n

Apocarotinoide
Abb. 3-2 Stufen der Synthese von Caropimrotieeynl cdiphdsphat-Einhei

Ausgehend vom universalen Bildungsblotckeder Tempé¢anbpenyn-
nyldiphosphat (IPP), werden die langerklattihe K opfol@&hiwanz-
Verknupfung sukzessive aufgebaut (CunniBighdmre$yalth®ge8nitia-
tion erzeugt eine Isopentenyldiphd®phautssemerasePP ein Moleki
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP). EdnphGespamysyaG@Rp (
addiert insgesamt 3 weitere IPP-EinhePlenEsarendate hkMABe -
ranyldiphosphat, Farnesyldiphosphat dinpd cserheaty | Perrarykste Re
aktionsschritt beziehungsweise die erstemitieikémeemaktiensactilv
von einer Geranylphosphai®yntbazeehungsweise einer Farne
phosphatsyntlhB$eké&talysiert werden. Zwei der C20-Kddieer werd
PhytoensynthRS¥ fum Phytoen verknipft. Das carotinoidtypi
Grundgerist entsteht (Abb. 3-3). Wie menies ampddaee eEnZyrotino
id-Anabolismus aGi6Ptadse Homodimer wéahklelts dlenomer vor-
liegt (Dogbo et al. 1987).

Im Folgenden wird das Phytoen schrittwesaturaent uwndopgum -
Carotin zyklisiert (Abb. 3-4). Die PRDtpdiidesataneseSChritten m
Phytofluene als Zwischenprodukt zweigeeuanDdepeCdihduh2 und
Cll -C12 Atomen ein. Es entsteht fzQatolgn.dAevnaepted® Desat
rierung durch die f-CarotihD@satudaseC(7-C8 und C7 -C8 Posit
iber Neurosporen zu Lycopin. Durch das sote ukzesigikerdasgede



Einleitunag

Elektronensystem wird das
(Cunningham et al. 1998).
DMAPP IPP
)\/\ — )\/\
X OPP OPP
IPP
GGP%/f
)\/\/K/\OPP
IPP
GGP
X X X OPP
IPP
GGP
X X X X opp
GGPP
PSY

Abb. 3-3

farblose Phytmem

Geranyldiphosphat

Farnesyldiphosphat

Geranylgeranyldiphosphat

Phytoen

Synthese von Phytoen aus IsopantEnyheipdospRP)

Zymoppnnkfal

C5

c1lo0

C15

c20

c40

Das C40-Grundgeriust der Carotinoideeiwémd duwushCHi&iBnzyn
nyldiphosphatisomRlraS&eranylgeranyldiphosphGaéPyh tmals & Hy

synthasRSY¥ erzeugt (Cunningham et al.

Diphosphatrest.

1998). kQiPPursge hi

Im finalen Biosyntheseschritt zum 2-Cea rloy cro miynkd i CigaGarsg: (
die beiden Molekilenden des LycopinwimtthleCmmroduktal ® Zrch det
kombinierten Einsatz mit einer homolagenkdgynepila@akyctin,
“-Carotin und p-Carotin synthetisiert werden.
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Phytoen

d0zCarotir

obCarotir

Abb. 3-4 Synthese von 2-Carotin aus Phytoen

Das lineare Phytoen wird in 4 Schrideerdescatud@®&Phyd d¢
CarotindesatuzBs$e desaturiert und anschlieBRend durdhycdé
(LCYBzum 2-Carotin zyklisiert (Cunningham et al. 1998).

Aus - und 2-Carotin kénnen im Weiterematisiehu®xydaenkRiogen-
den die Xanthophylle synthetisiert weécteigdAbdrtBebdr Wieser U
tergruppe der Carotinoide sind zum tBgangieh L Ctennhakanthin ur
Zeaxanthin. Einige der ersten Untersutdhesseg e/m nz Xra Btiloeghyllen
beschaftigten sich mit den an der AstakainithiearnSGeneesenbMikro
organismen und Pflanzen (Kajiwara edlall9bB%9Fr&saredt al. 199
Cunningham et al. 1998). Es ikonntadssawmhVigyezeigt werden,
dass die kombinierte Aktivitat von Hydsexyllasie A kerep tleatzolunter
schiedlicher Substrate zur Produktion voeinfkestakan Ghuifrermndihrt
Eine N-terminale Sequenz von 130 AmQaroduredydroaylase aus
Arabidopsis thfalharmrea zu der Annahme, dass die Enzyme der X
Biosynthese als Homodimere agieren (Suwehdetmaltbiels®9 @egNenz
entfernt worden war, blieb die Hydrdikgktasallzewdrngktivyr noch ¢
einem der angebotenen 2-Ringe die Hwyda®xyluierBnlgiluag, von
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2.Cryptoxanthin fuhrt. Mit der Sign@asetgimemochabeidseitig zu .
axanthin umgesetzt worden.

Sequenzuntersuchungen unterschiedlicher tldyalseimybaskr und Ke
tivitdtsmessungen und LokalisierungviNerg ®nomdalkée dass es sich
bei diesen Enzymen um Transmembramwgicbhe neohakulalten Sauer
stoff als Cofaktor bendétigen und nsititckilrse nkeotorredri@i eHties Eisen
aktiven Zentrum enthalten (Fraser etaar.el9®I7;1®98)ingh

Neuere Untersuchuwagetmoiphyllomyces deedgenhudass die Hydro-
xylase- und Ketolase-Aktivitat auch vomzeime nd exinZstlaneantthin -
SynthadeSY katalysiert werden kann (Ojima et al. 2008)Schmidt e
Ein weiteres zentrales Enzym der XanthstehhtlldBeo &yrabheerstdin -
EpoxidagZ&K dar, welche die Synthese epoxidieegt¥rioCaxahithond e
und Neoxanthin, sowie von FolgeproduktemdwCa pSapsaniheinleite
(Cunningham et al. 1998; Latowski et malal2Q@0DPA4)latowski e

3.1.2 Carotinoid-Spaltung

Wahrend Carotinoide zum einen selbst eena.Bsskaitielde [Roh-
tabsorption fur die Photosynthese wvdeAgalzsiamtspkedtlarni dienen
auch als Substrate fur Carotinoid spaltentelEnYgnméauded fdia wei
tere wichtige natiurliche Produkte. AusddeivemzS/pedtuncgs reexaktior
der Carotinoide gehen meistens Apocalotiaobdeqfireltirenen kon
nen, aber auch volatile SignalmobkdkibDaifisetobfie vdde Pflanzen sek
tiert werden.

Das wohl bekannteste und am ladangsten ektod®shieC 8 patlitrps oid t
das Vitamin A (Retinal). Es wicdKiomnserimatidd kovalent an ein
lypeptid gebunden und liegt als Sehpigndent RRetoma pwsan. Bei Al
sorption eines Lichtquants isomerisiaft-daRsRenanabnzduimmduziert
so einen elektrischen Impuls, welcher dieoGgamgdadarsdted| SeErs
te Untersuchungen zur Retinal Entstehungdenrd@2Oberdathren ar
Vitamin-A defizienten Ratten durchgefibiae (IMd@mes dlOBe)x) diesel
Tiere konnte durch das FlUttern mit Karddirege rdigwne fidkeamnt worau:
geschlossen wurde, dass die Vitamin A Hbauffderearduircdide
kompensiert werden kann.
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OH
W Lutein
e

CYP97 /
CYPOT7A

M obCarotin
BKT/ Crtz
Crtw/ CHYB
ASY

DTS VS V0 Ve e

Ot

Canthaxanthi Zeaxanthin
Crt BKT/

|
o

ASY /CrtW

oH ZEP|| VDE
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iolaxanthl]in
CS o

Capsorubin

OH

Abb. 3-5 Synthese von einigen bedeutendren Xanthophylle

Ausgehend von z-Carotin und 2-Cmrwiteoniwpeea deirtschaftlich
Xanthophylle synthetisiert. Die Biezyamebeted igite HydCoxBdasen
undCYP97A3r Lutein-Biosynthese, die 2-Caro€CimaHydCridX®lasen
Synthese von Zeaxanthin und AstaxaimthKretodaéskhivdhaCat Wz L
Canthaxanthin- und Astaxanthin-Synttthdre$ yditdraS¥saxaer die
axanthin Epoxid&se die Violaxanthin Deep®dEdand |
Capsanthin/CapsorubinCE8 R haser et al. 1998; Sandmann 2
2004; Kim et al. 2006; Ojima et al. 2006).
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Nadhere Untersuchungen in den 1960er wfahbendreeVtieamliard Pro
duktion durch 2-Carotin-Spaltungsaktiviitdt vivtehoacBrna wraesen
(Olson et al. 1965). Hierfdr wurden BogyRatRehelxébekte-Niere un
-Darm hergestellt und mit 2-Carotin vptastrdatisoheer Fznatktion vo
Darm und Leber konnte die enzymatischetibals hathmge wiers eR e
werden. Obwohl zu dieser Zeit keine reéenearEBgzympnéplaeaten-
falls durch Ammoniumsulfatfallung tenakeremeig tvee Banezryareft wurde
(Goodman et al. 1967), wurde bereidbffund dEes Srmaehrdhgigkeit d
enzymatischen Reaktion vermutet und erkamiah.zedbigneon widira-e
xygenase-Mechanismus angenommen und MarkieruWesixpierime
rung dieser Annahme durchgefihrt (Oldaomaateal all95%6 )00

In den 1970er Jahren wurden pmhovtidvieessisehleoden im Zusammen
hang mit der cooxidativen unspezifisamgne@awaodkedidshbigeItfir wu
den eine Lipoxygenase, Cytochrom CseneirgeseletqBidm Aziz e
al. 1971).

Die finale Liucke der Vitamin A Prodonktuodeaum 23&arr2000 durch
die molekulare Identifikation und Klemiasa-rDy o&ke DD ospydila
melanogagteschlossen (von Lintig et al. 20005. Eao®trdormwurden
eingesetzt, denen durch Transformatiyort hra ste §-ehaerme ramiss a
herbicali®@ Fahigkeit zur 2-Carotin Produkticm nerr.tr\&gedewau d
satzlich das genetische MBiermatliegse Organismen transformiert
eine optische Entfarbung der Koloniealgrisecrhndae BEntdseehung de
erwarteten Retinals nachweisbar. Der Hineadzsgntbkeéirsi€aeader
Bakterien und die optisch nachvollziehlbair d esarmamteer emgymati
schen Reaktionen ist heute weit verbokoteplemaeanwartdo FarAssay
genannt.

Wenig spater konnte ein homologes Enzymrtaws od &ioMieuws wseorld
den, welches ebenfalls die zentrale SpmltundgRetoma?-€atralysier
(Redmond et al. 2001). Wahrend SaugedeareéagsosimadhtCarotinoi
de noveerzustellen, kdnnen sie Apocarotinoiderodruktandehe Sp
wohl synthetisieren (Auldridge et al. 2006b).

Der Aufklarung des finalen Vitamin-AsBgosgnthe skbkxrhietteng de
VP1l4genannten Dioxygenase aus Mais vorauskldeurg &equemzau
rale Durchbruch fur die Entdeckung ugadvi€hearr akdeteseerGarotino
spaltender Oxygenasen war und die Erfeossswkgegveder \Sghdh Mo -
lekilen erméglichte (Tan et al. 1997;19chvaarVR: 4 BhzgMm0gehort
zur Untergrupprinegecis-epoxycarotenoid diNCyEIENaseyd. Abs.
3.1.3), zeigt Sequenzhomologie zurgleigaoe t{lLSh) inkyspaltet V
olaxanthin und Neoxanthin regiospeziisdhernueXaGtlR&xkpoalde-
hyd. Xanthoxin ist der Vorlaufer desb®fdesnnedbhoemwredchAe stres
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regulatorische Funktionen in PflanzenEaustehtungdader€arotinoic
Vorlaufern lange vermutet und erforechvte vverdéel M odjilecdhurch VP
katalysierte Spaltungsreaktion den gemeénaeahrigg blatoker Abszis
sdaure Produktion dar (Tan et al. 1997EnAymeicthewi@adaeinoid-
Synthese ist auch VP14 von Sauerstoff utedidseonnsoeaied zusa
Konfiguration der gespaltenen Doppegelbindung abhangi

Neben der regiospezifischen Carmtvingsd ssppecdhuAfs. 3.1.3) war bi
her der cooxiihavimMmdbau von Carotinoiden insbesondere zu Arc
wie 2-lonon oder Vorlaufern von 2-Damas&kenwom wrndtechfmalogi-
schem Interesse. Die beiden erstgenanntanfibruldetariems efedne
mit 0,007 pg/L bzw. 0,009 pg/L Wassechsehwaliledrigef Riind sinc
fur die Parfim-, Aroma- und Lebensngirtd8lkemdUursttere sss@en(Zorn et &
2003a). Allerdings ist die ExtraktiomebHes sabiwiechgnund teuer, v
die Entwicklung von biotechnologischen nPnadekeigptn Watheédet

al. 2001). Da 2-lonon ohne weitere enzgimakisabhe 8ehrCtaeotinoic
Spaltung hervorgeht, konnte desseni8gnitfeas eWaewf ceoexits gezei
und patentiert werden (Wu et al. 1398l,. WihGéyha8Beerdeesem Verf,
ren wird z.B. eine Lipoxygenase (LOXYynmudeSofeo gwhs$paatlds Lino
lensdure eingesetzt. Dabei entstehen SwalehstofieRadukaleéas ei-
gentliche Substrat 2-Carotin entlang desalPoinyebgediestesnspezi-
fisch passiert, entsteht ein Gemisch an Rmdokedde mdeesh eNaeh -
teil gegenuber der regiospezifischenb&paleundiedaesacilven Ausbe
ten deutlich héher liegen.

Als Alternative zur LOX wurde eine Xairetlbiirot@ g hdheod e gfische coo0)
dative Produktion von Aromastoffen einfe2080zt)(Woaeké akzeptier
Uber 100 unterschiedliche Substrate umichsarnmogiiemnscheadliche
kostengunstiger Aldehyde fir die Genieeieribeagiedsto fifspletzies.
Durch die unterschiedliche Reaktivitat 2d(CessreortiM oilsetk tirl@etzndes utr
spezifischen Mechanismus durch geschickte Walel gewiesubst
Beeinflussung hin zu den gewinschten Rrolwigtléenh ee Rlicdaita

sind Aldehyde wie Geranial oder 2-Cycédo%-toabn Kdtoatone und
Epoxide.

AuBRerdem konnte Neoxanthin auf dieseeWeism Wrieshapder Ke-
ton gespalten werden, welches die Voretufaenteoesssamdantri
2-Damascenon ist.

Ein weiterer Fortschritt in der Aromrastod hgyodatisiome dQarotino
idspaltung war die erste molekulare KQleasrakilerobietlberg Enzyms
welches Carotinoide direkt aber ebendfahlsabbgud-uHsgrdiarfiwurde
Uber 50 Pilzstamme auf 2-Carotin haltigamf Wiacch Enm&alguanrgsre -
aktion gescreent (Zorn et al. 2003a). wOrndesitidenitfAmmet und d
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ren mycelfreie Uberstande auf 2-darotimeBgsakuungdlle waren hie
ebenfalls positiv. Im folgenden konnteusfempesPaerindkadaiseziert
und charakterisiert werden (Zorn et adC&®mQaBrb)ynweerl cdhhrederem z1
2-lonon, 2-Cyclocitral (Vorlaufer vonp8alfean@ayatecd dtAspaltet. Hi
bei konnten sowohl mit Rohextrakt alsgaamhEmity mufigetéich hdhe
re Produktausbeuten im Vergleich zum deonis athitede Meamahin
Oxidase erreicht werden.

3.1.3 AtCCD1 und andereregiospezifischas@arotinoid-Oxygen
Mit der erfolgreichen KlvRik4udgdearfolgenden Entdeckungen za
cher sequenzhomologer carotinoidspaltenderdexyggnasgaziwiurc
sche Spaltung interessant und Gegenstaunmg i(vtgein Ak br F-dr)schlit
Hilfe von degenerierten Primern wurgere zatbdeckhe diea fur die s|
zifische Bildung von biologisch wichtigemorPré-dinkdckeacirals- IRe -
tinal, Abszisinsadure, Stringolacton, MmearimdieianowertiB¢h sin
(Auldridge et al. 20P6bhhalAmmaden im weiteren Verlauf neun Ca
sen entdeckt, die signifikante SequeViphd@em ogguéwmezsiam. Dabei
handelt es sich um 5 zur NCED-UntergDuppe¢eugdugpzugeh@rende
Oxygenasen (AtNCED2/3/5/6/9 bzw. AtCED kh4/al/8R (BG&Jridas
Interesse an den Enzymen dieser Famidien dglstdlet,texcdhihische B
okatalysatoren darstellen, die sehr spetofgscthdenZboaterghzu be
gehrten naturlichen Aromastoffen wierzaBbeamr iWrihberdmlter 199¢
Winterhalter et al. 2001). Daruber Rimdawrsgistobhemaf@érlWwchen Sub
traten die explizite Deklaration derlRrfoduine akltauehl@tmirwirtscha
chem Interesse (Rodriguez-Bustamante et al. 2007).

Intensiv untersucht und charakterisieisohuadedeire Syhndmertd 9 -1
Doppelbindungen von 2-Carotin spaltende AtCOD28thwarotz ih
rer Regiospezifitat akzeptiert sie einecliReeri hSeu s trestseC b sed

tin, Lutein, Zeakraamt¥iolaxanthdisVi®laxanthamN8exanthin und
unterschiedliche Apocarotinoide. Die®et ViedlealEaristedqwinig unte
schiedlicher Produkte, was das Enzym aus chibtiedlemessaistche
macht. Mit einem technischen Enzym karen dafidiesre deéeisatirli-
chen Substrate eine Vielfalt an natiurdiehteweR deduk$enwarrde die
vitrdktivitdt systematisch untersucht und gdresse&olilmcodnte EX
verbessert. Es konnte gezeigt werden,odaksrzdkettdggabaliphati
schen Alkoholen die Aktivitat im wassrig-nmgieetllatien FRyss benmast e
l6slichkeitsvermittelnde Tags die Expreskiiog evterdde sz@07 X il
der Einsatz von Tensiden bei der Prddeeicasifaubentwmgl Aktivitat
erhoht (Schilling etal. 2008).
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Wegen uneindeutiger Ergebnisse war lanigé beklder odtCGD1 -
Spaltungsreaktion um einen Mono- oder Dimky heamadsed n ele b amas
zwar fruoh bekannt, dass Eisen(ll)-lom&mwardtobfldluldire Spaltre
tion vieler Carotinoid-Oxygenasen nétigcséindjeagencdiineg Herkun
der Sauerstoffatome in den Spaltprod2@0&n.(MideHi¢fteavon Mark
rungsexperimedi®n ufd -HO) wund insbesondere der Sauers
Austauschkinetik des entstehenden DialdehyadarermbtioXpgeana-ko
semechanismus bestatigt werden (Schmidt et al. 2006).

Ein weiterer wichtiger Schritt fur da< ¥k disudrdd aisdeear ACarotinze
sen war die Kristallisation und Strekauramdkt@&rueldede Apocaroter
id-15,15 -oxygenase YOO haowy(Klicer et al. 2005). Die entsche
den Erkenntnisse dieser Arbeit warereteierixeeeutrsgveomBisen (I
lonen im aktiven Zentrum durch vier hetilikeResteiedtie Hxisten
eines Substratkanals, der mit hydrophosdrermusmgerkdsbdetrisstund
so die Aufnahme der stark hydrophobeaht shstirateiee rmragkinz ei
nes hydrophoben Bereiches an der Enzymmahlbkicfhadche ,Ediatawechen
in eine Membran und somit Zugang zuSdidrsthgte o perob@qlicht.
Eine auf Sequenzhomologie basierendd@t@&€delliegungedglreichbar
Charakteristika nahe (Nacke 2011).
LokalisierungsstuAliebidepgsasotinasen zeigten, dass die NCEDs |
roplasten importiert werden, wahrendnidirets pmbstsiktr€C.CBlattdesse
assoziiert diese mit der auReren Chloropbestédhmnensihed ns andie
Substrataufnahme (Tan et al. 2003).

Wahrend qualitative studivemrblkomplementationsassay gute Erge
bringen, muss fur eine quantitative teehndaphweitNadaun d ern
angezogen werden, da hier hdhere Sudrsteankenzieatratnanals in
limitieritenvi®Gystem (Fraser et al. 2004).

Basierend auf diesen Erkenntnissewnithaadegsedieur biotechnolog
schen Verwertung der AtCCD1 hauptséacddithporsovinieasrlldurodhd e -
fohrt, da diese Arten der SubstratwesmettAnhgheume ggen die nati
che Enzymumgebung erlauben (Schillingngtealal20DdQ8Schhaldke e
al. 2011). Detaillierte Untersuchungen memgetzangn minesbm@mrer
Substratvermittlungssysteme zeigten, diasyp &ltund emCta ottCicd 1
unterschiedliche Tenside in Abhangiglaubstoat jeiweolpgiemales E
gebnis liefern (Nacke et al. 2012).
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(1) (2) (3) (4) (5) .
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(Farbstoff, Saffran)
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(Aromastoff, Veilchen)
(2) RO X AN X X COOR
Mycorradicin
P e Abszisinsaure (Ayntimycoticum)
(3) "o H (Pflanzenhormon)
COOH
Katalysierende Enzyme:
(1) CszCDb, BoLCD*, OsCCDO1*
N Xy dbapo-13-carotenal
(4) X o (Faprbstoff) (2) AtCCD1, AtCCD7, BCOIl, R
VvCCD1, ZmCCD1, OsC|CD
(3) VP14, NCEDs
(4) AtCCD8, MtCCO
N XXy Retinal
(5 (Vitamin A) (5) ACO, BCOI, MtCCO, Digx1

Abb. 3-6 Spezifische Carotinoidspaltung

Beispiele einiger bedeutender CarbténobdeSReaekllptrimduan de
und (3) fuahrt zu Vorladufern der detgesteBldb@ P noddu OsCCD
nur lineares Lycopin als Substrat

AtCCD1 ist bislang eine der am besten narstens Adhd edhirCgesr antird di
von ihr gespaltene Doppelbindung aucénvEn:zyieéan anmgegriffen.
So spaltet AtCCD7 die 9-10 Doppelbinduwrdg gesywemieetrasudhduese
Weise mit dem entstehenden 2-Apin-Midaar8udrsdtat fur AtCCDS8,
welches dieses an der 13 -14 BindungtwBitekaomeeabiccliseeReakti
dieser beiden Enzyme in Plastiden rechulineetineahrscBerhbilb de
Plastiden mobilen Vorlaufer von Strangoedetram welehrem Phy-
tohormon mit regulatorischer Wirkungraweddge ngpuosgenievtzt wir(
(Floss et al. 2009). Wahrend AtCCD1 lediglix @yummedridOh Dop
pelbindung spaltet, schneiden RdCCD1 uirtdh Amc€HC Oasz linktaie
Carotinoid Lycopin an der 5-6 und 5l-6t 8li.n@O0OP ;(WHugeg et al
2009a). Dabei entsteht zutsratmeetu daimnon das kirzere 6-Meth
hepten-2-on. Ahnlich wie AtCCD1 akzepitteBtpRIdGED defiiir9dL0,
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9 -10 Bindung eine Vadlfarlda@amtinoidemmsCArotinoiden, Vi-
olaxanthin-lsomeren und Apocarotinoiden.

Eine interessante Sonderstellung nimgmptaldeen ddec O0ayngbnrase aus
Crocussin. Sie spaltet Zeaxanthin, ein an ésnXBntewmphytllissgnt-
metrisch an der 7-8, 7 -8 Bindung emdwestigamide&amniden Enzy
me, welche direkte Vorlaufer von Sabsin&in CmdcBiknglproduzier
kdnnen (Bouvier et al. 2003b). Die erstzeem Isdndlerzedtbesltta G e -
schmacks- und Farbstoffe des wertvollebhebairamsttedixumde ikos-
metikfarbstoff. Andere Enzyme wie OsC@DAwadegbBoptadx snnder
Lage, diese Bindung zu spalten, allerd\Wgrsawnsuse zuteg, ddass e
sich bei den Substraten um lineare tC(Boumwmierdet halnd2d03a; Ilg
al. 2009). Weiterhin konnte in Cyanorbakiteochen Pdied uskitzgn von
2-Cyclocitral und Criocetviedihgewiesen werden, allerdings ohne
antwortliche Oxygenase zu identifizierefJiutiderzuetklahieXx885;
Rodriguez-Bustamante et al. 2007).

Trotz der nahen Verwandtschaft von AAQDCDMamdtied&umkdon von
ersterer sowie ihrer verwandten CCDs samenaharegenu @kiganiln ei-
ner umfangreichen Analyse wurden scdtlealVicih @GCeD Adkrtawis
bidops(iAtCCCD@hrysanthep@mCCD4RBglu6MdCCD®Dsmanthus
(OfCCD4) RoddRdCCD4) verglichen (Huang et al. 2008§&). Dabe
zeigt werden, dass die CCD4s zwar anpperlbdndan® stndiden,
allerdings wesentlich weniger SubslsatteC @bze pfi® reahaint es, da
RAdCCD1 und Ati@dC\Dheder Apocarotinoide spalten, wadhrend CmC(
MdCCD4 eher C-40 Carotinoide akzeptkenrzzymeKepradtsetkerXantho-
phylle.

Nachdem die ersten spezifischen Carotinsasléeartawso rRidanwanen,
konnten sie zunehmend auch in Pilzen funie rB ak¢edieem (Rleaiitiet al
2005; Prado-Cabrero et al. 2007). EireOuyrgéicds ehsgdeb &t -
terium tuberovalioisest ihre Regiospezifitdt anhand amrFEXi®trenz o
einer Hydroxylierung am lononring zwiksclheeridePadsitilonursie ak
zeptiert Carotinoide, Apocarotinoideals dS Xasittrrad p(fsydherzinger
al. 2010).

3.2 Enzymproduktion

Die rekombinante Expression von Proteindamenhtl¢eteZwienig der
biotechnologischen Industrie. UnterschlierddeahztemPedtennaselbst
als Endprodukt far beispielsweise pharmaaezu eird¢ hzeu & waerckesr gm0 «
werden sie als Biokatalysator fur dieChemtikeedeewediegesetzt. E
werden sowohl prokaryotische Wirtdosghaariscmh eau moRiacillus
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subtilabs auch eukaryotiPchliavipastdeiSaccharomyces cerevisiae
eingesetzt, Wolbdilistorisch bedingt am besten erforschisind chal
(Jana et al. 2005; Choi et al. 2006).

3.2.1 Hochzelldichtekultivierung von Escherichia coli
Verfahrenstechnisch sind fir die EKultdodeeunyethooden Uublich:
Batch-, Fed-Batch- und kontinuierlicheal.B&9d92pb. (BeemeBatch-
Verfahren werden alle fur die Kuktnvikeommpe nearténigiu Prozessb
ginn im Reaktor vorgelegt und das ZtelBwaoh $teidn BaitiheYerfahre
wird in einem Bruchteil des finalenndkuwliierntolwmdedse bendtigt
Nadhrstoffe im Laufe des Prozesses konisobdasrtEndgebeben ér-
reicht ist. Im kontinuierlichen Betrirledindndelm Readkibrom zuge
fuhrt sowie das entsprechende Volumen degefRilorsauspehsdoensab
Weise entsteBteaidy-staitt konstantem Kulturvolumen im Bioreal
apparative Aufwand nimmt in der gegeanzntedoRé@zed hdodhten sind
Allgemeinen nur Uber Fed-Batch oder kpirtinmierZieHeinckBrealtung
erreichbar.

Der Batch-Ansatz stellt operativ die eiahaehdsade, Dioge adwareinic
Nachteile, die mit den Feedstrategienkiomgamg&mo werkem sich h
he Konzentrationen vieler SubstrateeuAdebndtaBoligroiyi D-Lact:
und L-Glutaminsaure wachstumdhemodanad Riefse akkumulieren i
hoheren Konzentrationen, wenn der Klobaleastodltlmnsmeitabolische
Stoffstréme nicht dem aktuellen biosyngedibscdheen Biendlardnent-
spricht (Pan et al. 1987; Riesenberg 19%9d)Adatdtdsloaducegrebei zu
hohen Glucosekonzentrationen ist ein gangrigtschRreblldimhbekulti
vierung #oncolim Batch-Ansatz missen allerdings hatéoSubstra
nen vorliegen, um die gewilinschte Biomaaspprzaud ek 6 gl tidheern .
Wegen dieser Nachteile werden HochzehldiehtekaUtivdestumygittels
definierten Minimalmedien in Fed-BahgrefUbrfahnewedaohen die K¢
lenstoffquelle nach Bedarf hinzudosiertkantdrodeerpHwWe. Diesc
Vorgehen ermoglicht eine umfassende UbeaWachSiumlys freaktusnah
Metabolitkonzentrationen und eine ReRalaamabhgr dikser den
Feedstrom. Gleichzeitig ist es auf diese Wedisketimd glecdhstlumsin
hibierender Metabolite wie des Acetateshduedbzeemee ki mgtistums
rate, welche durch eine kontrollieng &mnzhstbatlinsitierw minimier
So wird das Wachstum zwar verlangsanhtghletetBnamiabssaldeahten
erreicht. Weiterhin wurden nach der Auwflks&hemgWegeneta Acetat
bildueg coli K12mme konstruiert, bei denen zentralen GAeree zur s
tatproduktion deletiert wurden (Riesenberg 1991).
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Fir die effiziente rekombinante Proteiaie mrletosieon msaridy ezbne nd.
Zum einen muss einehodbdglizélddrelatesiert und zum anlkle+ren eine
he spezifische Produletraesbletuieerden (Yee et al. 1992). Beides |
die angewandte Feeding-Strategie Ise&imElichstn RohekaZelldicht
wurden verschiedene Arten des Feedingidigtablgerde xitei \héarfahre
werden im Folgenden vorgestellt.

BeinkonstanfFered wird die Kohlenstoffquelle dem iRe adlktoaumit ei
festgelegten konstanten Volumenstrom Bzogedsiherz.uwWachierexpo-
nentiell verlauft, nimmt die spezifisehstaifgedigetaibkeahtdie Pro
zessdauer ab, obwoh!| der Kohlenstoffbedarf zunimmt.
Beimexponentidléeend wird diese Diskrepanz umgangen,Modem ebe
raus der exponentielle Feeding-Beddré IKernelemsedfliqquelle anhar
dieses Profils hinzudosiert wird.

Beide zuvor genannten Varianten inmplpaieaeeantaisedes Proze
ses, um eine stabile Kultivierung mitegigehegitanVbeadsng-Prof
durchzufihren. Die flexibelste VariatZegdbe Koth lengse eldn e
back-KontdeldeZustroms moglich. Hierbei werden ProBeskgrarame
geldoste Sauerstoff, die Glucosekonzenttradeondigdeopghs-dtie Dicht
der Kuldarliniberwacht und der Feedstrom basierenttianfi-diesen
dosiert. Dieses Vorgehen ermdglichtpeozessardhbl&tem@érung de
Kultivierung. Somit sind Zelldichtedevbimolocksezmalss® ¢pro Liter K
turvolumen erzielbar (Riesenberg 1991).

Wahrend die Prozessfuhrung zur Erzeugunghtherhdso B odimasse
zwischen gut verstanden wird, ist das BpzeeikeschiererPhotiektaus
beute bei der rekombinanten EnzympreHdbender allfggemednfiltige
Erkenntnisse problematischer. Hier muss tEirPjetein reikemparsan
sende Expressionsstrategie entwickelt uml gjietedten fwldsdien, Vw -
raus festzulegenden Ziel-MalRstabe zuesridlleime W &rarlé nddtig is
groBe Mengen eines mittelmafRig auhgezaimpigtewnz Rerretre,i kann es
anderen Fall erwinscht sein, nur genimgid EBxotemrmehge Reinhei
wie es beispielsweise in der Pharmairmdd ulsérizeu ¥teerlil@emg t Dneis Weite
ren unterscheiden sich die zu produznerénemrnbiPrcdtemmiscihen Ei
genschaften, so dass allgemeingultigle VRragdibletnyv fttart emo bislan
schwierig sind. Ebenso kann sich eine gewiksiomemBtidmaesep
Wachstumsrate nachteilig auf die Plasmidkolgiemaswvziactklerp, was
zwar den Faktor Zelldichte erhdoht, glea&haeidpeaifescienProduk
ausbeute erniedrigt und so die Prodekaigitat.rédd2jert (
Aufgrund der Heterogenitat der zu peoma zwereecenidleotExpress
onssysteme entwickelt, die sich in ihressRemasigrkag, nbukitions
art und weiteren Eigenschaften unterscB@0ben (daare sstaat. sind
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hierbei Systeme, welche die LokalisierangPdeseirekdmbinélutssen
kdnnen. Im FalBl casis Expressionswirt kann das Produkt cytosc
periplasmatisch eingelagert sein oder lanedherhswd®racilmDse ein
zelnen Varianten sind insbesondere idovidiebrlié@kn apurfo d)@essing
geneinander abzuwiegen.

Obwohl es siEhcb#ém den bestcharakterisierten und am meisten e
Organismus zur rekombinanten Enzympsodarkz uame hlaerd,e dasis er
auch entscheidende Nachteile wie ein fehlettdarssbytsoamlear Mo -
difikation eukaryotischer Proteine, demeMaRgetleenagpogt-System
und limitierte Fahigkeiten zur AusbitdokgnvanfWisisitf (Duilio et
2004). Eukaryotische SystemeeewiimichelP. pastdkrisnen solche
Probleme umgehen, wie durch die erfolgiehdhge P houdu&bitdrerapeu
tischer Proteine wie Chitinase und efaengelneiglt nw&rodré&iukonnte
(Goodrick et al. 2001; Wang et al. 2001).

Auch pflanzliche Produktionssysteme undglkefd ammeem zen | Beld s uen
tung. Fir die Uberexpression von Enzyme@breiflagdenphwie z.B.
membranintegralen Proteinen, wird mre sdienswatinten #ieoz.B.
dobacter capsgédouscht, welche eine hohe intrazellltdéhe Memb
ausbilden kédnnen (Heck 2009).

3.2.2 Ruckfaltung von Einschlusskodrpern

Bei der rekombinanten ProteiBexmkiessnoresnin vielen Fallen zur
dung von unléslichen und katalytisch iaeg&tewven dRabugio@gogo -
die¢Kane et al. 1988; Fahnert et al. 2008).Sbregdeieharndelt es si¢
um lichtbrechende Partikel mit einem Durlbmpmse®©bwohD,er
exakte Mechanismudukeon Boatdytehung nicht bekannt ist, wird al
angenommen, dass eine zu schnelle rekomdheiruafhidé rE,Xx presss icar
Proteinstrang nicht die ndtige Zeit HaderumransHawidmrem seine n.
ve Konformation zu falten. Dies fuhrzuwadasshkymlicphdbhe Se-
guenzbereiche an die Proteinoberflaxd engte barndgearnuiPdlypeptide
Uber hydrophobe Wechselwirkungen inrteegiegiend B urmge sssgyg@009).
In den meisten Féallen ist die BilduggregktReunrerronénsa ht, da z
satzlicher Aufwand notig ist, um das BdanveURrodiesi nBeldumwy de s
Anteils an fehlgefaltetem Proteinilztu essnverteinsdcdnedliche Methoc
So kdnnen die Expressions- und Induktiomsdredwvegdege(lS @pensen
et al. 2005). Haufig hilft hier eingp Reestu&hiotre nugerd&tur, um d
Translationsrate zu senken. Andere MoOfinclakeiveom cimexdeimier-
ten Chaperonen als Faltungshelfer (ilee € edoalap2id®ie)r,udg oder d
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Fusion des Zielproteins an ein ldslichkfesipsoeemitftespdestoHet a
2006).

Allerdings hialbéemsion bodiesnigen Fallen auch Vorteile wie z.B.
Reinheit des Uberexprimierten Proteiisse Dieshadbnetreelllleverloren
inaktives Protein dar, sondern kdnnemiguagh dauincgty Riackdaltung i
ithren nativen Zuesfalddn@ieder in einen katalytisch aktiven Zust
fuhrt werden. Eine allgemeine Prozedur lrad@nte sssmh Zmieckobgt
(Burgess 2009):

Uberexpression des rekombinaBtecplRroteins in
Waschenimdelusion bodies

Denaturieren und Solubilisieren deslPsodeibsdiesien
Ruckfaltung des solubilisieateldjigoteins (

Filtern und Aufreinigen des ruckgefalteten Proteins
Reoxidation zur Bildung korrekter Disulfidbindungen
Charakterisierung des rickgefalteten Proteins.

~N o oA WDN B

Im Waschschritt werden Proteinverunraifmagumngrete, WhambDNsA mit-
hilfe eines Detergens wie Triton Xat0odtotdheflmdtike) se Mtfernt.

Der erste Schritt der eigentlichen Reamktivielruhags deesn &truzyeren
und Solubilisieren. Hierfur gibt es geimepauwackhade® uaditat des ¢
gregierten Proteins von Fall zu Falil. uhdekaohiedliimh eiinigen Fal
in einem fast-nativen Zustand vorllieegeSolubidiesnemnumgisbedingunc
ausreichen, um das Protein monodispersn zaktitveen Zunsd aimd dzu
Uberfuhren. In anderen Fallen liegemskoukekitenSekemdka&ine Ter
arstruktur vor. Die harschesten Denaturimeisegsbiedich@mujreqiegen
Fallen geschaffen werden, in denen kaanstkoktekea Sekudekr AQg-
gregation ausgebildet werden konntemohldidbdinzemerdeonen von
chaotropen Agenzien wie Guanidinhydroshdofri@8 (Bl)ModeHanioni
schen Tensiden wie SDS oder N-Lauroylsaekntsin (0,3%) eing
Der folgende RuUckfaltungsschritt benmudrn adérd¥mrdEmhen diese
Substanzen, so dass die Aminoséaurestrangre esnehnggeicsradmn atl nrs -d
tigsten Zustand anordnen kénnen. Hierbr, evasd angeerommteder
nativen Proteinkonfiguration gleichzungegzeMeéshoEaniestgdie Ver
dinnung des solubilisierten Proteins Violamem dgerd Rereknfaltungs
puffers. Dies kann auf drei unterschiedliBbhegAste 80@®ysiere

1.Reverse dilution
Bei dieser Methode wird der Riuckfawtaiisg@spufifesoschrlitdier-
ten Enzym dazugegeben und zwischendurch rgenuistceért- und
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schreitet die Konzentration des Proteéiigie rumd sdreist Slelwehne
kritische Konzentration, kann sich dadirRrd&ierire kstpo K toamf oi n-
mation falten. Der Vorteil dieser MéehodewessedireohverKon-
zentration des aufbereiteten Produktes.

2.Flash dilution
Bei diesem Vorgehen wird die kompleate  riéstemgEhesy denin
einem grofRen Volumen RuckfaltungspBfféf-dath)inmadi(znt.
In diesem Fall wird das Produkt starkkereeedsdandildsiorei
allerdings kann das von Vorteil fur adzes R $ekhattuchglsprG e -
fahr der erneuten Aggregatbildung reduzieren.

3.Drip dilution

In diesem Fall wird das Protein sehmlbBngpsearreniBerteanom in
ein groBeres Volumen gemischten RuUckfpftungspuwiwers g
schendurch wenige Minuten inkubiert. diheesereWwiecse ickite auf
groRte moégliche Verdinnung sowohl desdé®so$Seilnudbibilksieauc
rungsmittels realisierbar, wodurcéfelicimefdilzcdnsesn sollte.

Da sich das bereits zugegebene Prot&ionforeribpirc hided em-

den sollte, kann es bei Zugabe weitemechRrateiArggnggation
beitragen.

Die generelle Methr@edoHddmesgruht also auf dem Denaturieren und
sieren des gewiunschten Proteins und edidemeholgemndlenw¥lecrhes
zum einen dem Protein die denaturiese@mdeendemdBedliobuingen en
zogen werden und zum zweiten ein errdeutds oltretiersig éarggen unter
einander erschwert wird.

Basierend auf diesem grundlegenden PodezmpzwuNderbedstehrung
degefoldibhggebnisses entwickelt (Rudolph et alZu9®tze. Swmkdnn
refoldiPgffer mit kleiner MolekulargrofRe ,wCearbrogasdurergmminde,
Cyclodextrine, Polyethylenglycol, Dezetlppenzias BdekfdMitungser
gebnis verbessern. Weiterhin kann diéahtrehbhemd®mgteiareeart loner
austauscher- oder Affinitatsmatrices ziBemmibttralasrlHécbehadgiaflus
auf das Ruckfaltungsergebnis haben (Crgegheomll 9099 dolAimlicl
wie bei den bereits erwdhnten molekuhademlagrisghaerrdléen Un-
terdrickungimohusion b&dnas daesfoldichgrch die Fusion mit Idslic
keitsvermittelnden Tags oder den Einpanzvvtger Cdhapertowerden
(Rudolph et al. 1999).
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3.3 Enzymimmobilisierung

3.3.1 Einleitung

Der Einsatz von Enzymen hat in den vermgmkganieruika hirczre lamt B e -
deutung fur viele Industriezweige gewvesnmaehfgundd wded aktuelle
Umwelt- und Nachhaltigkeitsorientierumnlyl weeser Bumka®ddwsatore
viele Vorteile gegeniber der klassischesechames¢hsimdSygndhgri-
mar nicht far den industriellen sond&rmsbgdr puablviechen/erschie
ne Zweige der Biotechnologie beschamigedesimhk delsierdlén, mole
kularbiologischen und verfahrenstechnisshienduGptielienurEgndat-
zes von Enzymen (Guisan 2006b). Eine ddenwiriketifgigtént Miet Hon -
zym-Immobilisierung. Definitionsgemal ehanme dl mwanidhurdgab
des Biokatalysators in eine Form mit kiersModh |idétges tdr d&rita |
der biokatalytischen Aktivitat.

Die enzymatische Katalyse bietet prenhiopghellANtoviedte Belektivi
und Spezifitat unter milden und umwvaitifcesibedialgamgen. Sie e
laubt unter einfachen Bedingungen kompkaxenehendigc heitRdsa
klassischer Chemie nur unter hohem Aufwabheuied méghgbnwa-
ren. Demgegentuber stehen Nachteile derlikmidymriuatqlgsectviSub -
strate und Produkte sowie in der PraxisrionfgeaBterleitletrdd, Aktivi
und Selektivitat. Obwohl das Haupezierlgddrel dmstleinsssinkung dur
industrielle Wiederverwendbarkeit odruiaulcbhdor8letkioehtiist, we
den mit ihrer Hilfe auch die genanweese Namnbaigenteillnzwische
wurden unzahlige Methoden der Immobelnsiéitunde beisdursedeller
Einsatz ist es allerdings weiterhin néoeiguednkachenefffiekente Me
thoden zu finden (Guisan 2006b).

Die historische Entwicklung der Immobilisnedueaig Stei¢aniknkanteil
betrachtet werden (Brena et al. 200bi)jot®ehnwbddisecbee Einsatz v
Immobilisaten fand, wenn auch unwisd®ntldahrhluenrdeats statt. FU
die Essigproduktion wurden dem verwengdéhen ol einRRuzilygensge-
setzt (Abb. 3-7). Deren Oberflache wurde rven EGsitgeagtoebakte
bacterzur Besiedlung und dem oxidativen aEtbaeaol Aubalsgog-
sdure genutzt (Munk et al. 2001). Die Betseedlewrngsolegli Obkerfla
che resultierte in einer schnelleren Pdaode kdnan dekesr fEStSgEN E S -
sigs.
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Abb. 3-7 Mit Buchenspéanen gefiullte Weirnfdslsteon( Emsidgp Jhdt.)

Die Buchenspane wurden von Essids&uoblaxketesiedelt und f
einer beschleunigten Essigsaureprodu(Bibdgael eEtumdbrekannt)

Die zweite Phase folgte wéahrend der i9®Pudlilahivensaahldzu eir
zelnen immobilisierten Enzymen explosioneiahtagndzldneahes. shch
aber um Ein-Enzym-Systeme ohne kompliangrte Reaktionsfih

Ab den 1980er Jahren wurden in der gphtdasa EmecwidkdhngeEnzym-
Systeme und Cofaktor-Regenerierung entweakaltchs & odresle xaelr e
Reaktionen mit immobilisierten Enzymeendkoaomgemihrt wer

3.3.2 Immobilisierungsmethoden

Bisher wurden unzahlige Methoden dem kg zoubilmzmeriiliaderes wur
den unterschiedliche Kategorisierungenorgesemriviernhole mach
Lehrbuch unterscheiden sie sich teilweise eadvaanZWsankKnaeafas
goriesierung in vier Gruppen erfolgen (Abb. 3-8):

Immobilisierung durch

Nicht kovalente Anbindung
Kovalente Anbindung
Einschluss
Quervernetzung

o O O O

Die Einteilung ist bewusst allgemein lgerfasten, Miethaldenbeinzu-
schlieRen.

Die nicht kovalente Anbindung an esnh dliedétrenvsdeéeuirad auch indu
riell zuerst eingesetzte ImmobilisierungBhtethide y(Be hkdinnen

durch simple Adsorption an ein passendmsndbidgsiemateeiraden.
Wechselwirkungen, die hierbei ausgenutnztiomesdber, Bimdasgen,
Wasserstoff-Brickenbindungen, Van-delW aap & okored \Wee eimsde Iwir -
kungen (Hanefeld 2009). Je nach Herkunft deasffEnhemssenmde Be
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Oberfldche und der gewinschten Betriedsbzidinguagemteaiggghied -
lichen Wechselwirkungen mehr oder walnig@® {(Kierstan et

1. Nicht kovalente Anbindung 2. Kovalente Anbindung

3. Einschluss 4. Vernetzung

Abb. 3-8 Schematische Darstellung alleg$katebbdlisdaru

Wegen der Vielzahl an bisher entwddkielten umteobclhsierur
werden diese in vier Kategorien éd¢hginpprert,gdieddegende
rungsmethodik unterscheiden.

Die Vorteile einer adsorptiven Bindungiaimasgenmmatasrical sind d
einfache Durchfihrbarkeit einer solchanelWmrdabclhaifékichkeit, R
versibilitat und das groRRtmoégliche BelmasseimedesaEinrdyeoimen Kon
formation, weil keine chemischen Moatifikaeiradeen ®immgegenibe
stehen einige Nachteile wie die relatingschiwacheglhbded8tabili
sierung des Enzyms, auch hier die Reeeisiit@tidétr vdnrdb ithdsimg s o
wie mogliche Massentransferprobleme.

Eine andere Art der nicht kovalenten HRibzymspewiifduochge ivtechsel
wirkungen, wie sie teilweise in der PpbieiveCtweonddatogrearden,
moglich. Beispielsweise kdnnen Enzyme riumagr (Nedaéelehedaeits ed .
2006; Mateo et al. 2006) oder AffinitdtssgnlfGitngtibptavidin, A
din) dulBerst selektiv und stabil gebumdemnt weddwenedRpoyelet al.
2006). Diese Methode weist Vorteile Sspudzwii¢aejnetdrkleeund Stab
tat der Bindung, die Moéglichkeit Aufoleilnsgenwgng nich lemmem Schr
durchzufihren und Wiederverwendbarkailts d ése M géeggermidteriste ht
mit den hohen Kosten einer solchen Metkeon eNanhReihziptgegen.
Durch die Vielfalt an funktionellenrGRupteenotherfhiocde exponier:
Aminosaduren bieten sich unterschiedliche cdmrmustlednRRakiteome
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kovalent und somit sehr stabil an eineuThéagkenbaftachewendet
Funktionen sowohl auf der Protein- aldtau<imdd e eT Adngieregrupp e
(z.B. Lysin, Arginin), die Carboxylgmnsguee(z AB.p &rlaagamsaure), d
Hydroxylgruppe (z.B. Tyrosin) und dieimhiogaldppk Crcstauf de
Tragerseite auch die Epoxygruppe eimgyersgtkanmdizumndinen dire
zwischen den Enzym- und Tréagergruppen ebréolgem loichkre raauacdier
Spacermolekitl (z.B. Glutardialdehy®)l(Cabisalne20dl6al Rao et al
2006; Hanefeld 2009).

Entscheidender Vorteil dieser Methodearspeegtisécbhen cdasarptiver
Verfahren ist die groRRe Stabilitandemgkokalesttemd glich, das Pro
durch multiple kovalente Anbindung immseaalatiKesibormat halte
Gelingt dies, ohne die enzymatische Aktdviigédn,zkoselem zRirczh s -
se ohne Denaturierung des Enzyms teidaweidenbreatiochehem Tem-
peraturen gefuhrt werden, was zu hdoherrerdibred Vkeateshemutgibt e
inzwischen eine Vielfalt an Tragermamexli@kidenyngo LdakerOptimice
rungsmoglichkeiten far die jeweiligeeAnsieddubhy igegmbglich, d
Beladungsdichte, die Enzymverteilungbwmd dies MEikzgmmgzu kon-
trollieren.

Allerdings ist es moglich, dass der reinhdileaPsoheireliagcifaffenhe
zur (teilweisen) Inaktivierung fuhrt. Elbeindoe&énmpennaipdkllen M
thode Nachteile wie hohe Kosten, duedhigten violageatresrcihne Aktiy
tdt und Massentransferprobleme auftrézers.t Miehisdesbotirierun
mittels kovalenter Anbindung an eiebé&€nadermedeorpltinmen Bindur
diejenige, die grofRen industriellen Einsatz findet.

Die dritte Variante der Immobilisierdeg awanh EgeayzeanZellen ist c
Einschluss. Hierbei kann es sich um ein sE odeattker ded| E nny mi -
ner Polymermatrix, um eine Mikroverkipslehahtgdaudeh ddeembranen
oder Hohlfasermodule handeln.

Eine der ersten Immobilisierungen inixwuerd$hytoeameathyces
cerevisiZeedlen durchgefihrt. Diese wurden iur Paboduktadgirnatn z
Ethanol eingeschlossen und mehrfach wi&dkdrer rwemndet . hDerbei i
einer wassrigen LOsung mit Natrium-Algamsstchleemenahtinuredne
CaGiLo6sung getropft. Die einwertigen Neatrdwmchodeen aweeidverti-
gen Calcium-lonen ersetzt und so einetiP@ly.mEsi Riretratedien kuge
formige Immobilisate (Orive et al. 26P.6; Rao et al. 20

Eine neuere Variante der Matriximmolilesi®oln@e letedleer (Reetz
2006). Hierbei werden SilanmonomeregnnwvédasregerMibiewnhydro
lysiert und anschlieBend mit einer leecrhenalknakiysmhd gempgufier-
mischt. Das Anheben des Gesamt-pH-Wentdessatinestresakieioh der
entstandenen Silanole, was letztendisctiom edae GPodamémischun
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resultiert. Durch geschickte Wahl unterscrheegélicimar &5 e aemts e -
henden Gele modifizierbar und an danpawseblagé¢ REerezynl997).
Eine chemisch ahnliche aber auf makromal élasligerreem deo hra m e be -
lisierungstechnik stellen die amphiphildrudenetzalerk@08aErdod
et al. 2006). Diese sind besondersVertevesdany firtdnreorganisch
Lésungsmitteln geldsten Substraten, dacliea nNernrgzanhe ekddicdhiers
Quellverhalten zum einen das EnzymennMakrep thysle opimidchlielRer
gleichzeitig aber die Diffusion des Swhso@aheb ed Wrikhrogpileabe ge-
wahrleisten.

Die Matriximmobilisierung ist in den rmeeiirsfteecmh Fdadfehfglehbar un
sowoh!l fur ganze Zellen, als auch f{{G RPircateiBB60&fd)ziOMWOh]I mal
roskopisch ein Phasenwechsel von fliussige zhlefibetn sda¢tfOnrdat,
nismen oder Proteine in ihrer mikroskopisduerng wass wgedeb mg
chemisch nicht modifiziert, was fudhdifa Asktiwitatt swdrtzu sehen s
bei dieser Methode die auftretenden Maswsegdenanwpobachlembdei der
anderen Immobilisierungsmethoden wenigad.pWWdiltematnsdhndet
keine Stabilisierung des immobilisierten Gutes statt.

Bei der Mikroverkapselung werden in wiasidrchper BHriozsyumeg beh ei-
ner mikroskopisch kleinen semipermeablen MemlPramcederigesc
2006). Dies wird erreicht, indem die Regktend®enzbraBiid zwei
ineinander nicht mischbaren Phasen gelbdstomndezuiscimew&mnden.
Hierbei muss das zu immobilisierendeeBnagmbiai dear Prhrasren ge-
l6st sein. Da ein Kontakt der Polymerkampdheansengnamzalidche
moglich ist, bildet sich dort die MembasnEunmed/ mmschliel3t

Ein groRBer Vorteil dieser Methode ist, dsaessMaltfi-Bnegyen-We
Immobilisate praparierbar sind und keikegionhede s cthrezWosdiéirfolgt
was im Allgemeinen die katalytische A&tdvitgs lsemchldrite Réalrtike
fragil und anfallig fur Zerstérung der&ffekBe.oBmodischDichte d
Partikel derjenigen der Bulk-Phase sehdidhAbitclenisandgader Tei
chen aufwandig sein.

Ahnlich dem Prinzip der Mikroverkapseluwomny NMstmbeanBindaten
(Rao et al. 2006). Hierbei werden EnzymezizeBe didtcafikomtion:
membranen in einem physikalisch abgetreehidheRaw#h rzeurd cK ¢
kleine Molekule wie Substrate und Produwaneddufluchd ickiee M &iminnen
Auf diese Weise sind kontinuierliche ®cbzresslesrelbhaiv. 8iaif cofa
torabhangigen Reaktionen ist es moéglicth, AebiChbdakamr edar ho -
hermolekulares Polymer wie Polyethylefhaglgcomh (R&EZXk)tiebgmaum
zuruckzuhalten.

Die letzte der vier allgemeinen Immddanliisiteidieg®@metiiernetzunc
Hierbei werden Enzyme direkt miteinamdernkoswaleaagssverd selbs
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héhermolekulare Gebilde formen, welclRe pthdeirkRlesakhioosidsung
abtrennbar sind (Rao et al. 2006). Eiflesvdeweardéea@nheuerverne
zer-Molekiule war Glutardialdehyd, welchmege kawetledhdr B michw -
gruppen des Proteins ausformt und bidebhéwng hichdiaseBeEinsat
verloren hat. Wahrend zu Beginn Glutaymictlidehgd deérsenigen LO
sung einfach zugesetzt wurde (Kierstawcoetedl.all9200@)etadimdet |
moderneren Methoden eine Vorbehandluggstett. ERaymldédaner-
kannt, dass Thermolysin, welches urspriikigirahafyseklrilstislialli-
siert worden war, nach Behandlung msei@GéutakdvatdehnwdForm v
1-100 pm grofoesrs-linked enzymé¢Cdr€tsdlsauch unter harschen Re
tionsbedingungen beibehielt (Margolinr$8BbedI|CdHEeCsEmayene zei
gen bessere Resistenz gegen Hitze, organisdh®rbbsalygemintel
Vergleich zu léslichen oder lyophilisimrteor&mzdirevgeramge Part
kelgroRe ist eine hohe volumetrische iAistavetéat alesidnbmob Alle
dings ist die Kristallisation des gewulrnstdmeneRrosehwsiemeger
Schritt. Dieser kann in einem verwandtennAaclae¢s,dunglke ogidnetes
Ausfallen des Proteins umgangen wergermat Wird ellassmPmatziGlutar
dialdehyd versetzt, entstehenossgkemnapdtenzyme agdrefdales
(Sheldon 2007a).

Eine neuere Entwicklung im Crosslinkingnvadne Enezgemamngeealle
Spherezymdas (Brady et al. 2008). Hierbei wirdedmei tw@kuwstra gei-P h:
aldehyd und dem gewinschten Protein nnPéianeer emgdgisecheDies
fuhrt dazu, dass die quervernetzten Prodtendendirmikraomkopgigsch
kleinen Kigelchen ausbilden.

3.3.3 Industrielle Relevanz

Da die Enzymkatalyse von wachsender imglustrievié¢edeBeddontunu-
ierlich neue Immobilisierungsmethodenvobigersehéadary@dwohl

viele Arbeiten lediglich im Labormagibtabsstattifedikemer genann
vier Immobilisierungskategorien Bestrpedle Alnrweiredumdgu Tatsachl
werden fur die groéBten industriellen R nedukkadabwtestahberren (be z«
gen auf die jahrliche Produktionsleisticrhg)nfmotb dusieahéi ednlzy m e
eingesetzt (vgl. Tab. 3-1).

Beispielsweise wird in einem dreistufigenesszyusads&hken MPaissi
rup produziert, wobei im letzten Verbalfr®ksskE hCieklelimse adsorp
immobilisierte Glucoseisomerase eingesa&ltztzoMded.(EiauBramm

Biokatalysator produziert auf diese Wessruptival kinleg Sltanddau:
von 100 Tagen bis zu mehr als einem @dalkratndeBevoire bHteC und
mehr als 60°C (Buchholz et al. 2005). Bemstrkdassvarirbhedbe lar



28 Einleitung

ge Standzeit die sich auf das Enzym beldigfleal eln, 6o sden G e -
samtprozesskosten ausmachen, womit dies@ésdBaifNutedearfwodgre
Enzymimmobilisierungen unterstreicht.

Tab. 3-1 Beispiele industrieller Enzymprozesse
Bis auf den markierten (*) Prozesstaee ndignlrahh@ bdhsadten durchgefihrt
(nach (Schmid 2006))

Umsetzung Enzym MaRstab [t Unternehmen (B
Hydrolyse von Stark ‘-Amylase, Gluc Zahlreiche Unter
100.000
Maltose und D-Gluc: amylase men
Isomerisierung von Glucose-lsomer 100.000 Clinton Corn Pro
Glucose zu D-Fructc Streptomysges
Spaltung von Penici Penicillin-Amide North China Pha
: S N : 40.000 .
6-Aminopenicillansa E. coli maceuticals

Nitril-Hydratase

Pseudomonas cl 30.000 Nitto Chemicals,

Synthese von Acryle

Acrylnitril phis gussa

Agd|t|on vemmMHAuma AspartasE.imoli 10.000 Tanabe Seiyaku
saure zu L-Asparagi

Racematspaltung vo Lipase aus Psel 10.000 BASF

nethylaminen domonas cepaci

Racematspaltung vo

Acylase Aspergi Tanabe Seiyaku,

Acy_l-DL__-Ammosaure lusp. 5.000 gussa, DSM
Aminosauren

Umesterung von Pal | . .

Stearinsduremethyle Lipase ®ihdzomu 1.000 Unilever

Kakaobutter cor miehei

Dehalogenierung vo Dehalogenase a

Chlorpropandiol Thermophilen In Entwickli Dow Chemicals

In einem weiteren industriellen Enzympnouessiedbar hBoeckaukwng
werden unterschiedliche Penicillin-Amndaseahkedlatdret amagier wi
Eupergit oder pordose Polyacrylnitrilifeserlmnggbhendpalt®n Penicil
G zu Phenylessigsdure und einem wichsiygretheVYicsrdhafeérntfilbbioti-
ka - der 6-Aminopenicillansdure (6-APARtildnealev&Srtdnliodteen de
Enzyms von mehr als 60 Tagen erreicht.itlitebEhrzygtpr0dakkigv -
2000 kg 6-APA pro kg Amidase bei EnzymkosténkyoRredwhkt 2, ¢
(Buchholz et al. 2005). Analog wird asplhrindduneo (dpA&IA) fur d
Synthese von synthetischen Cephalospoobrikisieriteridelylimse ein
gesetzt
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Die Racematspaltung von N-Acyl-D,L-Amio®o&éuear stelltl eAm wei-
teres Beispiel eines industriellen ProkessmsscbhergRellevaimnz dar
(Woltinger et al. 2001; Woltinger etwatde 0v®5).dBieBirma Tanab
Seiyaku zunachst im Festbettreaktor mmtokilnereetresnmAariignomcyla
se durchgefuhrt. Degussa fuhrte 1981 einReakharymiiM emdlicare r
hier beispielhaft far die dritte Kaliesgeruemgleddémntobschluss - ste
Aus einer Strecker-Reaktion hervorgehearndewdrdem mimoeaiderr
Schotten-Baumann-Reaktion acetyliert ubDd. -eAmemena NredcyEine
mittels Ultrafiltrationsmembranen imomllaidesiepaétedmspezifisch r
die N-Acyl-L-Aminosauren, so dass nur ehAmimoigdonremt egetspal-
tenen Aminosaurevorlaufer werden eineemtbiermisghech Rid zuge
fohrt und letztlich wieder in den Reaktor zurickgeleitet

Auch die Methode des Crosslinkings wrasc Hiir Weaeb &yaitsese
von 6-Aminopenicillansaure eingesetzDi(s Peldien! 200~Am)dase wu
de hierbei nicht an einen Carrier gebkodendesomeraitsi erwahnte
CLEAs mit Glutardialdehyd quervernetzd, evasinaefgennidadalytisc
inaktiven Volumens des Carriers in einét heselidmeduBeiyonder
vorteilhaft zeigten sich die CLEAs beiisthEimdaitzungsonmgtaeln, de
sie auch unter diesen fur Enzyme noemanheeme Bedinguhiyen ihre
hohe Aktivitadt beibehielten.

3.4 Pervaporation

3.4.1 Prinzip

Bei der Pervaporation handelt es sicériahreim Me mAdrtaenwnnung vo
fluchtigen Komponenten aus einem flissligema&hoAfrgedascdbzu-
trennenden Komponente und damit derbranbesdhadhevheemt wird
zwischen hydrophiler und organophileaerBehvagematEaostanqualita
ve Beobachtungen des Phdnomens sowieeslee Bealemikuhgnden
Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts stattdKarmh llenlbe)rg 1905
Das zu trennende flissige Stoffgemisalpovertdome iildeerr Faevdicht
(= unpordse) Membran geleitet (Abb. 3edtebaddse SHoffigemisches
im Allgemeinen unterschiedliche chemischezdngamsehmatteendiee s
sich die Loslichkeit der Komponenten inlodkern Mee rBbo &fre. Bifédbndie
ren in diese hinein und durch sie hindwrt.dBse Dlidfsiscbhkevterhal
ten jeder Komponente im homogenen Maermtbeaapahymiererestoffsp
zifischen Permeationsgeschwindigkeit deeg Kiomdien$ ndé&f,treaicthn g
verantwortlich ist. Da auf der anderen RlermEratseeiee, edn stark
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Unterdruck angelegt ist, findet am Endes deisn PiH aseininserg@ang
der Komponente von flussig zu gasfofrimig éstiget.VRrelamefungsen
halpie wird der Flissigphase entzogen, wasdern® eA béfifle inudegn

Stelle zur Folge hat. Dieser PhaseniUbeérdien ¢ arviepg s cdte oche von
verwandten Membrantrenntechniken wie {&bdbmgi/é hrosigpuend de
Gaspermeation (gasférmig/gasféormig).

reed ()W niss L5 Rewent

P1 W !

Perme

Abb. 3-9 Schema einer Pervaporationseinheit

Ein flissiger Feedstrom wird tempeaidir¢ huadMiebrebran gelei
das Retentat zurickgefuhrt werden kanMerkbnarenl dislicdhe

Komponenten wegen eines Unterdruclksidafabgre Pemmeéaterd
1994).

Das Retentat kann bei Bedarf dem FetedvevikarerdasgBeirimreat wirc
beispielsweise durch Ausfrieren des GasstricketoihigdWosrsngem S
Die Triebkraft fur den Stofftranspormn dstrcehndkeo Mzeembrrationsgra
ent der jeweiligen Komponente Uber diégdMeminrdormdeirert der U
terschied im chemischen Potential p dbeidemBeitaiedaufMem -
bran (Stefer 2004). Anders betrachtetdeatzdinize | Meerm Kioamponen -
ten einen unterschiedlichen Widerstandbse nitlgengeimdar nmdssen.
Das Ziel der Membranauswahl beziglich id&e aktdvdesSehiwktrd-
deten Materials muss es sein, den WiderstarddfeirKdnepabenote
moglichst niedrig und fir die anderegliKbmtp hmehtenu méalten. FI
jede Anwendung muss letztendlich ein Keidp noma&S$eilien dive -
tdAtder MembranFuwnsBurch die Membran gefunden werden. Ein h
des einen Faktors bedingt immer eines anddrgen IWardrdPraxis i
oft der Fluss der entscheidende deribkidieerFp&toaporativen Tre
nung kann sowohl ein in Bezug auf eineemeéstiammtee Kodmeptoes
Permeat oder ein abgereichertes Retéf9alt).sein (Sturken
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Neben der Selektivitdt hat die PerwagxdrateonVioercbanilkiner lang
Membranstandzeit, weil praktisch kein rlfselnn@ banf déecrh @ npwftre -
ten kann. Weiterhin fungiert bei manscdheen bAateerndwriggn die
Membran als Sterilbarriere, was weitemidtd ufla nbiaiiteurrt g Sichtsde
totrotz ist die Pervaporation ein NischermaweptadchbhiclhdersNeachtei
die geringen Stoffflisse sind, wenniedhegdfohrd elelisktiDie hydro
le Pervaporation findet in der incdwgttrséctlleinchrbheisdler Trennung
azeotropen Ethanol/Wasser-Gemischen Anwwuaddery.idbreawiOdhen
Anlagen in Betrieb genommen, von deeenDdre hgratkteoan 5000 kg
hat (Baker 2007; Bolto et al. 2011).

Die far diese Arbeit relevante organoap wiilred Rjg bMatpotails in GroR3
ordnungen von Labor-oder PilotanlagesimdfbedcdltciBizwei indus
elle Anwendungen bekannt (Jonquieresabn 2005002 ntaktzsante
Anwendungsmoéglichkeiten zeigen sich higrvom dheostddbdhnodioagisch
hergestellten Aromastoffen. In integmieviede Bgegedage,ssleass zun
einen die sitBroduktabtrennung von z.B. Citronell@l, Geran
Phenylethanol méglich ist, und zum adnterecherdcdb&kiehauf de
Mikroorganismus durch die Abtrennung rretleuziewvaswemrdredh &oen

Wachstumsraten und hdheren AromaausiBdueemkaesulailert20Q1;

Etschmann et al. 2005).

3.4.2 Kennzahlen
FUr die quantitative Beurteilung esmpeezReseaspwratden mithilfe v
Kennzahlen die Trennleistung und die tT(retrsrcdpint e nime @0 4 ) .

DieTrennleistuirgharararakterisiert durch die Gesamtmasnsge aller
Flacheneinermetirendenkierenden Komponeéwmssdiclite Gesamtf

Mp

Jges = [g- M hY (GIl. 3

AM'tges
Da bei der Pervaporation Stoffgemische seigéssatiit dverrdPeermeat
strom meistens aus mehreren Komponentendze sMamsisema M erldken
w aller permeierenden Konbgsniemmen konnen damit die Partialflt
ten aller Kientenberechren berechnet werden:

Ii=]ges'Wi [grﬁhl] (G|.3
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Analog kann die Trennleistung auch inregeblenmewerdem. arigerfir
muss die PermeammiaasGeé. 3.1 durch die Permeadsihodfdienigas-
senantenliemn GI. 3.2 durch die Stoffmeeagzatantenidk die dimensional
Anderungen beachtet werden.

Diefrenngictearakterisiert die Verdnderung der sseftfAuchgenesusam
Permeates im Vergleich zum Retentat. hdenftiralistKkeean zarmrdeiche
rungsfaktolir jede KompaoanPeteFaktor errechnet sich aus dem Qu
der Konzentralse nsmalle der betrachtemeRe KmegtonamteRetentat
(Maltzahn : )
_Xip .

Bi_xi,F [-] (GI. ¢
Das Verhaltnisecreerudgstakicherungsfaktemaeimwae iieerf &Krd ndeaonaus
der thermi:Veheérenstechnikbeanstechnik bekgnnten Trennfaktor

_& _Xip XjF

al . = —_
j )
Bi  XiFXjp

[-] (GI. ¢

Obwohl es sich bei beiden Faktoren um drioBaesihmasideld, Kenss
im Fall des Anreicherdmngessf akitgresndeliegende Konzentrationsma
geben werden, da Massenanteile andéseSYWwéfrmeenigedeamtaile. De
Trennfakitbrngegen ist unabhangig vom Konzentnatiicmemarilg Ein
der Komponidniédet statt sebhldirdt<4st, wird Kompjoamegetree i -
chert.

Die Flussdidhued) zweier Komponamtdgnder auch die Gesamtfluss
dichtlgeskOnnen Bere Berechnwverer einer weiterenallterisieeregdea ch:
Kennzahl, zlektitat Sjoder Sigestd 2rangengezogen werden:

[-] (GI. ¢

Wie beim Anreicherunhgstfdktodie Selektivitdt das fur die Berec
grundeliegende Konzentrationsmall zu beachten.

3.4.3 Betriebsparameter

Um die in Abs. 3.4.2 beschriebenen Faktwmrémn rleremqid eesbemgeiner
gegebenen Anwendung zu optimieren, &« rBectmiebs gfatgemreder vari
iert werden:
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- Temperatur

- Druck

- Feedkonzentration

- Membranbeschaffenheit

Der externe Stofftransport durch einégssitd awdbderenndee Grenz
schichtist von der Viskositat der LOsuwrkgpalffidzickertenifdesi &mmpo
nenten abhéangig. Beide GroRen varriemgnderitT€mmparcdeur. Weite
hin ist der Gleichgewichtsdampfdruck dektéKomgpdeemematdenb -
hangig, was einen direkten Einfluss aufPdreapoedtkoafltpdezesse:
hat. Die PermeRBpihiedthe das Produkt aus LOslichkeit und Dif
Komponente in der Membran darstellh, eiistee bfemted hsusaGleichun
temperatungig "Maltzahn 200altzahn 2005):

E -1 -
P; =P}, ¢ RT [kmolns] (GI. 3

Prinzipiell fahrt also eine Temperaeuramimhieremg Peuneaabilitat d
Membran beziuglich der Klobaodhiestélr alle Komponenten gilt, ist
Ndherung eine Erhdhung des Stoffflusses nddug tilt hd i @ hvhemdoilea S e -
lektivitat zu beeinflussen. AllerdingsesengsasnemngideedktPrermeat
onEp aus der SorptionséHshmridieer AktivierungsenergieEgder Diffu
zusammen:

Ep = AH;, + Ep [kJ-kmpl (GIl. 3

Diese beiden Faktoren sind wiederum telmpAuanuertahbéaldeq kann
bei sorptionskontrollierten Vorgangthralgpie 8%egamttiwnwemden, was
einer sinkenden LOslichkeit der Kompomemnées uilnieretr uvbedmdurtalie 3
lich die Selektivitat negativ beeinfluss®h; MarddgiStlBrk@enMaltzaht
2005).

Der feedseitige Partialdruck der abzutné¢@neatdeaukoBindhess au
die Lo6slichkeit der Substanz in der Me mdirmaen Dweckearibbédungh auf
der Feedseite auch keine signifikantiebkrahtthdeg &ervBporation
prozesses zu erreichen ist. Hier herrsaohdsiph &rlédgedmeckhe A uftder
Permeatseite hingegen wird ein starkergtUnidaedr i@l eaan derluck -
schwankungen einen direkten Einfluss saPfradzeskresbarfd de Ext
remfall der Permeatdruck zu hoch, komnotn eke z yre Ko @ icker ie sialtd n
Komponente auf der Membranrickseite unklocdhemt TzemnBEr bizgea .
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Da die Partialflussdichten nicht linemmr Freitmabbhgdmiaideuck zu
nehmen (Alexandre et al. 2000), erhdhemtesiclhe dirieduigeadi Drl-
cken Uberproportional. Ein stabiler Ueartreedrntsekta wlidietr skch als
direkt auf die treibende Kraft des Proeressi¢ldchuwichtiget wir di
Trennaufgabe als der feedseitige Druck.

Im Gegensatz zum Druck hat die feedseidge Gemienhkamo
ponenten sehr woh!l einen Einfluss asfTdeanlprieb&saftDde die Pe
meabilitdt und somit die Flussdichte8td&r bvotmadcditegehosten Me
ge in der Membran abhédngen, hat eindratilbe Eerakohizekhten Eir
fluss auf den Konzentrationsgradientem. Dbeern dim aVMerwleiae aus
einem Gemisch nicht nur eine Komponeuntabmgettéofd swlrektson-
dern unterschiedliche Anreicherungenchtdiefindani,vem & auzentr:
tionsverhdaltnisse der Komponenten zu¢umgndidrevoniuBgereuinsbe-
sondere Kopplungseffekte genannt werdkeswe$se sliafdirbeespntwor
lich, dass bei der Alkoholentfernung awbks<katnNdeariantean deoma-
und Geschmacksstoffen unumgénglich ist ([Be&ngtsenteteal w lchd b-
ger Effekt speziell fur die organophstedPee wrateosativendliche Abh
gigkeit der Partialflussdichten organsschgeenSltosfengans Wwéi varii
render Feedkonzentration im Vergleich Wwars5éuss(dibbte3 dled).

N

Organ |k

e o e e e e e e e e e e e e e =

Flussdichte [kg /

v

Creed Organische Kompont

Abb. 3-10 Schematischer Zusammenhang eeroR awtdabfdilstsnd Organi
organophilen Pervaporation (Hausmanns 1999)

Zur Aufkonzentrierung organischerg8nhokftes amgewaissreine m
Feedkonzentration dieser Stoffe wumsSedeigewmerKkonEeintrat
schlechtert der relativ hohe Wassdgflungsfa&hoAufrei

Bei falscher Auslegung der Anlage kagnneigetidnreechtlsst wer
den, wenn die Feedkonzentration der oegbeizehgerikgmypiod. Der
Wasserfluss nimmt in diesem Fall Uberpremsacritiealate ztu duarnsd A b -
trennergebnis.



Einleitunag 35

Die Membran stellt die Trennschicht zwiscdme nP deme B eread)-nu rdch rd

und ist somit von essentieller Bedevauhgaliér uhid dasnErgebnis
Zumeist handelt es sich dabei um Kompodiis&nSkrraicéheauxie

1-20 pm dicke homogene Trennschicht, ei®eu80sdaBicc tmuddc lee-

nem deutlich dickeren aber extrem pddwehl| Tdéeg ethvdneis.che als
auch die produktionstechnische Beschaffeimhent sieh Menmsktaauiv
die beiden Faktoren Lo6slichkeit und Defrfuesnonwdlkcrh & oimpder Per
meablitdt bzw. der Flussdichte resultiemdn,dieup.o@swohbtatz-
schichten solcher Membranen einen gewis san dRirfd ueslilems w bd ed sd
unporése Trennschicht die den Prozess Weigdmhme n8eh &hitRlecke

erhéht, nimm die Gesamtflussdichte a®t wududicd &Sretlekitecihend ar
dersherum. Je nach Temperatur kdnnenadaetiRelymmeder igugimi-

elastischem Zustand vorliegen. Im letmteetkeattem d edve gRiclly, was
das Sorptionsverhalten der KomponenterzubescbhieQuigliummgd der
Membran fuhrt. Letztendlich resultiflrassickichhehdlzdegige Polym
re bei der organophilen Pervaporathymssioxda P ( B/dMBdt Polyocty
methylsiloxan (POMS), PolyetherblockamiddyteREEBA)joredleyleR

(PTFE) (Abb. 3-11).

PDMS POMS PEBA
lc"& |C8H17 o o
- - Ly
ch cH PA N0~
/ n
n n

PTFE

PA PE

Abb. 3-11 Strukturen gangiger Polymere Hierocagamaplbinsmembraner

PDMS = Polydimethylsiloxan, POMS =HldaliypocRy¥IFEthyPsol:
ethylen, PEBA = Polyetherblockamidl®rarde(dAa)ltiss BPeispic
sind ebenfalls mdglich)
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4 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Seit der erfolgreichen Klonierung deei@exyy a®as€bmodiahr

1997 wurden viele dieser Enzymfamilieo ssegza hiGrodhred ec arreoginoid -
spaltende Enzyme endeckt, die Gene klonieathemidisicdh Ehayake bi
terisiert. Diese Arbeiten beziehen sichufasitnaugsahitietBViechAnaly:
des Spaltverhaltens, der Substratakzepsandesowikobéidifiraly
rung und Aktivitat dieser Enzyme imgkanWYeixtsbag grisaenbus.

In der vorliegenden Arbeit sollte hecdeg&nndedzbackeit einer ¢
bislang am besten untersuchten CarotimagseArodeashAaCi@bDolduktior
aus Carotinoiden untersucht werden.

Nach wie vor ist eine effiziente hetegslBge ybBxp rasfgirmmad der Bi
dung vomclusion baodabks zufriedenstellend moglich. Aus diesem |
die Ruckfaltung der exprimierten abk+FirakkiomennAeCLuxrht werde
Weiterhin ist fur die technische ProdukUWipsc alesgEheyisod¢enne X -
pression notig. Hierfldr sollten ersté EKxptrivseromgeninunBioreakt:
durchgefuhrt und mit den bisher gangixerrbotaidteal kwdb@glnehen
werden.

Einen weiteren zentralen Schritt farrdng Kommaeeyimkiaialytische
Prozessen stellt die Immobilisierung voalEnzyihten dastnlDadshlm-
mobilisierungsstudien mit AtCCD1 durchgeflient zweedemrurbdbssatz-
lich unterschiedliche Immobilisierungastpnmmezderen vwobges®kite Ver
mittlung der hydrophoben CarotinoidliShesBatwialsgkaigg beacht
werden sollte.

Ein weiterer beachtlicher Kostenfaktaorg blkeiio tceecth Hod ogtissidher Prc
dukte istdobawsnstream procdssiamgch im Fall der Carotinoidspaltun
AtCCD1 komplexe Reaktionsmischungen €ichizaedfizndrne Adlliten-
nung des Zielproduktes 2-lonon mittehsapogahiomhiheeiler Labora
lage untersucht und gezeigt werden.

SchlieBlich sollten die ImmobilisieriiPrg dwkdabbieennung in einer
integrierten Bioprozess kombiniert weenlensendieapfrideapielle Ei
setzbarkeit der AtCCD1 als technisches HoaymndiA litiree iromgi K |
von Aromastoffen nachgewiesen werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Produktiolrdbrdopsis th@airotanoid Cleavage Diox
genase 1 (AtCCD1)

Fir die wirtschaftliche Nutzung eines buaiecterolbgzyahs pisadein
effizienter Herstellungsprozess notig, smerdiruPmodukieorsakolm
Fall neuartiger, wenig erforschter Enzymmeteweiccha a d4 ucrhdec lExtpre s
sionshosts und -strategien im Schiittelleopbatteotharl3 MigklrodEtte s -
tet, um den gentechnisch erfolgversprectiemd §itzie r® ha mAm szah lii e -
Bend wird die Enzymproduktion in den UBbieonteakgearmam sdabch Op-
timierung der prozesstechnischen Variabhbemeairen2zyaxamsbeute
zu erzielen (Siurkus et al. 2010).

Nachdem in Vorarbeiten erste Expressimtsg@nitmcéhmisgba &En-
zymmodifizierungen durchgefihrt word@0OOBgrewu(rRemilimmgieser
Arbeit erstmals Upscaling-Versuche im BodrgafdiormaRdtdibe drn -
zymexpression von AtCCD1 im Hochzelldscdrtte ve/rd atlerdmnrevaulrd e
eine partielle Aufreinigungsstraeégli@¢idspwakselinsion bedtes
primierten AtCCD1 erreicht. Zum Zwegkreimgewstakinelnybaphilisie
rungsversuche in Abwesenheit und Geg&mhewaen danchgepirbte und
die AtCCD1 erstmals auf diese Art invaktiver Form konser

5.1.1 AtCCD1 Expression mittels EscherickaltiolieHworcd zelldicht
Zur Verbesserung der Expressions- und AKkAvCtGDslawilbeete inve

an GST fusionierte AtCCD1-Variantegiawseéirt Zewl tmvitete@icht unte
schiedlichen Parametern in einem DASGCGyRtPmraliel2&dkok Ma-
ximalvolumen exprimiert. Drei ReaktdrBatwhurdenfahrele mit Min
malmedium und Regelung der ProzesspardmekKemtbhelriweehken

wurde ein Reaktor im Batch Verfahrenmnmetre\ellltmeldunstatische
Ruhrerdrehzahl und ohne aktive BeDEftuhaitpetrkéder. Expressior
Induktion mit IPTG wurde variiert,ilmmwedohemmiEedIindie hdchste

zymaktivitadt zu erreichen war. Die Biomaies @ke nrzeesnitlta €ireem dseorw
Enzymaktivitdten wurden ermittelt.

Vor dem Ultraschall-Zellaufschluss wordenmdeet Zealhd iglletehe Be
dingungen beim Aufschluss, in den Aufuwrtedéewnn fkdchitiitemes -
sungen zu gewdahrleisten. Um die Ausbaunddgeker At€@ Drlarzut ma-
ximieren wurde der Aufschluss mit 0,206 vewhbw)tzZiirutod XO01Minute
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inkubiert. Es wurde ein Aktivitadtsassayahitni-Mpbhr8titeapdbadten
format durchgefiuhrt. Der Biomassezuwadlexn drein drecu kniospszeeit -
punkten ist in Abb. 5-1zu sehen.

© 100 —s— Reaktor 1
= 901 ---e--- Reaktor 2
© 80| --+- Reaktor 3 Reaktor 2
5 70/ —+ - Reaktor 4 J/
. mee Q -
© 60 “e--o7 W
P c o Reaktoy 1 \\ ”””””” o
o 7 \r— -
U) - ”——
— 40 \L ,’ \
*5_ Reaktor 3/ !
301 Reaktor 4 !
O )
2 0 4
10 e
Y PO s -r-d“-‘:——o————o—*—‘o . .
0,00 12,00 24,00 36,00 48,00 60
Zeit [h]

Abb.5-1 Verlauf der optischen DichtenllbéchdekHbieherung von G
exprimierenflecoBiL21 im DASGIP-Parallelfermenter-System

Reaktoren 1-3 wurden mit Regelung eear Bemtrkebspatam mit
dium betrieben, Reaktor 4 als BatcB-MrgéevegeDiamiPfleile m
jeweiligen Induktionszeitpunkte mit IPTG (0,2 mM).

Der schnellste und héchste Biomassezuwachesrewurdeind demiRe:
finalen optischen Dichten von etwa 1L0Diesdh&bgermdicdem ver
gleichsweise spaten Induktionszeitpunkt zusaemgienchwmst aRues- de
aktor 3 (finale OD = 50) hervorgehin bee Qeg&hosmrerl iund 2 err
chen die exponentielle Wachstumsphaseubha@eaitsvalmrodnd 8iRjeni-
gen im Reaktor 3 diese erst nach etwgef2 Binededgéirdhe Erkla
rung hierfur liegt in der Umstellung déseMetralbotestlsraatwort vo
E. colsobald IPTG dem Medium zugefiuhrtren dPadamalier akode

stant gehalten wurden. Diese Stressantwaftdwerk agilthttlamshate
aus (Kosinski et al. 1992). Weitermihndueiitodie imgtlkatete heter
ge Enzymexpression eine metabolische BeldshuOy gaans mwuesich e
zwingt, Energie und Zellbausteine agfraiw¢éindene diellfelprodukti
nicht mehr zur Verfigung stehen. Da IPdrG wicd t( Drektalb eltisal.
2005), die Zelldichte aber im Fall de2 ReaHnarektibnubereits ho
ist, ist die relative IPTG Menge kleimineréhe gdElitilthzenkl Die ei
zelne Zelle ist einem vergleichsweise Klaigtem iSittelstsoagsdHege -
setzt als dies bei kleineren ZelldiciReaktder F alinigsdgdm wurde b
reits bei sehr geringer Biomassekonzedtrainen leolsepreehaetnven
IPTG-Menge induziert. In diesem FamelxpgersstodhiefrEhey, so das
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die metabolische Mehrbelastung das ZellWaehExpme yeired ggd nte s
rekombinanten EnzymsEsteobltinfdirBelastung, die mit der eines
schocks vergleichbar ist, dar (Valdez-Cruz et al. 2011).

Da zum ersten Mal ein Fed-Batch-ProzesdstiMihabalmeadiutra bf inr
die AtCCDI1-Expression durchgefuhrt kiordé, elirdeYteergrebechsmadg
lichkeit mit dem bisher eingesetztennlgkrb¥gegalitem Betengungen ir
Batch-Prozess. Wie erwartet wurde inedi©demomaBl diet Biomasse
dichte der Fed-Batch-Prozesse nicht erredchnd Biire rdnibrg iisctheine
Acetat-Produktion, welche in KultivediumgehtmatsVeilmtritt und s
wachstumshemmend auswirkt (Jana et al. 2@0Mediwentanhicherist
Versorgung der Organismen mit Kohleoseonffetimliti20®dd.(Gepuffe
tes und mit Glucose oder Glycerol angkamicharoade sdmd Fuanhl hilf
reich und der Biomasseproduktion férdéirdhchvisktie. siethztlea frih
Induktion wie auch bei Reaktor 3 beheitusndhskomentdwaus.

Fir die Aktivitatsuntersuchungen deD &xwuirrdee zte vVAngi€ichszwe
cken ein Enzympraparat aus einem Schudtehko Kweltansaltem ehQ

OD = 5) herangezogen, da bisherigen EmgegmdhasakfAati dier uE x -
pression vorausgegangen war (Schillinlgngtedl al20D00&)chbler Ve
gleich der spezifischen Enzymaktivitatess ahetpogeairanémndge &es

den Reaktorkultivierungen zeigt, dass idaklietas dirodhwhecrhsten
Biomasseproduktion die hdchste aber in dles Beakearsrdnliegen -
de spezifische Enzymaktivitat liefert (Abnbt 5n2den RPeakeonen 2
und 3 ab. Bemerkenswert ist, dass dertSolbhicthtmlkic| renanstava um
den Faktor 3 hdohere spezifische AkdiglitdhtelrieGenndERnenitr ist e
Sauerstofflimitierung im ebenfalls imittd&m -Rlecackiiom geferglichen

dem Schittelkolben. Da Reaktor 4 nichuad#tde b &gadlsttavud deit 25
mL sehr hoch war, konnten die Organi&kiednenapekhéisrehreGrenz
flache mit Sauerstoff versorgt werden.dBsessnfadidhirteedaits 90 Mir
ten Kultivierungsdauer die Geldstsaneasfolifkemze®tfadio Fur ein
E. cosStadmme konnte gezeigt werden, dass ei@leResdu&tsdnfider
menge im Medium in kleineren PlasmidkopgenmeahHgprersdiga von
rekombinanten Proteinen resultierteaGlLieieteam6y®iTh)e wWrkldrung
die niedrigere spezifische Aktivitat darsdeld btrewWsitpahengkowerde
dass perfluorierte Kohlenstoffverbin@uhagodn hedheretiw@dskichkeit v
Sauerstoff erlauben. Wenn diese als AdOteikelinvHeacamgelndeinge
setzt werden, kann aufgrund der so verbhessonrteunn @ adear Ziolflfe n
eine hdhere Ausbeute an korrekt geftelteAdkoheooddmibydamgenase
erzielt werden (Pilarek et al. 2011).xljpervroelné geadeauflgrund de
fehlenden aktiven Begasung im Biorea&ktrcordien§ aiume rScoffttelkol
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ben bei hdoherer spezifischer Stoffaustaaschifdbcpesbtes seuf, advie
korrekte Proteinfaltung und somit die Abeizitéstchesfe@Ciiki-hat.
Die leicht verbesserte Biomasseproduktiomsantz Smh W etieg keildhe m i t
Reaktor 4 ist durch eine erhdhte Sche#zled bars plurcthudgndE&nergie
eintrag des Ruhrers erklarbar (Lange @¢halrb2@d s p.rutdhueng fihrt
in diesen Experimenten zu einer Zell8pgeraVeivtenhimisiszazubekann
dass eine erhdhte hydrodynamische BelaYeéwagdedeunfelhe nn zdie s -
sen Metabolismus fuhrt (Edwards et alinl9&9)erBreGriuvamnféar de
Aktivitatsunterschied zwischen Enzym ausdeéem SRioretakkotbend
sein.

A B
— 0,7 E 4,5
@ 0,6 +— 4 1
s «©
> 0,5 o 3.5
: > 3’
z 0, 4 = 2,5
x -
_ 0, 3 < 2
N 0,2 - 1Y
() B l,
o |
0,0 { i | 0-
Reaktd?eaktd?eaktd?eaktol(olbe ReaktdReaktdReaktdeaktokolbe

1 2 3 4

Abb.5-2 Spezifische (A) und volumetritfidadhde(BpH AktAMCCD1 aus
schiedlichen Kultivierungsanséatzen

Die hochste spezifische Aktivitat bezogerreragd diedPim Sc
Ansatz erreicht. Die hdchste volumkericgbe Akftidesd Kultur
wegen der deutlich hdheren Biomassalptrorddkeirzieiin Rée er
Aktivitaten wurden in 3-fach Replikaten ermittelt.

Ein mdéglicher Grund fur die erhdhtenaseezifiskedre MAmskidizetn mit
LB-Medium, verglichen mit den mit MebemaimBeiakbhobenri2a und 3,
konnte eine verbesserte Versorgung de rin»drgdauriessim @ n dmwte A mr e n
komplexen Bestandteilen wie VitaminedirekeraGsfaletordhnedium
sein. Da die Organismen im Minimalmedntev di @®esgknametan e

sieren missen, wahrend sie im Kompleemen,ukanferhigrverhie ge-
wisse Limitierung vorliegen (Boccazzi d¢tadl.2D2@®B5; Sahdev e

Weiterhin hat die Wachstumsrate eiruesrs daudtdiceh dr olimktion eine
rekombinanten Proteins. So fanden (Céeawgs etdass 2608m hFall de
Expression einer NuEleasieeinoptimale Wachstumsrate gibt, ober
rer die exprimierte Proteinmenge peanZetlleDaiederAaloren anne
men, dass es sich hierbei um eine univenge ldehig nglens,c kahtn

dies eine Erklarung fir die geringerennafeiziftidtcdhrennPdeth mit M
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nimalmedium gefihrten Produktionsansdie éW axdisituhhissatieteben-
falls deutlich hdoher als in den Ansadtzen mit LB-Medium.

Die alleinige Betrachtung der spezifisicshteallEnd yngak hilcih&itausre
chend. Da fur einen Produktionsprozess darereAbero leinwegmtatisscher
Aktivitat ausschlaggebend ist, wurdescdieanh Adiiee vwod teme bréarechn e
(Abb. 5-2 B). Hier zeigt sich, dass wegeaend8nodreadsbiemrdiktion
die volumetrische Enzymaktivitat den Schtivtdetkoldenakaktor 4
Ubersteigt. Auch der Reaktor 2, welcherodtiasgweichbe hesrtreeiBhte,
ist in der volumetrischen Aktivitat mnt Wengl&ichhibta el kwébeher di
hochste spezifische Enzymaktivitadt aufwieschhedH ear earu Gh unedi 4
dieser Betrachtung am schwachsten ab.

Zusammenfassend ist aus den Kultivierunegsmensutcden daer enitm

satz von Minimalmedium in einem Fed-BasténPBoxmas sekiéihibtem

hervorbringt. Kombiniert mit einer dBfT @ xlpnadruekritoenl lem Wachstun
phase ist die hdchste volumetrische EnzybaktEvintsdtz rzoalbaol |-
medium im Batch-Verfahren resultiecttegnwaspezitlisghretiiciMktivitate
generiert allerdings nicht die hoheni®i®@imaMsridcnahmerdiwm im Fe
Batch. Es konnte somit erstmals gezeigkomebdreantd aBisoduktien

von aktiver GST-AtCCD1 im kleinen Bioticdkietnualis vobumedgrisct
betrachtet eine Steigerung der Aktrvétat remc e nv dralket.o

Mit der Erkenntnis, dass hoéhere Enzymausbdaenogernoduiimivharwer
medium erreicht werden, liegt eine Mleuiamepainiesahg Versuch
planunde(sign of experimames. An dieser Stelle sei auf die Abhar
AtCCD1 auf Eisenionen als Cofaktorehohdigwgpesemennen wurde
gezeigt, dass die korrekte Vermittlunge deesn&ismnesnitiss heektienden
Einfluss auf die Enzymaktivierung bes.itxite(cveyl .AApekt kKlbBnke zu
kinftig besondere Beachtung beim Mediemdegiagme innEerschiedli
cher Eisensalze sowie Komplexbildner finden.

Auch die Expressionstemperatur hat einéfreketnasudheiiel émnedtemoEoge
Proteinexpression und das Verhaltnistemnzkioftebkerpafalgefaltete
Protein (Sahdev et al. 2008). So watrC&€D duiah ¢ h (dtitee I Xkolbenmal
stab moglich, durch ein Absenken der Expoms S8idoTGtaufpledaCudie
spezifische Enzymaktivitadt zu steigerns(&aminlimgt 20081 .Veréang
samung des Gesamtmetabolismus des Expressibnasistamdees un
Translationsgeschwindigkeit erklart wemdappaat Wiachsdati diese
Weise nicht so stark Uberlastet und proglafaildettaxseRrokerneka de
E. colranslationsapparat bei der Hochzelddiddrte kud tivs@rwiict
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wird als im Schiuttelkolben, ware einkulGpuvieriergagemi@eratur un
diesen Betriebsbedingungen angebracht.

Im Fall von schwierig zu exprimierencehnabhigy@bapweode als Fa
tungshelfer eingesetzt (Sahdev et al.g@bé68)zebgeseauVWlorfur die
AtCCD1 einen vorteilhaften Effekt (Naeker 204ddlicten Sehritt wa
dementsprechend, die HochzelldichtekuimveetremgMediem-opnd

Temperaturbedingungen mitder Coexpre®esiau werhbChaprerond so
die Enzym- und Aktivitdtsausbeute weiter zu steigern.

5.1.2 Partielle AtCCD1-Aufreinigunggund Lyophilisierun

Fir den kommerziellen Einsatz der AtCGDér ubhrz gimen s sasn o e -

ben der operationalen Stabilitat daucrhmdLBgeerspabiietrdbarkeit gew:
leistet sein (Roy et al. 2004). Eine ligohtk giete hg a eftter Mitgdie Lyop
sierung, bei der dem Produkt im gefrohreSiemlizZuetramd das Wasse
entzogen wird. Mit dieser auch in deriéedtamdneititeerd i Mleubtode wi|
das Produkt sehr schonend getrocknet, was AkllgeneeiRent @inxein

tiv auf die Aktivitatserhaltung auswir893C\VWhargd 200 @&l . Trapple!
2004). Aus diesem Grund wurde diesegMeaihgdeochiAtddEDA unter-
sucht.

Da unterschiedliche Proteine unterscphaedbkiicdr lanugspeozegs reagi
ren und es hierbei auch zu unerwinsahkemmearktkairerunmguede der
Einsatz von sogenannten Lyoprotektoramdgedteassesichabmi rhieder
molekulare Zucker oder bestimmte Polygmeneg,achiadaschuinybphili
sierende Protein anlagern und es wahmdnSubeimGeiungis-phase vo
Denaturierung und Inaktivierung schitze®@bBpx 1995; Wang

Es wurde untersucht, wie AtCCD1 auhginedLlyagérilisgein diese
Form reagiert. Dafur wurde GST-A/CD kDeiteMprimiert, die Zel
durch Sonifikation und ohne Zusatz vigesicthtoasXnrlO0Dieawnlosli
chen Zellbestandteile wurden abzensrtidudievtrd2enl8bRohextrak
bezeichnet und weiterverwendet. Das$ePohléat Wwauludheem Agifschluss
puffer resuspendiert und mit 1% (w/v)Ha@ratosioXxehOdezumtCCD1
aus Membranfragmenten versetzt. NacbatimewardZedenifber-
stand als Triton-Extrakt bezeichnet unHsww utredre/re radviendetgewon
nene AtCCD1-Menge, -Aktivitat und Lyoehuihidieritadkait ypyoprotek
toren Polyethylenglykol (PEG), SacchlanostersndhMadnrt Vollsta
digkeit der AtCCD1-Mengenvergleicheowbndaelsdam Bediehen Volu
men geldst und eine Probe der unlésbicheinr RinteiBDrAakRAGE -
Analyse verwendet.
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+CCD -CCD +CCD -CCD +C¢(

Abb.5-3 SDS-PAGE unterschiedlicher Pnof{A)nummalGesmantproteink
onen derselben Fraktionen (B)

Verglichen wird (A) die relative HAQGDAatBherd&nS (Pfeile)
Gesamtproteinmenge der auf untersemiedhiemenWeaisteigfraktionen:
Rohextrakt: I6sliches Protein nach muiticdqdtionund Z
Triton-Extrakt: im gleichen VolumenmAufls%h(wsgep ulffidon X-:
diertes, 30 Minuten inkubiertes uReltetntrifugiertes

Pellet: nochmals im gleichen VolunmseRPeldetispendierte

+CCD: Proteinexpression mit GST-AtGGhidtragendem PI

-CCD: Proteinexpression als Negaaswkianorodkee AWCIC®IL, nur GST
RE = Rohextrakt, TE = Triton-ExtrakMaPkerPellet, M

Fir die SDS-PAGE wurden 20 pg Proteamege, Bsohdassf@oetisch di
relative AtCCD1-Menge abschéatzbar isth-BidA Pdegkan,indAdd eine
erfolgreiche Uberexpression der GST-AtCaD1 W tahttgreduindellen
Proben mit AtCCD1-tragendem Plasmidtét€ Ba)ndleeseatmtdar ist
sind alle Kontrollen mit Plasmid ohnee gatCC.DGI¢iCICzR)tig ist e
sichtlich, dass der Anteil der AtCCD1 ame@Weskhmepr&traiktida zu
nimmt. Wird lediglich der Rohextrakt madhZ2ellabdgahiossverwer
det, so ist zwar der Proteingehalt midnetweci3t&nnmdé/mb. 5-3 B), d
Anteil BncdHrotein aber sehr hoch. Der ExtraktnoXssk@Orktanmit T
als einfache partielle Aufreinigung ahgesedesmsenerBeaparat dice
meistel. colPiroteine bereits ausgewaschen sind (Ges@mtprote
mg/mL), wdhrend AtCCD1 aus Membranfaagoelbtetnwardt Kenrrekt
gefaltete membranassozierte Protein® &bsenésiobiefrtduengdein Losur
gebracht werden (Garavito et al. 200&)M®sqwngemelegsech hier e
nen Anstieg des AtCCD1 Anteils am Geasadetrprioakiorudn veotrw 11 %
auf 44% im Fall der mit Triton X-100eemrbartech.ieDienv®rgleichswei
hohe Gesamtproteinkonzentration in dessilbeaemnve&tan-Eeprhetero
logen Expression des G F-Tags KMa) begrindet. Dieser ist im |
vektor kodiert und wird ebenfalls indoeregteriegemne Gaid3see aber |
Abb. 5-3 nicht zu sehen. Diaclnsdochichedlktion, welche als Pelle
nach dem Extraktionsschritt zurickbleibmebntA&CtiCdile chdsuhie
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extrahierte Fraktion. Die genaue Quadiretstimierahgsedtrischwierif
weil zum einen die Proteinkonzentratiom sheestim énsungh evre gRreartike
einem gr6RBeren Fehler unterworfen umnglcldee Mdkesrssiimgmiat diesem
Fall recht ungenau ist. Allerdings kannweptdesoh Gadge scimdtestens
die doppelte Menge an AtCCD1 im VeExhebadt-EuakTirahomochmal
unléslich im Pellet vorliegt (Abb. 5-3ataVdbnemditdar X224 00 bish
verwendet wurde, um die AtCCD1 Mengeernmd Reorh ¢S trhakltiregs et al.
2007), kann durch Verwerfen des RohexRBeakte sT uindnaKst@OieEx-
traktion eine Teilreinigung der AtCQbadRerAmlitpeh.aDeAtCCD1, we
cher an Membranfragmenten asdoezlueribrmdegdrdiegt, ist neben

den Strukturuntersuchungen zur homologéen2809®) (KndeauétSe-

guenzhomologie basierenden Modellier Nragkre @Ol A€ DWditerer
Hinweis auf die Existenz hydrophobenBenebehrélédamhdemwEIlIche zu
Assoziation mit Membranen dienen und bme wre Bluedl$ ema kebunfmen .

Die spezifische Aktivitdt und Stabilitiatisdér akdiden Ra€aOD1-
Praparationen (Rohextrakt und Tritoen-BErteakth vedddehdédr Lageru
getestet und verglichen. Beide Extrakltelamsiédeeanim Raoder ohn
Lyoprotektion in flissigem Stickstoff sithgobkgelfisceeh, endhTend e
anderer Teil bei -80°C gelagert wurden AMgrdgonpPotgktbylenglyc
(PEG), Sucrose und Mannitol getesteDilgeweSlsbdttanwéwn) . wurden
ausgewahlt, da sie sich bereits historisghzdtrLgogronedetnam be -
wahrt haben (Wang 2000) und durch ihreniegedhbeidliehteruStoff-
klassen eine Variation im Screening darseldtem. die $eBebstan-
zen als Lyoprotektoren bezeichnet, obMmojolpsodeklbensm @ésm Ein
frierschritt wirken kdédnnen. Die enzymaeisiaomeMAKsto vitértp vadtren -
Assay in Dreifachanséatzen mit dem ModeldsatestadtnZadpourBter-
schiedlicher Lagerdauer ermittelt. Die Auntopez dfa siome sdatcfhnden
de Carotinoidspaltung wurde durch WeiktohrErtvaktdrekompensier

Nach Abb. 5-4 Aist die héchste spezifischd B1C QDJ/MKtPviadteim i
mit dem Triton-Extrakt ohne Zusatze iedeseldbasumbgenA&hivZugabe
der Lyoprotektoren Sucrose, PEG und Madarteigreedlizieehvioyophi
lisierung die enzymatische Aktivitat eihiohenlhrsdohemnsshnald hier
bei mdoglich.

Beispielsweise ist bekannt, dass PEG bisvean ROOGzreginaltipmné&fe-
riert Interaktionen mit Proteinen unboéaslamig dimc VergNeitch mit d
Wasserinteraktion eingeht. Auf diese Weese dianmaeiv ez lEnzgim -
konformation stdoren (Sharma et al. 2004jemuPrancdarébem hydro
phobe Wechselwirkungen interagieren (AraRaewe eV edhsled@&irkung
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mit hydrophoben Proteinbereichen vornnAe¢CakDilo ik ades cdErzyms mi
der substratbeladenen Mizelle oder aeshhgikr ophfmadm Substrats
in den mit hydrophoben Aminosauren atutrsag&laleddt ed¢esnc Swudrse n

(Nacke 2011). Alle eingesetzten Protekrnoteim flad inemedn vaink Bnp wa s
ebenfalls einen leichten Riuckgang der datyerktigsremne nw kitavi
(Kumar et al. 2009).

Interessanterweise interagieren Mannntelntied Suchosmittegeldste
verdiunnten Proteinen (Carpenter et adr 10i88)te siokdastsitdrickga
in diesem Fall eher durch den Einflud$ saunfgdeek Raera kwieorden mus
Allerdings ist eine Kldrung des genaueim WielsmmcRahlisnmegen del
Komplexitdt der Reaktionsldsung ohneetsafehgedendlealybm mog-
lich.

A B

——a— Rohextrakt, -86&-- Rohextrakt, L\
--& - Triton-Extrakt,—#&0=2driton-Extrakt
Triton-Extr:

Aktivitat [r
o o = = N N w w
. U o g o g o G|

Rohextrakt

Aktivitat norma

o © © o o o r r

Spez.

Q. N b P @

Spez.

’ \I—\ [ I o pp— T 1
o Y ! 10 ~—¢5
, 2

Zeit [d]

Abb.5-4 Spezifische Aktivitaten von Aty@billisoerwdreg [(A) und Lag
von GST-AtCCD1 (B)

Suc. PEG Man. - Suc.

o

(A) Die spezifischen Aktivitaten vome2 G SterAt@CdliPrapar
den verglichen: Rohextrakt = ExtrhktssacahdZ&ldatrfiSaga
Extrakt = Uberstand vom in gleichems¥épuffreaenuAdfdé&hl(
X-100 resuspendiertem, 30 Minuten enkuibbugieate mnie#l«¢
Zusatz, Suc./PEG/Man. = 1% (w/v) Swdycsé/MRahydtblylzls
tor im Extrakt; Aktivitdten wurdekiatd sm3tfa-chp R-8plicarot«
strat gemessen.

(B) Die Enzymstabilitat bei 4 unterdehiiedglunyem wige vergli
trakt/Triton-Extrakt = s. (A); Ly®° € tyeipmlgiceifsaten® Enzy
ne Lyoprotektoren; spezifische Akstihstidtrtwaudedireordmitice
dem Einfrieren; Aktivitadten wurden agdks MitfacApRePlikal
Substrat gemessen.

Die spezifische Aktivitat des RohextrakgeBrogeimiet,8 umU/dren
Faktor 3 kleiner. Dies steht im Einkla+B8gAndidrgester |Admb .Ergebni:
sen zur Proteinaufbereitung. Der Zutoaem deat Lijoppireosekn Prapar
keine negative Auswirkung, was moégliclt&rzweéidhe echaratyf dzausrsl der
Rohextrakt bereits eine komplexe Mis&Ehun@diatsinéslicheénmnde-

ren l6slichen Zellbestandteilen darstialdebDae tenatzlopmhoeektore
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kdnnen mit wesentlich mehr Komponendgnihinderagievigdisweduzice
renden Einfluss mindert.

Die Lyophilisierung des Triton-Extrake¢ewefilstertzuntepdestadigen Ina
tivierung der AtCCD1, wadhrend die sLyYoghte xits eekrttersgdde Enzymak
vitdt kaum negativ beeinflusst (Abb. 5-BleBdeDEnzyagprapgrate be
-80°C ohne vorherige Lyophilisierung isdnweedevraimen hAktivitat:
verlust moglich. Die Zugabe der Lydperrdeeldticerelmakdrhienrung de
Triton-Extraktes nicht (nicht gesondert dargestellt).

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dgsdediatOn@Biliviechn beim
Einfrierschritt, sondern beim daraufddolbYeasksenrnboedige passier
Weiterhin bieten die Komponenten deszRB®.haertaktddsiwecbe Prot
ine oder Membranfragmente einen bessaraneSgasoneffetkizad e -
fuhrten Lyoprotektoren. Aufgrund deemeahiNaekaktdee®fRohextrakt
ist die ursachliche Schutzkomponente scalewieAidgeredingsnitsfibie-
kannt, dass insbesondere der Gehalt amaativieun ¢Pswoadelim Method
der Lyoprotektion darstellt. So wirdmasislpealslweeigkiliaierungs
strategien BSA wirkungsvoll zum Schutz téesseiggestliéthen\Weio
terhin wurde gezeigt, dass hdhere Pepntéim&kamaeinteaniem verbe:
serten Lyophilisierungsverhalten kofOr@®)llierten (Wang 20

Obwohl der Einsatz der Lyoprotektorenidanen#gtiCed Ddle-rl najotphilisie
rung des Triton-Extraktes nicht verhindierse kbinawdezehallselkryopro
tektoren eine Schutzwirkung beim Einftiekesnoirh @ltd diegre magerun
bei -80°C ohne vorherige LyophilisierunggAdbdes-BontrdVlid@msatz
im Laufe der Lagerung auf etwa 73%IRelseaktoMit aealbfiebene Ak
tat aller mit den Zusé&tzen Sucrose, PEltehaddMaemiPalolven teil-
weise sogar Uber dem initalen Aktivitadtsniveau.

FuUr die entsprechende Lagerung des RoileeXtusktes wieidemu nd
keinen signifikanten Schutz (Abb. 5-5 B)e Hiletivstatgemeben allen
Proben auf vergleichbarem aber hohem Nbex@iutsAimKbb. \6i-et B
gezeigt, scheinen die unterschiedlichemmR &Kloaxpoaka eise audcehs b ei
der Lagerung bei -80°C praferiert mnagiAtEC Dbhdzudiesterzu stabilis
ren, da ein Einfluss der zugesetztenibydmidteé&soTentomieExtrakte
nicht ersichtlich ist.

Derzeit gibt es zwar einige TheorienWiblwedsee déglvehevendeter
Zusatze sowie phdnomenologische und veilguaigrdrendd¢leBdsrcds e
keine gesicherten Erkenntnisse. So wirdeamge@oifdmenerdasse -
rung der Eiskristalle oder eine Verdarchemspgadeun@beufich die Z1
satze eine proteinschitzende Wirkung ha0k.n Dka rhro l(8/ érg t2010-
konzentrationen ebenfalls schiutzend wirkgen,wdiade Worgesokla
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sterische Hinderung der ProteindenaZwrsamnumegndagehudie der Pro
teine stattfindet (Allison et al. 1996).

A B

c —8— kein Zusatze-- Sucrose c —8— kein Zusatz@-- Sucrose
~ 1 g "~ k- PEG —e& - Mannitol >~ 1 --&- PEG — & - Mannitol
Hoo 1,6- (© 1

Z 1,4 z ’

> 1,2 > 1

< 1 < 0,

< O, < 0,

. 0, .

N, ~ O

) )

a 0, o 0,

wn 0, 1 n 0, !

0 5 10 15
Zeit [d] Zeit [d]

Abb.5-5 Enzymaktivitadt und -stabilitat bgoprogakeovem bei Lagerul
ohne Lyophilisierung: (A) GST-AtCCD,1 (Blite8STEAtIG&D1 Rohextrakt

Die normalisierten spezifischen Aktntvetr&stemedlaonhen uGS
Praparationen werden verglichen: KoheaxdhakKel+talkEkdchluss
gation; Triton-Extrakt = Uberstand worm eglesp heah ehale men
puffer und 1% (w/v) Triton X-100 r@sMsmpetredi eimtleuwb,iextem

giertem Pellet;

Die spezifischen Aktivitdten wurdemtalsiB 2f-aAqpo Bepdarotene
bestimmt und auf die Initialaktivirt@nvooradeahiEHertriddie Kon
Lyoprotektoren betrug 1% (w/v) der Enzymldsung.

5.1.3 Riuckfaltung von AtCCD1 Einschlusskdérpern

In Abb. 5-3 A wurde gezeigt, dass nebenediemldstichuexipriEmtrakti
on zuganglichen gemachten AtCCD1-Mengeiledesvéibemexphieni® e-
ten Proteins als inaktive Einiscdliuwsssko bpeloélsegt. Prinzipiell sin
diese Proteinerafwidimieder reaktivierbar (Burgess 2009). Es wut
tet, ob und unter welchen Umstanden dereAREgibDtétVusiangbo-

diemoglich ist.

Die native AtCCD1 ohne I0slichkeitsvedmihe ladée 2Tlagdewax-

primiert. Die entstepblusden bwdie®n isoliert, aufgereinigt und s
lich solubilisiert und denaturiertredoddRmigk tleeltmnfgdd(eh diluti-

onMethode durchgefuhrt. Um moglichst vieBe dungamsgdmnedéeiche
Ruckfaltungspuffers effizient zu testen, wutide rzda &teemdxaesiire melsr
Kit verwendet (iP0OdtBin Refolding Systeml1, Novagen),eheelches
screenmMogn 92 unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen erlal
Allerdings sind Carotinoide empfindlichfigelgem Bysaltumgpela Ei-
sen als Cofaktor der Atre€Cddidggesetzt werden musste, kam es
einigen der 92 Pufferkombinationen zu unidirswimest Spaltwmymse e -
aktionen bei der anschlieBenden Uberpriviitay HesbEsaycharket die



Kombination aus Eisenionen und chelatssiezemdeire FEUOTeA oder
TCEP zeigte diese Wirkung. Die Eisenl@dhenuhdngisear{(lilgrin ein
zyklischen Reaktion als Katalysator firedseoBfiladirkg eona%a reak
tiven Sauerstoffspezies (Suthersan 20®B;) M®yeseeRadikale sino
wiederum in der Lage, das konjugiertetPmppehb Garortgssiyden un
spezifisch zu oxidieren (Winterhalter et al. 2001).

Da weiterhin fir diese komplexe AnwenNeggtivkodarlollldarim Ki

nicht ausreichend war, wurde auf dasinKiEFodgenidéhetdiendahl de

PufferzusammSensetzungen reduziert whal dierechnfreectht Negativ-

kontrollen sichergestellt, dass Carotieamircesp bdta@ighgigadbar ah

enzymatische Spaltung auftreten konnte.

Tab.5-1 Ubersicht der unterschiedlicheete R e hohdiitn gksten einzelnen Anséatzen
3 prinzipiellunterschiedliche Vorgaedhdhesfwedsreaq mit Gofaktor wurden
glichen (A-C); Als Cofaktoren,wdedeRhefkklthigEdeben; Fiur jede der 3
Methoden wurden 2 unterschiedliche tADQED lei@resentta um sicherzu

stellen, dass keine ReaggregationiddetEmagmse sdantffett umrahmten F
ben nach Methode C zeigten enzymspi¢adufigechek?-#oMegativkontrolle

A AtCCD1 (370 pg/mL)
Fe(ll)Cl AtCCD1 (100 pg/mlL)
Dialysepuffer (NK)
. . : AtCCD1 (370 pg/mlL)
Fﬁ?fs('a‘i'or}ginmg;fu'fs}‘: Fe(llECl ALCCD1 (100 pg/mL)
Dialysepuffer (NK)
AtCCD1 (370 pg/mL)
HO (NK) AtCCD1 (100 pg/mlL)
Dialysepuffer (NK)
B Fe(ll)Cl
AtCCD1 (1,4 mg/mLFe(llpClI
Zugabe von Eiseni O (NK)
eton s
anschlie’Bendes Re AtCCD1 (0,7 mg/mUFe(llbClI
ohne Eisenionen i HO (NK)
Refoldingpuffer Fe(I3Cl
Dialysepuffer (NK) |Fe(lIBCI
HO (NK)
C Fe(ll3Cl
AtCCD1 (370 pg/mUFe(llbCl
HO (NK)
S
im Refoldi u
ansch”egengdpe Zug|AtCCDL (100 pg/mUFe(iinCl
Eisenionen O (NK)
Fe(ll)Cl
Dialysepuffer (NK) |Fe(llbCI
HO (NK)
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Der Cofaktor Eisen nimmt in diesem Ralluaigheikritdsaclke fQir ein
funktionale AtCCD1 essentiell ist (Guwd ztitad. 2008 d,iglgenannt
unspezifische Carotinoidspaltung katalysirenestekleenn. dams sdcé e
AtCCD1 wahrend der Ruckfaltung den Goflektowuridenigdeanhunter
schiedliche Methoden der Cofaktor-rizdotdmmdyuwegn dbeinfTab. 5-1).
Dies ist notig, da es keine generell zgigtigle ndBRe grelic kWfaltens vo
Proteinen gibt. Die Bedingungen undedi& uRaithe f@dgkomponente
wie auch Cofaktoren miussen fur jeden FahtewvepdenchDanhevets
et al. 2009).

In Methode A waren die EiredoldnrRgffiemr geldst, zwei unterschie
konzentrierte AtCCD1-L6ésungen wurden adeg e elberrd.e hn ENMsedhi o -
nen direkt zu zwei konzentrierten AtCCDdn LWsdidgesezageglkele-
BRend imfoldiRgffer ohne Eisenionen verdinnt. Ilorden Meehode
unterschiedlich konzentrierte AtCCDl-Losumigemipneachistkglene
faltet und anschlieBend der Cofaktor zmg&gievbeat. viDued& niny g e -
schlossenen Gefallen mit dem Modellsubsataii BeAproiid.- Eaxrtstten
hendes 2-lonon wurde mittels SPME-Extrakitiomdapédko®@ZeéMtS iden
tifiziert. Es konnte gezeigt werden, dadskd asegksldechaehPr

Methode C enzymatisch produziert wirgd.(Abb. 5-6, Tab. 5-1

(x 1.000.
6,1

5. \
v
C B
(<H)
c 4,
©
c 3'.
(@]
n
2. a,\ M A h
] b ) \._]L.....A._.\U .Jll
1,1 c
d
7,5 10,0 151@,5 17,¢

Retentionszeit [Min]

Abb. 5-6 Nachweis der2-lonon EntstehungltaitrcAtr@GE&kglefsion bodie

Totalionenchromatogramme der wesestldthladim®@cbbveaetdede C:
a-AtCCD1 (370 pg/mL) L mit Fe(ll)ClI
b-AtCCD1 (370 pg/mL) / ehne Fe(ll)ClI
c - Dialysepuffer als Negativkontyolle / mit Fe(ll)CI
d-Dialysepuffer als Negativkontrblle / ohne Fe(ll)C
Der mit einem Pfeil markierte Peak wwmletmsacssexiagekitig
identifiziert.
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Mit Methode C wurde AtCCD1 eirfolgseoohbaidé&gefaltet und so
katalytisch reaktiviert. Es konnte ein Pimake utigretrifizliemonwerder
welcher in allen relevanten NegatPvlkeointimoAbh. fe-16lX. (Alle ander
kleineren Nebenpeaks existieren auch irmdesoKobassoelarssahzhier
bei um unspezifische Produkte handelt, edi®ubstratigualuréadt uwnd
-praparation erklarbar sind. Erstaunlit®h@ bvle dseen bCabixhtto A nicht
fur den eigentetdlelimmozess sondern lediglich zur anschlieRend
rung des Enzyms. Es faltet sich ohne demtiQef&lotofroim ati@mi Dies
ist durchaus erstaunlich, da Cofake¢emrepenifibellemMmRatlem entfalt:
Protein interagieren, fur die korrektiaeRliskrdluunmdg eess setretendlic
seiner nativen Konformation stabilisieaé® QUOt24.ng-Staf

In einem zweiten Ansatz nach Methode ACODdenurwRidckdaltung
eingesetzt wurde, um das Risiko einer Reaggueigateon Pdetein-
strange zu minimieren, wurde das gledchgs Bwigge lenwsaradtemit ge-
ringerer finaler Produktmenge, erzielt. fAeche deaz ymesise zafusche
Produktbildung hin.

Wie bereits beschrieben wurde aufgrumes pgeziiGedhbn Gepraltung a
den Einsatz jeglicher chelatisierenderandedede EiRens xrasitnflus
sender Zusatze wie z.B. auch NatriumBsesribiagtveiei Gefeahr, das
der gewinschte Redoxzustand nur tempemawexudfeechdanarhAlter-
dings wurde ein eindeutiger Unterschne@&rgrebdhaesasemzizadiechen
Fe(ll)@Qhd Fe(ldb&dbachtet. 2-lonon entsteht spezifisch nur bei
Fe(ll)ClI

Diese Beobachtung steht im Einklang ndi¢ sSAtCkG Drla-vainwsaemdte n
Enzyms ACOSgunsechocy«Kilicer et al. 2005). Hier wird das Eisen(|
Histidin-Resten im aktiven Zentrum gebanident. dddbe Bliimgungsve
halten von Eisenionen an bestimmte Ameimo R&uwrexz nsittarse.i Ei-
sen(ll) bindet bevorzugt an schwefel- WAmdirsd s@kusteorf fivaeétilgiestidin
Cystein und Methionin. Eisen(lll) hingredemzialkle nidisauerstoffh
gen Aminoséduren wie Glutamin und Aspdrag0Putefgraitnd der
Verwandschaft von AtCCD1 und ACO maachaussSiaiglidhsduEi-
sen(ll) im aktiven Zentrum der AtCCDdltidbre gf@ablsnden wird uno
somit die Reaktivierung der enzymatiscéfeor dinkgi vintit Eigeah(11)
als Cofaktor funktioniert.

Bei den Methoden A und B interagidngre gdegnfPubliehnsofort mit de
beiden Arten der Eisenionen, was allerdFRédsungmaeestRnotleine re
sultiert. Je hdher hier die eingesetateoPrictteinlechaesttarker ist
Effekt. Auch ist die Gefahr der Fallunvg rbeheVidhidledumas
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moglicherweise darauf hindeutet, dassamgehriebher PaiotelEnsémion
Uber Komplexierung agglomerieren. adrbRiodeeaastmavigrgehen nic
die notige Zeit und rdumliche FreibelTgrurslieukourekuszubilden.
Weiterhin bestatigt diese Beobachtunghedikbntemba&kritschsedBferen:
von Eisen mit unterschiedlichen Aminoséatuvem ige ikkemiamMyadaxzu-
stand. Im Fall der Methoden A und B diat MiagliEisleaitliimit viele
verschiedenen Aminoséauren zu interagienem,ichaesitdhltteat® NEZ U -
stand befindet. Dies fuhrt zur unspenifida hdkas Aggeagatcht nur i
aktiven Zentrum gebunden wird. LedodgkEc@, bedi dlear Miatsh Eisen er
nach dem eigennéfoheémpggegeben wird, ist die Zahl der interakti
Aminosaduren reduziert und es wird kein Protein ausgefallt

Obwohl die Proteinrickfaltung nach MettG@e 1Cgertithktifiat, sind
die Produktausbeuten im Vergleich zuem I®rdiehn exenrimgieWahren
die Aktivitat der l6slichen Proteinfoakaiois cdietnmMe hhoaden messhb
ist, war dies fur das rickgefaltete PRirdtmaus stehwuecilgaries Chrome
tographie bestéatigt werden. Dies zeiggedsetassnbProdeinenange da:
gewlnschte Ergebnis erreicht wurde, arlée®Odings erimegwekds RUcKk
faltungspuffers notigist, solange deerGofaktdrrbteemdkitivierung
Ende zugegeben wird. Erst nach einer goisthelmnOptzmieechnen,
dass das exprimierte, aber inaktiveefeoegiertewféezdemt kann. Den
bar ware hierfdr neben der simplenWeéatjaltooensdarpbl-und Temp
ratur insbesondere der Einsatz untersiahneidletliaeerTEasme®der vo
Phospholipiden in Liposomen. Auf diesechNeedaeistatwrahagiche
Faltungsumgebung fir die membranassoziirusdeAltdnCDRidErest
sinnvoll, da bereits gezeigt werden koahnhdicdasStmué&mubrean wie
Mizellen oder Liposomen das RuUckfaltetreimen Wbemdpiedipweise
Bacteriorhodopsin) erleichtern (Boo#y eett all.. 1200%8;)Stanl

5.1.4 Zusammenfassung

Absatz 5.1 beschreibt die BereitstellungedevnNEI CPalt Zf.UE rest -
mals konnte AtCCD1EBn edheednBatch Hochzelldichteverfahren in
Form exprimiert werden. In vier Pdralhelme Klototrreonlamsatz im Sckt
telkolben konnte gezeigt werden, dassdeenn VBdlmkewweuiahuan fur
die spezifische Enzymaktivitat gegentubem dbmriRgreimasmedller-
dings Uberkompensiert die weitaus hdoheare IBeom &sskBatcthkMer -
fahren mit Minimalmedium und IPTGrlumcuwktearoponerrdieelfen Phas
diesen Effekt, so dass volumetrisch b&tsatditedrenmge uhktdeit Fak
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tor 4 gegentber der Schittelkolbenkwtinderuigefréicdre oder s
tere Induktion fuhrte zu schwacheren smezifschlean Aktdv Ma@lten.
Fir den flexiblen Einsatz der produziententdAtchbdd walmd Aufar
beitungsschritte untersucht und bewedteess Em Reoilygetsa&h,wegen
des hohen Anté&ilsca@igenem Protein die spezifische Akgivitat re
ist. Werden die verbleibenden unldsdicchsear Beakaiodtenlie dem gle
chen Volumen Aufschlusspuffer und 1% éwivghiaitpnsaX-4500eine
Steigerung um den Faktor 3 bei glleichasfirtea greig pagtickeds Zielprote
moglich. Hierbei handelt es sich um kanrdke myefante big madte as-
soziierte AtCCD1.

Mit diesen beiden Enzympréaparaten wyukeida dea 180fe€x famd als Ly
philisat mit und ohne den Lyoprotektomed Namrmotod, ulME& sucht.
Wahrend bei -80°C beide Praparate flohmmnnihbegstelesr 2vaken, fuhrt
die Lyophilisierung im Fall des TritomtbEpenakbtaktiaiersafao Dice
Lyoprotektoren zeigten fir beide Pragserateée k@iimeuwngrbem Falle
des Rohextraktes wirkt sehr wakrsctekigrelnehPdasein als Lyoprote
tor fur die AtCCD1. Fiur die LagerunktedebeTr-i80ACExErigten all
Lyoprotektoren eine vergleichbar schitzemd edirkumgh aWwdadlrte
Kontrolle nach zwei Wochen etwa 27%emanmatkeivinahivdrém die vc
behandelten Proben ihre Aktivitat zu 100%.

Der gr6Bte Teil des exprimierten Emgzaymsl|disd gdhredllssdom bo -
diesn der Zelle vor. Diese konnten erdbdgreiaohgtsodearatuaiert, s
lubilisiert und schlieBlich in ihrennatiote #ashodimaieahode
rickgefaltet werden. Nachiamreughput soriekeinfegeines kommer-
ziellen Kitsim Mikrotiterplattenfornuats wegidns zluevieileankatalysi
ter Carotinoid-Spaltungsreaktionen niehtkeimgesewatrdeerdrei un
terschiedliche Methoden der Cofaktor-Zugabkatod ngetwsiedr Es
konnte gezeigt werden, dass AtCCD1 siclEiclken¢lIldeim Chifa tatri ve
Konformation rickfaltet und durch Zugahe diesele @chCIitt aktivie
werden kann. Re@lildjGliese Wirkung nicht. Auch einek¥orangeste
zugabe zum RiuUckfaltungspuffer oder zu Rreotedresitatilnrgentefrihrt
entweder zur Reagglomeration der Prateinstarktnger ddsticher
AtCCD1. Die spezifische enzymatische wlladetidardcdpalindregtige
Identifikation des Zielproduktes 2-loamsochromaildgraphié& und Mas
senspektrometrie nachgewiesen. Die degekkerteliRrrdd ukdsie¢inv mi
der Menge der riuckgefalteten Proteinsmtedge.AAtkitdamgkorrekt z
rickgefaltetem Protein im Vergleich zbridedre raemd eAahatbessitungs-
moglichkeiten noch zu niedrig. Diesulieggihamramtamsesnpirische
Nachweis der generellen Reaktivierbiarddeisi are rbdd€eBil kfal-
tungsmilieu wegen der Gefahr unspezifundcdrsReahtienehach ge-
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staltet werden musste. Es macht Sinn,ise Bukaelfiteswkerittmee Z u-
satze wie Tenside, Phospholipide, redeRaginne, AQlgrceireod, ulnd e
nige Salze zum Ansatz zuzugeben und wweitcepél Beeingleqerera-
tur und lonenstarke zu variieren, uRUdikf aHtbizgena slteerigern.

5.2 Produkt Detektion mittels Fluoreszenzmessung

Bei der Spaltung von einem Mol 2-ApoABCCRAtoeamnmatemi ein Mol 2
lonon und ein Mol eines Cl7-DialdehydemesBandduonozemz&auer-
stoffverbrauch dieser Reaktion wurden StoeuagkmigeBretssehyung
eines fluoreszierenden Produktes schleaR@abliettendém madgurwis
senschaftlichen Forschung wird Fluoreszenzstarlegmeahr zignKirt-ive
fassung unterschiedlichster Phdnomene e200&3etha (¢ fsiecth dlei
der entdeckten Stérung um ein potentieClasoMrecisksgaltiumgrhan-
deln kann, wurde dieses Phanomen naher untersucht.

Emissionsspektren der umgesetzten Reaktionsht@seohgiexdirdieanb:
Anregungswellenlangen aufgezeichnetngemkemeiaeibenkéy ermit
teln, welche die groRRte Sensitivitat géen Altwahatsisestsghbb. 5-°
A). Die ermittelten Werte lagen bAnrezmumgnuiid liee 610 nm fiur

Emission. Mit diesen Werten wurde ein enzymalidpleB Umsa
carotenal mit der GST-AtCCD1 und eznpmnt Keertvelkamsextrakt ve
messen. Erwartungsgemall wurde eine ProwuklikilRlasigekioertiklle
und keine Veradnderung in der Fluoresiz&kontfotlediaufNgegstichne
(Abb.5-7 B).

Aufgrund der Ergebnisse in Abb. 5-7 B mukbe Slud sflaimzeazufedean

AtCCD1-AKktivitadt zurickzufiohren sein. DaiesssocshurbgiatlerdRegkt
um ein komplexes Gemisch aus dem Carofensiids dbsttoat X dled®,

Ethanol als Cosolvens sowie dem PHEotedlnZxdedkt was zunachst
unklar, ob es sich um ein direktes Produ&pdurgpzyaaktisaoheder
um ein eventuelles Folgeprodukt handert.alW dhinearce Szearzquelle
aufgrund des Vorhandenseins eines Standawd®es daews e snaheqs st

der kommerzielle Erwerb des Cl7-Dialdehghemisicthé¢ @9gihesen
erwiesen sich auch durch spezialisierteckfidimebaralDaidetr dDual-
dehyd aufgrund seines ausgepragten konpngiestemsA ke kdi®

wahrscheinlichste Fluoreszenzquelle anzuslkeédenetwal. (Ma8Bi-Fi
Bettermann et al. 1993), wurden HPLE@nMplstuorgetrismihedn Mes-
sungen kombiniert und so Korrelatioaeh iamdfigektet Werge die FI
oreszenzquelle zu identifizieren.
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Abb.5-7 Fluoreszenzmessungen des Umsatzearoo@rraAput8GST-At(

(A) Aufzeichnung von Emissionsspekerktinctben Amtrergemgsw e
zur Ermittlung der sensitivsten Wetien|aMgsskombiuade
standigem Umsatz von 100 pL eines StWhnkaocdassmndt
durchgefihrt; Ermittelte Wellenlangem; Emrisgiunmg 622G nm.

(B) Produktbildungskinetik wdhrend adescbmusagtzersfolud mi
ermittelten optimalen Wellenlangemamtedingenhgéai

Um durch Korrelationen auf den Ursprungads ssé&hliedeerz ezruz Kimn -
nen, muss gewahrleistet werden, dass diquapailtangsabakuid unc
aus einem Molekiul 2-Apo-8 -carotenal peieienn Mbpla kil odderkte ent
steht. Bei Untersuchungen hierzu wurdeéefiestgreseald u,n g assn
Rohextrakt im Sinne von Abs. 5.1.2 vermsaitdralim g ichees Meattesiehen -
den Dialdehyden stattfindet, wahrendriices- Extfaklledeam Sinne v
Abs. 5.1.2 nicht passiert und der Dialddhgdbts.tBhels ezrdigltesich be
Vergleich der beiden HPLC-Chromatograkdaheeimnd Aimb . F&a-I18.des
Rohextraktes (A) die mit Pfeilen mpekaeadtem Koimgo neluten am Er
de der Inkubationsdauer auftauchen uhaakilretiehgzeidigddse Dialde
hyden reduziert wird, fehlen diese Braddutlotre- ExtFaktede (B) und
Peakintensitat des Dialdehyden verbld&Nibteauf maximalem

Da es sich bei Aldehydgruppen allgembindwmgrentane eMe und in
speziellen ein acides Wasserstoffatom. vod0Oié)gt Kalramt deetr a317 -
Dialdehyd in einer komplexen Reaktioramiescdrungbeaiderkdonnen
E. codéiigene Enzyme wie z.B. AlkoholdehydroggamrsceduldabeSpalt
spielsweise zu Alkoholen weitermetabaliesyjeeera(HBa0IGOdSShwart.
et al. 2004). Da bei aerob wachsendene dkkinmeo Iaandsstehfspezie
in Form von Wasserstoffperoxid, DioxrdxAhiBadnkaled Hyndstehe!
(Cabiscol et al. 2000) und bei Verwenkdtushgmv &kre akd hcexsga misch
zugefuhrt werden, kdnnen diese MoleklledaucDbidkde leynd s e lae -
greifen und ihn oxidativ und unspezdlilsdesppdhgasetmten Trito
Extraktes werdencddegenen Proteine sowie schéadliche Sauerstof
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gen vorher entfernt und eine reinerme |lEeagtymeprd Darcdurch finden
beschriebenen unerwinschten Reaktionen nicht statt.

A B

Dialdehy

Abb.5-8 2D-HPLC-Chromatogramme des Umsa8zesarodanalApga 2-1a
einem Cl7-Dialdehyden mittels AtCCD1uRaheé&xt@btl {RApitor

(B)

Horizontal ist der ElutionszeitpuasktAbedrpeinnisalpektrum d¢
ten dargestellt. Die PeakintensiaélbbeistedudsbndierfE (Skala j¢
Bild). Neben den eingekreisten erwaktenermsimdaupiprdfkilen
vermutete Dialdehyd-Abbauprodukte imakaklrtdeweTahteon-E >
AtCCD1 (Abb. (B)) fehlen.

Nachdem die quantitative Dialdehydentwealdwumg dlerchTAean -
Extraktes sichergestellt war, konnte dedeDidhdepyatianhdad mit
Reaktionsfortschritt zunehmenden PeakHllaahetogimamP Lgiaditifi-
ziert werden. Die Absolutmenge war usdgerre mhkesn nScanhdeaxrds alle
dings nicht zuganglich. Nichtsdestotr&tzrgemtveeauklderv&Eluore:
zenzzunahme und der PeakfldachenzunahmeHemwernsgeiddestigsen
sich bei dem Dialdehyden um die FluoresmeszgqWledterdlaatded Ver
lauf der beiden voneinander unabhangigeAbbl.essudgeqessellt.
Weiterhin bestatigt die exakte UbereinmsttiiommmagictasnA bdseos Dial-
dehyden mit der zuvor ermittelten opwienlelreiri Mgeegpouing 25 nm di
Fluoreszenzquelle. Das ermittelte Absoppitconssigekeriude erttswar
tung (lIlg et al. 2009). Zur weitereebSititszzsnguWrade iEgorrelations
effizienten nach Spearman und nach Pedrsomptawnsahesnsdeg Aer
Substratabnahme und der Fluoreszenzmedaswmagh mer bRireldlermet
(Fahrmeir et al. 2009). Da ein linearawiZasemmeindeandglesssigne
len bestehen sollte, wenn ein Mol $Sulbkdratezubgaedeimdrodukte g
spalten wird und eines von ihnen fuarramewmldbicdszenzmiessten b
de Koeffizienten bei annahernd 1 liegealatnanslbeedee Messsigna
aufzeigen. Diese Annahme konnte durch &\ rapysar ewnorbelsd8tiyt
werden. Diese resultigaeh-20,%K992 ungsés 0,9932 und zeigen
damit ein Héchstmall an Korrelationskimedhe desnid@omMedenzinte
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vall = 99%). Eine hohe Korrelation twmieNlQigmaleeldssicht unei
geschrankt auf einen KausalzusammenhangReear skeehildeBeM e Shslgr
lerdings ist die Kausalitat unter Beriteckeichdugaohgediéhriveen Mes
sungen sowie der theoretischen GrundleagenzgerabistraemtBRe ak-

tion gewahrleistet.
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Abb.5-9 Korrelation des relativen Veslaigfsateveuvar Q& -Dialdehyd-

Die Fluoreszenzmessung wurde im WMilatotitecpeetftiéemfo (10(
onsvolumen). Die Quantfizierung dedH PL&I ceerlig bgetie pleerch In
Peakfldachenreaehsed pBaparation des Dialdehyden vom Re
gemisches. Die Korrelation beiderer¢dafiveneistiraehvden Di
Fluoreszenzquelle hin.

Obwohl die Ergebnisse mehrerer unabhdemgigeft dees ODnzltdheohyden
als Fluoreszenzquelle hinweisen, bestekddsdde rMemgtisthhkentde Dia
Idehyd nicht fluoresziert, aber in einkeindbbstgmecdmdaediReaktio
modifiziert wird und danach erst fluoresziert.

Aus diesem Grund wurde eine vollstanieg mit edebDanatormhenyl
hydrazin derivatisiert, welches spezifismd chem mii¢rAddehtydelevar
ten Ketogruppen aber nicht mit beispielsagiset. AlhohHbReR-r

Messungen zeigte sich daraufhin eine dg udéic hers\pe in@diecriuen

Dialdehyden in der Retentionszeit. & Eerh drewrtgtdaeufHyidrophobiz
tdt der entstehenden Molekile durch dieakRearnvhatnsiewas ggsufegruna
der angefiugten Phyenylreste erklarbastasdeWeatuesrlreimemtDialde
hyd Peak drei eng nacheinander eluitercdemmieebeartatenmAbsorpti
onsmaximum von 370 nm (Kieber et alnts2@b¢ndar Dregivate sin
darauf zuridckzufihren, dass ein Produktmalieckie AWwleshydgeauswe-hi
pen aufweist. Bei den detektierten #o Isikinl evna hmascohesitnlich um d
beidseitig derivatisierten Aldehydes sowsieitagwedejewetilsierte Mc
kile, was der Erwartung entspricht.
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Trotz fehlenden synthetischen Standards kiemaobhg duekbherBekrt
Messmethoden, Korrelation von Fluoreszemzssinmg Abrsd reitnem
Derivatisierungsreaktion die FluoreszenzWaéllecheiinlhékbkete aut
den Cl7-Dialdehyden zurickgefuhrt werden.

5.3 Immobilisierung der AtCCD1in Sol-Gelen

Fir den technischen Einsatz von Enzymen idénesftawsinKoestieng
diese zu immobilisieren und auf diesen¥geimescbomilReakhimar und
wiederverwendbar zu machen (Mateo et 200 2W)0 D &Skesldoah bei
AtCCD1 um ein relativ neues aber dermolkbhaofBreuidsgpiazifitat
und variablen Substratakzeptanz indssEnizymimtearésktanesdoch bi
her keine Immobilisierungen publiziertisiaditvgerdeamn zwei Immob
lisierungsprinzip unterschiedliche StrategeenAirbeRabmtemsdcht.
AtCCD1 wurde in verschiedenen Sol-GdfemiténsibaaferewredeaArte!
immobilisiert - mgtfledg Hmsgl GST-Tag (Abs. 5.4). Die Methoden wt
gewdahlt, weil sie prinzipielle Eignungefiierdeabbrasndagsitaur
Produktabtrennung mittels Pervaporatidemnazldigetnjnwobaatz 5.5 ei
gegangen wird.

5.3.1 Immobilisierung in unterschiedlrtdmr® dlyGreodphobisie

Bei der Enzymimmobilisierung mit SosiGlelem kPamadd&dinseshlussme
thode in glasartigen Siliziumoxid-Pweéythenmedie Hiardais Polymer e
gesetzten Silan-Monomere unter saurenl|@redierg hryglenlysieSt unc
anschlieBend mit einer gepufferten leiocght dhilkalascBealpurdseim en
halt, gemischt. Dies fihrt zum AnstiedHdWerzesoundgaurignigrt ein
Kondensationsreaktion der Silanole. DbeerjedebrMadaocamee ideaktiv
Bindung verfigt, resultiert dies inoainkar Phépgmmti®sting und ir
Einschluss des eingesetzten Proteins. Nltibndemhratstemirledie
Losung Sol genannt, nach der Polyesesicatiom bBamdéldl (Schmi
2001; Jin et al. 2002; Pierre 2004).

Ein Vorteil dieser Methode ist die sehissehwmg ke 1By nis, weil
es trotz Einschluss in einer wassrigent UGribleB0A@)veNbbeeith dem
an vier Bindungen hydrolysierbaren StamdmretmyploothersilTkat
(TMOS) kdnnen auch substituierte Mononeerewesilcdes einte wiectt
hydrolysierbare Bindung beinhaltestedaddrekBeidem Reaktionssch
te nicht erlaubt, bleibt diese funkfiomaé¢elre Galuepbailtmen und ka
zum Feinjustieren der Mikroumgebung desw&mzeymSReetweatdaltk.
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1995). Diese Art der Gele wird Ambig200gen abiret i(P ickireer Arbe
eingesetzten Monomere sindin Abb. 5-10 dargestellt.

In einem ersdeeenimgrde ein Referenzgel aus 100 Mol-% TMOS-M
hergestellt sowie in jeweils 20 MoJd%o |Srctbistiemtdi&dmponente N
thyltrimethoxysilan (MTMS) zugegeben udel Modmearigeré dM@d so
substituiert. Auf diese Weise wurdenibitiait darsteyideonpgleoBol-Gel
auf dem Boden von verschlieBbaren GlasgefdfRen produzier

1. 100% TMOS
2. 80% TMOS / 20% MTMS
3. 60% TMOS / 40% MTMS
4. 40% TMOS / 60% MTMS
5. 20% TMOS / 80% MTMS
TMOS MTMS ETMS PTMS 3-APTES
OCH OCH OCH OCH O GHg
H;CG—-S+O0OCH H3CG—|S-i—OCI§ H3CG—|S-i—OCI§| H3CG—|S-i—OCI§I H5C20—|S-i—OQH5
ocC C C C H
'3‘ H3 H3C/ 'i H2|C/ "& 2C\|CI—£
C H
H 2(‘\,\”_!

Abb.5-10 Zur Sol-Gel Herstellung verwendete Monomere

TMOS = Tetramethylorthosilikat; MTMSysiMathgElMiM®ethEthy
silan, PTMS = Propyltrimethoxysilan,ind-pABPEISrim &Sthomys
wurde in unterschiedlichen molaren Ve rdidlée msden amiderer
gemischt; Alle Si-O Bindungen sirmddehptaoldairgrdstellten Gr
nicht abgespalten werden und bleilaétrenm Sol-Gel erh

Ein Gel aus 100% MTMS polymerisiertamtikeddeguaaegabreicht voll
standig, was an der reduzierten HyduolyAEkylt-B ichalrursglilzegt. Di
ses Hindernis kénnte durch Zugabe einetalgesatgasnismigam gea

werden (Pierre 2004), allerdings wureePdlgnteaisfatgbamigshedingun
gen in allen Ansatzen gelegt und cieemdehGpbigmanitei aus der B
trachtung ausgeschlossen.

Fur alle hergestellten Gele konnte das geWwamert hmhattkele dGlats 2

chromatographie und Massenspektrometrie nnash gekasi® seanahWend e
Fallen aktive AtCCD1 immobilisiert wsetdem Kk doreritderOguantitativ
Produktanalyse hob sich allerdings das heobist@rtkest@&e | hd/elubdlpch
hervor. Es zeigte den aus homogenen Aqesrdbtzrancihé&kgnvotmnroten
Substrat 2-Apo-8 -carotenal zur gelben P deadulaeéd ssald.s tA walrde

deutlich erkennbar vom Substrat vollsn@dndngcdilngBeardbtdas Sub
stratumgesetzt (Abb.5-11A).
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Dies entspricht der Erwartung, da AtCCieinbgdrblicbea Besitzt,
mit welchen es in der Natur mit der atefhewmembChnho asElasiiiert
(Auldridge et al. 2006a). EntsprechdahdswuadégeieteHdpMpodass hydi
phobisierte Gele eine fur die AtCCDIngélmshig drereMiktelden kont
ten. Diese Hypothese wird durch den erifoldesigbeinsdabhevePro-
duktes 2-lonon mittels Gaschromatographie eumike Myeessé hzstp @Akbbam
5-11 B). Offenbar lagert sich das Enzyh didhesre hwid kuplgeme an die
Alkylreste der Geloberflache an und bieeEmdah sieimero niati@rliche
Wirkumgebung angelehnten Milieu (Réleez at.a20a®R5; Gi

A B
(x 1.000.1
| MIT AtCCD -
21T OHNE AtC( -lono
2 /
Q
=3 ]
('_U ]
c.2,]
=
n t-lon¢
1]
9.0 . 10.0 0 11.0

Retentionszeit [Min]

Abb. 5-11 Aktive Sol-Gele mit Kontrolle, MDROSTMP,STOA&l ionenchro
(GC/MS) mit2-lonon als Produkt (B)

(A) Dargestellt ist eine Doppelbestimrmmm@bdEsiAtCrCgD I1m
20% TMOS / 80% MTMS; Am GefdRboderddsibkasdb® IRGEe
sung; Die beiden gelben Proben (BCKs) emtSalt&relAtdie |
(rechts) sind die Kontrolle mit Rodkbtarakprésssibmeim Sol-Gel.
(B) Totalionenchromatogramm der Gaschiomatogwapthée; r
spektrometrisch als Produkt identifiziert.

Ein schwacher zusatzlicher £-lonon Peak ishewalsnsicdte artvie hu nn k
reinigungen durch Isomerisierung des &ubbBtrades Ae@QCDrld ein
breites Substratspektrum hat, akzeptiertcs ee wa hgs mteegimnle s hMao -
dellsubstrates 2-Apo-8 -carotenal, was fbtdit dleers REegzipmpge zu * -
lonon fuhrt. Diese Annahme ist bereobleisgtieldavAitd<eCdUs Lutein
lonon produziert (Schwartz et al. 2004k. nEaioh wlesitre Felro P@n ist so
wohl!l in der Positiv- wie auch Negatnjkosttradde kaitmhadbheymspezi
sches Produkt. Hierbei handelt es sichrumoriienrs&tadibifsuarton,
welches fur das Herstellen der Substnaitidsuni@swee Meandeeéinigun
ist bei leicht abgewandelter Substrritpri@praf(daiokee20l 1), womit
lonon als einziges signifikantes Produkt entsteht.
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5.3.2 Protein-Auswaschverhalten unterschiedlicher Sol-Gele
Bevor weitere Sol-Gele hergestellt wugédshellmhuwsstéenickdass es
sich bei der enzymatischen Reaktion auch btiitsi&chdicht Q@D Imn
handelt und nicht etwa um aus dem Gel ayumgewdshbkenledilghich
in homogener L6sung das Substrat umsedid. Grilerfiilnr glardear Ar
hergestellt und mit zwei unterschiedlicrhe nStiuwsdengdnefi$tenden
und Uber Nacht inkubiert. Bei der eds¢easLdicthngnhahudféder und b
der zweiten um eine Referenzldsung, websheatbise Busft dad ke SB e -
standteile der eigentlichen Substratliéslasg T emsbhe sdnidene X-100
enthielt. Dieses ist fur das AuswaschvetiszxlhernddesodderAt€dD 1
bei der Enzymherstellung effizient ausn MembuahdsagmghteAbs.
5.1.2). Eine entsprechende Wirkungelm Wailé diere SolnGcht. Nacl
dem Waschen der Gele mit den beiden d @dungrda Ruocteindnenge
guantifiziert und mit der vorher imenvbéeigkicdré¢en Wioerndiesem Sch
wurden alle Gele kurz mit Puffer gewmddheisjeuteniEhzym zu en
fernenund tatsédchlich aus dem Gel reelwimessdas Protein

—3a1h (Puffer) ZZFA 3h (Puffer)
=== 0.N. (Puffer) C—1h (Triton X-100)
FZFZzA 3h (Triton X-100) === U.N. (Triton X-100)
> - Immobilisierte Proteinmenge je Gel
=~ 800
o 1oom==d-=---- F------ [------ I------ F---
c
o 0600
€ 500
c
‘© 400
© 300
% 200
om0 T T |42
0 T T T T 1

100% TMOS 80% TMOS 60% TMOS 40% TMOS
Sol-Gel Zusammensetzung [-]

Abb.5-12 Absolute initial immobilisiee&fe ruch chlasgembischene Protei
Sol-Gel

Finf von links nach rechts zunehmen@ehgdifbom@h¥%b20%0MT MO
80% MTMS) wurden mit zwei Lésungealkdrufdied, Tgriaar B-10(
ferenzldsung, weilRe Balken) Uber daeihkeituadndaegeluierte
ge ermittelt (Balken); Die pro Gel l[rsieBegiRnoiemimmkkinge i
dargestellt (730 + 35 pg); 0.N. =rblaékeMarcepgracemitéeren 3
verwendeten Gele.

Aus allen Gelen ist ein Teil des immobtblesidieebeRPracbimsen Zei
rAume eluiert worden (Abb. 5-12). Dars Gglhkrod®i0%eT MIOS) weist

mit maximal 95 pg ausgewaschenem Proodihisdasuhgstve rimingen
auf. Die eluierte Proteinmenge nimmobimitadedeld y&lebg kontinuier
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Zzu und erreicht mit 197 pg bei der hgteoph®didbsiTeMOBarid® 0%
MTMS) das Maximum. Dies entspricht ineisiehrlémmebibisi€alhgs-
effizienz von 73% und im besten Fallsvderuglivh Rersbuddergenann
Tendenz fur die Proben mit 1h Inkubfaitiomesidesi tW &lsehliGssungen e
kontinuierlicher Anstieg Uber die Gé&erydbap.hDbesgitéritepricht de
Erwartung, da tendentiell hydrophidetSpla@GeitateveeProteinimmol
sierung ermoglichen, wahrend hydropwebssierbherG=08o tetes initi:
immobilisierten Proteins verlieren k®ometn refiElki@e0émn. 73% Res
protein als untere Grenze fur die veewmendate MremloddEsierungse
fizienz.

In diesem Zusammenhang ist wichtig, dassrdeePibéeiNmehgelme
Allgemeinen nicht héher ist als nach aginaesztiundeelnnHédbst dara
schlieBfRen, dass das ausgewaschene ProtenstabsledempOberfiall
chenregion der Gele stammt und recht zwgrd, auslgramas dfaenin
tieferen Gel-Regionen immobilisierte eEbkeyimt.d ®rite alnshabilitat c
Oberfladchenregion ist im Trocknungsvarchalden EHelyi@etesierung
begrindet. Hier evaporiert ein TekledteurGlelakstu detsgSol-Gel an
ser Stelle sprode werden (Gill et alin280t0a].G20020 Plierre 2004).
Weiterhin zeigt dieses Ergebnis, dass etwaVaiscdrs Bhuitdes,owie e
auch fdr das Ergebnis in Abb. 5-11 durgblgeifchrerndwisrtdeuna eine
homogene Reaktion durch herausgewaschenesnigdltd steBrunmd-son
mobilisiertes Enzym auszuschlieBen. Diegrenr&ea pfdrr nae et ew b et-
ricksichtigt. Weiterhin ist ersichtlich, dasenebnkersehiedgnnfik
Elutionsverhalten der beiden untersuthtar LDwsrudgrest gibgenom -
mene negative Effekt von Triton X-1G0eauwhgksieffimnmealzilist nicht e
getreten. Der entscheidende Faktorrauwfgsedfimerdildisidie Besch
fenheit des Sol-Gels und nicht die exakteeZ Wg amame rusnedt zinmly-
stratlosung.

5.3.3 Optimierung der Sol-Gel Zusammensetzung

Nach dem Sicherstellen einer tatsadchyicierhene$pgeéeturkgpsied aktior
des Carotinoids durch AtCCD1 wurden imitemal SpeérCEEasmiwvden i
Abb. 5-10 dargestellten Monomeren heegesizelgtenadiedie Produk
menge verglichen. Hierbei wurden geeiign etien ek nHiidfatehansatz
durch Messung der erzielten 2-lonon KelnzéAbmatbod 3eAmitnd da-
raufhin die Analyse im Mehrfachansaez lrarfdsditenvi®bteGege fokus
siert (Abb.5-13 B).

Diein Abs. 5.3.1 bereits gefundenen Erkensitchessidyduop Eobikitat
der Sol-Gele konnten auch fir die andeeele StidaingtMaeoden. So
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fuhrten auch die mit 60% ETMS oder @0enPEMISGeoaitizideutlic
héheren Produktkonzentrationen. Das Menhimldr s3c APUOESr vden
eingesetzten Polymerisationbedingunmaerfivhdtlegnaobdesshmeller P
lymerisation zu inaktiven Gelen. In die$edi& doslyahlartioi@erung ex
rem schnell und unter Warmeentwicklungial,zwa H vwadirszktavn b -
rung des Enzyms fihrte. Eine weitere MRplakhkensfédhabkedi der
zahlreichen Aminogruppen mit den reaktioeeninGrdppewdesa®f die
se Weise zur Schadigung des Enzyms fihmeRakhnre sWAHhVeEn @ in
Molanteil von 80% zur héchsten Produletkaovezremtraitéea fGéalke im
Fall der Monomere ETMS und PTMS nichtohyeherss adriteoderst ga
nicht.

Nach dem zweiten Screeningschritt wird slteeu 8 halymakssvidiéa baed
die héchsten Produktkonzentrationen dwWreéh MdliM SG &lzzw.m b6t0 B
ETMS erzielbar sind. Zur Verifizierundg omzradetmadien8&nlaveiter u
diese bisher erzielten Optima in fennepeimi&chriAthveibe 13 B). Hi
konnte gezeigt werden, dass weitere VeéelaschVebbagensserhbh zu
leicht hydrophileren Gelen keine Verbmsfatundge DrEddged.ist einc
leichte Steigerung auf 65% ETMS fodd&«tldaabbfaiurtdieAPerdings we
den durch die optimalen Sol-Gel Zusammearszie uamighe @ucdicht,
Uber die hinaus eine Polymerisierumgleiticchdem elhe Stalteéfiextrem fi
gil sind, so dass ihr Einsatz keinen SinmndaicmhAbbD.i&s&3@elkurch
schraffierte Balken markiert.

A B
CU _
® 255 MTMs o 70
EZO’DETMS \ \_ 2 604 T T TTTTTTTT T T T T
N BPTMS K 5 0.
< g3
o 151 [J)
o 404
X c
c 101 © 307
o €
c w— 20
o s—HI =
~ (7))
O’ T l OO\IO\IOIO\IO\IO\IO\IO\IO\IO\I
0% 20% 40% 60% O b O 1L O O W’ O .’ O
. N M~ 0 O O W W © © I~
Anteil d. hydrophoben Gell
[--------- MTMS --------- | ]------

Sol-Gel Zusammensetzur

Abb.5-13 Variation der Sol-Gel Zusammeansetzamie dibehre Kompon
Molanteile (A), Einengung der besten &mdeGzunguSB)mm

Die Sol-Gel Zusammensetzung wurdéocdrstent Rimodd wlkémeng
Hydrophobe Silankomponente ist jewyedl® psdnbe Kedepontente
Die beiden besten Gele aus (A), 8. (Bfleiheyevtiedrearten Inte
3 Replikaten naher untersucht; Geaxkiichkldeziehiare 2-lono
weiRe Balken: MTMS-haltige Gele, grdwdtB®l keale E BMBraff
Instabile/unbrauchbare Gele.
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Fir das bessere Verstandnis der untersdhieBdraulgemau$odiSedn-
zymatische Aktivitat wurden zum einen Ra(fAiltborbsKalg ffde e Sieb -
strats zwischen dem Sol-Gel und der Subestranldsuatgomamht ei
Leervektor-Extrakt beinhaltenden Gelremitd®&pte vimde retternl &nderen
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmlem .gemacht (Abb. 5-
Paradoxerweise und im Gegensatz zu den WPrgenkdmetregie miee s s
hohen Partitionskoeffizienten im FeallSdd¢Celérppmalelrst darauf h
dass das Substrat besser in die hydunghatéraels Grelekiadiiyydrophot
ren. Dies ist so aber nicht der Faldhemdbes cherff@bbEefitader Sol-G
in Kombination mit der Methode demgShbgtiatdetr.mittiu

o 30
N —a— MTMS
< 25
“— ——ETMS
()
o
< 20
(2]
c
(@) 15'
= 10-
@®©
o 5
0

70 % 75 % 80 % 85 % 90 % 50% 55% 60% 65% 70%
MTMSMTMSMTMSMTMSMTMSETMSETMSETMSETMSETM

Sol-Gel Zusammensetzung [-]

Abb. 5-14 Partitionskoeffizienten des Sudbstrartete BaApowischen So
Uberstand

Ein hoher Partitionskoeffizient (=lpedwvosczhingitSebstratiok

Gel oder an seiner Oberflache alsdimoploideangildnieKbgmnponer

war TMOS. Fehlerbalken reprasentiereve BvBRegeéiteateGdle.
Wird ein Sol-Gel aus 100% TMOS hergasstelinereOiseirdtaahe grof
tenteils hydrophile -OH Gruppen. Whiyd rbgorhdlmtemid ddeizierten Mon
mere gesteigert, so nimmt der Antgslieddramdnohhyldydopdloben Seite
kette an den Oberflachen zu (HUsing etealall 929080 2E IPRergsgey2004)
Dies fuhrt zum einen zu einer hoherephodresidladeundyirm Ext-
remfall dazu, dass aufgrund des hohemhdee i$slaarkdmydomente
mikroskopisch kleine abgeschlossene Kugd®lerfrhdt he crrotshheben,O
was eine vollstdndige Polymerisatioh-Gate2dimdAbl{s.5Sl05).
Gleichzeitig wird das Substrat in mizeldaXe OPo arhs nmiitc Atnionische
Tensid dargereicht. Diese Mizellen koéopreihemi©bbkrélrdadlyermit de
hydrophilen Geloberfldache Uber DipolmonodhdelakenhVadsaeaegstn
interagieren. Dies wurde in ExperinkefhOOn umot dmdt®men nichtion
schen Tensiden und Silikatoberflachen ihrids&klsp RrgsEdrikpradmetrie
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und UV-Absorption gezeigt (Paria et 210083004 iPaurchkinir der M
zellen und die Form der Interaktiom mite dfda cjreev esiiimge komplex
Funktionen der die L6sung charakterisi&EmasdbeiPamdnaeabei ist
dass die mizellare Struktur durch dnerimMbeakltAchemnicéit erhalt
bleiben muss (Parfitt et al. 1983; PRieaeenzaln@®dL)nsid-Molekl
konnen sich umorientieren und beispielsweisestained ®ro pje kd tdn -
struktur ausbilden. Diese Umorientiemwmaisdlidutmpgtidgglomer a
tion des Carotinoidsubstrats, da diesebenWedbseelWwyrdkwmpden in-
teragieren kann. Auch wenn diese Apgstaciegtatsonkdinohagn die Miz
len recht stabil an einer Oberflactbe weahdemenmumabelisierten E
zym nicht zur Verfiugung stehen (Brinck et al. 1998).

Nimmt der Anteil der hydrophoben Sol-GebKstmpgpanzumheezonen die
Porositat des Gels an, zum anderen wiindcdiieen Intéraghiidar zavber-
flache der Mizellen und hydrophobisifdéiehre Sodh@eélchelhe Es wir
angenommen, dass in diesem Fall eine hnteré&dkitgo ( Praiccilat emeal.
2004). Diese Effekte fuhren im Fall de6 dledrzap eomemebrofachere
Diffusion der Mizellen durch die GelelewaremalldderMiydtrophile
Gele einfach an deren Oberfldache adaochieréglicrc rdwaitse zerstc
werden, was zur Agglomeration des hysifaphebemifddstrat

Dies kann neben der Betrachtung der enzymadtibserheas tek eivkéito -
nenmikroskopischen Aufnahmen der Geloblkerfldlchedadeh wertisc
wendeten Gele erkannt werden. Wahremdcsdie Wwyohr Spubstieat voll
standig eingefarbt werden (vgl. NepdtivkdhthAd|leahaithn die hyc
rophilen Gele ihre weilRe bis durchsidhdege CFaarrdténbed lLangert sic
an deren Oberflache ab.

Die gunstigeren Diffusionsmodglichkeitesiometr Mez dlédsseuendSub -
stratverfugbarkeit in den hydrophobetheuansimdbralsereme GEerklarun
fur die bessere enzymatische Aktivitateideahem Bsal-degle.ntEchei
dende Einfluss der hydrophoben Silanr&modepbere Pt@elymevesations
verhalten der Gele zu suchen. Die zurdehnmheyrdde pholdesrit&tol-Gele
erklart weiterhin die leicht hdhere Tlknatemz unwdmdbskaltaerten Au
waschen der immobilisierten Proteine (vgl. Abb. 5-12).
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Abb. 5-15 Rasterelektronenmikroskopischa Anfeashch

Oberflachenaufnahmen der wichtigsteln QGelegr sliwdhogprn ®bizit:
oben nach unten zu; Mit * markiertae@ehécphpolyimetrigiend s
standigkeit halber dargestellt; Matz#imtenkidirdeb&etle enzym

tat (vgl. Abb.5-13 A).

emdVichen Sol-(
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5.3.4 Beschichtung einer Pervaporationslmembran mit Sol-Ge
Mit einigen der enzymatisch aktiven SaluGdkd emmeoPidryvateorati-
onsmembran beschichtet. Zweck dieses Vorgemedes Wwatatyts- B
schen Aktivitat direkt an der Membraneheefladébgeichust dohte Pro
duktkonzentration zu generieren und a@nmnen TsiBb&dafktdbtrean -
nungsprozess zu maximieren (Stefer 2004¢idEs skamniterSemfohgen
von unter 10 pm Dicke auf eine kommereierldehMembdan gAIlhY .
5-16), allerdings war eine 2-lonon Pnoddktuiomgein Girédden Permea
detektierbar gewesen waren, nicht moégliectd. wAuu s echi evseeitre r@r iim -
mobilisierungsmdglichkeiten untersucht (Ablselbli4h ueard odgesectsc
fir die ProduktiansuBudbduktabtrennung von 2-lonon mittels Perv
eingesetzt (Abs. 5.5).

AccV SpotMagn Det WD Exp b—— 20um AccV SpotMagn Det WD Exp b————{ 10um
200KV 40 1000x SE 11.1 8 F518_014 200KV 30 2500x SE 106 7 F518_014

Abb. 5-16 RasterelektronenmikroskopischaeAuimnah3odnGei (20% TI
MTMS) beschichteten Pervaporationsmemibmrgn (A)el@dixe (B) 2500x

Der Schichtenaufbau der erzeugten Iveati b8ah- Gsatl zSic Bachu n k
onale TrennsgthiMbthanische Stitzschicht

Mb6gliche Grunde fur die Inaktivitat elmbrieantadiytdschedeMgeringe
Schichtdicke des Sol-Gels, welche zwar BusuSitamslindittd e nundg s -
griunden erwinscht ist, allerdings neigatiwne yihcgEe mitfaitr ldat. Zut
einen wurde in Abs. 5.3.2 gezeigt und diskultilstiemrtasE ndzaysn i murs
den Oberfldchenregionen der Gele wahretedl diehtWa sdosehtriwird
Weiterhin wurde ein Trocknungseffekt dech®ol-@elelmargebpnfall:
an den Gel-Oberflachen schneller aefemttDalssémb&ielennPhanom e
ne kénnen in Sol-Gel-Monolithen verndahdtd&ss@ro teeridedhes Gelir
neren katalytisch intakt bleibt. WimdnalBalialyts voimema@a&imal 10 |
erzeugt, so wirken sich beide EffekteiainkoemmplietdertAltiv¥schich
aus. Obwohl die Sol-Gel Schicht also ratmdble afué ccheer aMud nébbrach
werden konnte, fuhrt wahrscheinlich das Ausswasiehenedesr-Enz
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starkte Trocknung und Porenverkleinerunegrzurtd hyakscvhi e nuM g no-
bran.

5.3.5 Zusammenfassung

Die AtCCD1 wurde in siliziumbasierenklteneSddeGmlemmobalisiert
Bei dieser Methode werden Silan-Motnoured eamydhbileylseerd durch
pH-Wert Erhé6hung nach Enzymzugabe konldemesriesrdtiorauzd rzBm
Enzymeinschluss fuhrt.

Erste Gele wurden aus unterschiedlichaessemlaoaen TWer8aLltmd
MTMS hergestellt und die Enzymaktivivdénmlt FehApteBt.-daas ge-
winschte Produkt 2-lonon konnte fir aadletegetpsdeheamVAaogra-
phisch und massenspektrometrisch eindeutigivaudt eneninclgische
fuohrt werden. Um sicherzustellen, dassisiatrsés hdnah niinc mto keitlw a
sich riucklésendes und in homogener Form flleadierkateselyt Esczyem
Aktivitat verantwortlich ist, wurden Auswd8bhtveirscuahe duluuicdrge
Proteinmenge Uber verschiedene Zeitraiaerd imnwarrsdec hiter VEenflus
von zusdatzlichen Komponenten in der SsbstdreatdcSuingn iXsb@O,
auf diesen Effekt untersucht. Es zeigte sidds dam vi3i%ier8&po
Enzyms auch nach ladngerer Waschdauer nmmodilimneobiblsede
rungseffizienz nahm mit der HydrophieielrdeanG¥l{&0Dubeinhalten
Referenzldsung zeigte kein verstarktes Ausswaatsghuwed hchédtse h) sw
lichkeitsfordernden Verhaltens des Trieonde X -AtMOOC Dagdonidhaus
negative Auswirkungen hatte haben kdnnen.

Weitere drei Monomere (ETMS, PTMS ued BuAReES)elWund von
hydrophob modifizierten Sol-Gelen jaeWwieiheninmohdeeackWierhaltnis
sen mit TMOS herangezogen. Die Tendehemrdegnakhimidlitlserémung
im Fall gréRBerer Anteile der hydrop®idanrmMdnfomeréenm Gel blie
auch far ETMS und PTMS bestehen. Die ausoteT MKd& huimatBon
APTES hergestellten Gele waren nicht aktiv.

Obwohl die graduell hydrophobisierterdMikrionendelekng kduteraktic
mit der hydrophoben AtCCD1-Oberflache abstdrideadherétiirmdnobil
sierung nicht auszuschlieBen ist, stelhtdehrededBso|lgntdrivatdons-
verhalten der hydrophobisierten Sodh®elesadicheifierndie guten P
duktausbeuten der betreffenden Immuwlilis atiened BrinDwange des hyc
rophoben Silan-Monomers nicht hydrolgigiezbarNetizwkakwnerzwei
gung nicht beitragen und bleibt als modéekalbger Pnep diktrt zu e
ner steigenden Porositdt des entstehenmemm®ald&re bsydnapblabi-
zitat der Gel-Oberfldchen mit zunehnmerdeker hdmnaphormagno Mono -
mer-Komponente. Durch die steigenden Rwiraeslitet msdgdscldeauch i
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tiefere Gelregionen zu diffundierehdedm sEghrenlferldimbgs mikrosk
pisch kleine abgeschlossene Sol-Gel Kugeilerbairte ni&h b duydyemh

an der Oberflache, was in einer ausbleibemdrnl ymaki e akiomi sreeh
sultiert und zu verhindern ist. RastersctdletrAntmahik ems bbesitati-
gen das beschriebene Polymerisationsverhalten.

Den zweiten zentralen Effekt stelltSahile@rte®bletrildacther mit der h
rophilen Oberflache der substratbeXKnli®lGeMdzell@&nitbar. Im Fall
wenig pordsen hydrophilen Sol-Gele femsdatngwue ddArcdlyde von
Partitionskoeffizienten nachgewiesen vigteée A relingee raungg epr die
Geloberflache und moéglicherweise auch IEenrssbautngwderdvidz8ub -
stratverfugbarkeit fur das Enzym redukzidr¢. NNeetléehim&ghicher
weise zu grofB3 fuar die kleinen Porenld@elleydwapghdlezu Sahrt, da:
die in tieferen Gel-Regionen immoblclhsierite SAtCSEAaY mersorgt w
Im Fall der hydrophoben Sol-Gele zeedtidiienRartAtnahyske eine g
ringere Tendenz zur Anlagerung der MozellischevaEdeartang ent
spricht und weiterhin die SubstratveahzghhartkecthélUmdsetzung e
hoht.

Die Kombination aus PolymerisationssehhadieanhaerrSohi€el Kom
ponenten und der mizellaren Substradear@itthundistedikt besser
Eignung hydrophob modifizierter Sabdelenrhomidisiehtuhg und de
mizellaren Umsatz von Carotinoiden dar.

Im Weiteren war es moglich, unterschiedbiehlendenerSfalr- G&te aut
eine kommerzielle Pervaporationsmembigem.stalbelrdandgzsubwiinkte
sich die bendtigte geringe Schichtdickeymakatvvtaufause Bas ver
anderte Trocknungsverhalten dieser dinaeohGdkdschAucswasdben

des Enzyms aufgrund der geringen Schichndrckreaktivhehe M em be

ran. Aus diesem Grund wurdsaPiriorddkeabtrennung die in Absatz &
beschriebene Immobilisierungsmethode eingesetzt.

5.4 Immobilisierung der AtCCD1 mittadsgAffinitatsanbin

Als Alternative zur Sol-Gel Immobildeire Adfigh iwairgdaen mintdung mitt
Higs und GST-Tag eine prinzipiell anderethmnde rgewitilileDVMes er-
laubt bei erfolgreicher Immobilisieruwreg PrdvBprogatzonsanlage e
nen direkten Austausch inaktivierten Enzgers MémbraAnstdabeh
res hierzu wird in Abs. 5.5 betrachtet.
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5.4.1 AffinitatsanbindungTmgttels His

Fir den Einsatz in einer Pervaporatimmadesribdgevundd eeioe mit ei
nem Hi¥ag versehene AtCCD1 an eine mit Nitbkedtbixl dthemeb|MA C
lisiert und auf enzymatische Aktivitatfornwwmter sduacth tl.mishi@bilisa
mit dem mizellar solubilisierten SubstahtiAkApoeBt -cadoiteninterve
len eine Probe genommen, das Immohbitisat alkzedtréfsgaed pho
tometrisch auf seinen verbleibendenm@usisetrailehabt- VEA). Hier
bei konnte gezeigt werden, dass AkGCE®rl Fidirsn immobilisierbar i
spezifisch das Substrat zu 2-lonon und eantan. D ied deethwad 412 s pu M
Substratlésung konnte innerhalb vonstéimeig Stmgdesevontilwerden
Der gewlinschte Aromastoff wurde per &€iffMSeetndeutig id

Da Carotinoide empfindlich gegentubertungpeinidisicdtewi8ptilg, da:
das an der IMAC-Matrix koordinativ gedbwrodehe Reakdloaimicht
katalysiert. Es ist bekannt, dass Nickel Ooxidko hd e s meakd eo B eaf -
fen und DNA katalysieren kann (Burrow®tealal2Q®A)6 ; Musiidze sem
Grund wurde als Negativkontrolle eime miftfINit&tsimealraxeingese
und parallel zum eigentlichen Immolidieas vechft AKbiv.ithitl7 A ist z
entnehmen, dass eine unspezifische Spatltung nicht stattfinde
Diese Reaktion wurde an vier aufeinaemdevifodgemaldn STeaglass di
gewiunschte Wiederverwendbarkeit eines solgbeeaigitmmebdkesate
konnte. Dazwischen wurde das Immobilisagedage4tC AhleRPdihgs
nahm die Initialaktivitat jeweils zuBW amdgwmab3%uch reduzie
te sich der Anteil an umgesetztem Subsitsat dns fdiamdtemnilcay inal
tiv war.

Diese Aktivitdtsabnahme kann zum einenddiucthdke zeiavevlugofi-
gen Waschschritte aber auch durch EnzyimdletasernerAnghbleamn
ein Auswaschen der Metallionen die BinduWhsernuibMadbsichttigl.
2001). Um das Problem des auch andePweti¢iq viee kiastreterzu redu
zieren (Chaga 2001; Johnson et al. 2080t5ye Klbangheer{zalBer Strepta
din), die eine starkere Bindung zwischen eRfaudienn undd Matniger
Proteinverlust zulassen (Block et al. 2dDd®M®.), eingesetzt we

Wie im Fall der Sol-Gele wurde aucHebanteirsssucrhtMedbhonicht mo
licherweise sich ricklosendes Enzym in homalye¢insecrh & OAkitnygitkie
verrichtet und zu FehlinterpretationéaenfidhetinDAbbr 17 A genon
menen und vom Immobilisat getrennten gldierseanBedumdgangen
weiterinkubiert und spéater nochmals vernmlesslass Aktaeigde nur |
Prasenz der Immobilisate mdéglich war,s&lseo Rearke¢i@mzymdadr ho-
mogenen Reaktionsldosung stattfindet.

YIMAC = Immobilized Metal lon Affinity Chromatography
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Abb.5-17 (A) Kinetik der immobilisierd Akt AMiICLID (B)iSDS-PAGE v«
Immobilisat nach mehrfacher Beladungswiaeddrbbhengmmdazol

(A) Dargestellt ist die Absorption Ales-S ubatvdeamnl2bei 51(
dargestellten Zeitpunkten wurde daestriemmio linik adte ablgb e
messen; Als Negativkontrolle dientt®eenerakit ilnkarviekte Matrix

(B) Mehrfachbeladung einer Probe ifi-defraR@ijeamdiligenit de
zuvor nicht gebundenen Proteine statt

Obwohl es sich berThey Anbindung um eine der Affinitdtschrom
vergleichbare Methode handelt, was nlbohmeal8pweisigdeinmplizier
konnen Proteine, welche mehrere Histickinidieanhhahteine Wnestpix bir

den und das Immobilisat kontaminierenveimrdndeanK aPieezstéitegt dze

ran, dass fiur die Bindung nicht zwingendHissacdin ek onisedgusine,
sondern lediglich zwei oder auch nur eitnaéinz®08¢s WRBloblei eine
Vielzahl von Proteinen der Fall seinokeem reXielsesrtPimmriner lei

reduzierten Bindungsselektivitat im Veéfiglieddcbhchmotmateagraphie
(Chaga 2001).

Dieses Problem kann durch Zugabe kleinem Koridambrawaheeand

des Immobilisierungsschrittes umgangestweind&rirukmhiudamaloigon
von Histidin und wird in ansteigendeaukKomblazgndanatdendmmobilisi
ten HiBroteine verwendet (Block et al. 2009).

Da fur eine hohe volumetrische Aktiviadatedrees dtmdmlabhlssalbhohe
AtCCD1-Dichte gewinscht ist, wurde untensdichtMetbrfacmbela-

dung einer Matrix mit der zuvor nicltingebkindanemdPzwischenge
schaltetem Waschschritt und zum anderen ddmidazsmHEtz Kl
Konzentrationen im Bindepuffer einefrekziendihr@aftiiern wAifrden di
Proteine der unterschiedlichen Anséatzenweeder §uSePtAGTE unter
einander verglichen (Abb. 5-17 B).

Es wird deutlich, dass die Zugabe voamlimadieozodndwneieKgetwvinsch
groRBtenteils eliminiert. Allerdings widérausmobdidengen AtCCD
Higsreduziert. So ist moglicherweise der spgAifiechadoAteadCRADbeH i
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im vorliegenden Fall ist eine mdglichtsG Choolh-¢d Madbrs@éu tvel -
schenswert. Diese wird erreicht, indenenkdkdt wiridd aumad deerwnicht
gebundenen Proteine nach einem Waschsehhiadkt zauach M atsixv igea-
geben werden. Dies macht Sinn, um dierbahei AtQCOAp(Mmgl. Abs
5.1.2) moglichst effizient aufzuarbeiten.

5.4.2 Affinitatsanbindung mittels GST-Tag

Da eine mit einem GST-Tag fusionierter AMi€rCdtigegennid mit ei
nem Hifag versehenen AtCCD1 ein verbessertelst Elxph&sstions- 1
verhalten aufweist (Schilling et alQ03)Wh;dSGIsiTIiegeafalls fur ei
affinitdtsbasierende Immobilisierungkaenyemuredewdkiredse nn analog:
Weise zu Abs. 5.4.1 durchgefiuhrt.

Nachdem prinzipiell gezeigt werden konAté, Cdals aaueime3d SMatrix
immobilisierbar und katalytisch aktiv isde(&Aub. GpiiBnBgruwg der
immobilisierten Proteinmenge und damttifvechendkekhteanitsdg des Ir
mobilisates GST-ATCCD1 unter verschiedgaprnaBiaeded editngova-
lent gebundenem Glutathion modifizieritramfogalisserMaltdriierfir wt
den zwei unterschiedlich starke Energifsecinltugag,e deai Ziedbdz vor
Dithiothreitol (DTT) und Triton X-100nauBnnAepudiié¢ussnttersucht
Die Energieeintrage wurden untersawdbthhesid beckidirepuhgen zwar ¢
maximale AtCCD1-AKktivitat optimiest nwah € rs,i cahlée getistgllt war, d
der fur die Immobilisierung essenzielheat@BiEB+Tagirdichtusiedieser
Grund wurde mit halbem EnergieeintumgSitandargleuthchluss gea
beitet. Einem &ahnlichen Zweck dient das pPriofeiwkbntsesveerender
Effekt haben kann, indem es die Oxddpltgomppen BeilflPyoteine z
Disulfidbricken nach dem Zellaufschlusdiantatbvadéedndiodmsadion
bewahrt (Marshak 1996). Weil Zellbesoprmoteeld ntidbrearktipden die
Matrix verunreinigen und die Kapaznten, reedudeemneit kéd ohne Tr
ton-X100 gearbeitet. Der Effekt des Twmsddks iauAbst.CECDI12 disku
tiert.

Es konnte gezeigt werden, dass der ZuBadize viommDhitlasi&r-urdgse f
fizienz entscheidend verbessert (Abb. 5ed@Bilgs Wiersigeaganaldem
Einfluss des Tritons an der Immobilisraramgdeeriblsds|iscdrkedtsfor
derndem Einfluss auf die exprimierte ATICGD BgivgllerAgegédbenen
Matrixkapazitdt konnte zusatzlich geldésgeimMm®®D isiealtlstanden.
DTT hingegen zeigt keinen Einfluss awmfgsk&fizhrempbiBsiehwher
Energieeintrag beim Zellaufschluss schiddoggetgdannZdT-drady kann
verwendet werden. Fiur den Ansatz mat $ogan tenldeh tistll forderl]
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Die Intensitat einer Ultraschallbehgngldun®arametergamr Veréand
rung von definierten Lipidstrukturen in (\WasshrggnlR88yngee kant
sogar zur Invertierung einer Lipiddoppedaskiamt giicthrentravesiku
angelagerte Proteine nach der Ultrascthalldeikahaddiuwvgrieegen
(Penkett et al. 1968). DementsprechendE kangieeimtrageirm Fall v
AtCCD1 moglicherweise zu kleineren Membriaveragereéane M eondle-

ranvesikeln fadhren und so die Zugant@incKke0tOfuerdasslerrin, was

einer héheren geldosten GST-AtCCD1 Menge resultiert.

B

180 ODEnergieeintrag sOédarrgieeintrag r i £
160/ ] -
140 ad

120 + _I_ \

100
+AtCCD1 -AtC

Eluat [pg/mL >

H O
o O o

N
© o
1 1

Proteinkonzentr:

Triton DTT Triton+DTT k
Verwendete Zuséatze

Abb.5-18 Optimierung der Immobilisieromg8&fTrAEEL D/ (A) und
eines katalytisch aktiven Immobilisates (B)

(A) Unterschiedliche Zuséatze Wurdahielzeandgegeben und bei
schiedlichen Ultraschallintensitdaten G&ulfgletsr@DbDolsswuarde
siert, eluiert und quantifiziert.

(B) Aktives Immobilisat nach vollstandighkpo-Bmsatptenml
und zugehorige Negativkontrolle mitedermebibisiExteakt
Pfeile markieren das Immobilisat.

5.4.3 Vergleich der beiden affinitdtsbasierten Methoden

Da sowohl die GST- als gUArhbidhieuHgsder AtCCD1 an eine Matri
Erhalt der enzymatischen Aktivitat moéegldehMweahnpdweurdergdichen
um die katalytisch aktivere VariamnBweofiuktailmtaennung in einer P
vaporationsanlage einzusetzen (Kap. 5.5).uZdedeenensedinse dkew
immobilisierte Proteinmenge und andletrkeirselingski@aeRriodueider Ir
mobilisierungsvarianten untersucht (Abbisbel @) g Dfilendmamope 100G
ML der entsprechenden Matrix statt, da daseMaEentvalem Limitie
rungsfaktor in der Pervaporationsanlage darstellt.

Es wird deutlich, dass wie bereits angedsisriecherg nohi¢tétsmNbcke
Chelatisierung unter Beteidifagyg klestddminationsanfallig ist. We
zuvor durchgefiuhrten OptimierungsergeAbhbss®-1AlBs). wuddle an
dieser Stelle auf den Einsatz von IndidrgodiesierUhdatbminatione
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verzichtet. Die AtCEdINd-dHiist sichtbar, hebt sich beziglich der |
ge allerdings gegentber unspezifisch gebupotdereexir®moteanvor. It
Fall der GST-AtCCD1 ist das Bild deutli®Bim desmpezifiddic unte fast
keine Kontamination fuhren zu einerCddull BdarmeGC PTedtentspricl
der Erwartung, da affinitatschromatogrlaphescheerBiMae¢al &t

chelatisierung beziglich ihrer SelekeéivitdteiheghgeimditChaga

2001). 2
31:0 T 8 O

A B S S = ©
Z 120, --¢- GST-AtCCH4— AtCCD1<H - o @ s <
"(‘U‘ (0] O (@) (- =
- @ o x 2 O w g4
E 100‘ "’.i—“— © < < (O] o
p /‘ = o+ . +
N 80 )/
c ] 170 k
(@]
x 60{1 130 k

1
g 40_" 100 k
< 1
° Lol 70 kD
~ ' 55 kD
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0 20 40 60 80 40 kD

Zeit [Min]
Abb.5-19 Vergleich der beiden affininiabblas ad etg A3 ST )

(A) Produktbildungskinetik von 2-lommtraSobstidRtkopk 2-A
tenal, je 1 mL wurde verwendet; Eimgesefeté& O atLixm
(B) SDS-PAGE der immobilisierten unudeatesrct hRrefReimeePfei
die AtCCD{duHds GST-AtCCD1; Als Negativkontrothkermeweiniec

Leervektorextrakte eingesetzt.

Abb. 5-19 B zeigt das von den Matricesigeba rRd®ineinngdbwohl fi
die AtCCD1 beinhaltenden Proben alsobleahndiiteldearkektorextraki
Densitometrische Quantifizierungen deeinbtemdesahdganPnahe,
dass mit etwa 61 pmol Aitl@ O ergHesch zu etwa 283 pmol GST-A
fast funfmal so viel von der GST-fudaonieetitemobnlzgmevarwurden v
von dergHViariante. Weiterhin wurde berechnetleckaseskitorlFanl de
trolle zu GST-AtCCD1, in welcher daseGe&Xp+Pmoeetnwattlei etwa 3
nmol des GST-Fragments immobilct&T)wurdée3 kNDa, in Abb. 5-1¢
aullerhalb des dargestellten Bereichdps®i®@SThAdE€CtRL, ungefah
8% der vorhandenen Bindemoéglichkeiteml kdekbesgeimanieQlbinger We
Zzu sein scheint, ist der sterische Einflusvamgenmdh R &B3d -in
Protein mehr als dreimal so groBen GSTtAIICC Pl Faiscbhespravel-
cher zu einer signifikant niedrigeren Bdfaditapgssaadhive fdidren ka
(Frangioni et al. 1993; Smith 2000).

Da die einzelnen Enzymvarianten unteAskdhveéetdltiemehabodarkdonnen
ist eine alleinige Betrachtung der tenmmbings ertemt Rielfihrend.
muss zuséatzlich hierzu auch die katalytidber d mAR bilviiltigsta dee v drgg | |
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chen werden. Auch in diesem Fall zeigt ssicire B83sAt€ G/R2tiante
(Abb. 5-19 A). Mit einer Anfangsaktivitditmiomnsi 3,8B8s+@®ST -MAtCCD1-
Immobilisat de@wtE@BCD1l-Immobilisat mit 0,6 £+ 0,1 mU/rktoetwa um
24 Uberlegen. Diese Angabe bezieht sioimabiflidas Stasbmuf da:
einzelne Enzym und stellt den zentralefrurBdwvee W e ntgesvaekivoe ndun
der getesteten Immobilisate dar.

Eine Moéglichkeit zur Erklarung der Ulbledlne mermhildstates sGSIIt ein
teilweise Inaktivierung der immobilisdartemBsAitsG Gb2kaHhirst, dass d
Enzym durch kombinierten Einsatz von KApdarchn&mtiedn&mD de s
im aktiven Zentrum gebundenen Eisendemskiarmak{Guorteival. 2008
Da die Matrix mit chelatisierten NickedaomeribedadéeagestVorgan
fur die Verdradngung des Eisenions ausndeeraktG/éblZgetant-
wortlich sein. Auch wenn dies nicht miteat]eka &Em zeyim eso [rdesi E f
fekt fur das signifikant schlechtere Abdcigslidmm bdiéis a&eGCdoe -
geniber dem GST-AtCCD1 Immobilisat.verantwortlich sein

Aufgrund der deutlichen Uberlegenheitt das dESTAKtG/CRAL -
Immobilisates gegeniuber dem-IANdDIlisHts sowie der Inaktivie
AtCCD1l-beladener Sol-Gele, sobald dipeseatiohemeen Peavaaufge-
bracht werden (vgl. Abs. 5.3), wurde dasbGiISH{AMOCDeh-IBimsatz i
einer Pervaporationsanlage im LabormalRisddbkzwomn iFrulrston
Produktabtrennung ausgewdahlt und untersucht (Abs. 5.5.2)

5.4.4 Zusammenfassung

Mit dergHliag und GST-Tag Immobilisierung wwuedzumn dGésn ASldbrnat
Gelen zwei affinitatsbasierende ImmemilfsredirgAm®ECiDdld erfolg
reich angewendetund das Zielprodukt2-l.onon nachgewiesen

Im Fall der AtCgfDididirse der Zusatz von Imidazol zumi8indepuf
Reinheit des Proteinpraparates, recswidudrtinathebibisaeate AtCCD
Menge, was in diesem Fall unerwinschttadunieeM éhataichbennte
gewisse Kontaminationen mit Fremdpnadeenn fiailchie wbterbzur max
malen absolut immobilisiertegiMANGEDHEtiMasWiederverwendbarkei
nes solchen Immobilisates konnte fifolgiendauTaigandigr Zwischer
zeitlicher Lagerung in Puffer bei 4¥Wegezbhigtwueddkenichergeste
dass die enzymatische Spaltungsreaktiorclaumhmbadtid ésdle ritehs diunrd
nicht durch sich ricklésendes Enzym katalysiert wurde.

Auch im Fall der GST-AtCCD1 wurden (dutriohgetdiinlgistreumedie im
mobilisierte Proteinmenge und die kiatzalymaghmidvletnvitls best
Variation wurde der Zusatz von 1% ThinhatiXnl@dt ennletamhdheren
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Energieeintrag identifiziert. TrizoeanX-di@0 83t AtiGICD1 aus Men
ranfragmenten heraus und stellt einesgEaBgmes Miemgeedimmobilis
rung bereit. Eine hdhere Beschallungfsinhensstéte dpenstigu diese
Prozess, ohne die Bindefdhigkeit an zuebAéfiimtirttid b mgém x

Nach der Optimierung beider affinitaddbaswarraredediMeéhhinsich
lich der katalytischen Aktivitdt miteBeavekeweredgingheear gleiche
Immobilisatmenge war die Variante mit GATdAnCFEAkioet¥4 aktive
war als die AtCgVdrikiste. Dies konnte zum einen auf die sele
effizientere Immobilisierung im Fall diéck@&MU-WtCWdrdezu. Da au
densitometrischen Messungen hervorgingG3asAt€CGalsommebr-
lisiert wurde als A§C@Gi21AKitsvitat aber um den Faktor 24 hdher
auch eine enzymkinetische Uberlegenheidrtieg &S TEME D Yliche
Ursache stellt hier die Orientierungi aresp pawreatigem EFruzym und d
raus folgend eine sich wahrscheinlich uaieusgheéedeBde ymMmssain
der Matrix dar.

Aufgrund der deutlichen katalytischeAtfIGDVlitammdebilGSates wur
de dieses fur die Prodoksi®moudmnmétabtrennung von 2-lonon mittel
vaporation eingesetzt.

5.5 Pervaporation als Mpteiddlozam Abtrennung

AtCCD1 spaltet die Substrate regiospeziViechleBdsandearrsspmzifi-
schen cooxidativen Spaltung resultiestbedue¢senirmderolgemw Aruschten
Produkte wie z.B. des 2-lonons. NichtsdRsdduriotteeb tren nelimg
und -aufreinigung unumganglich, da esossdbshi@igdem Remktample-
xes Gemisch aus Substrat, Tensid, CosobenfN,ettempeadstethend
nicht zuletzt der Enzymldésung nkit ewdlibamere mdiesn Komponenten
handelt. WeiterhinnissiRnio@uktabtrennung des entstehenden 2-lon
Interesse, da eine Produktinhibierung ikdre At CrDe pRcltHling
2008).

Die organophile Pervaporation nimmt e@nhdiregs gmgLumsibremalterna-
tiven Produktabtrennungsmethoden eitredlpmgdeistinDarsteZiIprodu
2-lonon erfullt die grundlegenden Vorapsodbdtizutageunddyaoidatilita
fur die Aufreinigung auf diesem Wege Skelelieisronddie deedeer Memb
ranmethode ist hervorzuheben. Lediglich ndbds Welsdle/ nesu £ tdra-
zymkinetischen Grinden der Reaktionslosuh% xigesetkd!hiode(
genannten Voraussetzungen ebenfalls undeistieimhaPerbieatide in
diesem Zusammenhang allerdings ein Vartei|,dds g &Ezadigriow den
Aromastoff-Transport durch eine PervédpgriaisoiginiBmbgason et al
1995).
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Anderna siAlbbtrennungsmethoden wie AdsorptionnedeanStrlilpgemg k
fur Kontaminationen sein. Insbesondgeneoib e ic Reoriveexrt daulnt ko n -
nen Substanzen Uber den Luftweg mitagetraucmt wesrgenifisch a
eine Adsorptionsmatrix binden. Da boen derePlreomamerede Membrar
eingesetzt wird, kann im Allgemeinegrtkain Fouling auft

Wegen der genannten theoretischen MdkittehteednausegsPieattode fu
die bestehende Aufgabe wurde die Abtranhisehg pdeduzirezyen
2-lonons mittels Pervaporation untersuwmélcthsD iiens ewmue the hounog e -
nen Umsatz und anschlieBend mit zuv&@rCiDindourid hgietidrtAt

5.5.1 Homogener Umsatz

Die Versuche zur Produktabtrennung wapodeationsiaborRatage mi
einer PV-Membranflache von 0,0035 m?. &u260hg &fiech ko(Mplexitat
der Pervaporationsversuche wurde stufémwediseggreteigjerPerva-
porierbarkeit von 2-lonon sicherzustelleanMwdiedémhsungBagams 2-
lonon, Ethanol als Cosolvens und Wasséadpmrvaptogreste.lIN wurde
dass das gewiunschte Produkt im Permead teted&inemnbaAuifseimmn-
gungsfaktor von 17 aufkonzentriert wededemo naomgrene vyadeatz aus
AtCCD1-Rohextrakt und 2-Apo-8 -carotenieelraufn@0tBetreripeerPV -
Membran zirkuliert. In regelmafRigen AbsgandentwaitdgeandKihlfal
len ausgetauscht und das Retentat sowneedashgefmategeapaisch
auf ihre Zusammensetzungen hin untersucht.

A B

$d

N\
(3

Abb. 5-20 Aufbau der Pervaporationsanlages(R)V -Madwlffmit PV-Me
funktioneller PDMS-Schicht und Dichtung (B)

(A) Rote Pfeile markieren die Subsltratgerdtuiahiolhe Pfeile z
des 2-lonons auf der UnterdrucksefiteSdbkstMemes@anvpérya
rationsméduwihlfasteSubstratpuddpruckaufzeichnung; Va
ist im Bild nicht zu sehen

(B) Gedtffnetes PV-Modul aus Abb. A; Me Mbnmamr &0/ te-clh nGkM T
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In Abb. 5-21 A sind die Konzentrationsvem dRid¢ e meoat 2y han &etentat
vergleichend aufgetragen. Es konnte dasgeasaicdt dwees ceergymatisc
produzierte 2-lonon gut pervaporierbgrungt.v®nekimsitiauungen de
mizellaren Substratvermittlungssystems inhchD i®e ks bhzenmstirédan dd -
nen des lonons in den Modellldsungen Iwarlsndhehemigeleénh mizel
laren System erreichbar gewesen ware.

Es wird deutlich, dass die enzymatische gwla nod P20 dM ki uate ne
andauert. Zu diesem Zeitpunkt erreicimtrdieo® riond uRékentkat ihre
Hochststand. Dies deckt sich mitdem katalhytAsCIConl W mr Kd ktien ¢
mafRstab (Schilling 2008). Die ersten 2-lorect Mandjem nacheeiner
Stunde detektiert.

Hierbei ist zu beachten, dass eine frbquee diterrcch Riraodb eMeahseln
von Kuhlfallen kaum moglich ist. Das erstenteladnals mumsZeitPrer
tervall 30 bis 60 Minuten erscheinen. Dasgsatdiies éesgleetchtizum
Entstehen im Retentat passiert, ist irs deiffBYi-dheambraerel begrir
det. Deren funktionelle homogene Schictiemds & -¢ome na Msrreg e
absorbiert haben, um es auf der Permieatsreidesefbizaeenmt zu kon
nen. Die Produktkonzentration im Permiead| sanigtnch ofé@hltzab dan
wieder. Dies liegt daran, dass die Pgrunperanareskbenstvom den
Konzentrationen der Retentatkomponentei esbphémegtur Dandlider
permeatseitige Unterdruck unverdndersibhielbeindemuBsodesktkon-
zentration im Retentat um die entschdied &hrd bee enanfnldiesisnenNach
etwa zwei Stunden ist die lononprodahtgieschho Ssetrerutrad zu die-
sem Zeitpunkt die Triebkraft fur den TRéamprdaeashawmirgrdaas
lonon aus dem Retentat abgezogen, ohneddidgerhewied.nachpr

A B
< 60 --e- Retenta o € 25 C——2-lonon Retentat
o o3 FZZA 2-lonon Permeat (k
E 50 Permea < —5p| ¢ --&- 2.Apo-8'-carotenal
e 1 — \
= 407 No®
S 2 <15
c 30' O +
< 20 o=

10- ~ @ 5

O‘ T T T T T 1 O

Zeit [h] Zeit [h]

Abb.5-21 Abtrennung des homogen enzymatisg8hcearwseAahpherg
2-lonons mittels organophiler Pervapibiladhen K¢dAzederation
im Retentat und Permeat, (B) Kumulieetre Absolutmeng

Permeatproben wurden durch sukzessivikahhAfwadtlansgdhwoane
proben wurden aus dem Vorratsgefdall entnommen
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Die Zweistufigkeit des Prozesses wird in Alcheb.- Hlidr noialkl deetl
absoluten Substrat- und Produktmengen steflgleichaemp 2Grgmol
Substrat stehen zu Beginn des Prozesses aumdVeafihg enga Dik-se
120 Minuten umgesetzt und der groRtenenllidasnsnhefamdet sicl
im Retentat. Danach &@ndert sich die Gesamtumem@eganat;laber
die Verteilung zwischen Retentat un&E P drmdeeadt edaukbichinuierlickt
Ubergang vom Retentat ins Permeat statt.

5.5.2 Heterogener Umsatz mit affiniG@&simnCobdDllsierter
Nachdem idiesiProduktabtrennung mittels organophiherFREHrvapor
der homogenen 2-lonon Produktion mitte lesrgellgretichAdE@ DAstrier
werden konnte, wurde die gleiche M ertdgalree hi A rdeant zh @inetersuch
Neben der Wiederverwendbarkeit des ImnZo®li|idane 8,iokar &liysato
moglichst dicht an der PervaporationsmeminraDies osticiaur Fol
ge haben, dass nach der Carotinoid-Spbdkahg 2eilnaombé Kenezentra-
tion auftreten wirde, als dies im homBgHdniesn. Ahiestavid&t sich w
derum unmittelbar auf den KonzentratiarmrsgWMedndnmbaen uimbe somit
die Triebkraft des Trennprozesses au@)(Lipnizkiet al. 200

Um diesen Effekt zu erzielen, wurde da¢t.i2 udhan5Ah.Saunearsuch -
te und optimierte Immobilisat in dagsilFedvreegkdratifonsen® ervapore
onsmembran gegeben und mit einer paeedsembNabroxledladeckt

(Abb. 5-22). Dies gewahrleistet, dass dasglesmidnleaaOramver-
bleibt, gleichzeitig aber das SubstratrdanmgemnkaminisBtev Rest de
Anlage wurde wie in Abb. 5-20 A dargeseaedliin dse twiernden .dAt Sub-
stratdurchfluss mithilfe eines Bypasses pené&chselaubDiled /MNMhrte
allerdings nicht zu einer signifikante® el noaaitktMégdiec hien Grinde
dafur sind z.B. Kurzschlussstromungen sienee ndterraiN.itbaceallsloe -
sultiert, dass das Substrat nicht in ausreiacheemdEemzKonkakimt.
Weiterhin ist der Prozess dadurch diwWasibires Reratkbidnempgliche
weise so sehr verzogert, dass die AtCCDAnnAdeiid @t swerd nezrd it

Um diese Limitierungen zu umgehen, we rdm shketz heitte degemaxima
moglichen Flussrate von 20 L/Min durchuweddhst. eksewNedativkon
trolle eingesetzt (AffinitdtsmatrixveRkambaetritaktit wreerdirekt dan
das GST-AtCCDIl1-Immobilisat analysiegtl ®iireklisin@atigomnon Hin
tergrund auch bei langen PervaporatiAnsal@e arirc hetuslideimierbar i
Grund hierfdr sind Polymerdichtungesrcimne dears Alnlragre ,aws frihere
Versuchen teilweise absorbieren und spétpabreach und nach
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A B

Porése Nitrocellulose-N

Feed \\\ Retente
Ill III
N

/ | |
PV-Membr

Immobilis:
Permeal

Abb.5-22 (A) Schema des im PV-Modul dUmtraodehbsadhbsen
(B) Rasterelektronenmikroskop Aufnahmeétrberepoté6senMembran

Im Betrieb mitder erhdhten Flussrate konomgtens phoicl®d2iehtbetand
in siabbgetrenntes 2-lonon nachgewiesen wdreleent6Abbd &r- 23 k.ten
Permeatprobe wurde eine Produktkonze®mtramagn geomesswn, die
eindeutig auf enzymatische Spaltung des hSebsisatdnmz Vrardambf
der folgenden Proben stieg die KonzenArldeiranngeiwneuréde 2-lonot
auch im Retentat nachgewiesen (Abb. 5123idn. iBtiedKranzwat mil
maximal 2,2 mg/L deutlich niedrigeuma&llikeedindassstamnzGesamtre
tentatvolumen mit etwa 557 mL deutQels amitlper méatdasumen mif
17,8 mL ist. Dies bedeutet, dass ein Teilotheon p roufgzverdede?r ho-
hen Flussrate in das Retentat ausgetragen wird.

Weiterhin wurde festgestellt, dass dete@tafBtedfiddkicimem®2-lonor
nach 2 Stunden hergestellt ist. Die maxam ahe i ho rFoarkoaate britt hi
gegen fruhestens nach 4 Stunden auf. Dieinet¥lérzdigrereime ge-
genuber dem Retentat beim heterogeneh &imeadeytdbelreaerzoge
rung gegeniber der Produktabtrennungsamhz damdgghehblBn5-21
A). Es wurde somit gezeigt, dass dieibateomg’eh@nBnodnétdessen
direkte Abtrennung mittels organophpremzPeireld poogtiich sind, in
gewdadhlten Anordnung allerdings auch gewicBebNagkneile mit
Ambivalentist hierbei besonders die hutheifdussrisstendoBiige, um ei
ausreichende Turbulenz zu erzeugen, um dienSkibzaynatzu z ed hesn
portieren. Gleichzeitig fuhrt die hothiemghurdbwdendaalle dass da
2-lonon, obwohl!l es in der Ndhe der Meerd®erahbe elmesiteentins Retent
ausgetragen wird. Wenn die Flussratediedamidntswiad, zwmminimie
ren, wird gleichzeitig die SubstratvEnmythluegschiwedasund die
2-lonon Produktion kommt zum Erliegen.gDas ?Riotrecurtadduwird bei
hoher Flussrate wahrscheinlich durch zmwegienseitete Edihekiik die
enzymatische Reaktion als auch die DiffdissoRervapodatdonsh
membran sind in diesem Zusammenhaagdtmntietehdhde&iem?-lonon
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Konzentration entsteht im PV-Modul Becthakh wicthtstdatsdessen i
der Substratlésung verdinnt. Nachdemtdasai- looinsoge inssg Be wurde
hat es eine deutlich hdohere Diffusiomslearrabsedizes becemvhomoge
nen Umsatz der Fall ist. Dies fuhrt wahudtitdimiedrzgie dem Rer-
meatkonzentrationen und dem verzégeRenmAattamcWengimich zur
homogenen Reaktion.

A B

c 10,0 S 0,16

o :lPermeat — IS
- 9,0 5 014

< S Retentat ~ J

~ 8,0
s ~ 0,12

S 7,0 «

N ] ® 0,10

o 6,0 g
S 5.0 M ] © 0,08

o

= 4,0 ~ 0,06

c 3,0 S

o c 0,04
- 2.0 o
N 1.0 _| 0,0E

0,0 |_| T . — 0,080 T .

1 2 3 4 1 2 3 4
Pervaporationsdauer Pervaporationsdauer

Abb.5-23 Produktion und spofeittigeduktabtrennung von 2-lonon a
carotenal mittels affinitdtsimmobili€iBdter GST-AtC

(A) Aufkonzentrierung des 2-lonons ingldiehmmat damV&ret
Permeatproben wurden aus voneinandexpamadlehé Kdgilgléa
nommen, Retentatproben wurden direlgte a3 ertnm ovhomreart
5-20).

(B) Kumulierte 2-lonon Menge des Peraohéadsichigetinktlaen B
repradsentieren die sukzessive ausdeédnuschten Kuhlfa

Basierend auf den Ergebnissen sowohl| g uwmclne zeimo greceog&lnen
Umsatz von 2-Apo-8 -carotenal zu 2-lonohne nGaShtA¢€ CXihndudch
Affinitatsanbindung zu immobilisieremitiets dearg Propluiker Pervap
ration abzutrennen. Allerdings ist esemichh, zdwa s glemdofditdsat dire
an der Membran zu konzentrieren, weil dadfursito rusartzecdre ein
gebaut werden. Es ist sehr wahrscheiabidmwoabelilhatfiareichem se
paraten Reaktor suspendiert zu betreilmesiésnodgdizau rRE adkdioktab -
trennung Uber die PV-Membran zu leitear ©aksefllidmrez P eoduktge
nerierung und zu weniger Diffusionelinriidteeangeg.bei d

5.5.3 Zusammenfassung
In Abs. 5.5 wurde die ProduktabtrennuttedsvonganopbnlemiPervapo
ration untersucht. Dies geschah in eineimn émrldofaM eangler amifttache
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von 0,0035 m?2 und einer G/V-1 Membrdhechdramitercdh l3M Mmit eine
funktionalen Polymerschicht aus PDMS.

Zunachst wurde die generelle PervaplomenisankieitMddelilésungerl
bestehend aus Wasser, Ethanol als Cosolvegsstaldt?- Eoshnovursieh
ein Aufreinigungsfaktor von 17 erzielt.

Im né&chsten Schritt wurde 2-Apo0-8 -Xaddt@nnhilzedldmitonhomogene
Lé6sung mit GST-AtCCD1 und 10% EthanolaéttlesnC @saosl vemts tgd e -
de 2-lonon konnte ebenfalls durch die Mewvebdam.abgstneirzellare
System limitiert die maximale Substradkeszdndratoban 3o0onon
Konzentrationen der Modellldsungen ni&ldneeneitheiiwdadleaimch dic
Triebkraft des Trennprozesses verringdvemsipdecherdeasisEvgebni:
zu deuten, dass auch enzymatisch produgi®rtewsap-doanto o nmd btege -
trennt werden konnte. Auffallig istsidasbadiereamfd®iPeurvaporatic
eindeutig der limitierende Schritt in dnedfPamdakziypmapirooczess ist
Es wurde deutlich, dass sich im Batch-Aneidtz eeinfrzaesisd s fic
ergibt. Die Carotinoidspaltung laweftAddsrenstuenyg ale,sdProduktes fc
zeitlich versetzt. Grund dafir ist wieti@musa bdiéen kigrez elmied kraf
des Prozesses. Es muss eine ausreichende Pwvoddikrnnmsenge temzel
eine effiziente Diffusion durch die Me@Bbeas a W atrldiebdembran
eine gewisse Aufnahmekapazitat fir das BPergmaomg, iwasPdemelt

verzogert.

Um die beschriebene Triebkraft in Formeainersom{gaitiesttero Uber
der Membran zu maximieren, wurde ein KWHJaAtCICOKL- IMMEV -
Modul auf die PV-Membran gegeben sad hitreceeélulpsré-Membra
dort fixiert. Die Nitrocellulose-Memlihradassarsieo egreEseits das |
mobilisat zurickhalt, gleichzeitig aberudasrtadkizerldandgevwshr-
leistet. Auch in diesem Ansatz wurde 2-toho@ aeg oftad hgrielicphattwng
erzeugt und pervaporativ abgetrenneés & |Aamdidhrgsnpadiden Nachte
Es ist ein hoher Volumenstrom erforgerliahbuwmndieungeiwahrleis
ten, durch welche die Mizellen durch due d @anbcshe dMie b rdaans dort
befindliche Immobilisat transportiert wWeheenVduncéinsderomm redu
ziert sich allerdings die Verweilzeitsirh.PD/ieMofdihrd easzu, dass
Produkt ins Retentat ausgewaschen und Rewddkrindnwded. FHussrate
umgeht dieses Problem nicht, weil inadsgweiin deslISdidrsflrates zu
Enzym zu langsam stattfindet. Nachdem a@esn?-lsdnomataesgeine
wesentlich hdohere Diffusionsbarriere iwminrR\éerMalbkuldizzuss Glmehomo -
genen Ansatz der Fall ist. Dies fuhrtgueidelrovienzAgemramnung.

Ein mdglicher Ausweg besteht im BetriRbakimes mep snespandier-
tem AtCCDIl-Immobilisat und nachgeschtabtesmadsuP euvapoodukt-
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abtrennung einzusetzen. Dies ermdgliwknhdcing WadsdEmnzgms und
reduziert gleichzeitig die meisten [HihesisomsheallteireereAbtrennun
des Aromastoffes ware somit moglich.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmede RKetHsrAIBER Gigma Al
rich, Fluka, Riedel de Haén (alle TawukKk(ibaremg)taditiorbMeogen. Si
waren von hdochster erwerbbarer Reinheit.

6.1.2 Medien und Puffer

Kultivierung und Zellaufschluss

LB-Medium 10 g/L Trypton
10 g/L NacCL
5 g/L Hefeextrakt
pH 7,0

LB-Agar LB-Medium
15 g/L Agar

TB-Medium 12 g/L Trypton
24 g/L Hefeextrakt
4 mL Glycerol
2,31 g/LAM
12,54 g¢HPQ

SOC-Medium 20 g/L Trypton
5 g/L Hefeextrakt
0,5 g/L NacCl
2,5 mM KCI
1 mM MgCl
2 mM D-Glucose

Minimalmedium 25,0 g/L Glucose
13,3 g/LP
4,0 g/L NI O
1,2 g/L MgBHD
1,7 g/L Zitronensaure
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8,4 mg/L EDTA

2,5 mg/L £6K0

15,0 mg/L MO

1,5 mg/L £2E0

3,0 mg/4B®

2,5 mg/LMbay 2 HO

17,0 mg/L ZnSO

100,0 mg/L Fe(lll)Citrat
4,5 mg/L Thiamine-HCI
0,1 mL/L Antifoam

50 mg/L Ampicillin

Feed-Medium 285 g/L Glucose

20,0 g/L Mg BHD

13,0 mg/L EDTA

4,0 mg/L £60

23,5 mg/L MnHDI

2,5 mg/L £2ag0

5,0 mg/{B®

4,0 mg/LMbay 2 HO

21,0 mg/L 4£nSO

40,0 mg/L Fe(lll)Citrat

Tris/HCI-Puffer 20 mM Tris

PBS-Puffer

SDS-PAGE
5x Probenpuffer 0,25 M Tris

pH 7,4

140 mM NaCcCl
2,7 mM KCI
10 mM JN& Q
1,8 mM,RB
pH 7,3

0,5 M2-Mercaptoethanol
10% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Bromphenolblau
50% (v/v) Glycerin

pH 6,8
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Trenngelpuffer 1,5 M Tris
pH 8,8

Sammelgelpuffer0,5 M Tris
pH 6,8

Laufpuffer 0,125 M Tris
1,25 M Glycin
0,5% (w/v) SDS
pH 8,3

Farbeldsung 0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250
50% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigséaure

Entfarbeldésung 20% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigséaure

Riuckfaltung
Resuspensionspuffer: 50 mM Tris
50 mM NacCl
1 mM TCEP
0,5 mM EDTA
5% (w/v) Glycerol
pH 8,0

Waschpuffer: Resuspensionspuffer + 1% (w/v) Trito

Denaturierungspuffer: 50 mM Tris
50 mM NacCl
5 mM TCEP
0,5 mM EDTA
5% (w/v) Glycerol
pH 8,0

Dialysepuffer: 10 mM Tris
0,05 mM EDTA
pH 8,0
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Ruckfaltungspuffer 1: 20 mM Tris, (pH 7,4)

Ruckfaltungspuffer 2: 20 mM Tris, (pH 7,4)
20 uM Fegll)Cl

Ruckfaltungspuffer 3: 20 mM Tris, (pH 7,4)
20 uM FedlIl)Cl

HigTag-Immobilisierung

Séadulenvorbereitung 0,1 M NiSO
Binde-/Waschpuffer PHCZY M Na
0,5 M NaCcCl
pH 7,4
Elutionspuffer 0 HP @G Na
0,5 M NaCcCl
0,5 M Imidazol
pH 7,4
Nickelelution 0,05 M EDTA

GST-Tag-Immobilisierung
Binde-/Waschpuffer 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM JN& Q
1,8 mM #®H)
pH 7,3

Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI
10 mM reduziertes Glutathion
pH 8,0

6.1.3 Mikroorganismen
Escherichi8lcdl{DE3) (Novagen, Darmstadt)
Escherichi®Wdbti (Invitrogen, Karlsruhe)
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6.1.4 Plasmide und Antibiotikakonzentrationen
PET29a 30 pg Kanamycin/mL LB-Medium/-Agar
PGEX-4-T 50 pug Ampicillin/mL LB-Medium/-Agar

6.1.5 Marker fur SDS-Page
PageRUMArestained Protein Ladder (Thermo Fisher, USA)

6.1.6 Enzyme
Benzonase (Merck, Darmstadt)
Lysonase (Merck, Darmstadt)

6.1.7 Immobilisierungsmatrices
GST-Immobilisierung: Glutathion-Agarod8A)Sigma-Aldrich,
HisImmobilisierung: HM\N-iS&kdcAffinity Gel (Sigma-Aldrich, USA

6.1.8 Kommerzielle Kits

Proteinquantifizierung: BCA Protein AgssmyY¥iRbagetSATher
Roti-Quant, 5x Lé6sung (Carl Roth, Karlsruhe)

Plasmidpréaparation: Genelute PlasmidaMAndprelp, KUSAYig

6.1.9 Gerate

Photometrische Messungen

Genios Mikrotiterplatten-Photometer (Tecan, Osterreich)
Filter: 520nm, 560nm, 590nm

Software: Magellan 3.11 (Tecan, Osterreich)

(nur Absorptionsmessungen)

Infinite M200 Mikrotiterplatten-Photwrmeitdy) (Tecan, Ost

Software: Magellan 6,5 (Tecan, Osterreich)
(Absorptions-und Fluoreszentmessungen)

Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Steuereinheit: SCL-10A (Shimadzu, Japan)
Autosampler: SIL-10AD (Shimadzu, Japan)
Pumpen: 2X LC10AT (Shimadzu, Japan)
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Detektoren: SPD-M10A Diode-Array-Deteanhgr (Shimadzu,
SPD-20A UV-Detector (Shimadzu, Japan)
RID-10A Brechungsindex-Detektor (Shimadzu, Je

Ofen: CTO-10AC (Shimadzu, Japan)

Vorsaulen: C18 AllGuard, 7,5 x 4,6 mmumPe@AtlkedbroRe
USA), nur fuar Carotinoidanalytik
Carbo-P Cartridge, 30 x 4,6 mm, PaBtikelgrol3e
Rad, USA), nur fur Alkoholanalytik

Saulen: Prevail C18, 250 x 4,6 mm, PmarntAkldbegrole 1
USA), nur fur Carotinoidanalytik
Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, PartikelgroRe
Rad, USA), nur fur Alkoholanalytik

Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS)

Chromatograph: GC17A (Shimadzu, Japan)

SPME-Faser: CAR-PDMS (Carboxene/PDMSWYSA5 um (Supe

Saule: Valcobond VB-5 (5% Phenyl-/ 9% Methylpoly
30 m, Innendurchmesser = 0,25 mm, Film = 0,25

Zellkultivierung und Proteinexpression

Fermenter: FedBatchPro (DASGIP, Julich)

Pervaporation

PV-Modul: Spezialanfertigung (GKSS, Geesthacht)

Membran: G/V-1, Membranfldache 0,0035 meth(GMT Men
Rheinfelden)

Drucksensor: Thyracont VD84 M (Thyracont Ragsiaiur) Instri

Kihlfallen: Spezialanfertigung (KGWellsotherm, Karlsruh

Vakuumpumpe: Edwards RV5 (Edwards, Kirchheim)

Software: Thyracont VacuGraph 5.09 (Thyrmemns$,Vacuu
Passau)

Sonstige Gerate
Glucosemessung: 2700 Biochemistry Analyzearstiellow S
ments, USA)
Ultraschall-Sonotrode: Branson Sonifier WS2%0 D (Emerson
Gelelektrophorese: PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)
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Mini-Protean 3 (Bio-Rad, USA)

Zentrifugen: Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg)
Sigma 6K15 (Sigma Laborzentrifugen, Oste
Harz)
Centrikon H-401 (Kontron)

Lyophilisator: P5 (Piatkowski Forschungsgerate, Munch

Thermomixer: Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hambu

6.1.10 Software

Geldokumentation: BioDoc Analyze (Biometra, Gottingen)

Photometr. Messungen: Magellan, Versi{dremars,. Disterdebch)

GC-MS: GCMS solution, Version 1,20 (Shimadzu, J:

HPLC: Class Vp, Version 6.14 (Shimadzu, Japan)

Pervaporatioin: VacuGraph 5.09 (Thyracooarts/,aPasm In:
sau)

Datenauswertung: Excel 2007 und 2010 (Microsoft, USA)

Origin, Version 6.0 (OriginLab, USA)
Prism, Version 5 (GraphPad, USA)

6.2 Methoden

6.2.1 Mikrobiologische Methoden

Plasmid-Transformation

Plasmide standen zu Beginn der Arbesgenppr ader Aeréitgung
(Schilling 2008). Bei -80EC gdliagzyer(lovagen) wurden auf Eis al
taut und zu je 20 pL aliquotiert.nl RUB sdreid pe wealkigteon wurde zu
geben und ohne zu pipettieren vorsicha0g Mieru esnc bk Neecthon au
Eis folgte ein Hitzeschock bei 42°C funel®ekitaedebkihtduag aut
Eis fiur 2 Minuten. Zur Regeneration2deéruZefl®ec wuerdlimmm zugege
ben und fdr eine Stunde bei 37°C im200errpmomnkabieet. 20 pL d
ser Transformationen wurden auf angidnoaikahlalttiggegm ukhd Ube
Nacht bei 37°C inkubiert.

Plasmidisolierung

Zur Plasmidvermehrung wkrdeddit35mimit dem gewinschten Plasrt
Uber Nacht in LB-Medium bei 300 rpolikultngientn Piasimiden erfo
te mit Losungen und nach Anleitung desMGepedpt&iPdasmi



90 Material und Methoden

Glycerolkulturen

Fir Glycerolkulturem. vwvuléiédrr in 5 mL LB-Medium bis zur expone
Phase kultiviert. Je 900 pL wurden in owgerfdddhaaalbbaoeiedty mit
100 pL steriler Glycerol-Losung (80% mdmyivegeatistchindDiamnach
wurden die Zellen fir 2 Minuten in fdumsgefirone 8t icrkd tlodf -80°C g
lagert. Die Zellen dienten fUr erneatienRlmasmidpréapa

6.2.2 Proteinexpression und -analyse

Expression im Erlenmeyerkolben

E. cBL21 wurden vor der Expression friscrhlLtraamisbootikartal2iyes
LB-Medium wurde in einem 100 mL Erlen®ody&nlkcelbemitoknner ein
zelnen Kolonie angeimpft und bei 38°Coukd|BurOfdpnetaia 6 Stund
inkubiert. Danach wurde die Vorkultenmreyenkeahb2nLikrder Meng
verdidnnt, so dass sich bei einem Gesamtvodomeimtvbahdbtdgem
LB-Medium eine inphveole @D ergab. Es wurde weiter bei 37°C un
inkubiert. Bei gbpeanOd 4-0,6 wurde die Expression mit- 0,2 mM
ziert und fur 12 Stunden bei 20°C undrt300 rpm fortge

Nach Beendigung der Expression wurden-ebB enlibarfalctg far
20 Minuten begz®®@Oifugiert und nach Verwerfen des Uberstand
bis zur Verwendung gelagert. Sofern metllederrek Knildenwpaden we
ren, wurden die Inhalte vor der Aligty ou ne rdiireg GQvleriehheit der resi
renden Pellets zu gewahrleisten. Da inBbesamarmrate ohlsrvarnguche
groRBRere Enzymmengen ndtig waren, wuddezidetr Mergegamgen:
400 mL zellhaltige Expressionsléosung wurdfaurg ahi cw00g efla¥Zee Uber
fuohrt, beigd@@®020 Minuten zentrifugiert, das Reille4OauwfLETSi®1ne
Puffer (20 mM) resuspendiert und noclaflahs filr ROl cddimuEeh bei
500@pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstaamldes Wwisrdem dieite -
ren Nutzung bei-20°C gelagert.

Hochzelldichtekultivierung und Proteinexpression

Vor Beginn der HochzelldichtekultivieauabelherbASt@IP System
wurden die Sauerstoff- und pH-SEBndeBLRd|iWwuircdrd n mit dem GST-
AtCCD1 tragenden pGEX-4T Plasmid fridch eirrmaersfioohoirird wurde
eine 40 mL Vorkultur in einem 200 mhgS8Siahpiftedkalbbéim & h bei
37 °C kultiviert. AnschlieBend wurdem 4 RajawleillleditomlL der Vo
kultur angeimpft.
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Die 3 im Fed-Batch betriebenen Reakiib0emlwildecrosenminimal-
medium gestartet und der Feed bis zunbEmidlvodufmeohvenh2lten.
Die Zugaberate des Feed-Mediums wuiédiagemnhRnabeeagalhme und
Bestimmung der Glucosekonzentration réboufawabksakte eilhe Reeaktor
nachgeregelt. Die Regulierung der DhebrhRdalltungr eAnkerrecGeldst
sauerstoffkonzentration von 100% LuLltswideimdogi ermnchgdizur Stabi
lisierung des pH-Wertes bei 7,0 erfohgtemaaatem &tustakiierungsve
lauf wurde reiner Sauerstoff zugefulertDreed zhilel maxantht war. D
Kultivierungstemperatur lag bei 25t0oldtiee mmntd OkRiaomMe IPTG bez
gen auf das Endvolumen von 250 mL.

Im Vergleichsreaktor wurden 240 mL LB-deeadVYwomkmlitud Gmgeimpf
und bei 25°C und konstanten 1000 rp+nRegelihrg. ulhicheeimHFeed er
folgten nicht. Ebenso erfolgte keine aktive Belluftung.

Die Isolierung Lagerung der ZelleenerVollgtehanabbeg dler Expressi
im Erlenmeyerkolben.

Proteinaufarbeitung

Die bei -20°C gelaged@dr21l Pellets wurden in Tris-Puffer (20 mN
auf Eis aufgetaut und resuspendiert.uDde BoffggewméEemnige dass ein
10-fache Aufkonzentrierung der Zellenltmr \kerzgédichuzde . KDie Ze
len wurden nach Zugabe von 1 mM PMSIFamfgted s hUdsraesrc.h @éllierfi
kam ein Branson-Sonifier mit einer SprcdZzemesser5S umd doer

Amplitude von 20% zum Einsatz. Es wurkleurbgidstr@ZimdegerEKsbad
fur 2 Minuten sonifiziert, wobei nach 0,urseloyBdsekBerdehaplau-
siert wurde. Das Aufschlussvolumen UberstHieg aiirefmahse 2o melx -
trakte wurde dem Zellaufschluss vor d{w/fv$ olriiftikma tXe d 00%zugefi(
und nach dem Aufschluss far 15 Minutenmphreii 200 euw h.d Dlab0a c h
wurden die Zelltrimmer fir 10 Migabere teifug@iear@O0und der Ube
stand weiterverwendet.

In einigen Versuchen wurde der EinftuagsdbeiBnZediaefachluss a
die Proteinimmobilisierung untersuchtiebn dadieskanfd&taién wie be
schrieben, lediglich die Amplitude MemndenfiAndiée zieetref 10% red
ziert.

Wurde partiell gereinigte AtCCD1 beAdafsxthlwssdleedrermriton X-1
zugefigt. Nach Abzentrifugation der degllbiemstandvwved&orfen un
das Pellet im urspringlichen Aufschluss2®lumvn piHiZ;Rufrhet 1%
(w/v) Triton X-100 resuspendiert und Z20°fCL % rMlibt@ mrpra inkubie
Nach erneuter Zentrifugatiao MiHh.wWteh) wurde das Pellet verwor
der Uberstand weiter verwendet.
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Sofern Lyophilisate bendtigt wurdengswugdeudje EQQynhl aliqguotie
fuor 2 Minuten in flissigem Stickstofschhg&ermdefmiuAd®@ &Snunden b
0,2 mbar lyophilisiert. Der Proben®aitvegekarmhkbuf -80°

Riuckfaltung

Native AtCCD1 beinbkald¢ethidz2l aus 100 mL LB-Kultur wurden in
Resuspensionspuffer geldst, mit 20 pL LWMsonase wer20zC€, |Eb5cht
geschiuttelt und anschlieBend per UltratgdadhliossEnsbaéo aw/v)
Triton X-100 wurde zugegeben und noemmiallsubiert5 NVaiohutZentr
fugation bep @005 Minuten bei 10°C wurde der Wbenstamd verw
Pellet erneut in Waschpuffer resusgpteodientd Xeastechfairg wurden 4
wiederholt. Die Waschschritte ab der werfehg V& ne @eimn oAwrsw a -
schen des Tritons X-100 mit Resulspdosions pPeffiets wurden
gewogen und bei-80°C gelagert.

Nach der Isolierumgjudeon bediredsen diese denaturiert. Hierfldr w
pro 0,5 g Feuchtmasse 10 mL Denaturidramg&puifesorzidgzaget bi:
die L6sung homogen war und im AnschlusaspeolQ7% gnEed @t N -
Lauroylsarcosin zugegeben. Bei 20°C umdweidbtéinmr Scrhait$eunde
inkubiert. Die jetzt aufgeklarte LosumgFwaedemdtuiOcl4 5 iine Porer
groRBe filtriert und gegen Dialysepudéer Héar @ime4 Biokhaltegren
von 3,7 kDa dialysiert. Nachdem die iKoluzd o tr aotpaire 8&rA -
Assay bestimmt worden war, wurden 50% gderL Lesrdniighratutirld die
anderen 50% unverdinnt weiterverwendet.

Zur Initiationefdbddiwgrden 50 pL der ProteinfliGasthn glipueion

450 pL des entsprechenden RuUckfaltungsipbéfie2® W& rndrich 2t0Q nrpm
fur 12 Stunden inkubiert. Sofern destCrodabtderkiRaéictkdalten zug
geben wurde, so wurden 490 pL ruckgrefalildten. Rerimterinfsischen
1 mM Fe(pi)er Fe(dILPpGBung versetzt.

Die Aktivitat der rickgefalteten Enzyime Starmdeandidbsldgs und ar
schlieBender SPME-GC-MS Analyse untersucht.

SDS-PAGE

Zur Analyse unterschiedlicher Enzympréapaedede wtuopdrrdiesech
aufgetrennt und gefarbt. Es wurden 10% g®DeS -éHabyessoatyZeamDer
Proteingehalt der Praparate wurde wborteir Bbeedsdrmmufudie gleict
Gesamtproteinkonzentration normiert. &dpaheltgsiveunededr AN ur-
springlichen Volumen Tris-Puffer resbhepewdredetn bie¢ P+fach Prc
benpuffer versetzt, 5 Minuten bei 95°Chuntkllmngkahiemt SIind da
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nach kurz anzentrifugiert, um Kondensatsamm&émna [Diec Railftze n -
nung erfolgte mit 10 pL / Geltasche 40 ¥ .Sbued@aldevurden unt
leichtem Schitteln fur 1 Stunde mit Cdédmnbassne-latbisechdiegeen fi
mindestens 1 Stunde und mehrmaligem Weed h&redtder LOsung
Sofern densitometrische Analysen geplantawahmen, deur&ene mit
unterschiedlichen BSA-Konzentrationenibelfihldaunindtddaeritdensit
metrischen Messung gewahrleistet. Der icdremset dired prria tehi nb-dgtte i |
wurde mit der mittels BCA- oder BradfordGAsamypbheseimkotezent-
ration multipliziert und ergab die Kieldpeatteatson des

Zusammensetzung der SDS-PA-Gele (10%):

Sammelgel:

Poly-/Bisacrylamid (29:1, 40%) 0,83 mL
Puffer 1,67 mL

H,O 3,77 mL

10% SDS 67 pL

1,5% APS 333 pL

TEMED 5 pL

Trenngel (10%):

Poly-/Bisacrylamid (29:1, 40%) 2,5 mL
Puffer 1,25 mL

H,O 5,645 mL

10% SDS 100 pL

1,5% APS 500 pL
TEMED 5 pL

Proteinkonzentrationsbestimmung

Bei tensidhaltigen Proteinlésungen ownzemrtratioRsdteesniknmung ei
kommerzieller Bicinchoninsaure-Assay (BCGAYoimmaMilriogi¢seqdka.
Die Durchfihrung erfolgte nach beilieBéemders Amuweasiummin (BSA
wurde in Konzentrationen zwischen O undiezumg/iméi zadd&mlibn-
satz mitgefiuhrt. Es wurden immer mindemnensgle ne gfamlkeksen.

Zur Quantifizierung Glutathion-halgegqerwiPrrdbde enhd skuommerzielle
Bradford-Reagenz (Roti-Quant) eingedestzdy @¢anpfendBiCA-gegen-
Uber reduziertem Glutathion ist. Didgbeairioth fMbhkuntgtenrpobattenforr
in mindestens Dreifachbestimmung natditbeglielgentemnexsuchen
wurde sichergestellt, dass Glutathion dédsbdletssAnghnhdbt weurrfde
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BSA bei jedem Ansatz zur Kalibrierungzeatratdomgbeimei®lonvon O
bis 100 pg/mL, mitgefuhrt.

6.2.3 Proteinimmobilisierung

Sol-Gele

Zur Solherstellung wurden die Silane TMOEMMTUME,3EARMTBES
eingesetzt. Die Gesamtsilanstoffmengenrmetrugdjevweaide bBi Ver-
wendung von mehr als einer KomponenaeéeeiptozZziretsiamal Mas€tpung
wurde mit 146 pm@EdHH7,0) und 19%0n@pdd B,8) versetzt und bis z
Auflosen der zwei Phasen bei 20°C undtbMNachnE gtssehéiteiner
homogenen Phase, wurde das Gefall get@ffeneltSuMdntiienvnzum Ab
dampfen des entstandenen Methanols glesclsotealtstabdenen Sol:
wurden mit 150 pL Enzymldsung (vglngRBroteenawfaréemtisscht un
200 pL dieses Gemisches in verschlossengnl@|dswvnalsn(BemldyY G
polymerisiert.

Vor jeder Aktivitdtsmessung wurden di@sGlémonolithe ge

- 2Xx Tris, 20 mM, pH 7,4, je 2 mL
- 1x Tris, 20 mM, pH 7,4, 1% (w/v) TIO® mpn IfQ0,22Smhinden
- 2xTris, 20 mM, pH 7,4, je 2 mL

Fir die Quantifizierung des ausgewaschanenlPmdtedas jwwrdliger
Waschldésung direkt nach dem Polymerisiereamd brai G&I° G ewretesa -
schiedlich lang bei 300 rpm inkubiert. DuedWmaschgésowmgean, 1
Minute bei 13.000g zentrifugiert, inf felirsgedeomredticrkdtd8 Stunde
lyophilisiert. Nach Resuspension der [Llyophfifies awel rihe 20die Pro
teinkonzentrationen mittels BCA-Assay ermittelt.

Affinitatsimmobilisierung

Die AtCCD1-haltigen Zellpellets wurddan iBindegptfeechehandard
mafRig aufgeschlossen. Bei beiden Immobihgreeurig smive th Mdbd
zugegeben. Triton X-100 wurde fur dien@ SSuflm%WolwlIvgiernd fuar d
HisImmobilisierung auf 0,4% (w/v) zugegeben.

Die Matrices wurden nach Herstellerawmmgae ben pdgodebried@ pL Ma
rix fdr die Immobilisierung aliqudibgetrumgseuhmendbind mit 200
Proteinlésung / 25 pL Matrix und vdrs2c Miigete nmaaiuellem Misch
statt. Wurde die Matrix mehrfach belaaxdehnt gebwudkemaiProteinfre
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tion (NGP) nach Abzentrifugation dgbeéheahint aofl Eiie aatrix wa
renddessen mit 2x 1 mL des entsprecheredearscBierde puwnfdfehsi eg
Rend wurde die NGP in gleichen Volumiragwgethen.zur Mat
Sofern das immobilisierte Protein darwQeadatieinieentngerden sol
wurde 2 x mit je 50 pL des entsprechesdeluiBlfttucds pluéfebeider
Fraktionen vereinigt.

6.2.4 Substratvermittlung & Aktivitatsmessungen
Aktivitatsmessungen der AtCCD1 wurdemfiommMik pateterpsdttson-
dere bei Einsatz von Immobilisaten im d&dgrecdasfigatale@eurchge
fuhrt. Die Analyse des Reaktionsfortathenttwedefrolghetsmmatriscl
oder nach Probennahme mittels HPLC oder GC-MS.

In jedem Fall wurde die mizellare S uestrabdlisarregtge s zu Rea
tionsbeginn mit der Enzymldsung gemische. Qartdainowd+de
Stammloésung 10-fach konzentriert angesegetdesro BEhezsygmtosuM@ n
variiert werden konnte. Ein typischer R@@kpionsadsatMikridtiter
platte bestand aus (v/v):

10 % 10x Carotinoid-Stammldsung

60 + X % Puffer (Tris, PBS) Mizellare Substratlds
10 % Ethanol

20 x % Enzymldsung

Die 10x Carotinoid-Stammldsung wurdetwie folgt anges

2-Apo-8 -carotenal wurde in THF gelésdies2/5LmdMingl wurde in e
nem 10 mL Messkolben mit 995 mg Tritord Xl-alsO 0 Hye nairsscdit | ien
Bend durch 20 Minuten Stickstoffbegasuwhakwmm 20, Mimbaeh ver-
dampft. Das Carotinoid liegt danac@eims{T vioon DXuddD Auffillen
10 mL mit Puffer und intensivem vomtegeme wnidedli@rdnoLdsung e
zeugt.

Sofern Immobilisat verwendet wurdenewgedaudi80Pufdemoht und d
beiden anderen Komponenten der mizelgabem [RubB8¥ alibdassen.
Im Fall der Sol-Gele wurden 500 pL $ed sunaltlitis uned lpder Affinite
immobilisate 1 mL Substratlésung proDAa slatkzu le ari geers eetrA.lgte in
mer bei 30°C. AffinitatsimmobilisateonuGeéédlRien Boppedd O rpm ge
schittelt.

Die Substratldsungen fur die Pervapodatnoimsygeéesalcdre Wairhaltni
sen und Konzentrationen hergestelltlivié lbdredi ndyasr greustcedn hier v
lumina von bis zu einem Liter hergestellt.
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6.2.5 Pervaporation

Experimentelles

Als PV-Modul far die Pervaporation anfrardigumg 8esd@KSS For
schungszentrums Geesthacht (seit Novembeun 0@®&e sitdhlaciha)zze
verwendet. Die verwendete PV-Mebran iGa/MelchGK)T hMetm eine
Flache von 0,0035 m2.

Vor Beginn der Versuche wurde die Adl1@gmifudektilbhertem Wass
betrieben, um die Membran zu quellentidehmuuntz lzaithbegen zu
temperieren. Die Bauteile der Anlagertwaoedeso odpismder Unte
druck auf der Permeatseite unter 0,1chkverdalafg.wDradre Drluer die
komplette Prozessdauer aufgezeichnet. Die KMias$fselldewurde kzwn e
Beginn notiert.

Bei Probennahme wurden 1-5 mL aus degeRdteaqrttrtovhamean und

per HPLC vermessen. Danach wurde dienKilklfisldeedt,rcus/ dem
flussigen Stickstoff genommen, verschlosdem WassatevoilialRe

Ben aufgetaut. Die Permeatmasse wurdeeglaimcihestieontte sUW das
im Inneren der Kiuhlfalle noch gefrorenenBeem&anzeetriastignsbe-
stimmungen vollstandig aufzutauen, wurdern Mebhaaalk Midgegebe
und dessen Masse ebenfalls durch Wiegenefmstgte waltda. pas

HPLC oder GC vermessen.

Datenauswertung

Im Folgenden ist die Berechnung der Prbds&hkoenzemtraateoon -
zentration des 2-lonons opnR&EBmeariicht direkt gemessen werden
Methanol zum vollstandigen Auftauen dred Perngeattuazssae Mes-
sung zugegeben wird. Sie berechnet sichendesstahlznat-dohmem-g
Konzentration nach Methanhelzugdieen PermeatvoVumred dem
zugegebenen MethanoMyebwmwalches sich aus der Methanolm
und -dichte (0,793 g/cm?3) ergibt:

_ , 0+ )
= (Gl. 6.

Das erforderliche PermeWtwxrilgimensich aus der Permeatmasse
und -dichte

=— (Gl. 6.
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Die bendtigte PermAatdidRrtenithilfe eines Iterationsverfahrens (
Resch 2001) approximiert:

(GIl. 6.

Wiahrend die Permemimmdsktie EthanoAdee(vted,789 g/cm?3) bekannt
sind, wird die Ethanolmassmeeidn dPeamfadlts iterativ tber die Konze
tion des Ethanols inceRBgbestitmmt (Lapostolet-Resch 2001):

e )
- (Gl. 6.

Daraus ergibt sich:

= : (GIl. 6.

Im ersten Iterationsschritt wird dieo ik tima riPod kroge & pititatiine r
angenommenen Permeatédicehlekgdh nach (GIl. 6.4) berechnet. Na
rechnung der Ethanolmasse im Permeat nmitdeésdGlun6fb)y kane
genauere Berechnung der Périme@Hichit®) eingesetzt werden. D
Iteration wird wiederholt bis die Amaddrumte deanPeamals 1% betr.
Mit der Permeatdichte kann das Permea6va)ummensomch qGl.Kon-
zentration von 2-lonon nach (Gl. 6.1) berechnet werden.

6.2.6 Analytik

Photometrische Messungen

Die auf der Absorption des Substratesméarssehemd Aktphicdsassay
wurden im Mikrotiterplattenformat mialememviBeak®i®dpEvin min-
destens Dreifachbestimmung bei 30°C durelHgafivurtdeAl P nodre n
mit Leervektorextrakt statt der eigentictlgediBntzy mid Aungoxida
tionseffekte zu kompensieren. Der Eéfreckanv&onppéanmemteer wurde
durch eine Kontrolle ohne Substrat kodremerksaattollzire werden
punktweise von der Probe abgezogen whdndianfiamgt raitradornKalib -
rierkurve aus der photometrischen MessAbgobptieahmwatrd®ibei
510 nm gemessen. Eine Verschiebung ausxideuwmAlbeio 4itdommm at
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notig, weil der entstehende DialdehyskrauBbhreocdh absdréiert un
so die Messung verfalschen wiirde.

Die Fluoreszenzmessungen wurden ebenéapllatitre den Emnlsoatsten
gleichen Bedingungen wie die AbsorptiogesfiibssuBgemartduedhngt
erfolgte die Anregung von unterhalb wond dberbetlekdear Platte. L
Wellenldangen wurden zur Optimumsfitnmahg Weaeriliertan@pn fur de
entstehenden Dialdehyden waren 425 nth LU0 AmrégurmdgeuBmissi-
on.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Proben fur die GC-MS wurden mit Chtlobefach kabrzeemeriert und
NaSQgetrocknet. Bei Bedarf wurde zur ikwudlotmtvwenklléemeif Pro-
duktmengen eine PDMS-SPME Faser vermdendieée. Fhigefumiwuder
Gasphase der Probe fur 15 Minuten bgedOchtin Kienltd&ntifikati
von 2-lonon fand mithilfe eines Standmeadde ddretarisipmeszeit sow
dem Vergleich des Massenspektrums mito¢hmrdr sitattdr nine BMle ssp a
rameter waren:

Injektionsvolumen: 2 pL

Injektionstemperatur: 270°C
Split-Ratio (nicht bei SPME): 1:10
Temperaturprogramm Ofen: 80°C,

linearer Gradient auf 160°C bei +6°
160°C, 2 Min.,
linearer Gradient auf 325°C bei +50°
325°C, 1 Min.

GC-MS Interfacetemperatur: 280°C

Scanbereich: 35-350 m/z

Festphasenmikroexdodildtipma(se microex§PaMEipn

Sofern eine SPME-Analyse geplant warin WiumdlenHBIGaG2zasvials
mit perforierbarem PTFE-Septum fir dietUMaéhzAbdiauweaer Reak
tion wurde das Septumm mit der Fasereihwerchdsocpteonuhidr 15 Mi
nuten bei 40°C (Wasserbad) durchgediahim. ®@GCe M dojpkitor daue
te 5 Minuten bei ansonsten gleichemd&m0odeme begicchbiebenen GC
MS Analytik.
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Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Auftrennung und Analyse der entsdefpaldenoGakoecinuond insbe
sondere bei der Verwendung von Immer Risakeionvswmndeatdz mittel
HPLC analysiert. Die Immobilisate wuwgdeéirord (fic M ifegl &G0 0
getrennt und die Uberstande analysiaurig Fdier dRerdagwrearttionsver
suche, wurde eine Ethanol- und Methamidtq lsamthfli Ciedwmogh gefihrt
Kalibrierungen wurden mithilfe vord e dteralege Sitlanmtdand regelmal
Uberpriuft.

Messparameter Carotinoide und 2-lonon:

Fluss: 1,5 mL/Min
Sadulentemperatur: 31°C

Injektionsmenge: 10 pL

DAD-Messbereich: 190-800 nm

UV-Detektor: 300 nm

Laufmittel: 0-5 Min: 80% M®OH / 20% H

5-15 Min: 85% Acetonitril / 10% MeOH / 5% |
15-28 Min: 80% MeO(O/ 20% H

Messparameter Ethanol und Methanol:

Fluss: 0,6 mL/Min
Sadulentemperatur: 27°C
Injektionsmenge: 10 pL
Detektionsmethode: Brechungsindex
Laufmittel: 0-2QSKAIM3 M)

Rasterelektronenmikroskopie

Die Mikrostruktur der unterschiedlichetie$®|RGslerwlerndieomenmik
roskopie untersucht. Hierfur wurden T6BodbeaudesiflDeielms auf
gebracht und unter Standardbedingungfems @poligfenidsiwnirden sie
mittels Vakuum-Kohlenstoffbedampfunmg RESC hictetestuchd. ilm Fall
der auf PV-Membranen polymerisiertesre Gledmbyvaneeninielissigen
Stickstoff gefroren, gebrochen und an&aitieldemdREM Bnedsiert
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Derivatisierung des Cl7-Dialdehydeenwity@dréazDmnitroph

2,4-Dinitrophenylhydrazin wurde bis ezthhrarSodttgguihggt,imveMches m
3,5% (v/v) konzentrierter Salzsédure versetztowangl @Qrdledimit
100 pL umgesetzter mizellarer Carotinondl 6fsiunegirge nsituohde ubei
50°C unter leichtem Schitteln inkubiedie Bgdraaoenisiedhe 3 mal
mit 400 pL Pentan extrahiert. Nach éeemapsratuotedeéassPProdukt i
100 pL Chloroform geldst und per HPLC untersucht.
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8 Anhang

8.1 Plasmidkarten

8.1.1 pET-29a
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8.1.2 pGEX-4T



