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Zusammenfassung

Conclusion

Immobilisation of the model enzyme penicillin G acylase (EC 3.5.1.11) from E. coli was
investigated. Both loading and specific activity of the enzyme were improved by optimisa-
tion. The secondary structure of the immobilised enzyme was determined by circular

dichroism measurements.
Synthesis of the polymer particle

Two types of magnetic polymer particles, consisting of polymethylacrylate and polyvi-
nylacetate and suitable for industrial pharmacy, were synthesised at low costs.

Compared to the state of the art, the overall yield could be increased from 7 to 40% by
improving the synthesis of the magnetic fluid and the polymer reaction. Moreover, several
variants of the reaction were tested to allow for a later automation of the experiments.

As a result, non-porous polymer particles were obtained, which had a high mechanical
stability and were stable in organic solvents and water-based media at a pH of 3.5 to 12.
The particles could be stored in water-based media for two years. They had a high mag-
netic saturation which allowed for magnetic separation and provided 500 umol/g of func-
tional groups for further modifications with a spacer. The average particle diameter was
below 5 pm and the specific surface was in the range of 2 to 5 m?g. The polymethylacry-
late particle had a zeta potential of -28 mV, whereas that of the polyvinylacetate particle
amounted to +3.4 mV.

The particles obtained were found to be very useful for enzyme immobilisation, because
they are cheap (< 10 €/g), easy to separate and stable, and allow for high loading. Due to
the small particle size, no strong diffusion limitation will occur.

Particles of about the same price level (for example Eupergit®-C) have a much larger par-
ticle size, particles of the same quality (for example Micromer®-M) are much more expen-
sive (by a factor of 70).

Comparison with polymer nanoparticles revealed that the latter were no useful enzyme
carriers because of their high tendency to agglomerate. Additionally, they could not be
magnetically separated, although they possessed magnetic properties. This was attributed

to the fact that magnetic saturation per single particle was too small.

Seite 3 von 188



Zusammenfassung

Modification with a spacer

The polymer particles were activated with hexamethylenediamine and further modified with
two different spacers. The first spacer (hexamethylenediamine-glutardialdehyde spacer,
HG spacer) consisted of a continuous sequence of hexamethylenediamine and glutardial-
dehyde; the second spacer (amino acid spacer, AS spacer) contained amino acids. The
spacer length (related to the ideal stretched spacer molecules) of the HG spacer was var-
ied over a wide range (14.6 nm). Use of a spacer with variable amino acids represented a
new approach which ensured a high variability of the structure because of the high amount
of different structured amino acids.

In both cases, glutardialdehyde was used to activate the spacer for enzyme immobilisa-
tion, because this method was superior to activation with epichlorohydrine or carbonyl-
diimidazole. The glutardialdehyde method allowed for work in water-based media (no sol-
vent exchange is necessary), reached the highest yield, and costs were low. This method
was further improved by varying the reaction parameters.

The HG spacer was modified in its length from 1.62 to 16.2 nm and the enzyme penicillin
G acylase (EC 3.5.1.11, from E. coli) was immobilised. A maximum specific activity of 42.2
U/mg (unit = 1 umol/min, free enzyme 42 U/mg, same activity test) was achieved for 24.0
mg/g active enzyme on the particles. In this case, spacer length was longest with 16.2 nm.
The spacer length was not increased beyond this value, as enzyme loading started to de-
crease from about 11 nm. Still, intrinsic properties (such as specific activity) of the enzyme
were improved clearly with increasing spacer length. Storage stability and the stability of
the enzyme against high temperatures, ionic strength, and extreme pH values were im-

proved as well.

The AS spacer was modified in length from 2.9 to 9.1 nm and in structure through the use
of different amino acids (a-aminobutylic acid, asparaginic acid, glycine, lysine, phenyla-
lanine, and proline). Agglomeration of the AS spacer increased strongly with increasing
spacer length. Hence, it was impossible to produce any spacer with a length of > 9 nm. a-
aminobutylic acid and glycine were used to produce a spacer similar to the HG spacer.
Through the amino acids of asparaginic acid and lysine and through phenylalanine, disso-
ciation groups and an aromatic rest, respectively, were incorporated in the spacer. Proline

produced a somewhat “more rigid” spacer. Maximum enzyme loading was achieved with
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the pure lysine spacer (60.5 mg/g at 5.3 nm). The maximum amount of active enzyme was
reached by the phenylalanine spacer with 19.1 U/mg at 2.9 nm.

The polymer nanoparticles showed an enzyme loading of 120 mg/g, an amount of active
enzyme of 108 mg/g, and a specific activity of 37.9 U/mg. These are excellent values
which would recommend these particles for enzyme immobilisation. However, agglomera-
tion increased drastically with the loading of the particles. Consequently, only one spacer
unit (1.62 nm) could be synthesised, the expenditure being rather high.

Determination of the secondary structure

For the first time, covalent immobilised enzyme (penicillin G acylase, EC 3.5.1.11, from E.
coli) on a solid surface (silica nanoparticles, Ludox®-HS40 from Grace Davison) was inves-
tigated with circular dichroism.

First, the enzyme was separated and purified by one-dimensional gel electrophoresis, re-
duced to peptide fragments with trypsine, and characterised with mass spectrometry
(MALDI-TOF MS/MS). The protein database entry is 1h2g; the molar mass is 86192 g/mol.
After that, the particles were modified with glutardialdehyde and the enzyme was cova-
lently immobilised onto the particles. Saturation was reached at 55.8 mg/g, but the yield
dropped to 14% only.

Covalent immobilisation of the enzyme onto the silica nanoparticles (12 nm diameter,
monodisperse) changed the enzyme structure only slightly: The amount of a-helix deter-
mined by circular dichroism increased by 0.5%, the amount of B-sheets by 2.2%, while the
amount of B-turns decreased by 1.6% and the amount of random coils by 1.1%. Specific
activity decreased strongly with increasing enzyme loading, from 22.1 to 9.17 U/mg. Tak-
ing into consideration the slight change of the enzyme structure only, the drastic reduction
of the specific activity is supposed to be caused by diffusion limitation (of the substrate to
the enzyme) in catalysis or by steric hindrance.

Screening method for immobilisation

Comparative measurements of the kinetics of enzyme immobilisation on surfaces and the
maximum enzyme loading achievable were made for the first time on the pl scale by
means of the quartz crystal micro balance (QCM) technique. This method was compared
to the standard synthesis and biochemical characterisation techniques (hydrolyses of a
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substrate) and found to be an ideal screening method because of the small amounts
needed.

The enzyme was immobilised onto a QCM chip and the binding behaviour was investi-
gated. Moreover, activity of the immobilised enzyme on the chip was determined. Enzyme
loadings were found to be comparable.

From an immobilised enzyme, a carrier and a spacer were synthesised. This immobilised
system was investigated and optimised with respect to the amount of active enzyme on
the carrier. The properties of the system were found to be good as regards both the parti-
cle and the enzyme. Use of spacers clearly improved the intrinsic properties of the en-

zyme.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase (EC
3.5.1.11) von E.coli untersucht. Sowohl die Beladung als auch die spezifische Aktivitat des
Enzyms wurde durch Optimierungen verbessert. Durch Circulardichroismus-Messungen
wurde die Sekundarstruktur des immobilisierten Enzyms bestimmt.

Synthese der Polymerpartikel

Es wurden preisglnstige und fir die industrielle Pharmazie verwendbare magnetische Po-
lymerpartikel aus Polymethylacrylat sowie Polyvinylacetat synthetisiert.

Durch die Verbesserung der Magnetitgelsynthese und der Suspensionspolymerisation zur
Darstellung der Partikel konnte die Gesamtausbeute gegenlber dem bisherigen Stand der
Technik von 7 auf ~ 40% gesteigert werden. Zudem wurden auch einige Synthesevarian-
ten durchgeflhrt, um eine spatere Automatisierung des Prozesses zu erméglichen.
Dadurch wurden nicht-porése Polymerpartikel erhalten, die Uber eine hohe mechanische
Stabilitat verfliigen und in organischen Lésungsmitteln, sowie wassrigen Systemen von pH
3.5 bis 12 stabil sind. Diese kdnnen in wassrigen Medien zwei Jahre lang gelagert werden.
Sie weisen eine hohe magnetische Sattigung auf, die eine magnetische Separierung er-
maoglicht und stellen 500 umol/g Oberflachengruppen flr die Funktionalisierung durch
Spacer zur Verfigung. Der mittlere Teilchendurchmesser lag unter 5 um und die spezifi-
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sche Oberflache im Bereich von ~ 2 bis ~ 5 m?/g. Die Polymethylacrylat-Partikel verfligten
Uber ein Zetapotential bei pH 7.5 von -28 mV und die Polyvinylacetat-Partikel von +3.4
mV.

Daraus ergeben sich Trager, die hervorragend fur die Immobilisierung geeignet sind, da
sie preisgunstig (< 10 €/g), leicht separierbar und stabil sind, sowie eine hohe Beladung
ermoglichen. Auf Grund der geringen GréBe der Partikel entstehen keine hohen Diffusi-
onslimitierungen.

Partikel in derselben Preisklasse (zum Beispiel Eupergit®-C) besitzen einen deutlich gro-
Beren mittleren Teilchendurchmesser, Partikel mit vergleichbaren Eigenschaften (zum

Beispiel Micromer®-M) sind deutlich teurer (~ 70 fach).

Vergleiche mit Polymer-Nanopartikel ergaben, dass diese nicht als Trager geeignet sind,
da sie sehr stark agglomerierten und trotz magnetischer Partikeleigenschaften nicht mag-
netisch separiert werden konnten. Dies lag daran, dass die magnetische Sattigung pro

Polymer-Nanopartikel zu gering war.
Funktionalisierung mit Spacern

Die Polymerpartikel wurden mit Hexamethylendiamin aktiviert und mit zwei verschiedenen
Spacern funktionalisiert. Der erste Spacer (Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer,
HG-Spacer) besteht aus einer Abfolge von Hexamethylendiamin und Glutardialdehyd, der
zweite Spacer (Aminosaurespacer, AS-Spacer) besteht aus Aminosauren. Die Langenva-
riation (bezogen auf ideal linearisierte Spacermolekiile) des HG-Spacers umfasste einen
weiten Bereich (14.6 nm). Die Verwendung von Spacern mit variablen Aminosauren stellt
einen neuartigen Ansatz dar, der auf Grund der Vielzahl von Aminosduren mit unter-

schiedlicher Seitenkette eine hohe Variabilitat der Struktur erméglicht.

In beiden Fallen wurde Glutardialdehyd zur Aktivierung der Partikel fiir die Enzymimmobi-
lisierung verwendet, da diese Methode der Aktivierung mittels Epichlorhydrin oder 1, 1°-
Carbonyldiimidazol Uberlegen war. Die Glutardialdehyd-Methode erlaubt Arbeiten in wass-
rigen Medien (kein Lésungsmittelaustausch), besaB3 die héchste Ausbeute und ist preis-
wert. Diese Methode wurde zudem durch Variation der Reaktionsparameter weiter ver-
bessert.

Der HG-Spacer wurde in seiner Lange von 1.62 bis 16.2 nm variiert und das Enzym Peni-
cillin G Acylase (EC 3.5.1.11 von E.coli) immobilisiert. Dabei ergab sich, dass eine maxi-

Seite 7 von 188



Zusammenfassung

male spezifische Aktivitat von 42.2 U/mg (U = Unit [umol/min], freies Enzym: 42.0 mg/g bei
gleichem Aktivitatstest) bei einer Menge von 24.0 mg/g aktivem Enzym auf den Partikeln
erreicht wurde. Dies war der Fall bei der maximalen Spacerlange, die 16.2 nm betrug. Ei-
ne weitere Verlangerung des Spacers wurde wegen der ab ~ 11 nm wieder sinkende Be-
ladung nicht durchgefiihrt. Es ergab sich aber eindeutig eine Verbesserung der intrinsi-
schen Eigenschaften (wie der spezifischen Aktivitdt) des Enzyms mit zunehmender
Spacerlange. Auch die Lagerstabilitdt und die Stabilitdt gegentiber hohen Temperaturen,

lonenstarken und extremen pH-Werten wurden verbessert.

Der AS-Spacer wurde in seiner Lange von 2.9 bis 9.1 nm und durch die Verwendung von
verschiedenen Aminosauren (a-Aminobutylsaure, Asparaginsaure, Glycin, Lysin, Phenyla-
lanin und Prolin) modifiziert. Die Agglomeration der mit AS-Spacern funktionalisierten Par-
tikel nahm mit steigender Spacerlange weiter zu. Daher konnten keine Spacer > 9 nm
verwendet werden. o-Aminobutylsdure und Glycin wurden verwendet, um einen mit dem
HG-Spacer vergleichbaren AS-Spacer darzustellen. Durch die Aminosauren Asparagin-
saure und Lysin wurden dissoziierbare Gruppen, durch Phenylalanin ein aromatischer
Rest in den Spacer eingebracht und Prolin sorgte flr einen etwas ,starreren® Spacer.

Die maximale Beladung wurde mittels des reinen Lysinspacers mit 60.5 mg/g erreicht (5.3
nm), wahrend die maximale Menge an aktivem Enzym beim Phenylalaninspacer mit 19.1

U/mg bei 2.9 nm erreicht wurde.

Die Polymer-Nanopartikel wiesen eine Beladung von 120 mg/g, 108 mg/g aktives Enzym
auf den Partikeln und eine spezifische Aktivitat von 37.9 U/mg auf. Dies sind hervorragen-
de Werte, die eine Verwendung dieser Partikel empfehlen wirden. Allerdings steigerte
sich das Problem der Agglomeration mit beladenen Partikeln deutlich, so dass nur eine
Spacerlange des HG-Spacers (1.62 nm) synthetisiert werden konnte und dies bereits mit

erheblichem Aufwand verbunden war.
Aufklarung der Sekundarstruktur

Zum ersten Mal konnte kovalent immobilisiertes Enzym (Penicillin G Acylase, EC 3.5.1.11,
von E.coli) an einer festen Phase (Silica-Nanopartikel, Ludox®-HS40 von Grace Davison)
mittels Circulardichroismus analysiert werden.

Dazu wurde zuerst das Enzym durch eine 1D-Gelelektrophorese aufgetrennt und gerei-
nigt, durch Trypsin in Peptidfragmente abgebaut und mittels Massenspektrometrie (MAL-
DI-TOF MS/MS) charakterisiert (Proteindatenbank-Eintrag 1h2g, molare Masse 86192
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g/mol). AnschlieBend wurden die Partikel mit Glutardialdehyd funktionalisiert und das En-
zym kovalent daran gebunden. Dabei wurde die Beladung bis zur Sattigung (55.8 mg/g)
erhoht, die Ausbeute sank dabei aber auf 14%.

Die kovalente Immobilisierung des Enzyms auf diesen Silica-Nanopartikeln (12 nm Durch-
messer, monodispers) anderte die Struktur des Enzyms nur sehr gering: Der mit Circular-
dichroismus-Messungen bestimmte Anteil an a-Helices stieg um 0.5%, der Anteil der B-
Faltblatter um 2.2%, dafir sank der Anteil der B-Schleifen um 1.6% und der des un-
geordnete Strukturanteils um 1.1%. Die spezifische Aktivitat sank allerdings mit zuneh-
mender Beladung rapide: Von 22.1 bis 9.17 U/mg. In Betracht der geringen Strukturande-
rung liegt der Schluss nahe, dass die deutliche Verminderung der spezifischen Aktivitat
durch die Diffusionslimitierung (des Substrattransportes zum Enzym) bei der Katalyse oder
durch sterische Effekte gegeben ist.

Screening-Methode fiir Inmobilisierungen

Es wurden vergleichende Messungen im pl-MaBstab zur Kinetik von Enzymimmobilisie-
rungen an Oberflachen und erzielbare maximale Beladung erstmalig mit der Quarzkris-
tallmikrowaagen-Technik durchgefiihrt. Die Methode stellt wegen der geringen bendtigten
Mengen eine ideale Screening-Methode im Vergleich zu klassischen Synthesemethoden
und biochemischen Charakterisierungsverfahren (wie Hydrolyse eines Substrates) dar.

Das Enzym wurde auf einem Chip der Quarzkristallmikrowaage immobilisiert und der Ver-
lauf der Bindung an den Chip untersucht. Zudem wurde die Aktivitdt des auf dem Chip
immobilisierten Enzyms gemessen. Dabei ergaben sich vergleichbare Beladungsmengen.

Es wurde ein Immobilisat erstellt, von dem Trager und Spacer selbststdndig synthetisiert
wurden. Dieses Immobilisat ist untersucht und betreffs der aktiven Menge Enzym auf dem
Trager optimiert worden. Dabei zeigt sich, dass das Immobilisat Gber sehr gute Eigen-
schaften, sowohl im Bezug auf den Trager, als auch auf das Enzym verfligt. Die Verwen-
dung von Spacern verbesserte die intrinsischen Eigenschaften des Enzyms deutlich.
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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Biotechnologie (,Die technische Nutzung des Potentials von Mikroorganismen, pflanz-
lichen und tierischen Zellen, sowie von Teilen dieser zum Zwecke der Produkisynthese
oder Stoffumwandlung®“, European Federation of Biotechnology, 1980) ist eine sehr alte
Tradition, die zum Beispiel durch die Garung schon sehr friih, wenn auch ohne tiefere
Kenntnisse, angewendet wurde. Erst im 19. Jahrhundert wurde die Biotechnologie be-
wusst zur Produktgewinnung (Ethanol, Aceton, Butanol, Glycerol, Citronenséure, Backer-
und Futterhefen) genutzt. Antibiotika und Impfstoffe wurden in den flnfziger Jahren durch
die Biotechnologie produziert, als diese wissenschaftlich erschlossen wurde. Diese vertief-
te sich immer weiter und kombinierte Erkenntnisse aus verschiedenen Wissenschaften
und der Technik miteinander. Ab den achtziger Jahren kamen dann noch groBe Fortschrit-
te in der Gentechnik, Biochemie, Mikrobiologie und Computer-gesteuerten Prozessen hin-
zu (Leuchtenberger, 1998).

Die Immobilisierung von Enzymen, die in gr6Berem MaBstab in den sechziger Jahren ent-
stand, ist heute ein bedeutendes Gebiet der Wissenschaft. Es gibt viele Moglichkeiten ein
Enzym zu immobilisieren, von der reinen Adsorption, Gber Einschlussverfahren, Querver-
netzung bis hin zur kovalenten Bindung. Dabei ist die Immobilisierung ein zweischneidiges
Schwert, da sie in der Regel die Stabilitdt des Enzyms gegenlber auBeren Einflissen wie
zum Beispiel das Reaktionsmedium erhéht, daflr aber oft die intrinsischen Eigenschaften

(wie die molekulare Aktivitat) des Enzyms verschlechtert werden (Kallenberg et al, 2005).

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acy-
lase von E.coli (EC 3.5.1.11). Dieses Enzym ist bedeutend fir die industrielle Herstellung
von Antibiotika. Seit den sechziger Jahren erweitert die enzymatische Darstellung von j3-
Lactam-Antibiotika (Amoxicillin, Ampicillin, Cefadroxil, Cefamandol, Cefazolin, Cephalexin,
Cephaloglycin und Cephalothin) durch Penicillin G Acylase die traditionelle chemische
Synthese. Dabei werden penicillin-basierende Antibiotika (semisynthetische Penicilline
[SSP], zum Beispiel Amoxicillin, Ampicillin) und cephalosporin-basierende Antibiotika (se-
misynthetische Cephalosporine [SSC], zum Beispiel Cefadroxil, Cephalexin) unterschie-
den.
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Eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit behandelten Themen bietet Abb.1.

Magnetische Polymertrager

(Kapitel 2)
Aminoséaure-Spacer Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer
(Kapitel 3) (Kapitel 3)
\ \
Immobilisierung Penicillin G Acylase Immobilisierung

(Kapitel 4)

Immobilisierung Immobilisierung

Circulardichroismus-Messung Quarzkristallmikrowaagen-Messung
(Kapitel 4) (Kapitel 4)
Y

Massenspektrometrie-Messung
(Kapitel 4)

Abb.1: Schematische Darstellung der Arbeitsbereiche.

Das Enzym wurde an magnetische Polymertrager immobilisiert, die durch Spacer funktio-
nalisiert wurden. FiUr die Immobilisierung des Enzyms wurde die kovalente Bindung an
einen magnetischen Polymertrager gewahlt, da diese das Enzym dauerhaft an den Trager
bindet. Es wurden daflr Polymertrager, die selbststédndig synthetisiert wurden, verwendet,
da diese chemisch und mechanisch sehr stabil und zudem preisginstig (im Bezug auf ei-
ne Nutzung in der pharmazeutischen Industrie) sind. Die magnetischen Eigenschaften er-
lauben eine schnelle und einfache Separierung und die Verwendung von Partikeln mit ei-
nem mittleren Teilchendurchmesser von unter 5 um, die Uber eine geringere Diffusionsli-
mitierung des Stofftransportes des Substrats zum Enzym als gréBere Partikel verfligen.
Daher wurden auch nicht-porése Partikel synthetisiert, obwohl diese eine geringere Bela-
dung als porése Partikel aufweisen.

Um die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Trager zu vermindern ohne den Trager
zu verandern, wurde ein Spacer (engl. Abstandshalter) verwendet. Dieser wurde in seiner
Lange variiert, um die optimale Lange fir die kovalente Bindung des Modellenzyms Peni-
cillin G Acylase zu finden.
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Der Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer ist ein in der Biotechnologie weit ver-
breiteter Spacer, durch die Modifizierungen des Spacers war es mdglich, sowohl die En-
zymbeladung, als auch die spezifische Aktivitdt des Enzyms zu erhéhen.

Die Uberlegung, ebenfalls die Struktur der Spacer zu verandern, fiihrte zu dem Ansatz mit
Hilfe der Merrifield Festphasensynthese einen Spacer aus Aminosduren zu verwenden.
Der Aminosaurespacer ist eine neuartige Anwendung der Peptidsynthese in der Enzy-
mimmobilisierung. Diese kdnnen sowohl in der Lange, als auch im Bezug auf die chemi-
sche Struktur verandert werden. Gerade letztere I&sst sich auf Grund der hohen Anzahl
von verschiedenen Aminosauren sehr stark modifizieren. Eine hohe Anzahl von funktionel-
len Gruppen ermdglicht eine mehrfache Bindung des Enzyms, wodurch die Struktur des
Enzyms starker fixiert wird. Somit ist die Enzymstruktur stabiler und nicht so anfallig ge-
geniber Einflissen (wie zum Beispiel hohe Temperaturen), die die Struktur des Enzyms
verandern.

Die groBe Flexibilitat bei der Verwendung von Spacern zur Immobilisierung von Proteinen
wurde durch die Synthese eines definierten Spacers fir ein Protein erwiesen.

Die Sekundarstruktur des auf Silica-Nanopartikel immobilisierten Enzyms wurde mittels
Circulardichroismus-Messungen analysiert. Es wurde die molare Masse und die Amino-
sauresequenz der Penicillin G Acylase durch Massenspektrometrie-Messungen und eines
Datenbankabgleichs ermittelt. Da die EinbuBen der intrinsischen Eigenschaften (wie die
spezifische Aktivitdt oder molekulare Aktivitat) sowohl durch Anderungen der Sekundar-
struktur des immobilisierten Enzyms, als auch durch Wechselwirkungen oder sterische
Hinderung mit dem Trager bewirkt werden kénnen, wurde ein Vergleich der Sekundar-
struktur des freien und des immobilisierten Enzyms durchgefihrt. Dabei war das Ziel, die-
se Analyse an auf festen Phasen kovalent immobilisierten Enzymen durchzufihren, ein
Untersuchungsobjekt, das bisher noch nicht erfolgreich betrachtet wurde.

Der Verlauf der kovalenten Immobilisierung wurde mittels der Quarzkristallmikrowaagen-
Technik verfolgt. Diese ermdglicht es, die Massenzunahme auf einem Chip Uber eine Fre-

quenzanderung zu bestimmen.

Durch die Kombination obiger Ziele soll ein wissenschaftlich analysiertes und getestetes
Immobilisat entwickelt werden, dass nach der MaBstabsvergréBerung fir die industrielle

Produktionen von pharmazeutisch relevanten Chemikalien verwendet werden kann.

Seite 18 von 188



Magnetische Polymertragersysteme fir die Enzymimmobilisierung

2. Magnetische Polymertragersysteme fir die Enzymimmobi-
lisierung

Ziel der Synthese war es, geeignete Partikel fir die kovalente Immobilisierung des Modell-
enzyms Penicillin G Acylase zu synthetisieren, die preiswert genug sind, um in der indus-
triellen Pharmazie Anwendung zu finden. Als geeignet sind Partikel anzusehen, die schnell
und vollstandig separiert werden kdénnen, gentigend funktionelle Gruppen flr die Spacer-
synthese zur Verfagung stellen und deren Oberflache eine ausreichende Enzymbeladung
ermdglicht.

2.1. Stand des Wissens

Bei der Verwendung von Enzymen als Biokatalysatoren in der Industrie stellt sich die Fra-
ge, ob diese in freier Form oder als Immobilisat eingesetzt werden sollen. Beide Anwen-
dungsmdglichkeiten bieten einige Vorteile und Nachteile, so dass diese Entscheidung je
nach Problemstellung unterschiedlich ausfallen kann. Wahrend Biokatalysatoren in der
Wissenschaft in kleinen Mengen eingesetzt werden, entwickelt sich dies fir die Industrie
oft auf Grund der gréBeren verwendeten Mengen zu einem deutlichen Kostenfaktor, den

es zu optimieren gilt.
2.1.1 Freie Enzyme

Freie Enzyme unterliegen keinerlei Einschrankungen ihrer biochemischen und kinetischen
Eigenschaften, wie sie durch die Immobilisierung entstehen kénnen. Somit katalysieren sie
die entsprechenden Reaktionen mit maximaler Substratspezifitat, Stereoselektivitat und
Enantioselektivitat, ersteres lasst je nach Enzym nur eine beschrankte Auswahl an Sub-
straten zu. Dadurch ist die Substratpalette deutlich eingeschrankt und zudem sind die
meisten Enzyme nur in rein wassrigen Lésungen aktiv. Aus den beiden obigen Bedingun-
gen ergibt sich, dass diese Enzyme, wenn sie in Wasser schwerlésliche Substrate kataly-
tisch umsetzen, nur bei geringen Konzentrationen arbeiten. Dies senkt die Produktivitat oft
deutlich unter die von der Industrie bendtigten Werte. Das Temperaturmaximum fir me-
sophile Enzyme liegt bei 37°C, allerdings denaturiert das Enzym bei dieser Temperatur.
Ebenso stellen extreme pH-Werte und hohe lonenstarken meist ein nicht zu Gberwinden-
des Problem dar. Bei der Produktaufreinigung gehen die Enzyme in der Regel verloren, so

dass sie nur einmal verwendet werden kénnen (Buchholz und Kasche, 1997).
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2.1.2. Verwendung von Tragern zur Immobilisierung

Die Entwicklung geeigneter Immobilisierungsmethoden ist ein komplexes Arbeitsfeld, das
sich zu einem bedeutenden Bereich der Forschung in der industriellen Biokatalyse entwi-
ckelt hat. Enzyme kénnen mittels schwacher oder starker Wechselwirkungen (Van der
Waals oder ionische Wechselwirkungen) immobilisiert werden. Diese sind im Allgemeinen
zu schwach, um das Enzym wahrend der Reaktion oder Aufbereitung am Trager zu hal-
ten, zudem kénnen hohe Edukt- oder Produktkonzentrationen, pH-Werte oder lonenstar-
ken die Wechselwirkung zusatzlich schwachen. Eine kovalente Bindung hingegen ist unter
den Bedingungen, bei denen das Immobilisat verwendet wird, ausreichend stabil. Grund-
satzlich werden drei Methoden der Immobilisierung verwendet: Die tragerfreie Bindung,
das Einschlussverfahren und die Tragerbasierende Bindung.

Tragerfreie Immobilisate

Der Vorteil von tragerfreien Immobilisaten liegt darin, dass die Aktivitat der Enzyme bezo-
gen auf die Gesamtmasse der Immobilisate besonders hoch ist. Zudem existieren keine
Wechselwirkungen zwischen dem Trager und dem Enzym (Kallenberg, 2005) und es fal-
len keine Kosten fir die Trager an, welche unter Umstanden héher als jene fir die ver-
wendeten Enzyme sein kénnen.

Zu den tragerfreien Enzymsystemen gehdéren unter anderem direkt vernetzte Enzyme, bei
denen mehrere Enzymmolekile durch ein Spacermolekiil, z. B. Glutardialdehyd, miteinan-
der verbunden sind. Dabei werden zwei Methoden unterschieden: Quervernetzte Enzym-
aggregate (CLEA — cross linked enzyme aggregates) und quervernetzte Enzymkristalle
(CLEC — cross linked enzyme crystals).

CLEAs werden durch Fallung des Enzyms gebildet, ohne dass dessen Struktur gestort
wird und anschlieBend mit einem geeigneten Reagenz quervernetzt. Das Enzym wird, soll-
te es noch nicht in reiner Form vorliegen, bei geeigneter Wahl der Chemikalien (Ammoni-
umsalze, Polyethylenglycol, enzymspezifische organische Lésungsmittel) gereinigt. Hier-
bei sind die Enzymmolekulle ohne jede Ausrichtung aneinander gebunden und das verbri-
ckende Molekll muss einen ausreichenden Abstand gewéhrleisten, damit das Substrat
das aktive Zentrum de Enzyms erreichen kann (Schoevaart et al, 2004, Mateo et al, 2004,
Cao et al 2001 und 2000).

Im Gegensatz dazu wird bei CLECs vor der Quervernetzung eine Kristallisation durchge-
fuhrt. Dies beinhaltet fir Enzyme, die nicht leicht zu kristallisieren sind, einen zusatzlichen,
zeitaufwendigen Schritt. Daflir sind CLECs in der Regel chemisch und mechanisch sehr
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stabil und die Kristallisation kann zur Aufreinigung benutzt werden. Wenn die CLECs klein
genug (< 20 um) und die Abstéande zwischen den Kristalliten ausreichend groB sind, um
die Diffusion des Substrates zu erméglichen, dann stellt diese Immobilisierungsmethode
ein sehr aktives Immobilisat dar. Die Enzymmolekile sind dabei im Kristall geordnet und
kénnen somit orientiert gebunden werden (Haring und Schreier, 1999).

Sowohl die CLECs, als auch die CLEAs kénnen durch Filtration separiert werden. Im in-
dustriellen MaBstab ist dies allerdings auf Grund ihrer geringen GréBe nicht einfach nur
mit Druckgradienten mdglich. Die Erhéhung der Stabilitat, wie auch die Verminderung der
Enzymeigenschaften ist oft geringer als bei trdgergebundenen Enzymen. Allerdings sind
auch direkt vernetzte Enzyme von der Diffusionslimitierung betroffen. Diese ist bei gleicher
GrdBe nicht geringer als bei an Tragern gebundenen Enzymen (Cao et al, 2003).

Einschlussverfahren

Eine weitere Mdglichkeit der Immobilisierung von Enzyme ist das EinschlieBen dieser in
eine Matrix, wie zum Beispiel Gelatine oder Alginat (Busto, 1998). Meist sind die dafir
verwendeten Verfahren ohne hohen apparativen Aufwand: Das Enzym oder die ganze
Zelle wird in einer wassrigen Ldsung, bestehend aus einer permanenten und einer tempo-
raren Matrix, suspendiert und dann in eine Vernetzerlésung getropft, um feste Partikel,
meist im Millimeterbereich, zu bilden. Der letzte Schritt besteht darin, die temporare Matrix
wieder heraus zu lésen, um Poren in den Partikeln zu erzeugen, damit das Substrat zum
Enzym gelangen und katalysiert werden kann. Eine Vernetzung mit bifunktionellen Mole-
kilen stabilisiert die Partikel und bindet das Enzym oder die Zelle kovalent an die Partikel
(Norouzian et al, 2002, Reetz, 1997). Diese Methode hat im Vergleich mit den Methoden
der tragerfreien oder tragergebundenen Immobilisierung den Nachteil, dass sie einer ho-
hen Diffusionslimitierung unterliegt. Diese ist zum einen von der PartikelgroBe abhangig
und zum anderen von der GréBe der Poren. Durch diese Immobilisierungsmethode sind
kleinere Partikel (unterlagen einer geringeren so genannten externen Diffusion) nur mit
deutlich erhéhtem Aufwand herstellbar. AuBerdem kann das Substrat das Enzym oder die
Zelle nur Uber Poren erreichen (so genannte interne Diffusion). Daher ist diese Einschran-
kung nur schwer zu reduzieren. Aus diesem Grund werden Trager mit groBen Poren ver-
wendet. Beide ,Diffusionslimitierungsarten” beziehen sich auf die Diffusionslimitierung des
Substrates in der enzymatisch katalysierten Reaktion. Diese entsteht durch einen Kon-

zentrationsgradienten, der durch die verminderte Konvektion in der Umgebung der Partikel

Seite 21 von 188



Magnetische Polymertragersysteme fir die Enzymimmobilisierung

entsteht. Ist das Enzym in einer Pore immobilisiert, so spricht man von interner, ansonsten
von externer Diffusionslimitierung.

Es wurden Silica-Nanopartikel mit verschiedenen spezifischen Porenvolumen (0.802 bis
1.20 cm®/g, daraus ergab sich eine spezifische Oberflache von 466 bis 854 m?/g) zur Im-
mobilisierung von Penicillin G Acylase verwendet und miteinander verglichen und dabei
zeigte sich, dass diese eine Beladung von 89 bis 94% der eingesetzten Enzymmenge er-
zielten, dabei 28.1 bis 76.8% der Aktivitat verloren ging (Chong und Zhao, 2004). Diese
Ergebnisse wurden auch durch die Verwendung von ITQ-6 (Antikérper) bestatigt, die ein
spezifisches Porenvolumen von 0.75 cm®/g (600 m?/g) besitzen und hohe Aktivitaten zeig-
ten (Corma et al, 2002 und 2001).

Auch die Verwendung anorganischer Materialien wie zum Beispiel layered double hydro-
xides (LDHs) zum Einschluss von Enzymen oder Zellen stellt eine weitere Option dar. Die-
se besitzen den Vorteil, dass sie durch die geeignete Reaktion mit organischen Disauren
(zum Beispiel Glutaminsaure) geweitet werden kénnen und somit die interne Diffusionsli-
mitierung gesenkt werden kann. Allerdings ist die Bindung an das Tragermaterial ionischer
Natur und daher sehr anfillig gegeniiber pH-Anderungen oder hohen Konzentrationen

andere lonen.
Tragergebundene Enzyme

Die Eigenschaften der Immobilisate bestehen sowohl aus jenen des Tragers (chemische
und mechanische Eigenschaften), als auch denen des Enzyms (biochemische und kineti-
sche Eigenschaften). (Tischer und Kasche, 1999, vgl. Abb.2):

Enzym Trager
Biochemische Chemische
Eigenschaften Eigenschaften
I [
Kinetische Mechanische
Eigenschaften Eigenschaften
I I I
Immobilisierungsmethode | | Massentransfereffekt | | Betriebsstabilitit
(Ausbeute) (Effizienz) (Wiederverwendbarkeit)
I
Leistung

Abb.2: Ubersicht iiber die verschiedenen Eigenschaften eines Immobilisats, die sich aus der Kombination
von Enzym und Trager ergeben (Tischer und Kasche, 1999).
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Zu den biochemischen Eigenschaften des Enzyms gehéren:
Molekulare Masse, prosthetische Gruppe, funktionelle Gruppen an der Enzymober-
flache, Reinheit

Zu den kinetischen Parametern des Enzyms gehéren:
Spezifische Aktivitat, kinetische Parameter, Einfluss von pH, Temperatur und L6&-
sungsmitteln auf die Enzymkinetik

Zu den chemischen Eigenschaften des Tragers gehéren:
Zusammensetzung, funktionelle Gruppen, PorengréBe, chemische Stabilitat, mdgli-
ches Schwellverhalten

Zu den mechanischen Eigenschaften des Tragers gehéren:
PartikelgréBe, Stabilitdit gegenlber hohen Driicken, FlieBverhalten, Sedimentati-
onsverhalten, Abriebfestigkeit

Bei einem Immobilisat ergeben sich durch die Kombination von Trager und Enzym folgen-

de weitere Parameter:

Immobilisierungsmethode:
Beladung, Ausbeute, Veranderung der intrinsischen Eigenschaften (wie spezifische
Aktivitat)

Massentransfer Effekte:
Konzentrationseffekte innerhalb der Partikel (z.B. pH-Gradienten), externe und in-
terne (in den Poren) Diffusion, Effizienz (molekulare Aktivitdt des immobilisierten
Enzyms im Vergleich zum freien Enzym)

Stabilitat:
Betriebsstabilitat, Lagerstabilitat

Leistung:
Produktivitat (Masse Produkt pro eingesetzte Enzymmenge), Enzymverbrauch (Ver-
lust an Enzymmenge pro Masse Produkt)

Generell liegt der Vorteil von immobilisierten Enzymen in ihrer erhdhten Stabilitat (Cao et
al, 1999) und der Wiederverwendbarkeit, die eine deutliche Kostenreduktion erméglicht,
wenn die Herstellung der Immobilisate nicht zu teuer ist und das Enzym oft genug wieder
verwendet werden kann. Ebenso ist die Handhabung der Immobilisate gegenlber den En-
zymen erleichtert, da diese einfacher separiert werden kénnen (Kallenberg et al, 2005,
Tischer und Kasche, 1999).
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Am besten lassen sich tragergebundenen Enzymsysteme anhand der Eigenschaften des
Tragers in verschiedene Klassen einteilen. Als geeignete GrdBen dienen hier vor allem die
mittlere TeilchengrdBe, die Porositat und die Materialeigenschaften, besonders magneti-
sche oder biologisch abbaubare Materialien. Gerade flr katalytische Reaktionen mittels
der Penicillin G Acylase ist es wichtig, das Reaktionsgleichgewicht so zu verschieben,
dass die Synthese gegeniber der Hydrolyse begtinstigt ist. Ein Weg dies zu erreichen ist,
die Wasseraktivitat zu kontrollieren. Dabei wird dem Enzym genug Wasser zur Verfligung
gestellt, dass die Struktur erhalten bleibt, aber nicht genug, dass die Hydrolyse gegenlber
der Synthese beginstigt wird. Dies funktioniert sehr gut mit Silicapartikeln (Basso et al,
2000a und 2000b, De Martin et al, 1999). Eine weitere Mdglichkeit ist das Arbeiten in was-
serfreien, organischen Losungsmitteln.

Unzahlige Arbeitsgruppen haben zahlreiche Trager zur Immobilisierung verwendet und
untersucht. Viele Enzyme, vor allem Penicillin G Acylase wurden unter anderem auf Chito-
san (Adriano et al, 2005a und 2005b), Nylon (Eldin et al, 2000), Polymertrager (Liu et al,
2005b, Ma et al, 2005, Yanga et al, 2005, Basso et al, 2003a, Akgoél et al, 2001, Guan et
al, 2001; Wu et al, 1998, Muller-Schulte und Brunner, 1995, Bryjak und Noworyta, 1993,
Bryjak et al, 1989), Silicapartikel (Dumitriu et al, 2003, Basso et al, 2000a, Esquena et al,
1996), Micellen (Celej et al, 2004), Aerogele (Basso et al, 200b) und organisch modifizierte
Xerogele (Basso et al, 2003b) immobilisiert. Auch sehr ungewdéhnliche Trager, wie zum
Beispiel Lipidfiime (Phadtare et al, 2002), LDHs (Layered Double Hydroxides) oder intelli-
gente Polymere (Sharma et al, 2003), die je nach pH-Wert fllissig oder fest sind, werden
verwendet.

Auch biologisch abbaubare Materialien wie Agarose, oft bereits als Aldehyd-Agarose funk-
tionalisiert, werden als Trager fir die Immobilisierung eingesetzt. Enzyme werden an diese
Uber ihre Aminogruppen gebunden (Guisan, 1988). Vor allem eine bedeutende Stabilitats-
steigerung gegentber hohen Temperaturen durch die Mehrfachbindung bei der Immobili-
sierung zeichnet diesen Trager aus (Fernandez-Lafuente et al, 1992).

Die Literaturrecherche ergab, dass zwar viele verschiedene Trager verwendet werden,
aber Polymertrager einen sehr groBen Anteil daran haben. Daher werden immer wieder
Verfahren entwickelt, um maéglichst preiswert Polymertrager herzustellen (Tanyolac und
Ozdural, 2000).

Eupergit®-C ist ein weit verbreiteter Trager und somit eignet sich dieser sehr gut, um als
Vergleich flr die hier verwendeten Polymertréger zu dienen (Katchalski-Katzir und Krae-
mer, 2000), da dieser Trager preiswert ist (6 €/g) und zur Immobilisierung von Enzymen,
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auch Penicillin G Acylase, verwendet wird. Eupergit®-C besitzt eine mittlere TeilchengréBe
von ~170 um und ist mit Poren von ~25 nm von por&ser Beschaffenheit. Es ist ein Copo-
lymertrager, bestehend aus Methacrylamid, Glycidylmethylacrylat und Allylglycidylether,
vernetzt mit N, N’-Methylen-bis(methacrylamid), hergestellt von R&éhm (Darmstadt,
Deutschland) (R6hm, 1995). Dabei ist Eupergit®-C sehr hygroskopisch und adsorbiert un-
gefahr die dreifache Menge seines Eigengewichtes an Wasser. Nach der Wasseraufnah-
me ist es allerdings mechanisch und chemisch sehr stabil (pH-Bereich von 0 bis 14) und
verandert sich auch bei starken Anderungen des pH-Werts nicht (Janssen et al, 2002).
Das Enzym wird Uber dessen Aminogruppen an die Epoxygruppen des Tragers gebunden,
wobei diese Bindung im pH-Bereich von 1 bis 12 stabil ist (Mateo et al, 2000). Auf Grund
der hohen Anzahl von funktionellen Gruppen auf dem Trager wird das Enzym mehrfach an
den Trager gebunden, dies bewirkt eine héhere Betriebsstabilitdt des Enzyms. Die nicht
reagierten funktionellen Gruppen kdnnen mittels diverser Reagenzien, wie Mercaptoetha-
nol, Ethanolamin, oder Glycin geblockt werden (Kallenberg et al, 2005).

Vergleichbare Eigenschaften und Bedingungen haben auch andere verwendete Polymer-
trager, wie zum Beispiel Sepabeads fP-EP (Resindion, Mailand, Italien), ebenfalls ein Co-
polymer auf der Basis von Polymethylacrylat. Diese sind auch mit Epoxidgruppen funktio-
nalisiert und binden in dhnlicher Weise wie Eupergit®-C (Mateo et al, 2002). Ebenso wird
Amberlite XAD-7, ein poréser Polymertrager (~9 nm PorengrdBe) fir die stationare Phase
in der Chromatographie entwickelt, zur Immobilisierung von Enzymen verwendet. Dabei
werden die Oberflachengruppen mit Diaminoethan aktiviert und mit Glutardialdehyd fir die
Bindung an Aminogruppen des Enzyms weiter funktionalisiert (Kallenberg et al, 2005). Die
Beladung mit Enzym und die Ausbeute der Immobilisierung sind allerdings sehr niedrig
(Bianchi et al, 1996).

Magnetische Polymertrager

Die in der Industrie angewendete Trennmethode der Filtration setzt Partikel von mindes-
tens 100 um voraus, damit diese schnell und effizient abgetrennt werden kénnen. Reakti-
onen, die von Enzymen, die auf Partikel dieser GréBenordnung gebunden sind, katalysiert
werden, unterliegen starken Diffusionslimitierungen. Daher sind magnetische Polymermik-
rotrager, die ohne Beschréankung der GréBe leicht und effizient magnetisch separiert wer-
den kdnnen, eine sehr gute Alternative (Kallenberg et al, 2005) und auch kommerziell er-

haltlich (eine Ubersicht bietet unter anderem: www.magneticmicrosphere.com). Vor allem

Mikrotrager mit einem mittleren Durchmesser kleiner als 5 pm unterliegen kaum einer Dif-
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fusionslimitierung des Substrates bei der katalysierten Reaktion (Janssen et al, 2002). Die
Diffusionslimitierung kann zum Beispiel durch alternierende Magnetfelder weiter vermin-
dert werden (Reichert et al, 2004, Safarik und Safarikova, 2004).

Die mittlere PartikelgroBe und GrdBenverteilung sind wichtige Parameter, da bei poly-
dispersen Partikeln mit einer sehr breiten GrdBenverteilung deutliche Unterschiede in der
spezifischen Aktivitat auftreten kénnen. Assemblase®, industriell gefertigte immobilisierte
Penicillin G Acylase, bestehend aus Chitosan und Gelatine, wies eine funffach héhere
spezifische Beladung (bezogen auf die Flache) bei der Partikelfraktion mit dem kleinsten
Durchmesser (< 200 um) im Vergleich mit der Fraktion mit dem gréBten Durchmesser (>
600 um) auf (Van Roon et al, 2003). Auch war die Enzymverteilung auf den Partikeln un-
terschiedlicher Chargen von Assemblase® sehr unterschiedlich, da das Chitosan-
Gelantine-Verhaltnis nicht immer gleich war (Van Roon et al, 2005a und 2005b).

Es werden fast ausschlieBlich Magnetitkerne verwendet, um die magnetischen Eigen-
schaften des Tragers zu erhalten. Diese werden meist als Magnetitgel (Chatterjee et al,
2003, Shen et al, 1999) verwendet und mittels Suspensions- oder Emulsionspolymerisati-
onen in die Polymermatrix eingeschlossen (Sajjadi und Jahanzad, 2006, Georgiadou und
Brooks, 2006 und 2005, Liu et al, 2005a, Xue und Sun, 2002, Gomez-Lopera et al, 2001,
Arias et al, 2001). Selten werden reine Metallpartikel (Gupta et al, 2005, Shinkai, 2002,
Carpenter, 2001) verwendet. Die Suspensionspolymerisation erzeugt Polymerpartikel mit
einer mittleren TeilchengréBe von 1 bis 1000 pum und breiter GrdéBenverteilung. Die Emul-
sionspolymerisation dagegen erlaubt die Synthese von Partikeln zwischen 10 nm und 10

um mit einer engen GrdBenverteilung (Arshady, 1992).

Zur Herstellung magnetischer Polymertrager wird oft Magnetit verwendet, dies ist ein in-
verser Spinel, der auch Magneteisenstein genannt wird und eine schwarze Farbe besitzt
(Fes04 = Fe'O™Fe",0"5, kubisch dichteste Kugelpackung: O%, 1/8 Tetraederliicken:
Fe®, 1/4 Oktaederliicken: Je Fe?* und Fe®"). Magnetit kristallisiert in kubischer Struktur
(Schwertmann und Cornell, 2000). Magnetit ist ferrimagnetisch fir T < T¢ (Curie — Tempe-
ratur) und paramagnetisch fir T > T¢ (T¢ betragt 850 K). Die magnetische Sattigung Ms
betrégt fir Magnetitkristalle 92 bis 100 Am?kg. Firr T < T¢ liegt folgende Spinausrichtung
vor: [Fe**|]r[Fe**1Fe*1]o.Os. Kleine Partikel (~ 10 nm) sind fiir T < T¢ superparamagne-
tisch (Cornell und Schwertmann, 1996). Er ist thermodynamisch instabil an der Luft und
gerade kleinere Partikel (< 100 nm) oxidieren durch Luftsauerstoff bereits bei der Synthe-
se oder der spaterer Lagerung. Bei diesem Prozess entsteht dabei Gberwiegend Maghe-

mit.
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Maghemit (y — FexOs = Fe''s66[10.330™"4), der rein eine hellbraune-rétliche Farbung auf-
weist, wird oft als vollstandig oxidierter Magnetit bezeichnet, da die Fe?**-lonen zu Fe**-
lonen oxidiert werden. Dabei wird 11% des Eisengehaltes aus der Struktur durch Licken
ersetzt und somit die kubische Struktur erhalten. Die Umwandlung von Magnetit (Fe'Fe"
,01,) zu Maghemit (Fe",es[1o330™"s) erfolgt schleichend, dass heiBt ohne Ubergangs-
temperatur durch Oxidation bei Raumtemperatur bereits durch Luftsauerstoff (Schwert-
mann und Cornell, 2000). Maghemit ist ferrimagnetisch fir T < T¢ und paramagnetisch fir
T > T¢ (Tc betragt 820 bis 986 K, ist jedoch nicht eindeutig zu bestimmen, da Maghemit ab
713 K zu Hamatit (a — FeOs, rotbraun, antiferromagnetisch) reagiert). Die magnetische
Sattigung Mg betragt fiir Maghemitkristalle unter 20 nm 60 bis 80 Am?/kg. Kleine Partikel

(~ 10 nm) sind fir T < T¢ superparamagnetisch (Cornell und Schwertmann, 1996).

Die Verwendung von magnetischen Polymerpartikeln mit kleinen Magnetit- oder Maghe-
mitkernen (< 10 nm) erzeugt superparamagnetische Trager. Diese sind nur magnetisch,
wenn ein externes Feld anliegt (Cornell und Schwertmann, 1996). Dies erleichtert die spéa-
tere Resuspendierung. Unterschreitet die PartikelgréBe den Mikrometerbereich, so ist eine
magnetische Separierung nicht mehr méglich. Obwohl diese Grenze im Nanometerbereich
liegt, werden diese dennoch gerne als Trager verwendet (Peng et al, 2005, Arias et al,
2001), da diese eine sehr groBe spezifische Oberflache besitzen, obwohl die nutzbare
Oberflache deutlich geringer ist, als die Berechnung unter Annahme idealer Kugelgeomet-

rie erwarten lasst (Franzreb et al, 2006).

Dabei werden nicht nur die Synthesemethoden flr die Trager, sondern auch die Reakto-
ren modifiziert, um bessere Trager zu erhalten (De Lathouder et al, 2004). Die Reaktoren
werden oft sowohl im Bezug auf die Eigenschaften der Trager, als auch im Bezug auf die
Reaktionsbedingungen der Immobilisierung modifiziert (Balcao et al, 1996). Auch Elektro-
membranreaktoren, die die Katalyse bei verschiedenen Stromstarken beeinflussen, wer-
den verwendet und erhéhten die Umsetzungsrate des Substrates zum Produkt, katalysiert
durch ein Enzym, deutlich (Pribyl et al, 2003, Zadrazil et al, 2003).

2.2. Ubersicht

Fir die Immobilisierung des Enzyms wurden magnetische Polymerpartikel synthetisiert,
deren mittlere PartikelgréBe im Bereich weniger Mikrometer liegt. Dazu war die Synthese
eines magnetischen Fluids fur die anschlieBende Polymersynthese notwendig (vgl. Abb.3).
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Eisen-ll/lll-Lésungen Olséure

. S

Magnetisches Fluid

Monomer Vernetzer

ol 7

Polymertrager

|

Analyse der Tragereigenschaften

Abb.3: Ubersicht zu Kapitel 2.

Die Eigenschaften der Polymerpartikel wurden analysiert, um ihre Eignung als Trager fir

immobilisierte Enzyme zu bestimmen.
2.3. Material und Methoden

Der erste Schritt zur Darstellung von magnetischen Partikeln ist die Synthese eines mag-
netischen Fluids, das Uber superparamagnetische Eigenschaften verfligt. Dies ermdglicht
eine Resuspendierung, da die Trager nur so lange magnetisch sind, wie ein externes
Magnetfeld anliegt. Das magnetische Fluid wird mittels einer Suspensionspolymerisation
umschlossen und es ergeben sich auf Grund der Reaktionsbedingungen sphéarische Parti-
kel im Mikrometerbereich. Diese besitzen eine ausreichende Abriebfestigkeit und magneti-
sche Sattigung, die fir die mehrmalige Verwendung in der Magnetseparation nétig ist. Die
Analyse der Tragereigenschaften umfasste die Bestimmung der Dichte, der magnetische
Sattigung, des mittlerer Teilchendurchmesser, der Morphologie, der spezifische Oberfla-

che und des Zetapotentials.
2.3.1. Verwendete Gerate und Chemikalien

Folgende Gerate und Chemikalien wurden flr die Synthese des magnetischen Fluids, die

Synthese der Polymerpartikel und die Analytik eingesetzt:
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Verwendete Gerate

Adsorptionsmessung:

Autosorb — 1 (Quantachrome GmbH, Odelzhausen, Deutschland)

Dichtebestimmung:

Glaspygnometer aus Borosilikatglas, 50 ml Volumen (Blaubrand von Brand, Wertheim,
Deutschland)

ESEM-Bilderzeugung:

ESEM XL 30 FEG-Environmental Scanning Electron Microscope (Philips, Niederlande)
Filtermedium zur Wagung:

Cellulose Nitrat Filter, 0,45 ym (Sartorius, Sartorius AG Géttingen, Deutschland)
Filtermedium zur Wagung:

Polyethersulfone Filter, 0.45 um (PAL Gelman Lab, PAL Corporation, USA)
Gefriertrocknung:

Gefriertrocknungsanlage BETA 1-8 K (Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Oster-
rode, Deutschland)

Magnetische Sattigungs-Messungen:

AGM Type Micromag 2900 Fa-Magnetometer (Princeton Industrial Corporation, USA)
Magnetseparation:

Permanentmagnet (Nd-Fe-B), 48 mm * 28 mm * 15 mm, 850 mT (Steinert Elektromag-
netbau GmbH, Deutschland)

Partikelgré Benbestimmung:

Particle Sizer Cis 100-GroBenmeBgerat / Laserlichtabschattung (Galai, USA)
Reaktionsflhrung, Schittler:

Kompaktschiittler KS 15A (Edmund Blichler GmbH, Deutschland)

Reaktionsflihrung, Schattler und Heizer:

Thermomixer Comfort (Eppendorf AG, Deutschland)

Reinstwassererzeugung:

Milli-Q Plus Ultra Pure-Reinstwasseranlage (Millipore Corporation, USA)
Ultraschallbehandlung:

Ultraschall-Reinigungsgerat RK100H-beheizbares Ultraschallbad (Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Deutschland)

UV-Messungen:

Shimadzu UV 1202-Spektrometer (Shimadzu, Japan)
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UV-Messung, Klvette:

Quarzprazisionskivette Suprasil, 2.00 mm Schichtdicke (Hellma, Mihlheim, Deutsch-
land)

Wagung:

Adventurer Balance (Ohaus Corporation, USA)

Zentrifugation:

5415 D-Eppendorf Zentrifuge (Eppendorf AG, Deutschland)
Zetapotentialbestimmung:

ZetaSizer 5000-ZetapotentialmeBgerat (Malvern Instruments Ltd., Britannien)
Automatic titration stand Mettler DL 21: Titrator (Mettler Toledo, Schweiz)

Verwendete Chemikalien

Acros Organics, Fischer Scientific GmbH, Deutschland:

Poly(vinylalkohol) (MW 22000 g/mol, Hydrolysegrad der Acetatgruppen: 88)

Iris Biotech GmbH (95615 Marktredwitz, Deutschland)

Diisopropylcarbodiimid (reinst), 1-Hydroxybenzotriazol (reinst), 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0.Jundec-7en (reinst)

Merck, Deutschland:

Aceton (reinst), Ammoniaklésung (25%, reinst), Benzoylperoxid (zur Synthese), Di-
methylformamid (zur Analyse, wasserfrei), Divinylbenzen (55% technische Isomeren-
mischung), Eisen(ll)-chlorid Tetrahydrat (reinst), Eisen(lll)-chlorid wasserfrei (zur Syn-
these), Ethanol (absolut, zur Analyse), n-Hexan (reinst), Kaliumcyanid (zur Analyse),
Methylacrylat, Natriumazid (zur Synthese), Natriumchlorid (reinst), Ninhydrin (zur Ana-
lyse), Olsaure (extra rein), Piperidin (zur Analyse), Phenol (zur Synthese), Pyridin (zur
Analyse), Stickstoff (5.0)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland:

Methylenblau (0.05% w/v), Vinylacetat (99%, GC)

- Alle anderen Chemikalien waren von analytischer Qualitat, es wurde stets Reinstwas-

ser verwendet

2.3.2. Optimierung und resultierende Synthesevorschrift des magnetischen Fluids

Das Magnetitgel besteht aus Magnetitkernen, sowie einem Olsdurecoating, das dem

Magnetitgel hydrophoben Charakter verleiht. Damit das Magnetitgel in der Polymerisation
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verwendet werden kann, muss sowohl die Reaktion der Eisensalze zu Magnetit gelingen,
als auch die Bindung der Olsaure ausreichend stabil sein (vgl. Abb.4). Das magnetische
Fluid sorgt fir die magnetischen Eigenschaften der synthetisierten Partikel.

2 FeCl; + FeCl, 4+ 8 NH, + 4H,0 Fe;O, + 8 NH,CI

— Erste Olsaureschicht (C,;H3,CO,H)
— Zweite Olsaureschicht (C,;H33,CO,H)

Magnetitkerne + Olsdure ————>

/I\

Von Olsaure umschlossene
Magnetitkerne

Abb.4: Bruttoreaktionsgleichung zur Synthese von Magnetitkernen (oben). Coating der Magnetitkerne mit
Olsaure (unten).

Die von Olsdure umschlossenen Magnetitkerne sind idealisiert dargestellt. Bisher ist we-

der der Protonierungsgrad, noch die Anzahl der Olsaureschichten ausreichend untersucht

worden, obwohl man von mehrschichtigen Olsdureanlagerungen ausgeht.

Es wurden die Reaktionsparameter optimiert:

e Reaktorgefa3: Dreihalskolben (Fassungsvolumen: 2 Liter), Reaktionszylinder mit
Strombrechern (drei Zentimeter tiber dem GefaBboden, Fassungsvolumen: 2 Liter)

e RUhrgeschwindigkeit: 400 bis 1000 U/min

e Temperatur: 80 bis 100°C

e Reaktionsdauer: 1 bis 1.5 Stunden

e Eisen(ll)-chlorid und Eisen(lll)-chlorid: Verhéltnis 1 : 2, 6.64 bis 20.0 geisen()-
chiorid/IReaktionsvolumen UNA 18.1 bis 54.6 gEisen(ii)-chioria/IReaktionsvolumen

e  Ammoniak-Lésung (25v% in Wasser): 14.6 bis 65.4 Mlammoniak/|Reaktionsvolumen

e Olsaure: Zugabemenge von 11.5 bis 43.1 mlisaure/IReaktionsvolumen, Tropfgeschwindigkeit
von 0.5 bis 1.7 ml/min.

Zur besseren Untersuchung des Einflusses der Reaktionsparameter auf die Reaktion wur-

den die Parameter systematisch verandert.

Reaktionsvorschrift

Unter einer Stickstoffatmosphéare wurden in einem Vierhalsreaktor bei 700 U/min 17.2 g
Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat und 28.2 g Eisen(lll)-chlorid in 1200 ml Wasser geldst, filtriert
und auf 85°C erhitzt. AnschlieBend erfolgte die schnelle Zugabe von 56.0 ml Ammoniak-
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Lésung (25% in H,0). Danach sind tropfenweise (0.8 ml/min) 30.0 ml Olsaure als Coating
zugegeben worden. Die gesamte Reaktion dauert eine Stunde. Grindliches Waschen der
abgekiihlten Suspension erméglichte die Lagerung des magnetischen Fluids ohne Beein-
trachtigungen. Dieses sollte eine ,schmierige schwarze, metallisch glanzende Masse®

sein.
2.3.3. Optimierung und resultierende Synthesevorschrift Polymerpartikel-Synthese

Durch die Polymerisation wurde das magnetische Fluid mit einem vernetzten Polymer um-
hallt, wodurch runde Polymer-Mikropartikel entstanden. Diese sind im Gegensatz zum
magnetischen Fluid chemisch stabil und stellen zugleich funktionelle Gruppen zur weiteren
chemischen Modifizierung zur Verfigung. Es wurden sowohl Polymethylacrylat-Partikel
(PmaP), als auch Polyvinylacetat-Partikel (PvacP) synthetisiert (vgl. Abb.5).

O OMe

CH,=CH [CH, - C},—CH, - CH—CH, -
O OMe
X
2 (n+m) CH, =?/ +
CH,
CH, = CH [CH, - Cl-—CH, - CH—CH, - C],,
@) OMe @) OMe

O

)J\ Me)OJ\O

[CH, - %]—CH - H—[CHz-%]m
Me
2 (n+m) CH, CH + -
H H
% g
@)

T

CH, =CH [CH, -

Me @) Me
T T
O @)

Abb.5: Copolymerisation des Monomers Methylacrylat zu Polymethylacrylat (oben) und Vinylacetat zu Poly-
vinylacetat (unten), jeweils mit Divinylbenzen vernetzt.
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Dabei wurde jeweils Divinylbenzen (DVB) als Vernetzer, Polyvinylalkohol (PVA) als Tensid
und Dibenzoylperoxid (BPO) als Initiator verwendet. Um die Polymerisation in der wassri-
gen Phase zu verhindern wurde Methylenblau als Inhibitor verwendet und Natriumchlorid
verringerte die Loslichkeit des Monomers in der wassrigen Phase. Da das Magnetitgel in
keinem der beiden Monomere léslich war, wurde Hexan als Hilfslésungsmittel verwendet.
Da die Polymerisation bei 80°C gestartet wurde und Hexan einen Siedepunkt von 69°C
besitzt, wurde die Polymerisation dadurch nicht beeinflusst. Durch die Suspensionspoly-
merisation werden sphérische Partikel von 1 bis 1000 um erzeugt (Arshady, 1992).

Damit das Magnetitgel wahrend der Polymerisation umschlossen werden kann, muss es in
stabiler Suspension vorliegen, dazu waren einige Vorversuche notwendig:

e Magnetitgel in Monomer (Methylacrylat / Vinylacetat, 0.11 bis 0.27 Quagnetitget/MIMonomer)
e L6sungsversuche mit Hexan (0.35 bis 0.54 Qmagnetitge/MlHexan) — @uch in unterschiedli-

cher Reihenfolge von Magnetitgel, Monomer und Hexan als Hilfslésungsmittel

Zusatzlich wurde untersucht, ob eine stabile Suspension von Magnetit in Hexan gebildet
werden kann. Dafir wurden 10 g Magnetitgel in 50 mL Hexan suspendiert und ohne Rih-
ren wurden in definierten Zeitabstanden (0 s, 30 s, 1 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min,

60 min, 120 min, 360 min) Proben entnommen, deren Magnetitgehalt Gberprtft wurde.

Es wurde auch die Léslichkeit von 1 g Dibenzoylperoxid in je 10 ml verschiedener L6-
sungsmittel (Dichlormethan, Vinylacetat, Wasser, Aceton, Hexan, 'Butylmethylether, Tet-

rachlorkohlenstoff, Butanol, Dichlormethan) untersucht.

Zusatzlich wurden die Reaktionsparameter verandert, damit mechanisch stabile Partikel

mit moéglichst kleinem Durchmesser entstehen:

e ReaktionsgefaB: Reaktionszylinder mit Strombrechern (Fassungsvolumen: 2 Liter)

e RUhrgeschwindigkeit: 500 bis 800 U/min

e Temperatur: 80 bis 100°C

e Reaktionsdauer: 4 bis 5 Stunden

e Polyvinylalkohol: Unverandert 20.8 gpva/lRreaktionsvolumen

e Natriumchlorid: 30.8 bis 39.2 gnaci/Ireaktionsvolumen

e Magnetitgel: 7.69 bis 13.1 Quagnetitgel/|IReaktionsvolumen, iN 30.0 bis 100 Mlyexan/IReaktionsvolumen
Hexan geldst

e Methylenblau: 0.77 bis 2.31 Mlyethyienblau/|Reaktionsvolumen

¢ Monomerkonzentration: 53.8 bis 85.4 Mlyonomer/|Reaktionsvolumen
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e Divinylbenzen: 1.23 bis 8.46 MIpivinyibenzen/|Reaktionsvolumen
¢ Dibenzoylperoxid: 1.15 bis 3.92 Qgpivenzoyiperoxid! IReaktionsvolumen
Um die Auswirkungen auf die Synthese zu untersuchen wurden mehrere Reaktionspara-

meter modifiziert.
Reaktionsvorschrift

Unter einer Stickstoffschutzgasatmosphare wurde in einem Vierhalsreaktor bei 800 U/min
25 g geldstes Natriumchlorid und 25 g geldster Polyvinylalkohol in 1000 ml Wasser vorge-
legt und auf 60°C erhitzt, wonach 1 ml Methylenblau hinzugegeben wurde. 2 g Benzoylpe-
roxid sind zu 20 g magnetischen Fluid in 80 ml n-Hexan, gelést und dem Reaktionsmedi-
um zugefihrt worden. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 ml Divinyloenzen und 95
ml Methylacrylat/Vinylacetat. Die Polymerisation wurde Uber 4 h bei 85°C durchgefuhrt.
Die Partikel sind grindlich mit Wasser gewaschen und separiert worden: Die Partikel se-
dimentierten im Reaktionsgefa3 5 min, bevor sie vorsichtig dekantiert wurden. Diese Pro-
zedur wurde so lange wiederholt, bis keine Partikel mehr tberfihrt werden konnten. Auf
diese Weise blieben die gréBeren Agglomerate im ReaktionsgefaB zurlick und wurden
verworfen.

Die Lagerung der Partikel erfolgte in Wasser mit Natriumazid (0.1 gnatirumazid/!Gesamtvolumen),

um mikrobiellen Befall zu vermindern.
2.3.4. Versuche zur Stabilitat der Polymerpartikel in verschiedenen Losungsmitteln

Damit die Partikel in der organischen Synthese verwendet werden kdnnen, vor allem im

Bezug auf die folgenden Spacerversuche, wurde die Stabilitat in einigen organischen L6-

sungsmitteln und Reagenzien untersucht:
Ethanol-Wasser-Mischung (70v% Ethanol), Ethanol, Tetrahydrofuran, Toluol, Aceton,
Dimethylformamid, Piperidin, Pyridin, Diisopropylcarbodiimid, 1-Hydroxybenzotriazol,
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, Phenol, Diisopropylcarbodiimid und Dimethylfor-
mamid (1 : 1 — Volumenverhaltnis), Ninhydrin in Ethanol (50 gninhydrin-5%-wa/l), Phenol in
Ethanol (800 gphenoi-go%-wn/l), Kaliumeyanid in Pyridin (2 ml KCNo.oo1m (wassrig) in 98 ml
Pyridin), Piperidin in Dimethylformamid (20v%), 5v% Trifluoressigsaure in Wasser und
Dimethylformamid.

Zusatzlich wurde das Agglomerationsverhalten der Partikel unter verschiedenen Lagerbe-

dingungen, die far Polymerpartikel tblich sind, untersucht. Daflir wurden je 3 g Partikel in

je 100 ml unter verschiedenen Bedingungen suspendiert:
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e Wasser, Ethanol (70v% in Wasser), Aceton — jeweils bei Raumtemperatur

e Verschiedene Puffer: Acetatpuffer (0.1 M, pH 5.00), Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5),
Bicarbonatpuffer (0.2 M, pH 10.0)

e Bei4°CinWasser

e Bei Raumtemperatur unter stetigem Schitteln (1 Hz)

Dabei wurden alle zwei Wochen Proben entnommen und der mittlere Partikeldurchmesser

bestimmt. Nach vier Monaten wurden die Proben zusatzlich mit Ultraschall behandelt und

erneut gemessen.
2.3.5. Einengung der PartikelgréBenverteilung

Partikel mit einem mittleren Teilchendurchmesser < 5 um verursachen einen geringeren
Einfluss auf die Aktivitat des immobilisierten Enzyms (Kallenberg et al, 2005). Daher wur-
de die PartikelgréBenverteilung von Partikelsuspensionen, deren mittlerer Teilchendurch-
messer > 5 um war, eingeengt. Dazu wurde ein spezieller Reaktionszylinder mit vier Hah-

nen verwendet, um eine genaue Separierung der Partikel zu ermdglichen.
2.4. Analytische Methoden

Die Eigenschaften der Polymerpartikel sind sehr wichtig fir die Immobilisierung des En-
zyms, da diese sowohl auf die Ausbeute der Immobilisierung, als auch auf die spatere Ka-
talyse von Substraten Einfluss nehmen. Die Trocknung der Partikel erfolgte durch Gefrier-

trocknung:
Gefriertrocknung

Das Trockengut wurde im Gefrierschrank gefroren und dann in der Gefriertrocknungsanla-
ge dem Hochvakuum ausgesetzt. Dadurch wird die Probe je nach Menge an Wasser in-
nerhalb von wenigen Stunden, bei gréBeren Proben Gber Nacht, getrocknet.

Die Gefriertrocknung eignet sich besonders gut zum Trocknen von leicht zersetzlichen
Stoffen, da es sich dabei um eine sehr schonende Methode handelt, die ohne hohe Tem-
peraturen, die die Stoffe zersetzen kénnen, auskommt (Jakubke und Karcher 1999). Das
Trockengut wird dabei gefroren in der Gefriertrocknungsanlage dem Hochvakuum ausge-
setzt. Durch das dabei auftretende Dampfdruckgefélle zwischen dem gefrorenen Material

und dem Kondensator setzt eine Sublimation des Eises ein.
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2.4.1. Dichtebestimmung mittels eines Pygnometers

Hierfir wurde ein Glaspygnometer verwendet, in das die Partikel als konzentrierte Sus-
pension eingefthrt und durch Auffillen des Pyknometers bis zur Volumenmarkierung ver-

dannt wurden.
2.4.2. Gravimetrische Bestimmung der Partikelkonzentration

Auf drei vorher gewogene Filter (Polyethersulfone Filter, 0.45 ym) wurden eine definierte
Menge der Partikel in Wasser aufgetragen, filtriert und mit Wasser gewaschen. Dem folgte
die Gefriertrocknung und Lagerung Uber Nacht im Exsikkator. Durch die Differenzwagung
am nachsten Tag wurde die Partikelkonzentration (mg/ml) der Suspension bestimmt.

2.4.3. Messung der magnetische Suszeptibilitat

Um die Eigenschaften der Partikel nicht zu verandern wurden diese gefriergetrocknet und
mittels eines Magnetometers die magnetische Suszeptibilitat bestimmt.

Bei dem alternierenden Gradient Magnetometer (kurz AGM) wird die Probe in einem stati-
schen Magnetfeld magnetisiert und gleichzeitig von einem alternierenden Magnetfeld -
berlagert. Der dadurch entstehende Feldgradient erzeugt eine wechselnde Kraft auf die
Probe, wobei die GroBe des Feldgradienten proportional zum magnetischen Moment der
Probe ist. Die dadurch entstehende Auslenkung der Probe, wird Gber den Probenhalter auf
ein piezoelektrisches Element Ubertragen. Das piezoelektrische Element erzeugt eine
Spannung, die proportional zu der auf die Probe wirkende Kraft ist. Synchron zur erzeug-
ten Amplitude wird am Ausgang des piezoelektrischen Elements die Frequenz des Feld-
gradienten aufgenommen und Uber die Kurve gelegt. Die daraus entstehende Span-
nungsamplitude ist proportional zum magnetischen Moment der Probe. Die Kalibrierung
des Magnetometers erfolgt durch einen Nickelstandard.

Die Proben wurden gewogen und die magnetische Sattigung Ms ([Ms] = Am?kg) mittels
eines Magnetometers bestimmt. Von den Proben sind jeweils drei Messungen durchge-

fihrt worden.

2.4.4. Messung der PartikelgréBe, GroBenverteilung und Bestimmung der Morpho-
logie

Fir die Bestimmung der GréBenverteilung wurden die Proben mit dem GréBenmeBgerat
Partikel Sizer CIS 100 durch Laserlichtabschattung vermessen. Die GrdBe der einzelnen
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Partikel, sowie deren Oberflachenbeschaffung wurde visuell aus den Bildern des Environ-
mental Scanning Electron Microscope (ESEM) ermittelt. Hierfir wurde die Partikelsuspen-
sion auf einen Filter aufgetragen, getrocknet und anschlieBend mit dem ESEM untersucht.

2.4.5. Messung der Spezifische Oberflache durch Adsorptionsmessung (BET -
Isotherme)

Die BET-Isotherme stellt die am weitesten verbreitete Darstellung fur die Mehrschichtad-
sorption dar. Sie steigt mit zunehmendem Druck immer weiter an, da es keine Begrenzung
flr die Menge an adsorbierbarem Material gibt.

Far unreaktive Gase (N2) auf polaren Oberflachen gilt die vereinfachte Gleichung (vgl.
Abb.6).

Vv 1
_ Z=£*
Vv

Mono 1 —Z p

Abb.6: Gleichung fir die Mehrschichtadsorption unreaktiver Gase an polaren Oberflachen. p: Druck, p*:
Dampfdruck, Vyono: Adsorbiertes Gasvolumen der Monolage.

Die BET-Isotherme stimmt nur bei Driicken im mittlerem Druckbereich (~ 0.1 bis ~ 30 kPa)
mit den experimentellen Daten Uberein. Bei kleineren Drlcken liegt die Adsorption Uber
dem berechneten Wert, bei gréBeren Driicken hingegen liegt die Adsorption unter dem
berechneten Wert (Atkins 1996). In dieser Arbeit wurde die spezifische Oberflache durch
sieben Adsorptionsmesspunkte nach der BET — Methode bestimmt.

Die Adsorptionsdaten (unter Verwendung von Stickstoffgas) wurden mit dem Autosorb — 1
gemessen. Die Partikel wurden durch Gefriertrocknung getrocknet und die spezifische
Oberflache gemessen, nachdem die Proben durch Erhitzen auf 60°C im Vakuum flar 12 h

entgast worden waren.
2.4.6. Messung des Zetapotentials

Das Zetapotential wird auch elektrokinetisches Potential genannt, es ist das Potential,
dass beim Anlegen eines elektrischen Feldes an ein Zweiphasensystem (fest / fliissig) an
der Scherebene zwischen beweglicher und unbeweglicher Phase auftritt. Das Zetapotenti-
al von Kolloiden kann durch mikroskopische Beobachtung der Wanderungsgeschwindig-
keit im elektrischen Feld gemessen werden. Es ist kleiner als das Oberflachenpotential
und gleich oder kleiner als das Sternpotential. Das Zetapotential ist ein MaB fiir die Stabili-
tat von elektrostatisch stabilisierten kolloiden Dispersionen (Jakubke und Karcher, 1999).
Direkt an der Oberflache des Teilchens liegt eine praktisch unbewegliche Schicht von lo-

Seite 37 von 188



Magnetische Polymertragersysteme fir die Enzymimmobilisierung

nen (elektrische Ladungen einzelner Teilchen an der Oberflache), der Radius dieser fes-
ten Schicht wird als Scherradius bezeichnet und er ist entscheidend fir die Beweglichkeit
der Teilchen. Das elektrische Potential an der Oberflache dieser Kugel relativ zum Poten-
tial im Inneren des Lésungsmittels bezeichnet man als Zetapotential € ([] = mV). Um die-
se erste Ladungsschicht lagert sich eine bewegliche, diffusere Atmosphare von Gegenio-
nen aus dem L&sungsmittel an. Dies ist eine der wesentlichen Ursachen der kinetischen
Stabilisierung von Kolloiden. Die innere und auBere Schicht von Ladungstragern werden
zusammen als elektrische Doppelschicht bezeichnet (Atkins, 1996).

Die elektrische Ladung auf einer Oberflache kann im Prinzip durch isomorphe Substitution
im Kristallgitter oder durch eine chemische Reaktion an der Oberflache verursacht werden.
Im zweiten Fall ist die Ladung von der Zusammensetzung der Lésung und den an der O-
berflache ablaufenden Reaktionen abhangig. In der Nahe elektrisch geladener Oberfla-
chen wird eine Gegenladung in der Lésung aufgebaut; Wassermolekule orientieren sich
entsprechend der Dipolladung. Verschiedene Modelle beschreiben diese elektrische Dop-
pelschicht in Bezug auf ihre Struktur und auf den Zusammenhang zwischen Ladung und
Potential. Ein einfaches Modell geht von der konstanten Kapazitat aus. Es wird angenom-
men, dass sich die lonen mit einer der Oberflachenladung entgegengesetzter Ladung in
einer starren Schicht in einem bestimmten Abstand von der Oberflache befinden. Das Go-
uy-Chapman-Modell berticksichtigt die elektrischen Krafte und die thermische Bewegung,
um die Verteilung der Gegenionen in der Nahe der Oberflache zu beschreiben. Es resul-
tiert eine diffuse Verteilung der Gegenionen in der Doppelschicht (Sigg und Stumm, 1994).

Das Zetapotential der synthetisierten Teilchen (Gr6Be im Bereich von wenigen Mikrome-
tern) wurden mit einem Zetasizer (5 mW He-Ne-Laser, Messung bei 633 nm, ZET 5104
Kapillarzelle, PD Mikroelektroden, Betriebstemperatur 25°C + 1 °C) gemessen. Die Ab-
héngigkeit des Zetapotentials vom pH-Wert wurde mit einem automatischen Titrator be-
stimmt, der durch eine Pumpe mit der Kapillarzelle des Zetasizers verbunden ist. Die Dis-
persion wurde mit 0.05 M NaOH oder 0.05 M HNOj; eingestellt und dann in den sauren
beziehungsweise alkalischen Bereich titriert. Zumeist wurde die Analyse auf Grund der
Empfindlichkeit der Polymerpartikel bei pH = 3.5 von hohen pH-Werten zu niedrigen pH-
Werten durchgefthrt.
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2.4.7. Uberpriifung des Reinheitsgrades des Uberstandes durch UV-Messungen

Die Polymerpartikel wurden in einer rein wassrigen Suspension gelagert. Um zu Bestim-
men, ob die Waschlberstande noch Reste an Monomer oder kurzkettige Polymere enthal-
ten, wurden diese mit einer UV-VIS-Messung Uberprift. Erst nachdem das UV-VIS-
Spektrum keinerlei Monomer mehr anzeigte, wurde die Waschung eingestellt.

Die Messung wurde in einer Quarzkivette gegen Wasser als Referenz durchgefihrt.
2.5. Ergebnisse und Diskussion

Die Verbesserung der Eigenschaften der Polymerpartikel wurde auf zwei Wege erzielt:
Zum einen wurden die Synthesevorschriften optimiert und zum anderen wurde die Parti-

kelsuspension nachtraglich verandert.
2.5.1. Optimierung des magnetischen Fluids

Ein geeignetes Magnetitgel ist unerlasslich fir die Herstellung von magnetischen Poly-
merpartikeln, da sonst die Umhallung wahrend der Polymerisation nicht oder nur teilweise
stattfindet. Dazu muss das Magnetitgel vollstdndig in eine stabile Suspension Uberflhrt
werden (vgl. 2.5.2.).

Ebenfalls wurde die Reaktionstemperatur modifiziert, um die Reaktionsdauer der Reaktion
zu verklrzen und die Partikeleigenschaften zu verbessern. Zudem zeigte sich, dass die
Beschaffenheit des Magnetitgels von der Reaktionstemperatur abhéngt. Eine hohe Ruhr-
geschwindigkeit sorgt flr eine bessere Durchmischung, die fir die schnelle Verteilung der
zugegebenen Ammoniakldsung und Olsaure bedeutend ist. Die Menge an Ammoniaklé-
sung beeinflusst den Protonierungsgrad der Olsaure und verandert damit die Hydrophobie
des Magnetitgels. Sowohl die Menge an zugegebener Olséure, wie auch deren Zutropfge-
schwindigkeit hatten erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften des Magnetitgels (vgl.
Tab.1).

Modifizierter Parameter Variation Bemerkung
Rlhrgeschwindigkeit 400 bis 1000 U/min | > 950 U/min I8st sich die Olsdure ab
Temperatur 80 bis100°C > 90°C I6st sich die Olsdure ab
Ammoniakkonzentration 21.5 bis 46.2 ml/l > 44.6 ml/l reduziert die Ausbeute
< 20.0 ml/l misslingt die PartikelgréBe
Olsaurekonzentration 13.8 bis 29.9 ml/I > 25.4 ml/l verbleibt Olsaure im Reaktionsmedi-
um
Dosiergeschwindigkeit (Ols&ure) 0.6 bis 30 ml/min Keine Veranderung
RUhrgeschwindigkeit 400 U/min Stark verminderte Ausbeute: 62%
Temperatur 85°C Die Ammoniakkonzentration und die Olsaure-
Ammoniakkonzentration 21.5ml/ konzentration sind zu niedrig.
Olsaurekonzentration 13.8 ml/l Das Magnetitgel lieB sich ohne Verluste der Ol-
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Olsaure-Dosiergeschwindigkeit 0.8 ml/min sdure waschen.

. Co . Etwas verbesserte Ausbeute: 66%
?ggrgeersaciz\rummgkelt gg(jc“/m'” Die Erhdhung der Ammoniak — und Olsaurekon-
Ammponiakkonzentration 323 mll zentration, sowie der Rihrgeschwindigkeit ver-
Alsaurekonzentration 17'7 mil besserte das Magnetitgel, dieses musste vor-
Olsaure-Dosiergeschwindigkeit 0 9 ml/min sichtig gewaschen werden, da die Olsaure sich

' leichter als normal Iéste.
_I?grf:]rgeersacinynmgkelt gg?CU/mm Leicht verminderte Ausbeute: 85%
Ammponiakkonzentration 43.1 mli Das Magnetitgel ist optimal einsetzbar, weder
Alsaurekonzentration 23'1 ml I6st sich Olsaure beim Waschen, noch ist die
Olsaure-Dosiergeschwindigkeit O.é ml/min Suspendierbarkeit in Hexan war vermindert.

. Lo . Ausbeute: 90%

_Ilz_{grr:g:rsaciz\r/vlnd|gkelt ;g?CU/mm Hohere Ausbeute durch Erhdhung der Rlhrge-

Ammoniakkonzentration 43.1 ml/ (s)ch\_/vmclngléelt. M itqel i

Olsaurekonzentration 23.1 ml/l ptlmae grameter, das . agnetltge_ war .Stat.)'

Olsaure-Dosiergeschwindigkeit 0.8 mi/min (keine Loslésung der Olsdure) und lieB sich in
' Hexan sehr gut suspendieren.

Tab.1: Auflistung ausgewahlter Versuche zur Modifizierung der Magnetitgelsynthese.

Durch die in Tab.1 beschriebene optimale Synthese entsteht eine ,schmierige schwarze,
metallisch glanzende Masse®, die sich hervorragend in Hexan lésen lasst. Es zeigte sich,
dass Veranderungen der Olsdure-Dosiergeschwindigkeit nur in Kombination mit anderen
Parametern eine Wirkung zeigte, wobei die anderen Parameter (vgl. Tab.1) auch einzeln
variiert das Ergebnis beeinflussten. Die Ausbeute bezieht sich auf die maximal mdégliche
Ausbeute von 70 g, die h6chste Ausbeute, die in dieser Arbeit erzielt wurde betrug 63.2 g
(90%).

Diese Synthesevorschrift ermdglicht es, Magnetitgel der gleichen Beschaffenheit reprodu-
zierbar in hoher Ausbeute darzustellen. Alle anderen Magnetitgelsorten, mit der Beschaf-
fenheit von groBen, harten und nicht schmierigen Kugeln bis hin zu einer teerartigen Mas-
se lassen sich nur schlecht oder gar nicht in Hexan I6sen und sind somit fur die Polymeri-
sation nicht geeignet.

2.5.2. Optimierung der Polymerpartikel-Synthese

Die Suspensionspolymerisation ist eine Bezeichnung firr ein Verfahren zur Polymerisation
von Uberwiegend wasserunldslichen Monomeren, die als diskontinuierliche Phase in Form
feiner Tropfchen in einer kontinuierlichen Wasser-Phase unter Rihren verteilt werden. Die
Polymerisation wird gestartet durch 6l-I6sliche, das heif3t in den Monomeren geldste Initia-
toren. Die TrépfchengréBe (0,01 bis 0,5 mm) wird Uber das Verhaltnis von kontinuierlicher
zu diskontinuierlicher Phase (ca. 2:1 bis 10:1) und die RUhrgeschwindigkeit eingestellt.
Eine Koaguleszenz der Trépfchen wird durch zugesetzte Schutzkolloide (Dispergatoren,
unter anderem Polyvinylalkohol, Methylcellulose, Gelatine, Tricalciumphosphat) verhindert.
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In den einzelnen Monomer-Tropfchen verlauft die Polymerisation, sie kann als Substanz-
polymerisation bei Temperatur von ca. 40 bis 100°C, bei Uberdruck auch bei héheren
Temperaturen, durchgefiihrt werden. Vorteile der Suspensionspolymerisation sind niedrige
Viskositaten der Reaktionsgemische auch bei hohem Monomer-Umsatz, leichte Abfihrung
der Polymerisationswarme und in der Regel gute Abtrennbarkeit der resultierenden Poly-
meren (zum Beispiel durch Filtrieren oder Zentrifugieren). Diese fallen in Form feiner Per-
len an; daher wird die Suspensionspolymerisation auch als Perlpolymerisation bezeichnet.
Nachteilig bei der Suspensionspolymerisation ist, dass erforderliche Hilfsmittel meist nur
schwierig abgetrennt werden kdnnen. Die Suspensionspolymerisation, die auch als Sub-
stanzpolymerisation in kleinen Teilchen betrachtet werden kann, wird technisch in groBem
Umfang durchgeflihrt, unter anderem zur Herstellung von S-PVC (Suspensions-PVC) oder
Polytetrafluorethylen (Ré6mpp-CD-Chemie Lexikon).

Nachdem in den Versuchen verschiedene Konzentrationen (0.2 bis 0.3 g/ml) von Magne-
titgel im entsprechenden Monomer suspendiert wurden, zeigte sich, dass dies keine stabi-
le Suspension ergab. Selbst das Filtrat war nur schwach vom Magnetitgel schwarz gefarbt.

Daher wurde Hexan als Hilfsldsungsmittel verwendet. Dieses Lésungsmittel hat den Vor-

teil, dass der Siedepunkt 69°C betragt und somit verdampft, bevor die Polymerisation be-

ginnt.

Folgende Versuche wurden durchgefihrt:

e Magnetitgel in Hexan (0.3 g/ml) lieB sich sehr gut suspendieren - Zugabe von 9.5
MIMonomer/OMagnetitgel fNrte zum Ausfallen des Magnetitgels.

e Danach wurde verschieden aussehendes Magnetitgel (von ,groBen, harten Brocken®
bis hin zur ,schmierig schwarzer, metallisch glanzender Masse*) unter denselben Be-
dingungen suspendiert. Dabei zeigte sich, dass die ,schmierig schwarze, metallisch
glanzende Masse“ am besten suspendiert werden kann, auch wenn die Suspendie-
rung nicht vollstandig war.

e Es zeigte sich auch, dass das Magnetitgel mit Momomer versetzt nicht mehr mit He-
xan suspendierbar war. Daraus folgte, dass das Magnetitgel, suspendiert in Hexan,
unabhangig vom Monomer zugegeben werden musste.

e Zur Stabilitdtsuntersuchung der Suspension wurden anschlieBend 10 g Magnetitgel in
100 ml Hexan gelést, in zehn Schritten von 0 bis 360 min je eine Probe entnommen
und davon die Masse bestimmt. Die entnommene Masse war Uber den ganzen Zeit-
raum hinweg konstant, so dass von einer stabilen Suspension ausgegangen werden

kann.
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Flr diese Versuche war nicht nur die Konzentration an Magnetitgel in Hexan, sondern
auch die Gesamtmenge an Hexan von Bedeutung, da dieses bei 69°C verdampft und sich
damit Schaum bildet, der durch die Stickstoffbegasung ein Uberschaumen der Reaktion
und damit ein Scheitern der Polymerisation verursachen kann. Somit wurde darauf geach-
tet, die Hexanmenge so gering wie mdglich zu halten.

Um eine spatere Automatisierung des Prozesses zu erleichtern, wurde der Initiator Diben-

zoylperoxid in verschiedenen Losungsmitteln geldst und es ergab sich:

e Keine Loslichkeit in Wasser, Aceton, Hexan, Tetrachlorkohlenstoff und Butanol

e Eine geringe Léslichkeit in Vinylacetat, dies fihrte bei Raumtemperatur und Lichtein-
fluss zur Polymerisation

e Eine gute Ldéslichkeit in tert-Butylmethylether und Dichlormethan

Es wird Dichlormethan empfohlen, da es im Gegensatz zu tert-Butylmethylether nicht

leicht entziindlich ist. Beide Siedepunkte sind sehr niedrig (40°C fir Dichlormethan und

55°C fir tert-Butylmethylether), so dass das jeweilige Losungsmittel vor der eigentlichen

Polymerisation verdampft.

Auch die Dibenzoylperoxid-Lésungen in t-Butylmethylether und Dichlormethan sind nicht

Uber einen langeren Zeitraum (langer als zwei Tage) stabil, so dass sie stets frisch ange-

setzt werden sollten.
Optimierung der Synthese

Ebenso wurden die Reaktionsparameter der Polymerisation optimiert, um mdglichst kleine
Partikel mit hoher magnetischer Sattigung bei groBer Ausbeute zu erhalten. Wichtig war
dabei die Kosten fur dieses Verfahren méglichst gering zu halten (vgl. Tab.2).

Modifizierter Parameter Variation Bemerkung
Temperatur 80 bis 100°C > 90°C: GréBere Partikel, geringere Ausbeute
Dibenzoylperoxidkonzentration 1.15 und 3.92 g/l t>e1 67 g/I- GroBere Partikel, geringere Ausbeu-
Magnetitgelkonzentration 8.33 bis 25.0 g/l > 16.7 g/I: GroBere Partikel
Hexanmenge (Magnetitgel-Lésung) 30.0 bis 100 ml Zunehmende Schaumbildung
Ruhrgeschwindigkeit 600 U/min
Reaktionszeit / Temperatur 3h/65°C Sehr geringe Ausbeute (7%).
20 min/ 80°C Die verwendeten Parameter erwiesen sich als
Dibenzoylperoxidkonzentration 2.50 g/l nicht praktikabel. Weder die Reagenzien, noch
Magnetitgel-Hexan-Konzentration 8.3 g/l (35 ml) die Reaktionsparameter gaben einen Hinweis
Natriumchloridkonzentration 41.7 g/l auf die optimalen Bedingungen, so dass eine
Monomerkonzentration 55.0 ml/l Optimierung dringend erforderlich war.
Divinylbenzenkonzentration 1.25 ml/l
RUhrgeschwindigkeit 700 U/min Bereits gesteigerte Ausbeute (23%).
Reaktionszeit / Temperatur 1h/60°C Insbesondere die Steigerung der Rihrge-
3h/70°C schwindigkeit und der Temperatur erzielten
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1h/80°C eine héhere Ausbeute. Zudem war die Parti-
Dibenzoylperoxidkonzentration 2.50 g/l kelbeschaffenheit verbessert und die Richtung
Magnetitgelkonzentration (in Hexan) | 9.17 g/l (36 ml) der Optimierung aufgezeigt.
Natriumchloridkonzentration 41.7 g/l
Monomerkonzentration 54.2 ml/|
Divinylbenzenkonzentration 1.25 ml/l
Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min
: . Verbesserte Ausbeute (28%).
Reaktionszeit / Temperatur ;hh//67000% Diese wurde durch eine Verminderung der
50 min / 85°C Dibenzoylperoxid- und der Natriumchloridkon-
Dibenzovioeroxidkonzentration 167 all zentration, sowie der Erhéhung der Monomer-
YIP oo /9 und Divinylbenzenkonzentration erméglicht.
Mag_netltgelklonzentranonl(|n Hexan) | 13.3 g/l (30 ml) Eine Verbesserung der magnetischen Sétti-
I\Nﬂitr:gjrr::rf:(lggggr?tr;gﬁggatlon ggg gr)r::/l gung konnte durch eine Erhéhung der Magne-
o . . titgelkonzentration erzielt werden.
Divinylbenzenkonzentration 8.3 ml/
Ruhrgeschwindigkeit 800 U/min Optimale Reaktion, 41% Ausbeute.
;Zr:lgtgr?;li;it 25h°C Die Ausbeute konnte durch eine Erhéhung der
Dibenzoviperoxidkonzentration 167 all Rihrgeschwindigkeit und der Temperatur er-
YIP oo /9 reicht werden. Auch eine verbesserte magneti-
Mag_netltgelklonzentranonl(|n Hexan) | 16.7 g/l (80 ml) sche Sattigung wurde durch eine stabilere
,\Nﬂitr:gjrr::::(lggggr?t? :ﬁg:atlon ggg 21/: I Suspension des Magnetitgels in Hexan und
Divinylbenzenkonzentration 8.3 mll durch eine grdBere Magnetitgelmenge erreicht.

Tab.2: Auflistung ausgewahlter Versuche zur Modifizierung der Polymerpartikel-Synthese.

Die optimalen Reaktionsbedingungen erlauben eine reproduzierbare Darstellung von Po-

lymerpartikeln mit ahnlicher GréBenverteilung. Auch ist der sich bildende Schaum so ge-

ring, dass die Reaktion dadurch nicht gestért wird. Die Ausbeute bezieht sich auf die ma-

ximal mégliche Ausbeute von 119 g. Die héchste in dieser Arbeit erzielte Ausbeute betrug

108 g (90%), diese wurde durch die Abtrennung der Polymerpartikel-Aggregate auf 49.0 g

reduziert (41%).

2.5.3. Versuche zur Stabilitat der Polymerpartikel in verschiedenen Lésungsmitteln

Je 1 g Polymerpartikel wurde in verschiedenen Lésungsmitteln suspendiert:

¢ Die Partikel konnten mit folgenden Reagenzien gewaschen und Gber Stunden gelagert

oder verwendet werden:

Dimethylformamid, Piperidin, Pyridin, Diisopropylcarbodiimid, 1-Hydroxybenzotriazol,

1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, Phenol, Ethanol und Dimethylformamid (1 : 1 — Vo-

lumenverhaltnis), Ninhydrin in Ethanol (50 Qgninhyarin-5%-wn/l), Phenol in Ethanol (800

Ophenol-80%-wi/l), Kaliumcyanid in Ethanol (2 ml KCNg.go1m in 98 ml Pyridin), Piperidin in

Dimethylformamid (20v%), Aceton

¢ Infolgenden Lésungsmitteln war eine Lagerung nicht mdglich (vgl. Abb.7):

¢ Die Ethanol-Wasser-Mischung (70v% Ethanol) flhrt zu gesteigerter Agglomeration

e Tetrahydrofuran I16st die Polymerhille teilweise auf und lést Magnetitgel aus den

Partikeln, wodurch sich die Partikel verformen
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e 5v% Trifluoressigsaure in Wasser oder Dimethylformamid beschadigen die Partikel
schwer

e Toluol I6st die Polymerhille der PmaP fast vollstandig auf, die PvacP werden durch
Toluol nur geringflgig beschadigt

z ) & / - :
AccV SpotMagn Det WD Exp 1 bum AccV  SpotMagn Det WD BExp 1 10pm
200KV 3.0 4000x GSE 10.1 4 09T b/14.10.2005 PmaV (2) 20.0kV 3.0 2382x GSE99 1 0.9 Torr Partikel geloest Bertolt

L 2
* = _ 4 S —
AccY Spot Magn Det WD Exp 2 pm

20,0 kV 3.0 10081x GSESS9 0 g Torr

Abb.7: Ausgewahlte ESEM-Bilder obiger Stabilitdtsversuche in diversen Lésungsmitteln: 1) PmaP Uber 24 h
in einer Ethanol-Wasser-Mischung (30v% Ethanol). 2) PmaP Uber 24 h in Tetrahydrofuran. 3) PmaP Uber 20
min in einer 5 v% Trifluoressigsaureldsung in Wasser / 4) 5v% Trifluoressigsaure in Dimethylformamid.

Damit zeigt sich, dass die Polymerpartikel zwar sehr stabil sind, dennoch nicht jeden pH-
Wert unbeschadet tiberstehen. Gerade niedrige pH-Werte (pH < 3.5) und gewisse organi-
sche Lésungsmittel zersetzen die Partikelhllle. Auch sind oft Kombinationen von organi-
schen Substanzen problematisch, obwohl die einzelnen organischen Reagenzien keinerlei
Schaden verursachen. Somit sollte vor jedem Versuch mit Mischungen von organischen
Lésungsmitteln die Vertraglichkeit kontrolliert werden.
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Agglomeration durch Lagerung

Ein weiteres Problem stellt die Agglomeration der Partikeln dar, die selbst bei geeigneter
Lagerung nicht vermieden, sondern nur reduziert werden kann.

Die Agglomeration wurde bei verschiedenen Lagerungsbedingungen untersucht (vgl.
Abb.8):
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Abb.8: Veranderung der PartikelgréBe durch Agglomeration wahrend der Lagerung. A bedeutet Acetatpuffer
(pH 5), B bedeutet Bicarbonatpuffer (pH 10), P bedeutet Phosphatpuffer (pH 7.5).

Die Lagerung der Partikel in einem Phosphatpuffer (pH 7.5, 0.2 M) verursachte die ge-
ringste Agglomeration der Partikel, die Lagerung in Wasser erwies sich als ebenfalls ge-

eignet.
2.5.4. Einengung der PartikelgroBenverteilung

Da die Polymerisation im Bezug auf die Polyvinylacetat-Partikel sehr groBe Partikel mit
einer durchschnittlichen GréBe von 6 um lieferte, wurden diese nochmals durch gezielte
Separierung so behandelt, dass alle Partikel Gber 10 um abgetrennt wurden. Hierfir wurde
ein Zylinder mit vier Halsen verwendet, aus denen nach einer gewissen Sedimentations-
zeit die Partikel auf unterschiedlicher Hohe des GefaBes wieder abgelassen werden konn-
ten (vgl. Abb.9).
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Abb.9: ,Vierhalsseparationszylinder” zur nachtréaglichen Optimierung der PartikelgréBenverteilung.
Da Partikel verschiedener GréBe unterschiedlich schnell separieren, konnten mit diesem

Hilfsmittel die gréBeren Partikel abgetrennt werden. Dadurch war es mdglich, die mittlere
PartikelgroBe auf 3.2 um zu senken (vgl. GréBenverteilung der Partikel, Kapitel 2.5.5.),
auch wenn dabei 20% der Masse verworfen werden musste.

2.5.5. Analytische Messungen

Fir die Verwendung der Polymertrager sind folgende Eigenschaften der Partikel von ent-
scheidender Bedeutung: Die Dichte, magnetische Sattigung, GréBenverteilung, Morpholo-

gie, spezifische Partikeloberflache und das Zetapotential.
Dichtebestimmung mittels eines Pygnometers

Mit Hilfe eines Glaspygnometers wurde eine Dichte von 1.21 g/cm3 fr die Polymethylacry-
lat-Partikel und 1.32 g/cm® fir die Polyvinylacetat-Partikel gemessen. Beide Werte sind
gréBer als die Dichte von Wasser, dies ist fir die Separierung sehr wichtig, auch aus dem
Grund, das auf dem Wasser schwimmende Partikel der Oberflachenspannung des Was-
ser zur Luft unterliegen und dadurch deutlich schwieriger zu separieren waren. Dennoch

lassen sich die Partikel ohne gréBeren Aufwand in wassrigen Medien resuspendieren.
Messung der Magnetischen Sattigung

Die magnetische Sattigung Ms ist von entscheidender Bedeutung fir die Handhabung der
Partikel, der Automatisierung von Reaktionen in denen diese verwendet werden und der
Wiederverwendbarkeit des Enzyms. Sie muss hoch genug sein, um eine vollstandige Se-
parierung innerhalb kirzester Zeit (unter einer Minute) zu erlauben. Die magnetische Sat-
tigung ist abhangig von der GrdBe der Partikel, dem Anteil an magnetischer Substanz in

den Partikeln und der Art des magnetischen Materials.
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Die magnetische Flussdichte jedes Materials &ndert sich, sobald dieses in den Wirkungs-

bereich eines Magnetfeldes eintritt, da die Elektronen dabei mit dem Magnetfeld in Wech-

selwirkung treten. Die Anderung der magnetischen Flussdichte ist spezifisch fiir die jewei-

lige Substanz. Folgende unterschiedliche Arten des Magnetismus werden unterschieden
(Stécker 1998):

Diamagnetismus:

Dies ist eine Eigenschaft aller Stoffe und kann, da sie im Vergleich zu den anderen Ar-
ten des Magnetismus sehr schwach ist, nur beobachtet werden, wenn sie alleine auf-
tritt. Eine diamagnetische Substanz wird in Bereiche geringer magnetischer Feldstarke
abgedrangt.

Paramagnetismus:

Paramagnetismus liegt vor, wenn unkompensierte magnetische Momente bei Elektro-
nen auftreten. Dies ist der Fall, wenn die Elektronenschalen der Atome nicht vollstan-
dig aufgefullt sind. Im Magnetfeld werden die urspriinglich willkirlich orientierten mag-
netischen Momente ausgerichtet. Eine paramagnetische Substanz wird von den Berei-
chen héchster magnetischer Feldstarke angezogen.

Ferromagnetismus:

Dieser wird durch die Ausrichtung der Magnetisierungsrichtungen der Weisschen Be-
zirke (Kristallbereiche gleicher Magnetisierung, im unmagnetisierten Zustand statis-
tisch verteilt, ~ 10 ym bis 1 mm) in Feldrichtung hervorgerufen. Die Hysterese ist eine
ferromagnetische Eigenschaft.

Antiferromagnetismus:

In diesem Fall liegen im Kristall zwei Teilgitter mit entgegengesetzter Magnetisierung
(antiparalleler magnetischer Momente) vor. Da die magnetischen Momente gleich groB3
sind, kompensieren sich die Teilgitter und es treten keine Domé&nen auf. Daher verhalt
sich die Substanz diamagnetisch.

Ferrimagnetismus:

Dieser liegt vor, wenn in einem Kristall zwei Untergitter vorhanden sind, deren unter-
schiedlich groBe magnetische Momente zu einem resultierenden magnetischen Mo-
ment fUhren. Daraus ergeben sich ferromagnetische (Hysterese), sowie antiferro-
magnetische (Diamagnetismus) Eigenschaften.

Superparamagnetismus:
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Dieser tritt nur bei ferromagnetischen oder ferrimagnetischen Substanzen auf, die fol-
gende Bedingung erfillen: Damit die Magnetisierung nach Abschalten des &uBeren
Magnetfeldes wieder auf Null fallt, muss die thermische Energie ausreichend sein, um
die Spinmomente spontan und schnell zwischen ihren beiden Zustdnden wechseln zu
lassen und somit statistisch zu verteilen. Daflr ist es erforderlich, dass die Partikel
kleiner sind als ein Weisscher Bereich. Der Weissche Bereich liegt fur Eisen bei ~20
nm. FUr Eisenoxide gilt, dass nur Partikel kleiner 10 nm bei Raumtemperatur superpa-
ramagnetisch sind. Superparamagnetische Partikel zeigen keine Remanenzmagneti-
sierung, so dass sie ihren Magnetismus sofort nach Abschalten eines externen Mag-
netfeldes verlieren (Cornell und Schwertmann, 1996).

Um die Eigenschaften des magnetischen Materials zu bestimmen wird eine Magnetisie-

rungskurve aufgenommen, dabei wird die magnetische Sattigung Ms (Am?kg) in Abhan-

gigkeit vom externen Magnetfeld H (A/m) gemessen (vgl. Abb.10).
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Externes Magnetfeld (A/m)

Abb.10: Magnetischen Sattigung der Polymethylacrylat-Partikel.

Experimentelle Untersuchungen haben ergeben, dass eine magnetische Sattigung von
10.0 Am?/kg notwendig ist, um obige Bedingungen zu erfillen. Dennoch ist eine hdhere
magnetische Sattigung winschenswert, da diese die Separierung weiter beschleunigt. Die
magnetische Séattigung der PmaP betrug 13.2 Am?/kg. Diese hat zudem einen Einfluss auf
das Aussehen der Partikel (vgl. Abb.11).
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Abb.11: Magnetische Séattigungen verschiedener Magnetit-Polyvinylacetat-Partikel Proben und die daraus
resultierende Farbe (in Reihenfolge der dargestellten magnetischen Sattigungen) der Polymerpartikel.

Wie in Abb.11 zu sehen, flhrt eine héhere magnetische Sattigung zu einer Farbvertiefung
von hellbraun bis hin zu sehr dunklem braun der Partikel. Diese Farbvertiefung wird aller-
dings nach kurzer Zeit der Lagerung in wassrigen Medien wieder aufgehoben, da dass
Magnetit (schwarz geféarbt) zu Maghemit (braun gefarbt) oxidiert wird und dabei bis zu
20% der magnetischen Sattigung verloren geht. Dieses ist dann allerdings stabil, eine O-

xidation zu Hamatit findet unter diesen Bedingungen nicht statt.
Messung der PartikelgréBe, GréBenverteilung und Bestimmung der Morphologie

Da eine preiswerte Synthese der Partikel angestrebt wurde, ist die Polymerisation nicht
darauf ausgelegt, monodisperse Partikel zu erzeugen, deren Herstellung héheren synthe-
tischen Aufwand bendtigt. Dennoch sollte der Anteil an gréBeren Partikeln (> 10 um) ge-
ring, die durchschnittliche TeilchengréBe unter 5 um und die PartikelgréBenverteilung
moglichst eng sein, um die Diffusionslimitierung gering zu halten (Kallenberg 2005). Die
GrdBenverteilung wurde als ,area distribution® ermittelt.

Die PmaP wiesen eine GréBenverteilung und einen mittleren Teilchendurchmesser auf,

der die obige Bedingung erfillt (vgl. Abb.12).
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Abb.12: GrdBenverteilung der PmaP.

Obwohl 14% der Polymethylacrylat-Partikel einen Durchmesser Uber 10 um besitzen (vgl.
Abb.13), betragt der mittlere Teilchendurchmesser 4 um. Daher war eine weitere Aufreini-
gung nicht nétig.

Im Gegensatz dazu weisen die Polyvinylacetat-Partikel einen mittleren Teilchendurchmes-
ser von 6 um (vgl. Abb.13) auf und erfillen damit obige Bedingung nicht mehr.
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Abb.13: GrdBenverteilung der PvacP vor der Aufarbeitung.
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Da diese Partikelsuspension Uber Partikelfraktionen mit sehr groBem mittleren Teilchen-
durchmesser verfigen, wurden die Partikel nachtraglich weiter separiert (vgl. Kapitel
2.5.4.), um sowohl den mittleren Teilchendurchmesser zu reduzieren, als auch die gréBe-
ren Fraktionen abzutrennen (vgl. Abb.14).
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Abb.14: GrdBenverteilung der PvacP nach der Aufarbeitung.

Nach der Aufarbeitung betrug der mittlere Teilchendurchmesser der Partikelsuspension 3
um. Damit erfillte die Partikelsuspensionen die Bedingung, einen maximalen mittleren
Teilchendurchmesser von 5 um aufzuweisen und nur einen mdglichst geringen Anteil an

Partikelfraktionen mit einer GréBe von mehr als 10 um zu beinhalten.

Die Morphologie der Partikel ist von groBer Bedeutung, da sie Aussagen Uber die Porosi-
tat von Partikeln erlaubt. Eine hohe Porositat erhéht zwar die Enzymbeladung, vermindert
aber in der Regel die spezifische Aktivitat der Enzyme, da diese in Poren immobilisiert
werden.

Wie in Abb.15 zu sehen, sind die Polymethylacrylat-Partikel (PmaP) spharisch und weisen
keine Poren auf, in denen Enzyme immobilisiert werden kdénnten. AuBerdem zeigt diese

Aufnahme gut die GroBenverteilung der Partikelsuspension.
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Abb.15: ESEM-Bild der PmaP nach der Separierung.

Wie in Abb.16 zu erkennen, ist auch die Porositat der ebenfalls spharischen Polyvinylace-
tat-Partikel (PvacP) so klein, dass keinerlei Enzymmoleklle darin immobilisiert werden
kénnen.

Abb.16: ESEM-Bild der PvacP nach der Separierung.

Die PvacP weisen, wie oben gut zu erkennen, eine breite GréBenverteilung auf.
Messung der spezifischen Oberflache durch Adsorptionsmessung (BET-Isotherme)

Die spezifische Oberflache der PmaP wurde mittels einer BET-Isotherme gemessen (vgl.
Abb.17).
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Abb.17: BET-Isotherme der PmaP.

Die PmaP besitzen eine spezifische Oberflache von 2.20 m?/g, dieser liegt in der fiir Mik-
ropartikeln Ublichen GréBenordnung und ist ausreichend, um eine industriell nutzbare Be-
ladung mit Enzym zu erhalten. Die spezifische Oberflache, ebenfalls mit einer BET-

Isotherme bestimmt, betragt 4.90 m?/g.
Messung des Zetapotentials

Das Zetapotential der Partikel bei pH 7.5 ist zum einen fir die Beladung mit dem Enzym
und zum anderen fir die Bildung einer stabilen Suspension von Bedeutung.

Die DLVO-Theorie (DLVO: Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeck) erklart die Stabilitat
von lyophoben Dispersionen. Darin wird davon ausgegangen, dass sich die abstoBenden
Krafte zwischen den Ladungen der elektrischen Doppelschichten benachbarter Teilchen
und die anziehenden Krafte auf Grund der van-der-Waals-Wechselwirkungen der Moleku-
le in den Teilchen gerade ausgleichen (Atkins, 1996).

Die Bildung einer stabilen Partikelsuspension musste vermieden werden, da sonst eine
Separierung deutlich erschwert worden ware. Sowohl fir die Immobilisierung, als auch fir
die Lagerung der Immobilisate wird ein Phosphatpuffer mit pH 7.5 verwendet. Mit -28 mV
bei pH 7.5 (vgl. Abb.18) zeigen die Polymethylacrylat-Partikel ein hohes negatives Zetapo-

tential.
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Abb.18: Zetapotentialkurve der PmaP in Abhangigkeit des pH-Wertes.

Trotz des hohen negativen Zetapotentials bildeten die PmaP keine stabile Partikelsuspen-
sion in Wasser.

Fur die Polyvinylacetat-Partikel ergibt sich bei pH 7.5 ein positives Zetapotential von 3.4
mV (vgl. Abb.19).
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Abb.19: Zetapotentialkurve der PvacP in Abhangigkeit des pH-Wertes.

Auch die PvacP bildeten keine stabile Partikelsuspension in Wasser.
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Die Verwendung beider Partikelarten ermdglichte es, die Auswirkungen von anziehenden

und abstoBenden Wechselwirkungen von Trager und Enzym zu untersuchen.

Ebenfalls von Interesse ist das Zetapotential der reinen Magnetitkerne mit einem mittleren
Teilchendurchmesser von weniger als 10 nm (Abb.20).
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Abb.20: Zetapotentialkurve der Magnetitkerne in Abhéngigkeit des pH-Wertes.

Die reinen Magnetitkerne besitzen bei pH 7.5 ein Zetapotential von +6.0 mV und zeigen
einen ahnlichen Verlauf wie die Zetapotentialkurve der Polyvinylacetat-Partikel. Da beide
Polymerarten Magnetitkerne besitzen, der Kurvenverlauf der Polymethylacrylat-Partikel
allerdings unterschiedlich ist, besitzen die Magnetitkerne nur einen geringen Einfluss auf
das Zetapotential der Polymerpartikel.

Uberpriifung des Reinheitsgrades des Uberstandes durch UV-Messungen

Die Polymerisation erforderte eine Separierung der Partikel vom Reaktionsmedium. Da
kurzkettige Polymere, die nicht kovalenter Bestandteil der Trager sind, durch schwache
Wechselwirkungen als Verunreinigungen an den Partikeln haften kénnen, war eine grind-
liche Waschung erforderlich. Mittels UV-Messungen wurde die Reinheit des Uberstandes
der Waschungen der Partikelsuspension im Bezug auf die kurzkettigen Polymere unter-
sucht (vgl. Abb.21).
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Abb.21: UV-Spektren der verschiedenen Waschungen der Partikelsuspension nach der Polymerisation. AE
bedeutet Absorptionseinheiten.

Das UV-Spektrum zeigt bei der ersten Waschung nach der Separierung eine starke Ab-
sorption Uber den Bereich von 300 nm bis 900 nm (schwarze Linie), nach der Filtrierung
zeigt sich die Bande des Monomers bei 294 nm (rote Linie) und nach viermaligem Wa-
schen mit Wasser ist keine Absorption des Monomers im Uberstand mehr zu sehen (blaue
Linie).

2.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Ziel der Synthese von Polymerpartikeln im MikrometermaBstab war es, preisglnstige und
flr die Industrie verwendbare Partikel herzustellen, die zudem flr die Beladung mit einem
Modellenzym (Penicillin G Acylase) geeignet sind und die intrinsischen Parameter des En-

zyms moglichst wenig beeinflussen.
Optimierung des magnetischen Fluids

Die Magnetitkerne ermdglichten magnetische Eigenschaften der Partikel, das Coating der
Magnetitkerne mit Olsaure verhinderte, dass das Magnetitgel aus der Polymermatrix der
Partikel ausgewaschen wurde. Die Synthese des magnetischen Fluids musste weiter op-
timiert werden, um reproduzierbar flr die Polymerisation geeignetes Magnetitgel in hoher
Ausbeute herzustellen. Zu diesem Zweck wurden viele Parameter (Rihrgeschwindigkeit,
Temperatur, Ammoniakkonzentration, Ols&urekonzentration, Olsauredosiergeschwindig-
keit) einzeln oder in Kombination mit anderen Parametern geandert. Es wurden 43.1 ml/|
wassrige Ammoniaklésung bendtigt, um ein magnetisches Fluid zu erhalten, dass auch in

organischen Lésungsmitteln nicht aus der Polymermatrix ausgewaschen wird.
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Die Léslichkeit des Magnetitgels in wassrigen Lésungen kann gesteigert werden, wenn die
Ammoniakkonzentration in der Synthese erhdht wird. Eine Erhéhung der Menge um 50%
zeigt eine Sattigung im Lésungsverhalten in Wasser.

Durch die Optimierungen der Reaktionsparameter konnte die Reaktionsausbeute reprodu-
zierbar auf 90% (62.3 g) der maximal erzielbaren Ausbeute von 70 g gesteigert werden

(bezogen auf die stéchiometrisch maximal mégliche Ausbeute).
Optimierung der Polymersynthese

Es wurde die Polymerisation optimiert, um maéglichst kleine Partikel mit hoher magneti-
scher Séttigung zu erhalten. Daflr wurden verschiedene Parameter (Rihrgeschwindigkeit,
Temperatur, Reaktionsdauer, Initiatorkonzentration, Magnetitgelkonzentration und Hexan-
konzentration, Natriumchloridkonzentration, Monomerkonzentration und Vernetzerkon-
zentration) einzeln oder in Kombination mit miteinander verandert. Dies ermdglichte eine
Ausbeute von bis zu 90% (108 g, bezogen auf die stéchiometrisch maximal mégliche Aus-
beute), die allerdings durch die Separierung der Partikel auf 41% (49.0 g) verringert wur-
de. Dies war unumganglich, da sich Partikelagglomerate bildeten und das Magnetitgel
nicht vollstandig vom Polymer umschlossen wurde.

Far eine spatere Automatisierung wurde der Initiator Dibenzoylperoxid in eine kurzfristig
stabile (zwei Tage) Lésung in Dichlormethan Uberfihrt, um die Dosierung zu vereinfachen.
Dichlormethan besitzt ebenfalls einen geringen Siedepunkt (40°C), so dass es wie das
Hexan vor der Polymerisation verdampfen wird.

Wichtig daflr war eine stabile Suspension des Magnetitgels im Monomer. Da das Magne-
titgel im Monomer keine stabile Suspension bildete, wurde Hexan als Lésungsmittel ver-
wendet. Dieses besitzt einen Siedepunkt von 69°C, so dass es verdampft, bevor die Po-
lymerisation bei 80°C beginnt. Das Magnetitgel wurde als Suspension in Hexan unabhan-
gig vom Monomer zugegeben, da das Magnetitgel bei Zugabe von Monomer zur Hexan-
suspension ausfallt. Die Stabilitdt der Suspension wurde durch Sedimentationsversuche
Uberprift, die zu keiner Sedimentation innerhalb von 3 h fiihrten. AuBerdem wurde unter-
sucht, ob ein stabiles magnetisches Fluid vorliegt, bei dem das Magnetitgel durch einen
Magneten nicht vom Ld&sungsmittel getrennt werden kann. Auch dies war im oben be-

schriebenen Fall gegeben.
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Stabilitatsversuche

AuBerdem wurde die Stabilitat der Partikel in verschiedenen organischen Reagenzien un-
tersucht. Dabei zeigte sich, dass die Partikel sehr stabil sind, die Polymerhille in Toluol
allerdings aufgeldst wird. Da die Partikel nur bei einem pH gréBer 3.5 stabil sind, ist die
Verwendung starker Sauren nicht méglich. Schon 5v% Trifluoressigsaure beschadigen die
Partikel schwer. AuBerdem besitzen die Partikel eine hohe mechanische Stabilitat, die sich
darin auBert, dass keinerlei Abrieb durch die wiederholte Separierung, aber auch nicht
durch Zentrifugation, stattfindet. Dies konnte durch ESEM-Bilder gezeigt (vgl. Kapitel
2.5.5.) werden.

Auch die Lagerung unter verschiedenen Bedingungen wurde untersucht, vor allem um
eine Agglomeration der Partikel zu verhindern. Dabei ergab sich, dass die beste Lagerung
Uber langere Zeit im Phosphatpuffer (0.2 M) bei pH 7.5 gewahrleistet ist. Dies ist sehr
glnstig, da das Modellenzym Penicillin G Acylase ebenfalls unter diesen Bedingungen
gelagert wird.

Eigenschaften der Polymerpartikel

In Tab.3 sind die Eigenschaften der beiden Polymerpartikelarten aufgefuhrt. Die spezifi-
sche Oberflache liegt im zu erwarteten Bereich flr nicht-porése Mikropartikel und bietet
ausreihende Oberflachen, um eine hohe Beladung mit Enzym zu erméglichen.

Partikeleigenschaft PmaP PvacP
Spezifische Oberflache 2.20 m°/g 4.90 m°/g
Magnetische Sattigung 13.2 Am°/kg 20.0 Am“/kg

Mittlerer Teilchendurchmesser (GrdBenverteilung) 4.0 um (0.5 ym —40 um) | 6.0um (0.5 pm — 50 um)
nach Separierung - 3.3 um (0.5 um — 10 pm)

Morphologie Sphérisch, nicht pords Sphérisch, nicht pords

Zetapotential bei pH 7.5 -28 mV +3.4 mV
Dichte 1.21 g/cm® 1.32 g/cm®
Funktionelle Aminogruppen 500 umol/g 410 umol/g

Tab.3: Auflistung der Eigenschaften der Polymethylacrylat-Partikel (PmaP) und der Polyvinylacetat-Partikel
(PvacP).

Die magnetische Séttigung liegt fur beide Partikel Gber dem Grenzwert von 10 pm, so
dass eine problemlose Handhabung und schnelle Separierung (unter einer Minute) im La-
bormaBstab gegeben ist. Damit sind eine wiederholte Verwendung und eine Automatisie-
rung der Prozesse mdglich. Die magnetische Sattigung von Magnetit liegt bei 92 bis 100
Am?/kg, also deutlich Giber dem Wert der Polymerpartikel. Dies hat verschiedene Griinde:

Zum einem sind maximal 60% der Polymermasse Magnetitkerne, zum anderen sind diese
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auch nicht ideal kristallin, so dass eine Verminderung der magnetischen Sattigung eintritt.
Auch oxidiert der Magnetit zu Maghemit, dass eine kleinere magnetische Séattigung von 60
bis 80 Am?/kg aufweist:

02
Fe,O, ——=

—_—

Fe,O,
Magnetit Maghemit

Daher hellen sich die Partikel farblich auf und weisen eine niedrigere magnetische Satti-
gung auf. Die Werte in Tab.3 beziehen sich auf Proben, die bereits nach einiger Lagerzeit
gemessen wurden, um den Wert zu erhalten, der flr die Handhabung relevant ist. Das
heiBt, die Oxidation war bei Raumtemperatur bereits schleichend mit Luftsauerstoff erfolgt.
Diese ist, wie vorherige Arbeiten mittels M6Bbauerspektroskopie belegten, bereits nach
wenigen Tagen abgeschlossen. Daher haben selbst frisch hergestellte Partikel einen An-
teil an Maghemitkernen.

Die selektierten Chargen der beiden Polymerpartikelarten besitzen einen geeigneten mitt-
leren Teilchendurchmesser und eine geeignete GrdBenverteilung, so dass keine gréBeren
EinbuBen der spezifischen Aktivitat bei der Enzymbeladung zu erwarten sind. Daflir muss
der mittlere Teilchendurchmesser kleiner als 5 um (Janssen et al, 2002) sein. Ein weiterer
Parameter der die spezifische Aktivitat beeinflusst, ist die Morphologie der Partikel. Da
diese aber keine Porositat aufweisen, die gro3 genug waren, um Enzym darin zu binden,
wird diese Bedingung erfillt. Dies wurde auch durch die durchgefihrten Immobilisierungs-

versuche bestatigt (vgl. Kapitel 3.5.6.).

Da die PartikelgréBe ein kritischer Parameter ist, wurden zum Vergleich Versuche mit Po-
lymer-Nanopartikeln (aus Polymethylmethacrylat mit Maghemitkern) durchgefiihrt. Diese
wurden vom Institut fir Materialforschung (IMF) des Forschungszentrums Karlsruhe zur
Verfligung gestellt, hatten einen Durchmesser von 4 nm und waren nicht pords. Sie konn-
ten aber nur in kleinem MaBstab mit erheblichem Aufwand hergestellt werden, weswegen
sie auf Grund der Kosten fir die industrielle Nutzung bisher nicht geeignet sind. AuBerdem
lassen sie sich auf Grund der geringen Dichte nur schwer in Wasser suspendieren und
wurden deshalb in Ethylenglycol oder trocken geliefert. Obwohl sie magnetisch sind, war
es nicht mdéglich, die Polymer-Nanopartikel magnetisch zu separieren. Dies lag daran,
dass bei Partikeln im Nanometerbereich die magnetische Séttigung pro Partikel sehr ge-
ring ist. Dazu kam, dass die Partikel nach jeder Zentrifugation so stark agglomerierten,
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dass nach wenigen Zentrifugationen diese Agglomerate nicht mehr resuspendierbar wa-

ren.

Die Polymethylacrylat-Partikel besitzen bei pH 7.5, bei dem die Immobilisierung vorge-
nommen wird, ein Zetapotential von -28 mV und sind somit, wie das Enzym, negativ gela-
den. Die Wechselwirkung von gleich geladenen Partikeln und Enzymen verursachte eine
niedrigere Beladung mit Enzym im Vergleich zu den Polyvinylacetat-Partikeln, die bei pH
7.5 Uber ein Zetapotential von +3.4 mV verfigen. Dadurch wurde die Bindung des Enzyms
an die Trager erschwert, allerdings konnte dies durch eine Erh6hung der lonenstarke ver-
mindert werden.

Dieser Effekt ist als kinetischer Salzeffekt bekannt: Der Salzeffekt beschreibt den Einfluss
von Fremdsalzen auf thermodynamische und kinetische GesetzmaBigkeiten in Lésungen.
Durch den Salzzusatz werden die lonenstarken und damit die Aktivitadtskoeffizienten aller
in der Lésung vorhandenen Komponenten verandert (Jakubke und Karcher, 1999). Dieser
wird quantitativ mit der Brdnstedt-Bjerrum-Gleichung beschrieben, die die Abhangigkeit
der Geschwindigkeitskonstante k von der Geschwindigkeitskonstante in Abwesenheit von
lonen, sowie der Konzentration der lonen in Lésung, der Ladungszahl der lonen und der
lonenstarke beschreibt (vgl. Abb.22).

JI

Ink =Ink, +1.02%z, *ZBI—,I =0.5%) ¢, *z}

"y

Abb.22: Bronstedt-Bjerrum-Gleichung.

In Abb.22 bedeutet k die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion in Anwesenheit von
lonen der lonenstéarke |, ko die Geschwindigkeitskonstante in Abwesenheit von lonen (un-
endliche Verdinnung). ¢ ist die Konzentration in mol/l und z; die Ladungszahl der i-ten
lonensorte in der Lésung.

Der kinetische Salzeffekt ist bei der Reaktion geladener kurzlebiger Zwischenprodukte
ebenso zu beobachten, wie bei konventionellen lonenreaktionen. Die Wolke aus lonen
entgegengesetzt geladenen Vorzeichens, mit der sich ein lon in Lésung umgibt, schirmt
die Ladung des lons zu einem gewissen Teil nach auBen ab. Dieser Effekt bewirkt, dass
das abstoBende Potential zwischen zwei gleichnamig geladenen lonen weniger stark ist
als bei Abwesenheit der lonenatmosphéare und entsprechend wird das Anziehungspotenti-
al zwischen zwei ungleichnamig geladenen lonen kleiner. Infolgedessen wird die Ge-
schwindigkeit einer lonenreaktion durch die Anwesenheit ,inerter” Salze, die an der Reak-
tion selbst gar nicht teilnehmen, beeinflusst (Henglein et al, 1969).
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Da aber die spezifische Aktivitat (vgl. Kapitel 3) des Enzyms, immobilisiert auf den Poly-
methylacrylat-Partikeln gréBer ist, als auf den Polyvinylacetat-Partikeln, wurden die Poly-
methylacrylat-Partikel fir die weiteren Versuche verwendet.

Die Polymerpartikel weisen 410 umol/g (PvacP) beziehungsweise 500 umol/g (PmaP) an
funktionellen Gruppen (Aminogruppen) auf. Diverse Immobilisierungsversuche haben ge-
zeigt, dass die Tragerpartikel mindestens 300 pmol/g verflgbare funktionelle Gruppen
aufweisen sollten. Die Obergrenze ist stark von der Art und GréBe des Enzyms abhéangig.

Betrachtungen zur Immobilisierung

Aus obigen Betrachtungen ergibt sich, dass beide Partikelarten hervorragend fir die Im-
mobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase geeignet sind. Sowohl im Bezug auf
die Handhabung wahrend der Experimente, als auch im Bezug auf den Einfluss des Tra-
gers auf das Enzym sind die Partikel im Vergleich zu kommerziell erhaltlichen Tragern
sehr gut.

Die kommerziell am meisten verwendeten Partikel (Eupergit®-C) kosten 6 €/g (Stand Marz
2007), besitzen jedoch einen mittleren Teilchendurchmesser von 170 pm und sind damit
nicht nur deutlicht gréBer als die hier verwendeten Polymer-Mikropartikel, sondern zudem
noch pords (PorengréBe um 25 nm) (R6hm GmbH, 1995). Daher ist die Beladung zwar
sehr groB3, die Effizienz des Enzyms jedoch auf Grund der sehr niedrigen molekularen Ak-
tivitdt (Umsatzrate pro Enzymmolekil und Sekunde) deutlich reduziert (Kallenberg et al,
2005). Dieser Polymertrager ist in der Regel durch Epoxygruppen funktionalisiert.

Die Kosten fir die selbst hergestellten Partikel liegen in der GréBenordnung von unter 10
€ (bezogen auf vergleichbare Partikel und industrielle Fertigung) und sind damit viel preis-
gunstiger als andere Polymer-Mikropartikel mit analogen Eigenschaften (zum Beispiel:
Micromer®-M, Polymer-Mikropartikel von Micromod (www.micromod.de), 4 um Durchmes-

ser, 500 pmol/g Aminogruppen fiir die Funktionalisierung, Dichte von 1.1 g/cm®, aber nur
3.6 Am?kg magnetische Sattigung > 440 €/g).

Eine weitere Verbesserung des Tragersystems, vor allem in Bezug auf die Wechselwir-
kungen zwischen Enzym und Trager), konnte durch die Verwendung von Spacern (vgl.
Kapitel 3) erzielt werden.
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3. Modifizierung der Tragersysteme mittels Spacer und Im-
mobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase

Ziel der Synthese von Spacern zur Funktionalisierung von Tragern, die zur Immobilisie-
rung von Enzymen verwendet werden, ist es, die Einflisse des Tragers auf das Enzym zu
vermindern. Dies wird dadurch erreicht, dass die Distanz zwischen beiden vergréBert wird
und Spacer Verwendung finden, die strukturell an die Erfordernisse angepasst werden

kdnnen.
3.1. Stand des Wissens

Die Penicillin G Acylase ist ein grindlich charakterisiertes Enzym und verfligt Gber eine
groBe industrielle Bedeutung, daher wurde sie als Modellenzym flr diese Arbeit verwen-
det.

3.1.1. Das Modellsystem Penicillin G Acylase
Penicillin G Acylase (EC 3.5.1.11, 86192 g/mol, 766 Aminos&auren) von E.coli ist ein seit

langen bekanntes Enzym (Kasche et al, 1987), es ist eine Hydrolase, die alle C-N-
Bindungen von linearen Amiden spaltet. Es gehért der Ntn-Familie (N terminal nucleophi-
le-Familie) an und weist somit einige Eigenschaften auf, die allen Enzymen dieser Familie
zu Eigen sind. Zum einen besteht das katalytische Zentrum immer aus einer der folgen-
den, am N-Terminus sitzenden Aminosaure: Serin, Threonin oder Cystein. Dabei wirkt die
o-Aminogruppe stets als Base um die Katalyse zu unterstiitzen. AuBerdem ist das kataly-
tische Zentrum in ein B-Faltblatt eingebunden, dem sich ein anderes B-Faltblatt anschlie3t.
Uber beiden Enden der Faltblattkombination befinden sich je zwei Paare von o-Helicis
(vgl. Abb.23).
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Abb.23: Schematische Darstellung der Penicillin G Acylase von E.coli.

Das Enzym wird als Precursor in der Zelle dargestellt und ist in dieser Form nicht kataly-
tisch aktiv. Es reift selbststandig durch Autoproteolyse, dabei werden ein Signalpeptid (am
Anfang des Enzyms) und ein Spacerpeptid (innerhalb des Enzyms) abgespalten und die
gereifte Penicillin G Acylase besitzt nun zwei Ketten (Dodson, 2000, Hewitt et al, 2000,
Kasche et al, 1999). Diese Ketten werden als A-Kette mit den Aminosauren A1 bis A209
und B-Kette mit den Aminosauren B1 bis B557 bezeichnet. Die gereifte Form der Penicillin
G Acylase ist katalytisch aktiv. Dieser Mechanismus ist in der Zelle fir die Funktionsweise
des Enzyms von entscheidender Bedeutung (Ignatova et al, 2002, 2000a und 2000b).
Dieses Enzym ist in der Industrie von entscheidender Bedeutung flr die Synthese von B-
Lactam-Antibiotika (Bruggink et al, 1998, Valle et al, 1991).

Seit den sechziger Jahren erweitert die enzymatische Darstellung von [-Lactam-
Antibiotika (Amoxicillin, Ampicillin, Cefadroxil, Cefamandol, Cefazolin, Cephalexin, Cepha-
loglycin und Cephalothin) durch Penicillin Amidase aus E. coli die traditionelle chemische
Synthese. Dabei werden penicillin-basierende Antibiotika (semisynthetische Penicilline
[SSP], zum Beispiel Amoxicillin, Ampicillin) und cephalosporin-basierende Antibiotika (se-
misynthetische Cephalosporine [SSC], zum Beispiel Cefadroxil, Cephalexin) unterschie-
den. Erstere werden aus 6-Aminopenicillinsaure und letztere aus 7-

Aminodesacetoxycephalosporanséure hergestellt (vgl. Abb.24).
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Fermentation
von L-2-Aminoadipinsaure, L-Cystein, D-Valin mittels Pilzen
(zum Beispiel: Penicillium, Aspergillus, Trichophyton)

H
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Abb.24: Ubersicht iiber die Herstellung semisynthetischer Antibiotika (Bruggink et al, 1998).

Der Vorteil der semisynthetischen Darstellung von Antibiotika liegt in der Verwendung von
wassrigen Medien, Vermeidung gefahrlicher Substanzen und Verringerung der bendtigten

Syntheseschritte. Erst 1990 begann die Umstellung der Produktion von B-Lactam-
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Antibiotika durch enzymatische Katalyse in der Industrie. Seit dieser Zeit nimmt ihre Be-

deutung stetig zu (Bruggink et al, 1998).

Um fir die jeweilige Aufgabe ein passendes Enzym zu finden, werden auch Penicillin G
Acylasen von anderen Mikroorganismen (zum Beispiel A. faecalis) verwendet oder das
Enzym genetisch modifiziert (Gabor et al, 2005 und 2004, Morillas et al, 2003, Gemeiner,
1982). Durch genetische Modifikationen wurde eine gezielte Steigerung der Aktivitat (Shio
und Quax, 2004) erreicht. Schon 1983 wurden detaillierte Uberlegungen zur Produktion
von Antibiotika durch immobilisierte Enzyme angestellt (Vandamme, 1983), die B-Lactam-
Antibiotika sind hierbei ein wichtiger Zweig (Wegnam et al, 2001, Shevale et al, 1997).
Dabei wurden auf verschiedenste Weise die Bedingungen fir die Katalyse angepasst. Die
meisten Synthesen finden in wassrige Medien (Schroen et al, 1999. Mincheva et al, 1996,
Ebert et al, 1996) statt. Auch die Verwendung besonderer Reaktoren (Webb et al, 1996)
und organische Lésungsmittel, um den Anteil der Hydrolyse an der Katalyse zu vermin-
dern (Van Langen et al, 2003) wurden untersucht. Gerade letzteres ist sehr wichtig, da in
organischen Medien Uberwiegend die Synthesefahigkeit und nicht die Hydrolyseeigen-

schaften des Enzyms genutzt werden kénnen (Ebert et al, 1998).
3.1.2. Immobilisierte Enzyme

Die meisten Enzyme, so auch Penicillin G Acylase, sind in organischen Lésungsmitteln
nicht stabil. Ein Verfahren um die Stabilitat in organischen Lésungsmitteln zu erhéhen ist
die Immobilisierung von Enzymen, die ebenfalls andere Eigenschaften (Stabilitat gegen-
Uber hohen Temperaturen, lonenstarken und extremen pH-Werten) verbessert, aber die
intrinsischen Eigenschaften des Enzyms beeintrachtigt (Kallenberg et al, 2005).

AuBerdem ergibt sich durch die Wahl des Tragers oder dessen Modifizierung die Méglich-
keit, in wassrigen Systemen zu arbeiten und organische Bedingungen zu simulieren. Ge-
rade firr Lipasen, die zu Aktivierung eine Ol/Wasser-Grenzschicht bendtigen, wird dies
verwendet. Ein Beispiel dafiir ist Octylagarose, das eine hydrophobe Oberflaiche besitzt,
so dass daran immobilisierte Lipasen in rein wassrigen Medien Katalysen durchfiihren
kénnen (Fernandez-Lafuente, 1998).

In der Regel werden aber Polymertrager als hydrophobe Trager verwendet um verschie-
denste Enzyme zu binden. Dies kann auch direkt an der Oberflache unter Verwendung
eines Nullspacers wie zum Beispiel 1, 1’Carbonyldiimidazol stattfinden (Akgél et al, 2001),
in der Regel werden meist langere Spacer verwendet. Penicillin G Acylase wurde mittels

Glutardialdehyd auf Polymertragern immobilisiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Aus-
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beute der Immobilisierung 72% betrug und die Lagerstabilitat deutlich erhéht war (Bryjak
et al, 1989).

Weitere Experimente derselben Arbeitsgruppe ergaben, dass die PartikelgréBe dabei eine
wichtige Rolle spielt (Bryjak und Noworyta, 1993). Zwar erhdhte eine Immobilisierung der
Penicillin G Acylase mittels einer reduzierenden Aminierung durch Natriumcyanoborhydrid
die Lagerstabilitdt ebenfalls deutlich, fihrte aber zum Verlust von 75% der Aktivitat (Bur-
teau et al, 1989). Eine gute Lésung bot sich hier fir a-Chymotrypsinogen an, dass erst
nach der Immobilisierung zu a-Chymotrypsin aktiviert wurde und somit hohe Stabilitaten
und eine hohe Aktivitat ermdglichte (Fadnavie et al, 2003). Die Optimierung der Immobili-
sierung bietet ein weites Feld an Mdéglichkeiten (Ragnitz et al, 2001).

Der pH-Wert ist fir viele Reaktionen, zum Beispiel flr die Synthese von Ampicillin (Ospina
et al, 1996) sehr entscheidend, daher sollte dieser konstant gehalten werden. Eine Unter-
suchung des pH-Wertes innerhalb von Polymerpartikeln mit Confocal Laser Scanning Mic-
roscopy (CLSM) zeigte einen deutlichen pH-Gradienten (Spiess und Kasche, 2001), dieser
beeinflusste auch die Katalyse des Substrates. Der pH-Gradient ergibt sich dadurch, dass
die Partikel mit immobilisiertem Enzym in einem Medium gelagert wurden, das einen an-
deren pH-Wert aufweiBt, als das Medium, dass fiir die Katalyse verwendet wird. Somit
diffundieren je nach dem ob der pH-Wert des Mediums fir die Katalyse héher oder gerin-
ger ist, Protonen aus dem Partikel in die Lésung oder von der Lésung in die Partikel. Dies
erzeugt im Partikel und in dessen Nahe einen pH-Gradienten.

Die Penicillin G Acylase ist auch bei niedrigen pH-Werten (ber einen gewissen Zeitraum
stabil (Fereira et al, 2004), so dass auch dieser fur die Industrie interessante Bereich bis
pH 3 genutzt werden kann.

3.1.3. Verwendung von Spacern

Als Spacer (engl. Abstandshalter) wird bei der Immobilisierung von Enzymen ein Molekl
genannt, das das Enzym mit dem Trager kovalent oder nicht-kovalent verbindet. Neben
der Bindung wird ein Spacer auch oft dazu verwendet, einen gewissen Abstand zwischen
Enzym und Trager zu ermdglichen. Dies vermindert die Wechselwirkungen des Tragers
mit dem Enzym.

Als Spacer werden oft Amine, zum Beispiel Hexamethylendiamin verwendet. Diese kdn-
nen durch 1, 1°-Carbonyldiimidazol mit dem Enzym gekuppelt werden (Arica et al, 2000
und 1999), aber die Ausbeuten sind meist gering. Eine Kettenverlangerung von Hexa-
methylendiamin mit Glutardialdehyd erwies sich als die bessere Alternative (Arica et al,
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2004). Glutardialdehyd wird oft zur Aktivierung der Partikel benutzt, um dann eine kovalen-
te Bindung mit dem Enzym zu knUpfen (Onyezili, 1986), allerdings muss man auf Grund
der hohen Reaktivitat von Glutardialdehyd dessen Verhalten in wassrigen Lésungen, vor
allem die Polymerisation von Glutardialdehyd, bedenken (Migneault et al, 2004). Eine
nachtragliche Reduzierung des durch die Amin- und die Aldehydgruppe formierten Imins
zum Amin mit Natriumborhydrid fihrt zu einer weiteren Steigerung der Stabilitat, allerdings
auf Kosten der spezifischen Aktivitat (Bianchi et al, 1996).

Die Spacerlange hat einen gewichtigen Einfluss auf die spezifische Aktivitat des Enzyms.
Schon in den neunziger Jahren wurden ein Zusammenhang zwischen der Beladung und
der Spacerlange festgestellt, wobei diese fiir kleinere Enzyme (Ribonuclease, 13.7 kmol/g,
Trypsin, 23,6 kmol/g, a-Chymotrypsin, 25.0 kmol/g) ein Maximum bei drei Oxyethylenein-
heiten (-CH>-CH»-O-) ergab und nur die deutlich groBere Urease (483 kmol/g) einen linea-
ren Anstieg der Beladung mit der Spacerlange ergab (Manecke und Polakowski, 1981).
Ebenso ergaben verschiedene Spacermolekile unterschiedlicher Lange (von einer direk-
ten Immobilisierung, also ohne Spacer bis hin zu Bovine Serum Albumin mit einer Lange
von 9 nm als Spacer) eine deutliche Zunahme der Beladung und Aktivitat (Nouaimi et al,
2001). Dhal und Babu (1985) beluden Polymertrager einmal direkt mit Enzym, einmal tGber
Hexamethylendiamin und einmal mit Lysin, jeweils mit Glutardialdehyd aktiviert. Es zeigte
sich, dass ein mit einem endlos langen Spacer immobilisiertes Enzym sich dem freien En-
zym anpassen wirde, da mit langerem Spacer sowohl die Aktivitat stieg, als auch das pH-
Optimum und die Temperaturstabilitdt sich dem des freien Enzyms anpassten. Eine Még-
lichkeit die Eigenschaften kurzer Spacer (meist hohe Stabilitat) mit langen Spacern (héhe-
re spezifische Aktivitdt) zu kombinieren ist die Verwendung von intelligenten Polymeren,
die ihre Lange mit der Temperatur verandern (lvanov et al, 2003, Yasui et al, 1997). Das
Problem der Diffusionslimitierung konnte damit deutlich reduziert werden. Eine weitere
Methode zur Reduzierung der Diffusionslimitierung sind nicht-isothermische Bedingungen
(Schroen et al, 2001), diese Arbeitsgruppe hat auch den Einfluss der Diffusionslimitierung
des Substrates genauer untersucht (Schroen et al, 2002).

B-Galactosidase wurde ebenfalls mit Spacern verschiedener Lange immobilisiert und da-
bei umfangreich (unter isothermischen und nicht-isothermischen Bedingungen) untersucht.
Die Autoren (De Maio et al, 2003a und 2003b) zeigten wie auch Dhal und Babu auf, dass
sich die Eigenschaften eines immobilisierten Enzyms mit zunehmender Spacerlange der

des freien Enzyms annahert.
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Da der Spacer gezielt modifiziert werden kann, ist es méglich, die Beladung durch Modifi-
zierung der funktionellen Gruppen zu erhéhen. Dabei wurden 10 bis 20% der Epoxygrup-
pen in ionische Gruppen oder Metallchelate umgewandelt. Durch die anziehenden Wech-
selwirkungen der funktionellen Gruppen des Spacers mit dem Enzym wurde eine héhere
Beladung erzielt und das Enzym nicht-kovalent gebunden. Danach fand eine kovalente
Immobilisierung Uber die verbleibenden Epoxygruppen statt (Mateo et al, 2000). Je nach
Anzahl der funktionellen Gruppen, die fir die Immobilisierung zu Verfligung stehen und bei
geeigneter Reaktionsfliihrung kann ein Enzym einfach oder mehrfach gebunden werden
(Mateo et al, 2001). Letzteres ermdglicht héhere Stabilitdten des Enzyms. Penicillin G Acy-
lase, immobilisiert mittels Glutardialdehyd, war durch die Mehrfachbindung im Vergleich
zur Einfachbindung deutlich stabiler im Bezug auf pH und Temperatur (Adriano et al,
2005a und 2005b). Auch andere Gruppen verwendeten Mehrfachbindungen um die Stabi-
litdt von immobilisierten Enzymen zu erhéhen (Eldin et al, 2000, Fernandez-Lafuente et al,
1999 und 1992, Guisan, 1988). Eine Arbeitsgruppe immobilisierte das Enzym erst unter
milden Bedingungen nicht-kovalent, fixierte das Enzym dann durch héhere pH-Werte und
langere Reaktionsdauer kovalent an den Trager und blockierte schlieBlich die Ubrig ge-
bliebenen Gruppen mit Mercaptoethanol, um eine Weiterreaktion mit dem Enzym zu ver-
hindern (Mateo et al, 2002)

Durch die groBe Strukturvielfalt sind Aminosauren als Spacermolekiile sehr geeignet, da
sie sowohl fir hydrophobe, als auch hydrophile Spacer, geladen oder ungeladen, verwen-
det werden kénnten. Zudem ist die Synthese an festen Phasen bereits fest etabliert (Merri-
field, 1963). Die heute verwendeten Syntheserouten verwenden speziell dafiir optimierte
Schutzgruppen, Kupplungsreagenzien und Reaktionsbedingungen. Dadurch werden Aus-
beuten nahe 100% und kurze Reaktionszeiten ermdglicht (Chan und White, 2003). Im Ge-
gensatz zur urspringlichen Merrifield Festphasensynthese sind diese Syntheserouten auf
die Fmoc-Schutzgruppe (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) flr die a-Aminogruppe ausgelegt,
so dass hohe pH-Werte vermeiden werden, da diese Schutzgruppe basisch abgespalten
wird (Chan und White, 2003). Auch die meisten kauflichen Aminosauren sind in dieser
Weise geschitzt. Diese Syntheseroute wird Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis

(FSPPS) genannt.

Magnetische Trager werden ebenfalls fir FSPPS-Route verwendet (Szymonilka und

Chapman, 1995), so dass auch kleinere Trager in der automatisierten Synthese verwendet
werden kénnen. Dabei kénnen auch Dendrimere erzeugt werden, so dass eine hohe An-
zahl von funktionellen Gruppen gewahrleistet werden kann (Sadler und Tam, 2002).
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3.2. Ubersicht

Die in Kapitel 2 synthetisierten Polymertrager (Polymethylacrylat, Polyvinylacetat) wurden
durch Spacer weiter funktionalisiert. Dabei wurde der Spacer (engl. Abstandshalter) dazu
verwendet, das Enzym kovalent zu binden und durch die Variation der Spacerlange den
Abstand zwischen Enzym und Tréager zu verandern. Dazu wurden der Hexamethylendia-
min-Glutardialdehyd-Spacer (HGS, HG-Spacer) und der Aminosaurespacer (ASS, AS-
Spacer) (vgl. Abb.25) verwendet.

Polymertrager (vgl. Kapitel 2)

/ S

Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd- Aminosaurespacer (ASS)
Spacer (HGS)

Spacer fir ein Fusionsprotein (FPS)

Immobilisierung der Penicillin G Acylase

Analytik

Abb.25: Ubersicht zum Kapitel 3.

Sowohl der HG-Spacer, als auch der AS-Spacer wurden im Bezug auf die Spacerlange
variiert. Durch die Verwendung unterschiedlicher Aminosauren wurde der AS-Spacer auch
strukturell modifiziert. Beide Spacer wurden verwendet, um das Modellenzym Penicillin G
Acylase von E. coli kovalent zu immobilisieren.

Auf Basis des HG-Spacers wurde auch fir eine spezielle Anwendung ein Spacer kon-
struiert. Dieser Auftragsspacer (ATS, AT-Spacer) wurde so konstruiert, dass ein Protein

durch eine irreversible Inhibition mittels des Spacers immobilisiert wurde.
3.3. Material und Methoden

Die Parameter der Synthesen des HG-Spacers und AS-Spacers wurden optimiert, um die
Modifizierungen der Spacer durchzufihren. Nachdem diese Methoden etabliert waren,
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wurden die Spacer mit Glutardialdehyd, Epichlorhydrin oder Carbonyldiimidazol aktiviert,

um das Modellenzym Penicillin G Acylase zu binden.
3.3.1. Verwendete Gerate und Chemikalien

Folgende Gerate und Chemikalien wurden fir die Spacersynthesen, Immobilisierungen

und Analyse eingesetzt:
Verwendete Gerate

e Filtermedium zur Wagung:
Cellulose Nitrat Filter, 0,45 ym (Sartorius, Sartorius AG Géttingen, Deutschland)
e Filtermedium zur Wagung:
Polyethersulfone Filter, 0.45 um (PAL Gelman Lab, PAL Corporation, USA)
e Gefriertrocknung:
Gefriertrocknungsanlage BETA 1-8 K (Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Oster-
rode, Deutschland)
e Magnetseparation:
Permanentmagnet (Nd-Fe-B), 48 mm * 28 mm * 15 mm, 850 mT (Steinert Elektromag-
netbau GmbH, Deutschland)
e Proteingesamtbestimmung:
Cobas Mira Plus Spetrophotometric Roboter (Roche, Basel, Schweiz)
e Reaktionsflihrung, Schittler:
Kompaktschiittler KS 15A (Edmund Blichler GmbH, Deutschland)
e Reaktionsflhrung: Schittler:
Vortex Genie 2T (VWR International AG, Bruchsal, Deutschland)
e Reaktionsflihrung, Schittler und Heizer:
Thermomixer Comfort (Eppendorf AG, Deutschland)
¢ Reinstwassererzeugung:
Milli-Q Plus Ultra Pure-Reinstwasseranlage (Millipore Corporation, USA)
e Ultraschallbehandlung:
Ultraschall-Reinigungsgerat RK100H-beheizbares Ultraschallbad (Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Deutschland)
e UV-Messungen:
Shimadzu UV 1202-Spektrometer (Shimadzu, Japan)
e UV-Messung, Klvette:
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Quarzprazisionskivette Suprasil, 2.00 mm Schichtdicke (Hellma, Mihlheim, Deutsch-
land)

Wagung:

Adventurer Balance (Ohaus Corporation, USA)

Zentrifugation:

5415 D-Eppendorf Zentrifuge (Eppendorf AG, Deutschland)
Zetapotentialbestimmung:

ZetaSizer 5000-ZetapotentialmeBgerat (Malvern Instruments Ltd., Britannien)
Automatic titration stand Mettler DL 21: Titrator (Mettler Toledo, Schweiz)

Verwendete Chemikalien

AcrosOrganics (Geel, Belgien)

2-Chlorethanol (reinst)

Iris Biotech GmbH (95615 Marktredwitz, Deutschland)

Diisopropylcarbodiimid (reinst), Fmoc-Aminoisobutylsdure (reinst), Fmoc-Glycin
(reinst), Fmoc-L-Asparaginsaure(tBu) (reinst), Fmoc-L-Lysin(Boc) (reinst), Fmoc-L-
Phenylalanin (reinst), Fmoc-L-Prolin (reinst), 1-Hydroxybenzotriazol (reinst),

Merck, Deutschland:

Aceton (reinst), 6-Aminohexansaure (zur Synthese), 1, 1’-Carbonyldiimidazol (zur Syn-
these), 1, 6-Diaminohexan (zur Synthese), 1, 6-Dichlorhexan (zur Synthese), Dimethyl-
formamid (zur Analyse, wasserfrei), Epichlorhydrin (zur Synthese), Ethanol (absolut,
zur Analyse), Ethanolamin (reinst), Glutardialdehyd (zur Synthese), Kaliumcyanid (zur
Analyse), Natriumazid (zur Synthese), Natriumborhydrid (zur Synthese), Natrium-
hydroxid (reinst), Ninhydrin (zur Analyse), Phenol (zur Synthese), Piperidin (zur Analy-
se), 'Propanol (reinst), Pyridin (zur Analyse), Salzsdure (reinst), Tetrahydrofuran
(reinst), Triethylamin (reinst), Trimethylsilaniodid (zur Synthese)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland:

Bicinchoninsaure (reinst), Bovine Serum Albumin (1 mg/ ml aktives Protein, reinst) L6-
sung, 1, 1°Carbonyldiimidazol (reinst), Kupfer(ll)sulfat pentahydrat (4% w/v, reinst),
Natriumtetraborat (reinst), 6-Nitro-3-phenylacetamidobenzoesaure (NIPAB, reinst),
Penicillin G Acylase (E.coli, 3.5.1.11, reinst), Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, >
99%, GC), 2, 4, 6-Trinitrobenzensulfonsaure (5% w/v, TNBS, reinst)
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- Alle anderen Chemikalien waren von analytischer Qualitat, es wurde stets Reinstwas-

ser verwendet
3.3.2. Ubersicht iiber die Spacersynthesen

Der Spacer dient sowohl dazu, die funktionellen Gruppen des Partikels zu modifizieren, als
auch das Enzym zu binden. Zuséatzlich kann durch die Variation der Spacerlange der Ab-

stand des Enzyms zum Trager verandert werden (vgl. Abb.26).

Q—/{O HZNH?NHZ + OHC/{/\}?CHO
3
NWNMH N/Enzym
H

O
Q_< FmocHN |, COH
AN
WNHFmoc

_E
OHC/{/\}\CHO o
|| |

4
1 T2

Abb.26: Ubersicht iber die Spacerreaktionen: 1) Aktivierung, 2) Erste Spacerreaktion, 3) 2. Spacerreaktion,
4) Immobilisierung. Oben: Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer, unten: Aminosaurespacer.

Durch die Aktivierung (1) werden die Estergruppen des Polymers durch Aminogruppen
ersetzt, diese befinden sich gleichzeitig etwas von der Partikeloberflache entfernt und sind
somit sterisch weniger gehemmt. Die Spacerreakti- 1. Aktivierung
onen (2, 3) dienen dazu, die Lange des Spacers zu
vergroBern um danach die Immobilisierung (4) zu 5 Erste Spacerreaktion
beginstigen. Dadurch entsteht im Falle des Hexa-  geiievige

methylendiamin-Glutardialdehyd-Spacers ~ (HGS, ' coomound
HG-Spacer) ein linearer Kohlenwasserstoffspacer, 3-4weite Spacerreaktion 4. Immobilisierung

der alle zwolf Atome ein Heteroatom (Stickstoff) besitzt und somit ein hydrophober Spacer
ist, der die Immobilisierung durch hydrophobe Wechselwirkungen begulnstigt. Im Falle des
Aminosaurespacers (ASS, AS-Spacer) entsteht ein in der Hydrophilie variabler Spacer, bei
dem im Schnitt jedes dritte Atom ein Heteroatom ist. Dabei ist der HG-Spacer ein Spacer,
der in der Biotechnologie zur Immobilisierung weit verbreitet ist, wobei der AS-Spacer eine
neuartige Anwendung von Aminosauren als Spacer flir Enzymimmobilisierungen darstellt.

Da die allgemein verwendeten proteinogenen Aminosauren eine groBe Strukturvielfalt be-

reitstellen, ist die Struktur des AS-Spacers ebenso wie dessen Lange stark modifizierbar.
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Sowohl dissoziierbare Gruppen, als auch aromatische Systeme kénnen als Seitengruppen
verwendet werden. Es kénnen sowohl lineare, als auch verzweigte Spacer mit fast beliebi-
gen Seitengruppen synthetisiert werden, zudem ist die dafiir verwendete Festphasensyn-
these bereits fest etabliert.

Die Lange der Spacer wurde geometrisch mit den entsprechenden Bindungswinkeln und
Bindungslangen (Smith und March, 2001) unter Annahme idealer Linearitat berechnet (vgl.
Abb.27).

3.3.3. Optimierung und resultierende Synthesevorschrift des Hexamethylendiamin-

Glutardialdehyd-Spacers

Um eine gleiche Ausgangsbasis zu schaffen, wurde die Aktivierung der Polymerpartikel fur
den 10 g MaBstab optimiert. Da jeweils Proben von 50 mg fir die Immobilisierung verwen-
det wurden, konnten so mehrere Versuchsreihen mit Partikeln derselben Aktivierungsreak-
tion durchgefiihrt werden. Die weiteren Spacerreaktionen wurden auf einen MaBstab von
50 bis 250 mg ausgelegt, da diese in 2 ml ReaktionsgefaBen durchgefihrt wurden, um

mehrere Reaktionen parallel in einem Thermomixer durchfihren zu kénnen.

Die Synthese des HG-Spacers (vgl. Abb.27) wurde durch Optimierung einiger Synthese-
parameter verbessert und den Erfordernissen angepasst.

(OX
N/\/\/\/NWN\/\/\/\NHZ
" | |

Abb.27: Aktivierte Polymerpartikel mit einer Spacereinheit des HG-Spacers (Markierung).

Fir die Optimierung wurden folgende GréBen in der Aktivierungsreaktion mit Hexamethy-
lendiamin verandert:

e ReaktorgeféaB: 250 ml Erlenmeyerkolben

¢ Rudhrgeschwindigkeit: 400 bis 900 U/min

e Temperatur: 25 bis 80°C

e Reaktionsdauer: 1 bis 72 h

e Hexamethylendiamin-Konzentration: 0.4 bis 5.0 mol/I

e 100 bis 200 Molaquivalente Hexamethylendiamin wurden im Bezug zur Stoffmenge an

funktionellen Gruppen auf dem Trager zugegeben.
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In der ersten Funktionalisierungsreaktion mit Glutardialdehyd wurden folgende Parameter
verandert:

e ReaktorgeféB: 2 ml Reaktionsgefale

e RUhrgeschwindigkeit: 400 bis 1400 U/min

e Temperatur: 25 bis 60°C

e Reaktionsdauer: 1 und 72 h

e Glutardialdehyd-Konzentration: 0.4 bis 5.0 mol/I

e 100 bis 200 Molaquivalente Glutardialdehyd wurden im Bezug zur Stoffmenge an funk-

tionellen Gruppen auf dem Trager zugegeben.

AnschlieBend wurde die Aktivierungsreaktion mit Hexamethylendiamin den weiteren Er-
fordernissen angepasst und zur zweiten Funktionalisierungsreaktion umgewandelt, dabei
wurden folgende Parameter verandert:

e ReaktorgeféB: 2 ml Reaktionsgefale

e RuUhrgeschwindigkeit: 400 bis 1400 U/min

e Temperatur: 25 bis 60°C

e Reaktionsdauer: 1 bis 24 h

e Hexamethylendiamin-Konzentration: Unverandert 3.9 M

e 100 bis 130 Molaquivalente Hexamethylendiamin wurden im Bezug zur Stoffmenge an

funktionellen Gruppen auf dem Trager zugegeben.

Bis auf die Aktivierungsreaktion, die auch im gréBeren MaBstab dargestellt wurde, um ak-
tivierte Partikel als Vorrat zu haben, wurden bei beiden Funktionalisierungsreaktionen Imi-

ne gebildet. Daher wurden beide Reaktionen ahnlich optimiert.
Reaktionsvorschrift der Aktivierung

Durch die Optimierung der Synthese war es mdglich, die Anforderungen an die Aktivie-
rung, eine hohe Anzahl an funktionellen Gruppen und einen Ansatz im Grammbereich zu

erfullen.

@) O
[ }—4 NH, ——— | }—4
+ H N/\/\/\/ 2 _ /\/\/\/NH
OMe 2 MeOH H 2

Abb.28: Aktivierung der Polymethylacrylat-Partikel durch Hexamethylendiamin.
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Die Partikel (500 umol funktionelle Gruppen) wurden mit 180 ml Hexamethylendiamin-
Lésung (50w% in Wasser, 3.9 M, 130 Molaquivalente) pro g Partikel 24 h lang bei 60°C
und 700 U/min zur Reaktion gebracht. Die funktionalisierten Partikel wurden anschlieBend
griindlich mit Wasser gewaschen und bei 4°C in Wasser gelagert. Die Trennung erfolgte
mittels Magnetseparation.

Die in den Reaktionen verwendete Partikelmenge lag zwischen 10 und 20 g.

Reaktionsvorschrift der ersten Funktionalisierung

0 0
NH, + )WJ\ — N H
H H -HO0
0

Abb.29: Erste Funktionalisierungsreaktion des HG-Spacers.

Die Partikel (500 umol funktionelle Gruppen) wurden mit 25 ml Glutardialdehydlésung
(42w% in Wasser, 3.9 M, 130 Molaquivalente) pro g Partikel 1 h lang bei 40°C und 1400
U/min zur Reaktion gebracht. Die funktionalisierten Partikel wurden grindlich mit Wasser
gewaschen und bei 4°C in Wasser gelagert. Die Trennung erfolgte mittels Magnetsepara-
tion.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikel lag zwischen 50 und 250 mg.

Reaktionsvorschrift der zweiten Funktionalisierung

= N\/\/\/\
/\/\/\/NH
QCHO +H2N 2~ H,0 NH2

Abb.30: Zweite Funktionalisierungsreaktion des HG-Spacers.

Die Partikel (500 pumol funktionelle Gruppen) wurden mit 18 ml Hexamethylendiamin-
Lésung (50w% in Wasser, 3.9 M, 130 Molaquivalente) pro g Partikel 1 h lang bei 40°C und
1400 U/min zur Reaktion gebracht. Die funktionalisierten Partikel wurden grindlich mit
Wasser gewaschen und bei 4°C in Wasser gelagert. Die Trennung erfolgte mittels Mag-
netseparation.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikel lag zwischen 50 und 250 mg.

Die Vorreaktion fur die Immobilisierung wurde ebenfalls mit Glutardialdehyd (vgl. erste

Funktionalisierungsreaktion) durchgefihrt.
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3.3.4. Optimierung und resultierende Synthesevorschrift des Aminosaurespacers

Die Partikel wurden mit derselben Reaktionsvorschrift wie flir den HG-Spacer aktiviert (vgl.
Kapitel 3.3.3). Da die weiteren Spacerreaktionen im Gegensatz zum HG-Spacer allerdings
in organischen Lésungsmitteln durchgefihrt wurden, unterschied sich die weitere Vorge-

hensweise deutlich.

H

—

Abb.31: Aktivierte Polymerpartikel mit einer Spacereinheit des AS-Spacers (Markierung).

: : @)
H R
N/\/\/\/N
H NHFmoc
0]

Da die Reaktionen, basierend auf der Merrifield-Technik, bereits hervorragend optimiert

sind, wurden diese nur noch an die vorliegenden Erfordernisse angepasst. Dazu wurden

folgende Parameter der Funktionalisierung (Kupplung) verandert:

e ReaktorgeféB: 2 ml Reaktionsgefale

e RuUhrgeschwindigkeit: 400 bis 1400 U/min

e Temperatur: 25 bis 40°C

e Reaktionsdauer: 20 min bis 24 h

e Die Menge an Dimethylformamid als Lésungsmittel ist von 2.0 bis 6.0 ml/Qnost:Fmoc-As
variiert worden.

Die Aktivierungsreaktionen, die zur Immobilisierung des Enzyms notwendig sind, wurden

ebenfalls den Anforderungen angepasst:

e Glutardialdehydaktivierung: Analog der ersten Funktionalisierung des HG-Spacers

e Epichlorhydrinaktivierung: Diese Reaktion fand erst nach der Optimierung der anderen
Reaktionen Verwendung, deshalb wurden deren Parameter Gbernommen und nur die
Temperatur im Bereich von 25 bis 60°C variiert.

Alle anderen Parameter konnten aus der Literatur (Chan und White, 2003) Glbernommen

werden.

Reaktionsvorschrift der Aktivierung

0] : : (0]
( )_42 NH, ——
+ H N/\/\/\/ 2 ] /\/\/\/NH

Abb.32: Aktivierung der Polymethylacrylat-Partikel durch Hexamethylendiamin.
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Die Partikel (500 umol funktionelle Gruppen) wurden mit 180 ml Hexamethylendiamin-
Lésung (50w% in Wasser, 3.9 M) pro 10 g Partikel 24 h lang bei 60°C und 700 U/min zur
Reaktion gebracht. Die funktionalisierten Partikel wurden grindlich mit Wasser gewaschen
und bei 4°C in Wasser gelagert. Die Trennung erfolgte mittels Magnetseparation, der U-
berschuss an Reagenz im Bezug auf die Partikel betrug 130 zu 1.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikeln lag zwischen 10 und 20 mg.

Reaktionsvorschrift der Funktionalisierung (Kupplung)

O H R
NH NHFmoc —— N
Q 2 F Ho)k( - H,0 Q \H)\NHFmoc
R O

Abb.33: Kupplungsreaktion einer Aminosdure an eine Aminogruppe.

In einem 2 ml ReaktionsgefaBB wurden je 5 Molaquivalente 1-Hydroxybenzotriazol (0.20
0/9pariikel) UNd 5 Molaquivalente Fmoc-Aminosaure (0.45 g/Qpariker) in berechneter Menge
an Dimethylformamid (4.6 ml/grost:Fmoc-as) geldst, dann erfolgte die langsame Zugabe von
5 Molaquivalente Diisocarbonyldiimidazol (0.23 ml/gparike). AnschlieBend wurde 20 min bei
25°C mit 400 U/min geschiittelt. Diese Lésung wurde zu einem Moldquivalente Partikel (in
einem weiterem 2 ml Reaktionsgefal3, die Partikel missen vorher mit Dimethylformamid
gewaschen worden sein) gegeben und anschlieBend 3 h bei 40°C bei 1400 U/min ge-
schittelt. Danach wurden die Partikel finfmal mit Dimethylformamid (100wl — 1200pl) ge-
waschen und 5 mg fur den Kaisertest (zur Bestimmung freier Aminogruppen) entnommen.
Sollte der Test positiv ausfallen, war eine erneute Kupplung nétig.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikeln lag zwischen 50 und 250 mg.

Reaktionsvorschrift des Kaisertests

Nach finfmaligem Waschen der Partikel (5 mg) mit Ethanol (100ul), wurde zu den Parti-
keln jeweils zwei Tropfen von den drei Reaktionslésungen (50 g/I Ninhydrin (5%-w/v) in
Ethanol, 800 g/l Phenol (80%-w/v) in Ethanol, 2 ml Kaliumcyanidggoim in 98 ml Pyridin))
zugeben, diese und eine Blindprobe wurden dann bei 95°C 10 min lang bei 1400 U/min
geschdittelt. Eine blaue Farbung zeigte einen positiven Test und damit freie Aminogruppen
an (Kaiser et al, 1970).
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Reaktionsvorschrift der Fmoc-Entschiitzung

Piperidin/Dimethylformamid
NH-Fmoc NH,
i /-CO,

Abb.34: Fmoc-Entschitzung der Aminogruppe.

Zu den Partikeln (DMF-feucht) wurde 20v% Piperidin in Dimethylformamid hinzugegeben
(100 pul — 1200 pl), diese fur 2 min bei 25°C und 1400 U/min geschuttelt danach wurde das
Lésungsmittel entfernt und dieser Schritt zweimal wiederholt. AnschlieBend wurden die

Partikel fiinfmal mit Dimethylformamid (100 ul — 1200 pl) gewaschen.

Reaktionsvorschrift der Boc/'Bu-Entschiitzung

Me,Sil / 1.DCM / 2.H,0O
NH-Boc NH,
- IBoc
Me,Sil / 1.DCM / 2.H,0
CO;Bu B CO,H
- I'Bu

Abb.35: Alternative Entschiitzungsmethode fiir Boc und '‘Bu —Schutzgruppen (Adams et al, 2002, Olah und
Narang, 1982).

Da beide Schutzgruppen sauer abgespalten werden mussen, wurde eine alternative Ent-
schitzungsreaktion verwendet (Adams et al, 2002, Olah und Narang, 1982).

50 mg Partikel wurden finfmal mit Acetonitril und anschlieBend finfmal mit Dichlormethan
gewaschen. Die auf 0°C gekulhlten Partikel wurden mit einer ebenfalls bei 0°C aufbewahr-
ten Reaktionslésung (125 ul Trimethylsilaniodid in 4875 ul Dichlormethan) versetzt (1.2
Molaquivalente) und 5 min bei 0°C und 1400 U/min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend
wurde der Uberstand durch 5 ml Wasser ersetzt und der Ansatz 5 min bei 25°C und 1400
U/min geschiittelt. Das Wasser wurde dann entfernt und die Partikel je finfmal mit Aceto-
nitril und Dimethylformamid gewaschen. Direkt nach der Reaktion auftretende Agglomera-

tionen wurden dadurch wieder aufgeldst.
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Reaktionsvorschrift der Glutardialdehyd- Aktivierung

0] 0]
NH2+ MJ\ NS H
H H -H,0
0]

Abb.36: Aktivierung der Partikel mit Glutardialdehyd.

Die Partikel (500 umol funktionelle Gruppen) wurden mit 25 ml Glutardialdehydlésung
(42w% in Wasser, 3.9 M, 130 Molaquivalente) pro g Partikel 1 h lang bei 40°C und 1400
U/min zur Reaktion gebracht. Die funktionalisierten Partikel wurden grindlich mit Wasser
gewaschen und bei 4°C in Wasser gelagert. Die Trennung erfolgte mittels Magnetsepara-
tion.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikel lag zwischen 50 und 250 mg.

Reaktionsvorschrift der Epichlorhydrin-Aktivierung

Ormeeray (O

Abb.37: Aktivierung der Partikel mit Epichlorhydrin.

Die Partikel (500 umol funktionelle Gruppen) wurden mit 12 ml Epichlorhydrinlésung (3.9
M, 130 Molaquivalente) pro g Partikel 1 h lang bei 40°C und 1400 U/min zur Reaktion ge-
bracht. Die funktionalisierten Partikel wurden grindlich mit Aceton gewaschen und bei 4°C
in Aceton gelagert. Die Trennung erfolgte mittels Magnetseparation.

Die in den Reaktionen verwendete Menge an Partikeln lag zwischen 50 und 250 mg.

3.3.5. Variationen der Spacer

Der Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer (HG-Spacer) ist ein einfacher Spacer,
dessen Verwendung in der Immobilisierung von Enzymen weit verbreitet ist. Dieser wurde
nur in seiner Lange von 1.62 bis 16.2 nm variiert, dies entspricht, da eine Spacereinheit
aus je einem Molekll Hexamethylendiamin und Glutardialdehyd besteht, zehn Spacerein-
heiten. Nach jeder Spacereinheit (1.62 nm) fand eine Immobilisierung statt.

Der Aminosaurespacer hingegen ist ein sehr flexibel veranderbarer Spacer, der in seiner
Lange (2.9 bis 9.1 nm) und Struktur (Verwendung der Aminosauren a-Aminoisobutylsaure,
L-Asparaginsaure, Glycin, L-Lysin, L-Phenylalanin, L-Prolin) verandert wurde. Da jede A-
minosaure einer Spacereinheit entspricht, beinhaltet dies, zusatzlich zur Aktivierung der
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Partikel durch Hexamethylendiamin, die Synthese von 24 Spacereinheiten. Alle vier

Spacereinheiten (alle 1.2 nm) fand eine Immobilisierung statt.
3.3.6. Synthese eines Auftragsspacers

Um die Flexibilitat der Spacerfunktionalisierung an Tragersystemen zu belegen, wurde die
kovalente Immobilisierung eines Proteins durch eine irreversible Inhibierung durchzufih-
ren. Dazu wurde folgender Spacer (genannt Auftragsspacer, ATS, AT-Spacer) in einer
sechs Stufen Synthese dargestellt (vgl. Abb.38).

o
@HMHWH%ONOWC'
|
|

Abb.38: Am Partikel gebundener Auftragsspacer.

Der markierte Teil des Auftragsspacers (vgl. Abb.38) ist fir die irreversible Inhibierung und
damit kovalente Bindung der Dehalogenase ausgelegt. Fir die Synthese diese Spacers

waren folgende Schritte notwendig:

Reaktionsvorschrift der Aktivierung

O 0
—+ _—

Abb.39: Aktivierung der Partikel mit Hexamethylendiamin.

Die Partikel wurden mit 17 ml Hexamethylendiamin (50w%, 3.9 M) pro g Partikel 24 h bei
60°C und 500 U/min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden die Partikel fiinfmal mit

Wasser gewaschen.

Reaktionsvorschrift der ersten Funktionalisierung

R'—NH NS —_ R-Naw ~_~
Q »+ OHC CHO —1 5 Q X cHO

Abb.40: Erste Funktionalisierung des Auftragsspacers.

Die Partikel wurden mit 11 ml Glutardialdehyd (42w%, 3.9 M) pro g Partikel 24 h bei 25°C
und 500 U/min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden die Partikel finfmal mit Was-

ser gewaschen.
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Reaktionsvorschrift der zweiten Funktionalisierung

N OH
(Orrswn o= s
2 -H,O

Abb.41: Zweite Funktionalisierung des Auftragsspacers.

Die Partikel wurden mit 3.5 ml Ethanolamin (3.9 M) pro g Partikel 24 h bei 25°C und 800
U/min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden die Partikel finfmal mit Wasser gewa-

schen.

Reaktionsvorschrift der Reduktion der Amidbindungen

0O NaBH
— x /\/OH 4 O
@HMN%N HAM{\H/\MS/\H/\/OH

Abb.42: Reduktion der Aminogruppen des Auftragsspacers.

Die Partikel wurden in 70 ml Wasser mit 40 mg Natriumborhydrid pro g Partikel 45 min bei
25°C und 800 U/min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden die Partikel flinfmal mit
Wasser gewaschen.

Reaktionsvorschrift der dritten Funktionalisierung

O +NaOH +C|/\/OH
R*—OH —— R*~ONa ———» R* OH
H,0 “NaCl 07

Abb.43: Dritte Funktionalisierung des Auftragsspacers.

Die Partikel wurden mit 15 ml Natronlauge (10w%, 2.8 M) pro g Partikel 5 h bei 25°C und
800 U/min zur Reaktion gebracht. Danach wurde die Natronlauge vorsichtig abgegossen.
Die Partikel reagierten mit 4 ml 2-Chlorethanol (5 M) pro g Partikel 24 h bei Raumtempera-

tur und 500 U/min. AnschlieBend wurden die Partikel finfmal mit Wasser gewaschen.

Reaktionsvorschrift der vierten Funktionalisierung

+NaOH +a M
Q—R“-OH - R**-ONa ————~ -0 T e

-H,0 NaCl
Abb.44: Vierte Funktionalisierung des Auftragsspacers.

Die Partikel wurden mit 15 ml Natronlauge (10w%, 2.8 M) pro g Partikel 5 h bei 25°C und
800 U/min zur Reaktion gebracht. Danach wurde die Natronlauge vorsichtig abgegossen
und die Partikel dreimal mit Tetrahydrofuran gewaschen. Die Partikel reagierten mit 8 ml
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Dichlormethan (2 M) pro g Partikel in 700 ml Tetrahydrofuran und 3.5 ml Triethylamin 24 h
bei 60°C und 500 U/min. AnschlieBend wurden die Partikel je finfmal mit Tetrahydrofuran
und Wasser gewaschen.

Die Partikel wurden in Wasser bei 4°C gelagert.

3.3.7. Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase

Im abschlieBenden synthetischen Schritt wurde das Enzym immobilisiert, dabei wurden

verschiedene Techniken verwendet:

Reaktionsvorschrift der Immobilisierung mittels Glutardialdehyd

N

Abb.45: Immobilisierung des Enzyms mittels Glutardialdehyd.

50 mg Trager wurden mit einer entsprechenden Menge Penicillin G Acylase-Lésung im-
mobilisiert, so dass die Konzentration 100 mgpa - axiivitat/GTrager (Penicillin Amidase in 4 ml
bis 5 ml Phosphatpuffer (I = 1.0 M, pH = 7.5)) entsprach. Danach erfolgte die Reaktion
Uber 40 h bei 40°C, die Waschung erfolgte durch verschiedene Puffer. Es wurde jeweils
einmal mit Phosphatpuffer (I = 1 M, pH = 7.5), Natriumacetatpuffer (I = 0.1 M, pH = 3.75).
Bicarbonatpuffer (I = 0.2 M, pH = 9.0) und anschlieBend solange mit Phosphatpuffer (I =
0.2 M, pH = 7.5) gewaschen, bis keine Aktivitat den Enzyms mehr messbar war. Die Tren-
nung erfolgte stets durch Magnetseparation mit einem Permanentmagneten. Die Wa-
schung mit Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung, lonenstarke und pH dient dem
Zweck, alle nicht kovalenten Bindungen zu lésen und so jegliches Enzym bis auf das ko-
valent gebundene Enzym vom Trager zu waschen. Die immobilisierte Penicillin Amidase
wurde in Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH = 7.5) bei 4°C gelagert. Die Aktivitdt des Enzyms

wurde durch Umsetzung von NIPAB gemessen (vgl. Kapitel 3.4.).

Reaktionsvorschrift der Immobilisierung mittels Epichlorhydrin

OH
? Enzym “
e _—
T HN “SEnzym

Abb.46: Immobilisierung des Enzyms mittels Epichlorhydrin.
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50 mg Trager wurden erst mit einem Aceton-Wasser-Gemisch im Verhaltnis von 70:30,
dann mit einem Aceton-Wasser-Gemisch im Verhéltnis von 30:70 und schlussendlich
dreimal mit reinem Wasser gewaschen.

Diese Partikel wurden mit einer entsprechenden Menge Penicillin G Acylase-Lésung im-
mobilisiert, so dass die Konzentration 100 mgpa - akivitat/QTrager (Penicillin Amidase in 4 mi
bis 5 ml Phosphatpuffer (I = 1.0 M, pH = 7.5)) entsprach. Danach erfolgte die Reaktion
Uber 40 h bei 40°C, die Waschung erfolgte durch verschiedene Puffer. Es wurde jeweils
einmal mit Phosphatpuffer (I = 1 M, pH = 7.5), Natriumacetatpuffer (I = 0.1 M, pH = 3.75).
Bicarbonatpuffer (I = 0.2 M, pH = 9.0) und anschlieBend solange mit Phosphatpuffer (I =
0.2 M, pH = 7.5) gewaschen, bis keine Aktivitdt den Enzyms mehr messbar war. Die Tren-
nung erfolgte stets durch Magnetseparation mit einem Permanentmagneten. Die Wa-
schung mit Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung, lonenstarke und pH dient dem
Zweck, alle nicht kovalenten Bindungen zu lésen und so jegliches Enzym bis auf das ko-
valent gebundene Enzym vom Trager zu waschen. Die immobilisierte Penicillin Amidase
wurde in Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH = 7.5) bei 4°C gelagert. Die Aktivitat des Enzyms
wurde durch Umsetzung von NIPAB gemessen (vgl. Kapitel 3.4.).

Reaktionsvorschrift der Inmobilisierung mittels Carbonyldiimidazol

0
o N AL sy O P “HoN-Enzym P
H+ | NN — -
I%/ — /=N N/\\ /=N N—Enzym
- HN N H

Abb.47: Immobilisierung des Enzyms mittels 1, 1’-Carbonyldiimidazol.

50 mg Trager wurden erst mit einem Aceton-Wasser-Gemisch im Verhaltnis von 30:70,
dann mit einem Aceton-Wasser-Gemisch im Verhéltnis von 70:30 und schlussendlich
dreimal mit reinem Aceton gewaschen. AnschlieBend wurde 0.10 g Carbonyldiimidazol (in
5 mL Aceton gelést) hinzugegeben und 6 h lang bei 25°C funktionalisiert. Die Partikel wur-
den erst mit einem Aceton-Wasser-Gemisch im Verhaltnis von 70:30, dann mit einem Ace-
ton-Wasser-Gemisch im Verhéltnis von 30:70 und schlussendlich dreimal mit reinem Was-
ser gewaschen.

Diese Partikel wurden mit einer entsprechenden Menge Penicillin G Acylase-Lésung im-
mobilisiert, so dass die Konzentration 100 mgpa - axiivitat/QTrager (Penicillin Amidase in 4 ml
bis 5 ml Phosphatpuffer (I = 1.0 M, pH = 7.5)) entsprach. Danach erfolgte die Reaktion
Uber 40 h bei 40°C, die Waschung erfolgte durch verschiedene Puffer. Es wurde jeweils
einmal mit Phosphatpuffer (I = 1 M, pH = 7.5), Natriumacetatpuffer (I = 0.1 M, pH = 3.75).
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Bicarbonatpuffer (I = 0.2 M, pH = 9.0) und anschlieBend solange mit Phosphatpuffer (I =
0.2 M, pH = 7.5) gewaschen, bis keine Aktivitdat den Enzyms mehr messbar war. Die Tren-
nung erfolgte stets durch Magnetseparation mit einem Permanentmagneten. Die Wa-
schung mit Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung, lonenstarke und pH dient dem
Zweck, alle nicht kovalenten Bindungen zu lésen und so jegliches Enzym bis auf das ko-
valent gebundene Enzym vom Trager zu waschen. Die immobilisierte Penicillin Amidase
wurde in Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH = 7.5) bei 4°C gelagert. Die Aktivitat des Enzyms
wurde durch die Messung des Chromophors 5-Amino-2-nitrobenzoesaure nach der Hydro-
lyse von NIPAB (vgl. Kapitel 3.4.) gemessen.

3.4. Analytische Methoden

Die Messung der primaren Aminogruppen, wie auch die Aktivitdtsmessungen erfolgten
spektroskopisch. Die Epoxygruppen der funktionalisierten Partikel wurden durch Titration

bestimmt. Die Trocknung der Partikel erfolgte durch Gefriertrocknung:
Gefriertrocknung

Das Trockengut wurde im Gefrierschrank gefroren und dann in der Gefriertrocknungsanla-
ge dem Hochvakuum ausgesetzt. Dadurch wird die Probe je nach Menge an Wasser in-
nerhalb von wenigen Stunden, bei gréBeren Proben Gber Nacht, getrocknet.

Die Gefriertrocknung eignet sich besonders gut zum Trocknen von leicht zersetzlichen
Stoffen, da es sich dabei um eine sehr schonende Methode handelt, die ohne hohe Tem-
peraturen, die die Stoffe zersetzen kénnen, auskommt (Jakubke und Karcher 1999). Das
Trockengut wird dabei gefroren in der Gefriertrocknungsanlage dem Hochvakuum ausge-
setzt. Durch das dabei auftretende Dampfdruckgefalle zwischen dem gefrorenen Material

und dem Kondensator setzt eine Sublimation des Eises ein.
3.4.1. Bestimmung der Epoxygruppen mittels Titration

Basis fur die Bestimmung der Epoxygruppen ist die quantitative Umsetzung aller Epo-
xygruppen mit einem Uberschuss an 6 — Aminohexansaure. Zu diesen vorbereiteten Parti-
keln wird eine definierte Menge Natronlauge zugegeben und die Partikel abgetrennt. Die
restliche Natronlauge wird mit Salzsdure ricktitriert und so die Konzentration an Epo-

xygruppen bestimmt.
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OH
O H
Q_Q + HZN/\M{\COZH Q_‘\/N\/H}/COJ'

Abb.48: Reaktion der Epoxygruppen mit 6 — Aminohexanséure.
Die vorliegende Konzentration an Epoxygruppen wurde durch eine praxisorientierte Me-

thode der Firma chemagen Biopolymer Technologie AG (Baesweiler, Deutschland) be-
stimmt:

25 mg Partikel (500 pmol) wurden mit einem Uberschuss (60-fach, 17 ml) an 6-
Aminohexansaure 24 h lang bei 50°C und pH 12 (mit Natronlaugeu eingestellt) unter in-
tensiven Rihren inkubiert. Nach der Reaktion wurden die Partikel grindlich mit Wasser /
Salzsaure / Wasser gewaschen. Die gewaschenen Partikel inkubierten in einem Uber-
schuss an Natronlaugeo.o1m 3 h lang bei RT. Danach wurden die Partikel magnetisch sepa-
riert, der Uberstand (der den Uberschuss an Natronlauge enthélt) wurde mit Salzsaureg gsm
ricktitriert, um die Menge an nicht reagierter Natronlauge zu bestimmen. Daraus wurde
die Menge an Epoxygruppen pro Gramm trockenem Trager durch die Massenbilanz be-

stimmt.

3.4.2. Messung der Aminogruppen mit 2, 4, 6-Trinitrobenzensulfonsaure (TNBS)

O,N O,N O,N
Na,B,O,
NaOH
NH,+ HSO NO N NO NH,+ HO N
Q : 3‘@7 : - H,SO,4 H ’ ot >
O,N ON O.N

Abb.49: Reaktion der Aminogruppen mit 2, 4, 6-Trinitrobenzensulfonsaure (TNBS).

Die Konzentration der Aminogruppen auf den aktivierten, magnetischen Tragern wurde
durch die von Bubnis und Ofner (1992) beschriebene Methode mit 2, 4, 6 — Trinitroben-
zensulfonsadure (TNBS), modifiziert wie nachfolgend beschrieben, bestimmt. Eine be-
stimmte Menge Magnetitpartikel wurden mit 1 ml 0.1% w/v wassriger TNBS-Lésung (ent-
halt 3% w/v Natriumtetraborat) 5 min lang bei 70°C unter intensiven Schutteln inkubiert.
Danach wurden die Magnetitpartikel griindlich mit Wasser gewaschen und flr 10 min mit
1.5 ml Natronlaugeim bei 70°C, ebenfalls unter intensivem schitteln, zur Reaktion ge-
bracht. Danach wurden die Magnetitpartikel abgetrennt und entstandene Menge an 2, 4,
6-Trinitrophenol bei 410 nm mit reiner Natronlaugeu als Vergleich gemessen. Die Eich-
kurve von 2, 4, 6-Trinitrophenol wurde dadurch bestimmt, dass verschiedene TNBS-
Konzentrationen (0 nmol bis 500 nm) mit 1.5 ml Natronlaugev bei 70°C fir 10 min inku-

bierten (intensives Schitteln) und die Konzentration von 2, 4, 6-Trinitrophenol bei 410 nm
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spektroskopisch gemessen. Die Konzentration der Aminogruppen wurde in pm Ami-

nogruppen pro g trockenem Trager bestimmt.
3.4.3. Messung der Enzymaktivitat freier und immobilisierter Penicillin G Acylase

Die Aktivitat der freien Penicillin G Acylase (PGA) wurde durch einen spektroskopischen
Test mit Hilfe eines Chromophors, entstanden durch die Hydrolyse von 6-Nitro-3-
phenylacetamidobenzenséaure (NIPAB) bestimmt (Kasche 1987). Dabei katalysiert das
Enzym Penicillin G Acylase die Hydrolyse von NIPAB zu Phenylessigsaure und 5-Amino-
2-nitrobenzoesaure. Die entstandene Konzentration von letzterem wurde bei 380 nm ge-
messen (vgl. Abb.50).

H
N PA/+H,0 oH
NO, === + H,N NO,
o) PA/-H,0 o
CO.H CO,H

Abb.50: Hydrolyse von 6-Nitro-3-phenylacetamidobenzoesaure (NIPAB) durch Penicillin G Acylase zu Phe-
nylessigsaure und 5-Amino-2-nitrobenzoesédure.

Dabei wurde folgende Formel zur Bestimmung der am Trager immobilisierten Enzymmen-

ge verwendet:

ca *Va _(Ce *Ve +ZCWi >I<‘/Wi)

i=1

My =
mp

Abb.51: Menge an immobilisiertem Enzym. me: Menge an immobilisierter Penicillin G Acylase auf trocke-
nem Trager (Img/g]), c. (Ce): Anfangskonzentration (Endkonzentration) der Penicillin G Acylase im Uberstand
(Img/ml]), V, (Vs): Anfangsvolumen (Endvolumen) der Enzymlésung ([ml]), cw;: Konzentration der Penicillin
G Acylase in den Waschungen ([mg/ml]), Vw;: Volumen der Waschungen ([ml]), i: Anzahl der Waschungen (i
= 1-n) [-], mp: Trockengewicht der Trager [g].

Das Spektrometer wurde mit 25 ul NIPAB (5 mM) in 950 ul Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH
= 7.5) abgeglichen und die Hydrolyse wurde durch die Zugabe von PGA (25 ul) bei 25°C
gestartet. Die durch die Katalyse mittels PGA entstandene Menge des Chromophors wur-
de spektroskopisch nach einer Minute gemessen. Die Menge an PGA wurde auf das Vo-
lumen der Ausgangslésung bezogen. Bei diesen Bedingungen verursacht die Ausgangs-
l6sung von 1 mgpga/ml eine Anderung der Absorption von 3.0 Absorptionseinheiten pro
Minute, dies entspricht 42 Units pro ml (Kasche 1987).

Die Aktivitatsmessung der immobilisierten PGA wurde wie von Galunsky (1994) beschrie-
ben durchgefiihrt. Dabei wurden folgende Anderungen gegeniiber der urspriinglichen Vor-
schrift vorgenommen: Das Spektrometer wurde mit 25 yl NIPAB (5 mM) Lésung in 950 pl
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Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH = 7.5) abgeglichen. Die Hydrolyse begann nach der Zugabe
von immobilisierter PGA (25 pl) und anschlieBender intensiven Durchmischung (Vortex
Genie 2T) der Probe. Nach Reagieren bei 25°C und Zentrifugieren wurde die immobilisier-
te PGA mittels Zentrifugieren abgetrennt und die Absorption des Uberstandes bei 380 nm
gemessen (der gesamte Vorgang dauerte 1 min).

Der Aktivitatstest wurde auch dafir verwendet, um festzustellen ob nach der Waschung
eines Immobilisates noch Aktivitat im Uberstand vorhanden war. Es wurde so lange gewa-
schen, bis der Test negativ ausfiel, dies bedeutet, dass das Immobilisat ausreichend ge-

waschen und keine Enzymmolekile mehr an den Trager adsorbiert waren.
3.4.4. Active Site Titration der Penicillin G Acylase

Die Active Site Titration ist eine allgemein verwendete Methode fiir die Bestimmung der
aktiven Enzymkonzentration von Penicillin G Acylase. Dabei wird das aktive Zentrum der
Penicillin G Acylase (PGA) mit dem Inhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) irreversi-
bel inhibiert (Svedas, 1977). Die verwendete Konzentration des Inhibitors PMSF betragt
zwischen 0 und 60% der eingesetzten Enzymkonzentration. Diese liegt im Bereich von 10
bis 20 umol/l. Daflr wird die PMSF-Lésung (20 mmol/l in 'Propanol) mit Phosphatpuffer
(0.2 M, pH 7.5) verdiinnt, die Verunreinigung mit 'Propanol stért die Messung nicht (Van
Langen et al, 2002, Janssen et al, 2002). Jedes Molekll PMSF acyliert selektiv das aktive
Zentrum der PGA (Serings) und deaktiviert dadurch dieses PGA-Molekil irreversibel, so
dass keine weiteren Substrate hydrolysiert werden kénnen. Nachdem das freie Enzym
oder die Trager mit immobilisiertem PGA inkubierten (20 min fir das freie und 2h flr das
immobilisierte Enzym), wurde die verbliebene Aktivitat wie oben beschrieben durch NIPAB
gemessen. Die Probe ohne Inhibitor besitzt eine 100% Aktivitat, die anderen Proben ent-
sprechend der unterschiedlichen Zugabe an PMSF eine umso geringere Aktivitat, je hdher
die Konzentration an PMSF war.

Dabei wird eine Enzymkonzentration von 1 mg/ml verwendet, das Gesamtvolumen betragt
1 ml. Die sieben Proben bestehen stets aus 25 pl Partikelsuspension, 25 pl NIPAB (5
mM), Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) mit je 950, 940, 930, 910, 890, 870 und 850 pl, sowie
PMSF (5 uM) mit jeweils 0, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 pl. Dies entspricht der verbleiben-
den Aktivitat der Enzymmolekile von 100, 94, 88, 76, 64, 52, und 40%. Diese verbleiben-
de Aktivitat in Prozent wird gegen die Konzentration des Inhibitors PMSF aufgetragen. Da
eine Enzymaktivitat von 0 eine Inhibierung von 100% bedeutet (jedes Enzymmolekdl ist
durch ein PMSF-Molekul inhibiert) wird durch die Extrapolation des Graphen auf die En-
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zymaktivitat von 0 die Konzentration der aktiven Zentren der Penicillin G Acylase in der

Probe berechnet.
3.4.5. Messung der Gesamtproteinmenge von Penicillin G Acylase

Die gesamte Menge an immobilisierter PA wurde durch die Bicinchonin Saure Analyse
(engl. Bicinchoninic acid, BCA) bestimmt. Dabei werden Cu®* - Proteinkomplexe in alkali-
schem Milieu gebildet und anschlieBend das Cu®* zu Cu'* reduziert. Die reduzierte Menge
an Kupferionen ist proportional zur Menge an Protein (Cystein, Cystin, Tryptophan, Tyro-
sin und die Peptidbindung sind in der Lage Cu?®* zu Cu'* zu reduzieren). BCA bildet unter
alkalischen Bedingungen einen blauen Komplex mit Cu'*-lonen. Dadurch ist die Reduktion
der Cu?*-lonen durch Proteine im alkalischen Milieu spektroskopisch messbar. Als Stan-
dard wurde das Protein Bovine Serum Albumin verwendet. Diese Bestimmung wurde mit

dem Cobas Mira Plus-Proteinmessroboter durchgefihrt.
3.5. Ergebnisse und Diskussion

Die Optimierungen der Spacer wurden durch die Zunahme der funktionellen Gruppen, als
auch durch die Effizienz bei der Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase
bewertet.

3.5.1. Optimierung des Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacers

Die Optimierung des HG-Spacers war nétig, um die Ausbeute der einzelnen Spacerreakti-
onen zu verbessern. Da ein HG-Spacer aus bis zu zwanzig Teilreaktionen bestand, war
die Gesamtausbeute deutlich von der Ausbeute der Teilreaktionen abhangig.

Aktivierung der Partikel

Tab.4 listet ausgewahlte Optimierungsreaktionen auf.

Modifizierter Parameter Variation Bemerkung

Riihrgeschwindigkeit 400 bis 900 Ujmin | > 500 Bimin: [f‘r:tr;‘i‘séhhzgﬁgg?'cm am Ruhrfiseh,
. > 60°C: Gute Reaktionsausbeute, aber bei héhe-

Temperatur 25 bis 80°C ren Temperaturen Probleme mit den Partikeln

Reaktionsdauer 1bis72h 24 h optimal (Ausbeute gegen Zeitaufwand)

Konzentration der Reagenz 0.4 bis 5.0 mol/l 3.9 M optimale Ausbeute

Molaquivalente 100 bis 200 eq. 130 eq. beste Ausbeute

Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min

Temperatur 25°C 63 umol Aminogruppen pro g Partikel.

Reaktionsdauer 24 h Keine guten Reaktionsbedingungen.

Konzentration der Reagenz 0.4 mol/|
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Moléquivalente 100 eq
Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min
Temperatur 25°C 108 pmol Aminogruppen pro g Partikel.
Reaktionsdauer 24 h Nur eine leichte Verbesserung, aber teilweise
Konzentration der Reagenz 3.9 mol/l Agglomeration der Partikel nach der Reaktion.
Moléaquivalente 100 eq
Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min
Temperatur 25°C 158 pmol Aminogruppen pro g Partikel.
Reaktionsdauer 72 h Héhere Reaktionsdauer fihrt nur zur geringen
Konzentration der Reagenz 0.4 mol/l Verbesserung.
Molaquivalente 100 eq
RUhrgeschwindigkeit 700 U/min
Temperatur 60°C 353 pmol Aminogruppen pro g Partikel.
Reaktionsdauer 24 h Deutlich bessere Reaktionsausbeute, die Tem-
Konzentration der Reagenz 0.4 mol/l peratur ist optimal.
Mol&quivalente 100 eq
Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min 333 umol Aminogruppen pro g Partikel.
Temperatur 60°C - e .

. Langer als 24 h erniedrigt die Reaktionsausbeu-
Reaktionsdauer 28.5h . .

. te (dieser Versuch wurde nach dem Versuch mit
Konzentration der Reagenz 3.9 mol/l . .
. den optimalen Parametern durchgefihrt).

Moléaquivalente 130 eq
Ruhrgeschwindigkeit 700 U/min 500 pmol Aminogruppen pro g Partikel.
Temperatur 60°C . : . R -

. Optimale Reaktionsbedingungen fir die Aktivie-
Reaktionsdauer 24 h . . ;

. rung gréBerer Partikelmengen (> 5 g) im Erlen-
Konzentration der Reagenz 3.9 mol/l
. meyerkolben.

Molaquivalente 130 eq

Tab.4: Auflistung ausgewahlter Reaktionen zur Optimierung der Hexamethylendiamin-Aktivierung.

Durch die Optimierung der einzelnen Parameter war eine Steigerung der Anzahl an funkti-

onellen Gruppen um das Achtfache mdglich.

Die Glutardialdehyd-Funktionalisierung wurde, da sie ebenfalls eine Iminbindung knipft, in

ahnlicher Weise optimiert, so dass nur kleinere Anderungen notwendig waren:

e Die Ruhrgeschwindigkeit wurde dem Thermomixer angepasst, dieser schuttelte mit
1400 U/min.

¢ Die optimale Reaktionstemperatur im 2ml-Reaktionsgefa3 lag bei 40°C

¢ Die optimale Reaktionsdauer im 2ml-Reaktionsgefa3 lag bei 1 h.

Die Aktivierungsreaktion fir die Immobilisierung mittels Glutardialdehyd unterliegt densel-

ben Reaktionsparametern.

Die Hexamethylendiamin-Funktionalisierung wurde ebenfalls auf der Basis der oben auf-

geflhrten Reaktionen optimiert und entspricht der Glutardialdehyd-Funktionalisierung.

Wie in Tab.4 und obiger Beschreibung aufgeflhrt, sind die optimalen Reaktionsbedingun-
gen bei erhdéhter Temperatur (60°C und 40°C) und hoher Konzentration (3.9 M) gegeben.
Die Gesamtausbeute der Funktionalisierungsreaktionen des HG-Spacers lag bei 90%.
Dies beinhaltet auch das Verhalten der Partikel und wurde so verbessert, dass keine Ag-
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glomeration der Partikel erfolgt und die Viskositat der Reaktionslésungen die Reaktion
nicht beeintrachtigt. Die Partikelagglomeration stellte ein groBes Problem dar, da die Parti-
kel oft separiert werden missen und somit auch kleinste Mengen von Agglomeraten da-
durch zu erheblichen Verlusten fUhrten.

Auch wurden Reaktionen mit Ethylendiamin durchgefiihrt, da diese aber eine sehr geringe
Ausbeute (nicht mehr als 273 umol/g, entspricht 55%) zeigen, wurde auf die Verwendung
dieser Reagenz verzichtet. Dies ist in der kiirzeren Kohlenwasserstoffkette vom Ethylendi-
amin zum Hexamethylendiamin begriindet, so dass die beiden primaren Aminogruppen
des Ethylendiamin-Molekills einen negativen induktiven Effekt auf die jeweils andere
Gruppe verursachen. Dadurch wird die Reaktivitat der primaren Amine gesenkt, da durch
den induktiven Effekt der jeweils anderen Aminogruppe die Elektronegativitat der Ami-
nogruppen gesenkt wird. Der mesomere Effekt der Aminogruppen kommt nicht zum Tra-
gen, da weder in Ethylendiamin, noch in Hexamethylendiamin Doppelbindungen zur Ver-
flgung stehen. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass der induktive Effekt von
.elektronenziehenden® Gruppen (Elementen) eine Reichweite von drei Methylengruppen
besitzt (Smith und March, 2001).

3.5.2. Optimierung des Aminosaurespacers

Da die Festphasen-Peptidsynthese bereits etabliert ist, mussten nur einige Parameter den

Bedingungen angepasst werden (vgl. Tab.5).

Modifizierter Parameter Variation Bemerkung

> 400 U/min fihren bei der Reaktion mit Dii-
sopropylcarbodiimid zu Verklumpungen, bei den
restlichen Reaktionen ist die Maximalgeschwin-
digkeit (1400 U/min) optimal.

Ruhrgeschwindigkeit 400 bis 1400 U/min

> 25°C ist fiir die DIC-Reaktion ungeeignet.

Temperatur 25 bis 40°C 40°C waren, wie auch in den anderen Funktiona-
lisierungsreaktionen, am besten.

Reaktionsdauer 20 min bis 24 h 3 h Reaktionsdauer war ausreichend.

Dimethylformamid-Verhaltnis 2.0 bis 6.0 Weniger DMF als 4..6 m.I/gHOBF_FmOC_AS fahren zur
MI/QHoBt Fmoc-AS Verklumpung, mehr ist nicht nétig.

RUhrgeschwindigkeit 1400 U/min

Temperatur 40°C Optimale Reaktionsparameter fir die Kupplungs-

Reaktionsdauer 3h reaktion.

Dimethylformamid-Verhaltnis 4.6 Ml/gHoBtiFmoc-AS

Tab.5: Auflistung ausgewahlter Reaktionen zur Optimierung der ASS-Synthese.

Die Kupplungsreaktion musste weiter verbessert werden, da die in der Literatur (Chan und
White, 2003) angegebenen Parameter bei den Polymerpartikeln nicht zum Erfolg flhrten.

Da aber einige Parameter ibernommen werden konnten, war die Optimierung der Reakti-
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on durch wenige Anderungen (vgl. Tab.5) méglich. Die Ausbeute der Teilreaktionen der
Funktionalisierungsreaktionen des AS-Spacers lag bei fast 100%, die Gesamtausbeute bei
~ 98%. Die Anzahl der Aminogruppen konnte mittels des TNBS-Tests (vgl. Kapitel 3.4.)
nicht bestimmt werden. Daher wurden die Reaktionen, wie in der Literatur beschrieben,
durch den Kaisertest auf ihre Vollstandigkeit Gberprift.

Es wurden auch der Vortex Genie 2T verwendet, aber obwohl bei gleicher Reaktionstem-
peratur eine hdhere Ausbeute erzielt wurde, wurde auf diese Methode nicht weiter ver-
wendet. Dies lag zum einen daran, dass dieser Schuttler nicht temperiert werden kann und

zum anderen, dass die Ausbeuten sehr groBen Schwankungen unterworfen waren.

Die Glutardialdehyd-Aktivierungsreaktion fir die Immobilisierung wurde wie die entspre-
chende Funktionalisierungsreaktion durchgefihrt und fur die Epichlorhydrinreaktion wur-
den diese Bedingungen Ubernommen. Allerdings zeigte sich, dass bei der letzteren ge-
nannten Reaktion die Ausbeute sehr schlecht war, so dass diese Reaktion nicht weiter
verwendet wurde. Unter diesen Bedingungen st sie der Glutardialdehyd-

Aktivierungsreaktion deutlich unterlegen.
3.5.3. Variationen der Spacer

Der HG-Spacer wurde nur in der Lange (von 1.62 bis 16.2 nm) verandert. Die Langenbe-
rechnung ergibt sich aus der geometrische Berechnung des Molekills anhand der Bin-
dungswinkel und Bindungslangen unter Annahme idealer Linearitat des Spacers. Die Ge-
samtausbeute der Reaktionen des Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacers (HG-
Spacer) lag bei 90%. Durch die groBe Anzahl an funktionellen Gruppen (500 umol/g) und
die beliebige Variation der Spacerlange ist dieser, auch wegen der einfachen Synthese,
bestens fur die Bestimmung des Effekts der Spacerldnge auf die Enzymaktivitat geeignet.
Eine Spacereinheit dieses Spacers (je ein Molekll Hexamethylendiamin und Glutardialde-
hyd) betragt 1.62 nm, es wurden zehn Spacereinheiten synthetisiert. Zudem werden von
vielen Arbeitsgruppen Spacer mit Gberwiegender Kohlenwasserstoffstruktur verwendet, so
dass sich dieser Spacer bestens zum Vergleich eignet. Die 500 ymol/g an funktionellen
Gruppen sind ausreichend, um eine konkurrenzfahige Beladung des Enzyms auf den Tra-
ger zu gewahrleisten. Auch konnte eine Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der Spacer-
lange festgestellt werden (vgl. Kapitel 3.5.6.).

Durch die Begrenzung auf die Variation der Spacerlange kann dieser Effekt isoliert be-

trachtet werden. Die bendétigte Spacerstruktur wird dann durch den Aminosaurespacer be-
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stimmt. Auch der AS-Spacer ist mit bis zu 24 Spacereinheiten (eine Aminosaure entspricht
einer Spacereinheit) und daher in einer Lange von 2.9 bis 9.1 nm synthetisiert worden.
Durch die gezielte Verwendung unterschiedlicher Aminosduren wurde dieser Spacer den
gestellten Anforderungen in héherem MaBe gerecht.

Der Aminosaurespacer erlaubte es, neben der Lange ebenfalls die Struktur zu verandern.
Dazu wurde erst einmal, wie beim HG-Spacer, der Effekt der Lange auf die Beladung mit
Enzym getestet, zu diesem Zweck wurde Glycin verwendet. Danach wurde die Struktur
modifiziert, indem weitere Aminosauren (a-Aminoisobutylsaure, L-Asparaginsaure, L-
Lysin, L-Prolin, L-Phenylalanin, vgl. Abb.52 und Tab.6) eingebaut wurden. L-
Asparaginsaure und L-Lysin brachten dissoziierbare Gruppen und L-Phenylalanin einen
aromatischen Rest in den Spacer ein, wahrend L-Prolin als eine cyclische Aminosaure
einen etwas starreren Spacer ermdéglichte. a-Aminoisobutylsdure ist keine proteinogene
Aminosaure, sondern ist vergleichbar mit Alanin (Methylgruppe als Rest). Allerdings ist
das a-Wasserstoffatom durch eine Methylgruppe ersetzt. Damit ist ein Spacer mit dieser
Aminosaure dem HG-Spacer sehr ahnlich, da die Anzahl, wenn auch nicht die Anordnung
der C-Hy-Gruppen im Bezug zu den Heteroatomen vergleichbar ist. a-Aminoisobutylsdure

ist keine chirale Aminoséure.

In Abb.52 sind die am meisten verwendeten, weil proteinbildende Aminoséuren, darge-
stellt. Diese sind in vier Gruppen (unpolar, polar ungeladen, positiv und negativ geladen)
eingeteilt, die Aminosauren innerhalb einer Gruppe zeigen damit auch ahnliches Verhal-

ten.
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Aminoséauren mit unpolaren Seitengruppen:

*NH, * NH, +NH, + NH, *HN
"ooc—— “ooc——<_ ° ooc;j( - 0005‘1 - 060G
H H

H H H
L-Alanin L-Valin L-Leucin L-Isoleucin L-Prolin
+NH3 +NH * NH

3 B
“ooc——" 57

" 00C “00C

¥ "
L-Phenylalanin L-Methionin

+ NH *NH OH *NH TN
- - : ° _OH + ; N ; : % SH
OOC+H ooc—— NH, 00C— ooc——
H ¥ 00C— i OH ¥
Glycin L-Serin H L-Threonin L-Cystein
L-Tyrosin
+ O +
NHS NH?: NH
"00C——" ONH, ooow 2
H H 0
L-Asparagin L-Glutamin
Aminoséauren mit positiv geladenen Seitengruppen: + NH
+
NH, ", D
T00C——_~_NH" ° OOCM(NFE "00C— N
A A NH A
L-Lysin L-Arginin + L-Histidin
Aminoséauren mit negativ geladenen Seitengruppen: Kiinstliche Aminosaure:
*INH *NH : NH;*
) R - % _Ccoo -
00C———~_C00 ooc—— H,C——C00
H H CH,
L-Glutaminsaure L-Asparaginsaure o-Aminoisobutylsaure

Abb.52: Strukturformeln der 20 proteinogenen Aminosauren und o-Aminoisobutylsaure (Quelle Rémpp-CD-
Chemie-Lexikon, 1995). Die in dieser Arbeit verwendeten Aminoséuren sind blau gekennzeichnet.

Die aufgefiihrte kiinstliche Aminosaure (a-Aminoisobutylsaure, Aib) gehért in die Gruppe
der unpolaren Aminosauren, genauer gesagt ist sie die unpolarste aller Aminosauren, da
das sonst immer vorhandene Wasserstoffatom durch eine Methylgruppe ersetzt wurde.
Die Bewertung der Gruppen bezieht sich immer auf das zentrale C-Atom (o-C-Atom), das

die a-Aminogruppe und a-Sauregruppe miteinander verknUpft.
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In Tab.6 sind die wichtigsten Eigenschaften der am meisten verwendeten Aminosauren

aufgefuhrt.

Begeich Dreibuch- | Einbuch- | Summen- | M Loslich | K K
ezeichnung stabencode | stabencode | formel (g/mol) ';:i'tzé%g“m) P PR4 PRz
L-Alanin Ala A CsH;NO, 89.09 160 6.01 2.34 9.69
L-Arginin Arg R CeH14N4O2 174.20 | 149 10.76 | 2.17 9.04
L-Asparagin Asn N C4HsN2O3 132.12 | 20 5.41 2.02 8.00
L-Asparaginsdure Asp D C4H7NO4 133.10 | 4.3 2.77 1.88 9.60
L-Cystein Cys C CsH7/NOLS 121.15 | 160 5.10 1.86 8.35
L-Glutamin Gin Q CsH1oN203 146.15 | 34.9 5.65 2.17 9.13
L-Glutaminsaure Glu E CsHgNO4 14713 | 7.5 3.22 2.19 9.67
Glycin Gly G C2HsNO» 75.07 225 5.97 2.34 9.60
L-Histidin His H CsHoN3O» 155.16 | 38.2 7.59 1.82 9.17
L-Isoleucin lle | CeH13NO> 131.17 | 32.1 6.02 2.36 9.68
L-Leucin Leu L CsH13NO> 131.17 | 224 5.98 2.36 9.60
L-Lysin Lys K CeH14N202 146.19 | 2000 9.74 2.18 8.95
L-Methionin Met M CsH11NO2S 149.21 | 53.7 5.74 2.28 9.21
L-Phenylalanin Phe F CoH11NO> 165.19 | 25.1 5.48 1.83 9.13
L-Prolin Pro P CsH1sNO» 115.13 | 1550 6.30 1.99 10.60
L-Serin Ser S CsH;NOs 105.09 | 360 5.68 2.21 9.15
L-Threonin Thr T C4HoNO3 119.12 | 90.3 5.87 2.11 9.02
L-Tryptophan Trp W C11H12N20> 204.22 | 10.6 5.89 2.38 9.39
L-Tyrosin Tyr Y CoH11NO3 181.19 | 0.40 5.66 2.20 9.11
L-Valin Val V CsH11NO2 117.15 | 56.1 5.97 2.32 9.62

Tab.6: Auflistung der wichtigsten Eigenschaften der am h&ufigsten verwendeten Aminoséuren (Jakubke und
Karcher, 1998).

Die in der Abbildung und Tabelle (siehe oben) aufgeflhrten Strukturen und Eigenschaften
der proteinogenen Aminosauren zeigen die Vielfalt, die durch die Verwendung verschie-
dener Aminosauren moglich ist. Daher bieten sich diese flir einen Spacer mit variabler

Struktur sehr gut an.

Es wurden Spacer mit folgenden Strukturvariationen synthetisiert:

e Reine Spacer von a-Aminoisobutylsdure, L-Asparaginsaure, Glycin, L-Lysin, L-
Phenylalanin und L-Prolin

e Gemischte Spacer (verschiedene Aminosauren) und vernetzte Spacer (Hauptketten-

gruppe und Nebengruppe gekuppelt)

Ein Effekt war, dass sich das Zetapotential der synthetisierten Polymerpartikel durch die
verschiedenen Aminosauren vor allem durch Asparaginsaure und Lysin veranderte wurde
(vgl. Abb.53).
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Abb.53: Zetapotential der PmaP in Abhangigkeit des pH-Wertes mit 2.9 nm AS-Spacer: a) entschiitztes
Lysin, b) entschiitzte Asparaginsaure.

Im Vergleich zu den Partikeln, bei denen das Zetapotential bei pH 7.5 (dem pH-Wert der
Immobilisierung) bei -28 mV lag, betrug das Zetapotential bei pH 7.5 flir den Asparagin-
saure-Spacer -5.5 mV und fir den Lysin-Spacer -12.5 mV. Dies liegt daran, dass sowohl
Asparaginsaure, als auch Lysin dissoziierbare Gruppen in den Spacer einbringen. Die an-
deren AS-Spacer, basierend auf den Aminosauren a-Aminobutylsaure, L-Prolin, L-

Phenylalanin und Glycin veranderten das Zetapotential der Polymerpartikel nicht.
3.5.4. Synthese eines Auftragsspacers

Der Grund fir den Auftrag zur Synthese dieses Spacers ist ein gentechnisch hergestelltes
Fusionsprotein, das durch die Fusion eines Dehalogenasegens mit einem Amylosucrase-
gen zu einem Gen entstanden ist. Das entsprechende Protein hat zwei Domanen, eine
Domane der Dehalogenase und eine Domane der Amylosucrase. Ersteres ist fiir die Bin-
dung zustandig und bindet Uber das aktive Zentrum der Dehalogenase irreversibel an ein
definiertes Substrat, dass in den Spacer eingebaut (vgl. Abb.31, Markierung) wurde. Die
Dehalogenase ist so mutiert, das es das halogenierte Substrat noch erkennt und das Chlor
abspaltet, aber dabei kovalent am dehalogenierten Substrat hangen bleibt. Normalerweise
greift das Enzym nucleophil am Substrat (vermutlich mit einem Serin) an, spaltet dabei das
Chlor ab und wird dabei voriibergehend kovalent gebunden und kann sich dann Uber ein
Wassermolekil selbst wieder abspalten. Der Auftragsspacer (ATS, AT-Spacer) verknupft
das Protein mit den Polymer-Mikropartikeln und ermdéglicht damit eine einfachere Handha-
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bung. Die Amylosucrase hingegen ist ein Enzym, mit dem Uber die Enzymaktivitat die an

die Partikel gebundene Enzymmenge feststellbar ist.
3.5.5. Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase

Das Enzym Penicillin G Acylase wurde Uber die Aminogruppen des Enzyms (Lysin, relati-

ves Proteinvorkommen 7.1% oder Arginin (relative Proteinhaufigkeit 4.4%) mittels Glutar-

dialdehyd, Epichlorhydrin oder Carbonyldiimidazol gebunden. Dabei ist die Glutardialde-

hyd-Methode die effizienteste Methode, denn sie besitzt gegentiber den anderen Metho-

den einige Vorteile:

e Stetiges Arbeiten in wassrigen Medien, ein Lésungsmittelwechsel ist nicht notwendig,
dies vereinfacht die Handhabung und verkiirzt die Synthesedauer deutlich

e Einfachere Reaktionsbedingungen als mit 1, 1"-Carbonyldiimidazol und dabei nicht so
problematisch wie Epichlorhydrin.

e Deutlich héhere Beladung (Faktor 33) als bei den beiden Alternativen.

Nachdem diese Unterschiede erwiesen waren, wurde ausschlieBlich der Glutardialdehyd

verwendet und dabei auch in seiner Wirkungsweise verbessert. Dafir wurde die Reakti-

onszeit auf von 8 bis zu 96 h und die Temperatur bis 60°C variiert.

Die Erhéhung der Temperatur bei der Immobilisierung des Enzyms mittels Aldehydgrup-

pen (Glutardialdehyd-Methode) von 25 auf 40°C erbrachte eine Steigerung der Ausbeute

auf das Doppelte, wahrend héhere Temperaturen (bis 60°C untersucht) das Enzym dena-

turierten. Dies ist nicht nur durch eine Verminderung der Aktivitat auf 0.0 mg/g, sondern

auch durch eine Tribung der Lésung durch Schlierenbildung des nun denaturierten En-

zyms ersichtlich gewesen. Eine weitere Erhéhung der Ausbeute um das Doppelte erbrach-

te die Erh6hung der Reaktionsdauer von 1h auf 40h.

Nur die Carbonyldiimidazol-Methode hat die Eigenschaft, dass es als Nullspacer die Ket-
tenlange nicht erhéht (vgl. Abb.47). In dieser Arbeit war das Ziel aller Spacersynthesen
eine Verlangerung der Spacerkette. Daher wurde diese Methode nur verwendet, um einen
Vergleich der Immobilisierung des Enzyms zu erzielen. Da sich dabei keinerlei Verbesse-
rungen zeigten, wurde diese Methode nicht weiter verfolgt.

Ein Nullspacer ist notwendig, wenn ein Spacer mit definierter Struktur erstellt werden soll
und somit eine Immobilisierung mit den gangigen Methoden nicht praktikabel ist, da diese

durch die Aktivierung zur Immobilisierung die Struktur verandern wirde.
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Optimierungsversuche

Es wurden mehrere Versuche zur Optimierung der Immobilisierungsbedingungen durchge-
fihrt. Dazu wurde zum einem die eingesetzte Menge an Enzym fir die Immobilisierung
von 50 mg/g bis 200 mg/g variiert. Dabei zeigte sich, dass 100 mg/g ein sehr guter Wert
ist, eine Erhéhung der Enzymmenge auf 200 mg/g flhrte zu einer Verminderung der Aus-
beute um 40%. Ebenso wurde die lonenstarke von 0.2 bis 1.0 M Uberprift und es konnte
die Ausbeute um den Faktor zwei fUr die lonenstarke 1.0 M gesteigert werden. Zu beach-
ten ist, dass eine weitere Erh6hung der lonenstéarke nicht empfehlenswert ist, da dies das
Enzym beeintrachtigen wirde (Buchholz und Kasche, 1997). Die maximal erzielte Ausbeu-
te bei der Immobilisierung betrug 99%.

Zudem wurden auch Versuche durchgefiihrt, in der der jeweilige Spacer (HG-Spacer und
AS-Spacer) ohne Glutardialdehyd-Aktivierung zur Immobilisierung verwendet wurde. In
beiden Fallen konnte kein Enzym auf den Tragern nachgewiesen werden, so dass hiermit
belegt ist, dass keine adsorbierten Enzymmolekile nach den Waschungen auf dem Parti-
keln verbleiben, also die Aldehydgruppe zur kovalenten Bindung notwendig ist.

3.5.6. Analytische Messungen

Die Bewertung der Spacer erfolgte Uber einen Vergleich der Beladung mit Enzym und der
Menge an aktivem Enzym auf dem Trager.

Messung der Aminogruppen mit 2, 4, 6-Trinitrobenzensulfonsaure

Die Aktivierung der funktionellen Gruppen der jeweiligen Polymerpartikel (Polymethylacry-
lat-Partikel, Polyvinylacetat-Partikel) stellte 500 pmol/g an Aminogruppen zur Verflgung.
Diese konnten auch wahrend einer langeren Synthese mittels der optimierten Reaktions-
vorschrift so gehalten werden, dass eine Verminderung der Gesamtausbeute von maximal
10% gewahrleistet werden konnte. Da sowohl Hexamethylendiamin, als auch Glutardial-
dehyd bifunktionelle Moleklle mit jeweils zwei identischen Gruppen darstellten, ist eine
intramolekulare Reaktion, die zum Verlust von zwei funktionellen Gruppen pro Molekul des
Reaktanden fiihrt, mdglich. Dies wurde durch die Verwendung eines 130-fachen Uber-
schusses, der intermolekulare Reaktionen beglnstigt, vermieden.

Ein Problem stellte die Polymerisation von Glutardialdehyd dar (vgl. Abb.54). Dies fihrt
dazu, dass nach der Reaktion eines dimerisierten Molekuls (drei Aldehydgruppen) mit ei-
ner Aminogruppe (noch zwei Aldehydgruppen tbrig) mehr Aldehydgruppen zur Verfligung
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stehen, als wenn Glutardialdehyd (zwei Aldehydgruppen) mit einer Aminogruppe (noch

eine Aldehydgruppe Ubrig) reagiert (Migneault et al, 2004).

/H\V/A\v/ﬂ\
/M\V/A\V/L\

Abb.54: Polykondensation von zwei Glutardialdehydmolekilen.

Wenn ein Dimer aus zwei Glutardialdehydmolekiilen reagiert, so werden nun fiir eine Ami-
nogruppe zwei Aldehydgruppen zur Verfagung gestellt. Die Polykondensation wurde aber
durch sorgfaltige Lagerung der Glutardialdehydlésung (50w% in Wasser), bei 4°C im Dun-

keln, auf ein Minimum reduziert.
Generelle Betrachtungen des Spacers

Um die Effekte der Spacerlange beurteilen zu kénnen, missen einige Auswirkungen der
Funktionalisierung der Partikel mit Spacern aufgezeigt werden:

Zum einen ist das ganze Polymerpartikel mit Spacern funktionalisiert. Unter Vernachlassi-
gung der Partikelkrimmung sind auf einer Flache von 3.19*10"° m? vier funktionelle
Gruppen vorhanden (vgl. Abb.55).

(0] OMe (@] OMe

CH, ?]/n—CHQ- H—ICH,-C]l., [
CH,

0.65 nm

H,

[CH, - Cls—CH, - CH—{CH, -

o} OMe

0.49 nm

Abb.55: Berechnung der funktionellen Gruppen auf einem Polymethylacrylat-Partikel.
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Bei einer spezifischen Oberflache der PmaP von 2.20 m?/g ergibt sich damit eine maxima-
le Anzahl von funktionellen Gruppen auf den PmaP von 46 umol/g (102 umol/g fir die
PvacP). Dies ist eine sehr grobe Abschatzung, die die Oberflachenbeschaffenheit nicht
berlcksichtigt. Aber da die Partikel eine Konzentration von 500 pmol/g Aminogruppen
durch den Spacer aufweisen, hat jede funktionelle Gruppe des Partikels mit dem Spacer
reagiert. Daraus folgt eine sehr hohe ,Spacerbeladungsdichte”. Aus obiger Betrachtung
ergibt sich auch, dass auf dem Partikel zwischen jeder funktionellen Gruppe durchschnitt-
lich ein Abstand von 0.65 nm liegt. Dies entspricht ungeféhr vier Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Einfachbindungen.

Zum anderen ist es gerade bei langeren Spacern mdéglich, dass durch eine Drehung um
eine C-C-Einfachbindung die effektive Spacerlange verkiirzt wird (vgl. Abb.56). Das Mole-
kal stellt nicht mehr seine maximale Lange fir den Abstand des Enzyms zum Partikel zur
Verfligung, es ist ,verstrickt®.

OHC

Abb.56: Schematisches Beispiel einer Verstrickung des Spacers.

Allerdings sorgt ein langerer Spacer, wenn er ideal linear gestreckt ist, flr ein ,erhdhtes
Raumvolumen®, das dem Enzym zur Verfligung steht (vgl. Abb.57).

Enzym
Enzym
Enzym —_— . Enzym
Spacersynthese
Enzym Enzym

Abb.57: Schematisches Beispiel des erhéhten Raumvolumens der Enzymmolekile durch langere Spacer.

Dadurch sinkt die Wahrscheinlichkeit sterischer Hinderung des Enzyms sowohl durch die
Trager (wenn keine Verstrickung stattfindet), vor allem aber durch andere Enzymmolekile.
AuBerdem sind die Enzyme im Mittel weiter von dem Trager entfernt und unterliegen somit
wahrend der Katalyse einer geringeren Wechselwirkung durch den Trager. Da die steri-
sche Hinderung zwischen dicht gepackten Enzymmolekilen gréBer ist, als zwischen En-
zymmolekilen mit gréBerem Abstand zueinander, unterliegt das Substrat bei langeren

Spacern einer geringeren Diffusionslimitierung.
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Messung der Aktivitat freier und immobilisierte Penicillin G Acylase

Die reine Stammlésung der Penicillin G Acylase (E.coli, 3.5.1.11.) von Sigma-Aldrich hat
eine Aktivitat von 16.13 mg/ml und das Enzym eine spezifische Aktivitat von 42 U/mg.
Dies bezieht sich auf den NIPAB-Aktivitatstest (vgl. Kapitel 3.4.): 42 U/ml bei 1 mg/ml ent-
spricht 42 U/mg (Kasche, 1987). Diese Lésung wurde zur Immobilisierung der Penicillin G
Acylase auf den Polymerpartikeln verwendet. Die Ausbeute der Immobilisierung lag zwi-
schen 20 und 99%, es wurden stets 100 mg Enzym pro g Tréger fur die Immobilisierung
eingesetzt.

Es wurden dabei drei wichtigen Parametern untersucht:

e Massenbilanz:
Diese ergibt sich aus der Differenz der flr die Immobilisierung eingesetzten Enzym-
menge (gemessen als Aktivitat in MQaxives Enzym/QTrager) @bzlglich der Enzymmengen
des Uberstandes und der Waschungen. Die Massenbilanz ergibt somit die Gesamtbe-
ladung des Tragers mit Enzym.

e Direktmessung:
Dies ist eine direkte Bestimmung der Aktivitat (in MQakiives Enzym/QTrager) des auf den Tra-
gern immobilisierten Enzyms. Diese ist meist, auf Grund von Anderungen der Aktivitat
des Enzyms auf den Tragern durch die Immobilisierung, unterschiedlich zur Massenbi-
lanz. Dabei kann nicht unterschieden werden, ob ein Teil der Enzymmolekule vollstan-
dig aktiv ist und der Rest inaktiviert, ob alle Enzymmolekile nur teilweise aktiv sind
oder ob es eine Kombination aus beidem ist.

e Spezifische Aktivitat:
Diese berechnet sich aus der Aktivitat der Direktmessung geteilt durch die Aktivitat der
Massenbilanz multipliziert mit der spezifischen Aktivitat (U/mQakiives Enzym, 1 U entspricht
1 umol Substratumsatz pro Minute bei 25°C) des Enzyms unter den Bedingungen des
Aktivitatstests. Die spezifische Aktivitat ergibt die Aktivitat des immobilisierten Enzyms

im Vergleich zum freien Enzym (42 U/mg).
Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer

Sowohl die Polyvinylacetat-Partikel, als auch die Polymethylacrylat-Partikel wurden mit
dem HG-Spacer funktionalisiert. AnschlieBend wurde das Modellenzym Penicillin G Acyla-

se mittels der Glutardialdehyd-Methode immobilisiert.
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Bei der Immobilisierung auf PvacP zeigt die Aktivitat der Massenbilanz, als auch der Di-
rektmessung mit zunehmender Spacerlange ein annahernd konstantes Verhalten. Ab der
Lange von 8 nm trat eine Verminderung der Aktivitat ein (vgl. Abb.58).
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Abb.58: Aktivitdt der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das Enzym wurde
mittels des HG-Spacers auf PvacP immobilisiert.

Die maximale Beladung der PvacP mit Enzym betrug 99.7%. Diese Immobilisate bestan-

den aus positiv geladenen Polyvinylacetat-Partikeln und dem negativ geladenem Enzym.

Der Verlauf der Aktivitat der Penicillin G Acylase, mittels HG-Spacer auf Polymethylacry-
lat-Partikeln immobilisiert zeigt ein anderes Verhalten (vgl. Abb.59). Die Aktivitat (Massen-
bilanz) zeigt einen leichten Anstieg bis zu einem Maximum von 46.4 mg/g bei einer Lange
von 11.4 nm. Danach sinkt die Aktivitat mit zunehmender Spacerlange, so dass bei einer
Lange von 16.2 nm wieder der Wert der kiirzesten Spacerlange (1.62 nm) von ~ 25 mg/g

erreicht wird.
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Abb.59: Aktivitdt der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das Enzym wurde
mittels des HG-Spacers auf PmaP immobilisiert.

Die Aktivitat bestimmt durch die Direktmessung hingegen steigt mit zunehmender Spacer-
lange von 5.8 mg/g auf 24.0 mg/g. Bei dieser Versuchsreihe wurde das negativ geladene

Enzym an die negativ geladenen Polymethylacrylat-Partikel gebunden.

Fir die Polyvinylacetat-Partikel (vgl. Abb.58) ergeben sich dabei héhere Beladungen als
fir die Polymethylacrylat-Partikel (vgl. Abb.59). Ein Unterschied der beiden Partikel liegt
darin, dass erstere Partikel positiv und letztere negativ geladen sind und das Enzym eben-
falls negativ geladen ist. Somit unterliegen die Polyvinylacetat-Partikel einer anziehenden
und die Polymethylacrylat-Partikel einer abstoBenden Wechselwirkung mit dem Enzym.

Ebenso ist der Verlauf der spezifischen Aktivitat (vgl. Abb.60) des auf den beiden Polymer-

tragern immobilisierten Enzyms unterschiedlich.
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Abb.60: Spezifische Aktivitat der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das
Enzym wurde mittels des HG-Spacers auf PmaP und auf PvacP immobilisiert.

Die spezifische Aktivitat des auf den PmaP immobilisierten Enzyms stieg mit zunehmen-
der Spacerlange von 9.2 auf 42.2 U/mg. Damit ist die spezifische Aktivitdt des Enzyms,
immobilisiert mittels des Spacer mit einer Lange von 16.2 nm, so hoch wie die des freien
Enzyms (42.0 U/mg).

Im Falle der PvacP sankt die spezifische Aktivitat des Enzyms mit zunehmender Spacer-
lange von 26.5 auf 17.2.

Ab einer Lange von ~ 10 nm agglomerierten die Polymerpartikel mit HG-Spacer, so dass
die Resuspendierung aufwendiger wurde. Ab einer Lange von ~ 16 nm wurde die Agglo-
meration so stark, dass die Handhabung der Partikel deutlich erschwert wurde und lange-

re Spacerketten nicht mehr méglich waren.
Aminosaurespacer

Polymethylacrylat-Partikel wurden mit dem Aminosaurespacer funktionalisiert und durch
Glutardialdehyd aktiviert. Daran wurde Penicillin G Acylase kovalent an die Trager gebun-
den. Die Auswirkungen auf die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms mit zunehmender
Spacerlange wurde durch die Synthese von 24 Spacereinheiten Glycin (bis zu einer Ge-
samtlange von 9.1 nm) untersucht. Auf diese Weise kann der Langeneffekt unabhangig
von Strukturvariationen (da Glycin nur ein Wasserstoffatom als Rest besitzt) betrachtet
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werden. Die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung (Massenbilanz und Direktmessung) sind
in Abb.61 aufgefuhrt.
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Abb.61: Aktivitdt der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das Enzym wurde
mittels des AS-Spacers (Glycin-Einheiten) auf PmaP immobilisiert.

Die Aktivitat (Massenbilanz) der immobilisierten Penicillin G Acylase nahm mit steigender
Spacerlange von 40.1 bis 55.7 mg/g zu. Die durch Direkimessung bestimmte Aktivitat
blieb mit zunehmender Spacerlange im Rahmen des mittleren Fehlers konstant bei ~ 13

mg/g.

Die spezifische Aktivitat blieb mit steigender Spacerlange konstant auf ~ 12 U/g (vgl.
Abb.62).
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Abb.62: Spezifische Aktivitat der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das
Enzym wurde mittels des AS-Spacers (Glycin-Einheiten) auf PmaP immobilisiert.

Dies zeigt, dass der Glycin-Spacer im Gegensatz zum HG-Spacer, dem Enzym durch die
zunehmende Lange keine besseren Bedingungen flir die Katalyse ermdglicht.

Das Problem der Agglomeration trat bei den mit AS-Spacern funktionalisierten PmaP
schon bei kirzeren Spacerlangen auf und war bei ~ 10 nm so intensiv, dass keine lange-
ren Spacer mdglich waren. Dies entspricht aber bereits 24 Synthesen, wobei beim HG-
Spacer eine Spacerlange von ~ 16 nm 20 Syntheseschritten entspricht.

Um die Struktur des AS-Spacers zu verandern wurden verschiedene weitere Aminosauren
eingesetzt: a-Aminobutylsdure, L-Asparaginsaure, L-Lysin, L-Phenylalanin, L-Prolin. In der
ersten Versuchsreihe wurden diese als reine Spacer verwendet, das heiB3t, der gesamte
Spacer besteht aus denselben Aminoséauren.

Bei den Synthesen des AS-Spacers mit anderen Aminosduren war die Agglomeration
starker als bei dem reinen Glycin-Spacer. Daher sind von allen Spacern nur zwdlf Space-
reinheiten synthetisiert worden. Eine Ausnahme stellt a-Aminobutylsdure dar, von der nur
acht Spacereinheiten als Spacer untersucht werden konnten, da dieser noch starker ag-
glomerierte.

In Abb.63 ist die Aktivitdt (Massenbilanz) der Penicillin G Acylase, kovalent durch reine

Aminosaurespacer immobilisiert, aufgefihrt.
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Abb.63: Aktivitdt der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das Enzym wurde
mittels des AS-Spacers (Spacer aus jeweils denselben Aminosaurebausteinen) auf PmaP immobilisiert.

Auch bei den Spacern mit anderen Aminosauren als Glycin zeigt sich im Bezug auf die
Beladung, dass diese, mit Ausnahme des Lysin-Spacers und Phenylalanin-Spacers, mit
steigender Lange des Spacers konstant bleibt. Die Beladung mit Enzym ist bei Verwen-

dung des Lysin-Spacers deutlich héher als bei den andern Spacern.

Die Aktivitat (Direktmessung) der AS-Spacer blieb fur alle verwendeten Aminosduren mit

zunehmender Spacerlange konstant bei ~14 mg/g (vgl. Abb.64).
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Abb.64: Aktivitdt (Direktmessung) der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange.
Das Enzym wurde mittels des AS-Spacers auf PmaP immobilisiert.

Die spezifische Aktivitdt des Enzyms unter Verwendung der oben beschriebenen AS-

Spacern blieb mit zunehmender Spacerlange konstant (vgl. Abb.65).
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Abb.65: Spezifische Aktivitat der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Spacerlange. Das
Enzym wurde mittels des AS-Spacers auf PmaP immobilisiert.

Dies zeigt deutlich, dass die Auswirkungen der Spacer auf das Enzym nicht so stark von
der Lange des Spacers abhangig sind. Der Phenylalanin-Spacer wies fiir die Lange von
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2.9 nm die héchste spezifische Aktivitat von allen Spacern (HG-Spacer wie auch AS-

Spacern) auf. Diese sinkt dann allerdings sehr stark mit zunehmender Spacerlange.

Bezogen auf die Massenbilanz und die Direktimessung erzielte der Lysin-Spacer den groB-
ten positiven Effekt auf die Eigenschaften des Enzyms nach der Immobilisierung. Sowohl
die Beladung, als auch die Menge an aktivem Enzym auf dem Trager waren sehr hoch.
Aber auch hier war die Agglomeration bei Spacerlangen von mehr als 3 nm sehr stark.
Daher wurden bei den anschlieBenden Versuchen, die Mischungen und Verzweigungen
darstellen, nur vier Spacereinheiten synthetisiert (vgl. Tab.7).

Beschreibung (2.9 nm) MB (mg/g) DM (mg/g) sA (U/mg)
1) Gly-Lys-Asp-Gly 58.6 15.5 11.1
2) Gly-Gly-(Lys:Asp=3:1)-Gly 43.5 14.8 14.3
3) Lys-Lys (verzweigt) 28.8 9.33 13.6
4) Lys (entschitzt) 38.1 11.7 12.9
5) Asparaginséure (entschitzt) 20.6 5.11 10.4

Tab.7: Massenbilanz (MB), Direktimessung (DM) und spezifische Aktivitat (sA) von vier Spacerversuchen
(mit einer L&nge von je 2.9 nm) als Variation des Lysin-Spacers.

Durch die Kombination von Lysin und Asparaginsaure neben Glycin als Abstandshalter in
einem Spacer (Spacer Nr.1) sollte es ermdéglicht werden, dass die Spacerstrange sich ge-
genseitig anziehen. Damit wurde eine mehrfache Bindung des Enzyms und somit eine
hdhere Beladung und Stabilitat erzielt (Fernandez-Lafuente et al, 1992).

Dieser Effekt wurde in einem zweiten Versuch weiter untersucht (Spacer Nr. 2), indem die
Aminoséauren Lysin und Asparaginsaure in einer Synthese gleichzeitig im Verhaltnis 3:1
zugegeben wurden. Fir beide Spacer (Nr. 1+2) war geplant, dass die dissoziierbaren
Gruppen, die positive Ladungen bilden (Lysin) mit jenen, die negative Ladungen bilden
(Asparaginsaure) Blindel aus Spacerstrangen bilden.

Die Verzweigung des Lysinspacers (Spacer Nr. 3), in dem beide Seitengruppen verwendet
wurden, diente dem Zweck, eine erneute Kupplung mit Lysin durchzufihren. Damit ist es
moglich, die Anzahl der funktionellen Gruppen pro Kupplungsschritt zu verdoppeln (wie bei
Dendrimeren).

Um zu UOberprifen ob positive Ladungen der Lysin-Seitenketten die Beladung erhéhen
wilrden, wurde ein normaler Lysin-Spacer synthetisiert und anschlieBend alle Seitenketten
entschitzt (Spacer Nr. 4). Zum Vergleich wurde dies ebenfalls mit einem Asparaginsaure-
Spacer (Spacer Nr. 5) durchgefihrt.

Die Aktivitat der Penicillin G Acylase, immobilisiert durch die oben beschriebenen AS-
Spacer variierte nur wenig. Die durch die Massenbilanz bestimmte Aktivitat des Gly-Lys-
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Asp-Gly-Spacers (Nr. 1) war die hdchste aller AS-Spacer bei dieser Spacerlange (~ 60
mg/g), wobei die des entschitzten Asparaginsaure-Spacers (Nr. 5) den niedrigsten Wert
aller AS-Spacer darstellte (~ 20 mg/g). Die tbrigen Spacer (Nr. 2, 3, 4) lagen alle um 30
bis 40 mg/g. Auch bei der Aktivitat (Direktmessung) lag der Asparaginsaure-Spacer (Nr. 5)
bei einem niedrigem Wert (~ 5 mg/g) als alle anderen Spacer (Nr. 1-4: Um 12 mg/g).

Die spezifische Aktivitat lag fir alle finf untersuchten Spacern um 12 U/mg und somit im
selben GréBenbereich wie die anderen AS-Spacer vergleichbarer Lange (2.9 nm).

Die Spacer, die mit entschitzter Seitengruppe (Lysin und Asparaginsaure, Spacer Nr. 3-5)
verwendet wurden, zeigten in Untersuchungen mit dem ESEM, dass die Behandlung der
Partikel mit Trimethylsilaniodid (TMSI, zum Entschitzen) diese verandert hatte (vgl.
Abb.66).
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Abb.66: ESEM-Bild der PmaP nach Entschiitzen der Lysin-Seitenkette mittels TMSI (1) im Vergleich zu mit
Wasser gewaschenem PmaP (2).

Wie in der obigen Abbildung zu erkennen ist, war die &uBere Hulle des Partikels nach dem
Kontakt mit Trimethylsilaniodid (TMSI) beschadigt und verformt. Daher sind die Ergebnis-
se der Spacer Nr. 3-5 nicht zu verwenden, da diese Verédnderung der Partikeloberflache
die Anzahl der funktionalen Gruppen reduzierte. Erst an diesem Punkt zeigte sich, dass

die Behandlung mit TMSI die Partikel veranderte.
Bewertung der Spacerversuche

Aus den Ergebnissen der Aktivitatsmessung und den generellen Betrachtungen des

Spacers (hohe ,Spacerbeladungsdichte, ,Verstrickung®, ,erhéhtes Raumvolumen®) folgt:

e Bei der Immobilisierung des Enzyms auf den PvacP ergab sich eine héhere Beladung
durch die anziehenden Wechselwirkungen zwischen Enzym und Trager
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e Bei der Immobilisierung des Enzyms auf den PmaP ist die Beladung auf Grund der
abstoBenden Wechselwirkungen zwischen Enzym und Trager geringer
e Beide Immobilisate unterliegen den Effekien des ,erh6hten Raumvolumens®, der er-
héhten Wahrscheinlichkeit der ,Verstrickung“ und verfiigen auf Grund der hohen An-
zahl an Aminogruppen Uber eine hohe ,Spacerbeladungsdichte
Daraus ergibt sich:
Da sich Enzym und Trager bei der Immobilisierung auf PvacP anziehen, ist die
Wabhrscheinlichkeit héher, dass es hierbei zur ,Verstrickung“ kommt. Somit sind die
Enzyme im Mittel ndher am Tréger als es bei den immobilisierten Enzymen auf den
PmaP der Fall ist. Da die Diffusion in der Nahe der Trager geringer ist, ist die Diffu-
sionslimitierung des Substrates in der Katalyse héher und die Aktivitat somit gerin-
ger. Dies erklart, warum bei den PvacP-Immobilisaten im Gegensatz zu den PmaP-
Immobilisaten die spezifische Aktivitat mit zunehmender Spacerlange abnimmt.
Daraus ergibt sich, dass ein langerer Spacer nur bei abstoBenden Wechselwirkungen zwi-
schen Enzym und Trager einen positiven Effekt erzielt. Daher wurden die Versuche mit

dem AS-Spacer ausschlieBlich mit den PmaP vorgenommen.
Vergleich mit den Nanopolymer-Partikeln

Um einen Vergleich mit Nanopartikeln zu erhalten, wurden Polymethylmetacrylat-
Nanopartikel (4 nm mittlere PartikelgréBe) mit einer Spacereinheit des HG-Spacers funkti-
onalisiert und mit Enzym mittels der Glutardialdehyd-Methode beladen:

e 120 mg/g Beladung (Massenbilanz)

e 108 mg/g aktives Enzym (Direktmessung)

e 37.8 U/mg spezifische Aktivitat

Diese Werte sind, im Vergleich mit den Mikropartikeln, gerade bei einem so kurzen
Spacer, hervorragend. Die Beladung ist deutlich héher, wenn auch nicht so hoch wie unter
Zugrundelegung der spezifischen Oberflache berechnet wurde. Da die Nanopartikel eine
hundertfach grdBere spezifische Oberflache besitzen als die Mikropartikel sollten sie deut-
lich mehr Enzym binden. Aber es zeigte sich in diversen Versuchen (Franzreb et al, 2006),
dass oft nur ein Hundertstel der erwarteten Beladung auf Nanopartikeln erfolgt. Daher ist
die Beladung, die etwa dem Doppelten des Maximalwertes der Mikropartikel entspricht, im
Rahmen des erwarteten Bereichs. Der Anteil an aktivem Enzym, wie auch die spezifische

Aktivitat sind, gerade fir solch einen kurzen Spacer, sehr hoch. Dies ist auf ein glinstige-
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res GréBenverhaltnis von Trager und Enzym und die daraus resultierende geringere steri-
sche Hinderung zurtick zu flhren.

Allerdings ist die Handhabung der Nanopartikel duBerst problematisch. Obwohl magne-
tisch, konnten diese in wassrigen Medien nicht magnetisch separiert werden, so dass sie
zentrifugiert werden mussten. Dies liegt daran, dass diese Nanopartikel aus einem einzi-
gen Maghemitkristall (< 4 nm) bestehen, der mit einem Polymethylmethacrylat-Coating
versehen ist. Daher ist die magnetische Sattigung pro Nanopartikel zu gering, um eine
magnetische Separation anzuwenden. Zudem agglomerierten die Partikel aber bei jeder
Separation stérker als zuvor, so dass sie bei Versuchen mit [angeren Spacern nicht mehr
resuspendiert werden konnten. Somit konnten keine Versuche mit langeren Spacern
durchgefihrt werden.

Active Site Titration der Penicillin G Acylase

Die Active Site Titration (AST) ist eine sehr genaue Methode, um die aktive Penicillin G
Acylase in freier oder immobilisierter Form zu bestimmen. Daher wurde diese Methode
verwendet, um die Direktmessung bei entweder zweifelhaften Ergebnissen oder stichpro-
benartig zu Uberprifen. Dabei stellte sich heraus, dass die Ergebnisse eine Abweichung

von bis zu + 4% aufwiesen.
Messung der Gesamtproteinmenge von Penicillin G Acylase

Diese Methode wurde verwendet, um die Massenbilanz zu Uberprifen und ist nur auf nicht
immobilisiertes Enzym anzuwenden. Da dabei eine Referenz mit Bovine Serum Albumin
(BSA) verwendet wurde, ist der Fehler sehr hoch: ~ £ 20%. Daher wurde diese Methode

nur zur zusatzlichen Uberpriifung von Ergebnissen verwendet.
Versuche zur Lagerstabilitat

Die Lagerstabilitat bezeichnet die Veranderung der Aktivitat des Enzyms durch die Lage-

rung in einem Zeitraum von wenigen Tagen bis einigen Wochen.

Es wurde die Lagerstabilitat der Penicillin G Acylase in freier (vgl. Abb.67) und immobili-
sierter (vgl. Abb.68) Form unter zehn verschiedenen Bedingungen der Lagerung unter-
sucht:

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / 4°C

e Phosphatpuffer (0.01 M, pH 7.5) / 4°C
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e Phosphatpuffer (1.0 M, pH 7.5) / 4°C

e Acetatpuffer (0.1 M, pH 3.75) / 4°C

e Bicarbonatpuffer (0.2 M, pH 9.0) / 4°C

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / Natriumazid (0.1 M) / 4°C

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / Raumtemperatur

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / -20°C

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / +60°C

e Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) / Trifluoressigsaure (0.01 M) / 4°C

Natriumazid wird verwendet, um Mikroorganismen in der Probe abzutéten und somit Kon-

taminationen zu vermeiden.

Es zeigte sich, dass die Penicillin G Acylase bei 60°C (P-0.2 M / +60°C) sofort deaktiviert

wurde, so dass keine Lagerstabilitdt messbar war (vgl. Abb.67).
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Abb.67: Aktivitat der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Zeit (Lagerstabilitat). Die Punkte
sind zur besseren Ubersicht durch Linien verbunden.

Eine Lagerung bei Raumtemperatur (P-0.2 M / RT) fUhrte zu einer Vermehrung von Mikro-
organismen, so dass die Probe nach kurzer Zeit stark kontaminiert war. Mikroorganismen
sind in jeder Probe vorhanden, da nicht steril gearbeitet wurde. Diese vermehren sich aber
bei 4°C nicht wesentlich, so dass sie kein Problem darstellen.

Dabei stellte sich heraus, dass vier Aufbewahrungsarten, jene in reinen Phosphatpuffern
bei unterschiedlicher lonenstarke (P-0.2 M/ 4°C, P-0.01 M/ 4°C, P-1.0 M/ 4°C) und jene

Seite 112 von 188



Modifizierung der Tragersysteme mittels Spacer und Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase

mit Natriumazid (P-0.2 M / NaN3-0.1 M / 4°C) nach 84 Tagen immer noch eine Aktivitat
von Uber 70% aufwiesen. Alle anderen Aufbewahrungsarten waren merklich ungtnstiger.
Bei der endgultigen Lagerung wurde Natriumazid zugegeben, um deren Vermehrung zu

unterbinden.

Auch beim freien Enzym erwies sich der Phosphatpuffer mit Natriumazid (P-0.2 M / NaNs-

0.1 M/ 4°C) als das beste Medium zur Lagerung des Enzyms (vgl. Abb.68).

120

L —&— P-0.2W/4°C —&—P-0.01M/4°C
I —&— P-1.0M/4°C —&— A-0.1M/4°C
100 —@—B-0.2M/4°C —&— P-0.2M/NaN3-0.1M/4°C H

—&— P-0.2M/-20°C —&— P-0.2M/TFA-0.01M/4°C

P-0.2M/RT P-0.2M/+60°C

80 1

60

Aktivitat (%)

40 4

20 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit (d)

Abb.68: Aktivitat der freien Penicillin G Acylase als Funktion der Zeit (Lagerstabilitat).

Die Lagerung des freien Enzyms in Lésung bei -20°C und mit Trifluoressigsédure als Zu-
satz (P-0.2 M/ -20°C, P-0.2M / TFA-0.01 M / 4°C) verursachte nur einen geringen Verlust
an Aktivitat. Es zeigte sich eine Aktivitat von 50% nach 84 Tagen.

Die Ergebnisse der Lagerungsarten der freien und immobilisierten Penicillin G Acylase
wurden zueinander in Beziehung gebracht. Dabei wurde die Lagerstabilitat des immobili-
sierten Enzyms mit der Lagerstabilitdt des freien Enzyms normiert. Daraus ergibt sich,
dass ein Wert gréBer eins eine hdhere Lagerstabilitat des immobilisierten Enzyms im Ver-

gleich zum freien Enzym aufweist (vgl. Abb.69).
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Abb.69: Vergleich der Lagerstabilitdten der immobilisierten und freien Penicillin G Acylase. Diese ist auf 1.0
bei gleicher Stabilitdt normiert. Der Graph fir die Aufbewahrung in Bicarbonatpuffer (B-0.2M) ist als einziger
der rechten y-Achse zugeordnet.

Mit Ausnahme der Lagerung bei -20°C ist bei allen Proben das immobilisierte Enzym sta-
biler als das freie Enzym, ganz deutlich ist es bei der Lagerung in Bicarbonatpuffer (B-0.2
M / 4°C) zu sehen, das als einzige Probe auf der linken Normierungsskala angezeigt wird.
Dabei ist das immobilisierte Enzym um den Faktor vier stabiler als das freie Enzym. Der
stabilisierende Effekt der Immobilisierung ist im alkalischen Bereich besonders ausge-

pragt.
Versuche zur Betriebsstabilitat

Die Betriebsstabilitat bezeichnet die Veranderung der Aktivitat des Enzyms nach mehreren

Katalyse- und Aufreinigungszyklen in einem Zeitraum von einigen Stunden.

Die Betriebsstabilitat der Penicillin G Acylase, immobilisiert auf Polymethylacrylat-Partikeln
(PmaP) wurde durch 13 Zyklen (alle 4 h eine Messung, sowie eine Messung nach 0.5 h)

gemessen (vgl. Abb.70).
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Abb.70: Aktivitdt der immobilisierten Penicillin G Acylase als Funktion der Zeit (Betriebsstabilitat).

Dabei stellte sich heraus, dass die Aktivitat nach 20 h (6 Zyklen) bei 80% liegt. Diese sinkt
auf 52% nach 48 h (13 Zyklen).

3.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Dieser Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Funktionalisierung der Polymerpartikel (vgl.
Kapitel 2) mit dem Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer (HG-Spacer) und mit
dem Aminosaurespacer (AS-Spacer). Das Modellenzym Penicillin G Acylase wurde mittels
Glutardialdehyd kovalent immobilisiert und die Aktivitat bestimmt. Dabei wurden die Bela-
dung und die Menge an aktivem Enzym auf dem Trager gemessen. Es wurden auch die

Lagerstabilitat und Betriebsstabilitat untersucht.
Optimierung der Spacersynthese

Durch die Optimierung der Parameter der Aktivierungsreaktion der Partikel mit Hexa-
methylendiamin konnte die Anzahl an Aminogruppen auf 500 umol/g gesteigert werden.
Die Gesamtausbeute des HG-Spacers betrug mindestens 90%. Dis wurde durch die hohe
Ausbeute der Teilreaktionen erreicht. Die Bedingungen fir die Synthese des AS-Spacers
sind ebenfalls verbessert worden und erlaubten somit deutlich erhdhte Beladungen. Da bei
dieser, auf der Merrifield-Technik basierenden Methode, die Ausbeuten bei fast 100% lie-

gen, lag die Gesamtausbeute bei > 98%.

Nachdem die Reaktionsvorschriften verbessert worden waren, wurden die Parameter fir

die Spacersynthese festgelegt. Dabei wurden der HG-Spacer in seiner Lange (1.62 bis
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16.2 nm) und der AS-Spacer in seiner Ladnge (2.9 bis 9.1 nm) und Struktur (o-
Aminobutylsdure, Asparaginsaure, Glycin, Lysin, Phenylalanin und Prolin) variiert, um
glnstige Bedingungen fir die Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase und
der durch dieses Enzym durchgefliihrten Katalyse zu gewahrleisten.

Dabei wurde Glycin verwendet, um den HG-Spacer mit dem AS-Spacer vergleichen zu
kénnen, wahrend durch die a-Aminobutylsaure der AS-Spacer weitere Methylgruppen er-
hielt und somit dem HG-Spacer weiter angenahert wurde, da das Verhaltnis von Hetero-
atomen zu Kohlenstoffatomen dem HG-Spacer weiter angepasst wurde.

Die Asparaginsaure und Lysin —Aminosauren stellen dissoziierbare Gruppen, Phenylalanin
einen aromatischen Rest im Spacer zur Verfigung, wahrend Prolin einen etwas starreren

Spacer bewirkte.

Ebenso wurde die Flexibilitdt der Spacer durch die Synthese eines speziellen Spacers far
die Inhibierung eines Proteins mit einem Teil des Spacers als Substrat unter Beweis ge-
stellt. Somit ist es moglich, durch die Verwendung einer Vielzahl von chemischen Reaktio-

nen und Substanzen, den Spacer dem aktuellen Problem anzupassen.
Immobilisierung der Penicillin G Acylase mittels Spacern

Von den untersuchten Immobilisierungstechniken ist die Bindung mittels Glutardialdehyd
mit Abstand am glnstigsten, da die Ausbeute deutlich héher ist, es ein stetiges Arbeiten in
wassrigen Medien erlaubt und eine unproblematische Handhabung ermdéglicht. Auch zeig-
te sich, dass eine Reaktionsdauer von 40 h und eine Reaktionstemperatur von 40°C die
héchste Ausbeute erbringt. Ebenso erwiesen sich eine lonenstarke von 1.0 M und eine
eingesetzte Enzymmenge von 100 mg/g allen anderen Varianten Uberlegen. Die maximale
Ausbeute betrug 99%.

Die Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase erbrachte auf den Polymer-
mikrotréagern eine Beladung (Massenbilanz) von 23.9 bis 99.7 mg/g, 5.8 bis 64.3 mg/g ak-
tives Enzym und eine spezifische Aktivitdt von 9.2 bis 42.2 U/mg durch den HG-Spacer.
Dies belegt eindeutig eine Verbesserung der Beladung, aktiven Enzymmenge und der
spezifischen Aktivitdt durch die Verwendung von Spacern. Auch konnte bei den letzten
beiden Parametern eine deutliche Steigerung mit zunehmender Spacerldnge festgestellt
werden.

Beim AS-Spacer (Glycin) hingegen variierte die Beladung (Massenbilanz) von 40.1 bis
55.7 mg/g, die Menge an aktivem Enzym (Direkimessung) von 11.0 bis 15.2 mg/g und die
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spezifische Aktivitat von 11.5 bis 12.2 U/mg. Obwohl die Massenbilanz so hoch war, wa-
ren der Anteil an aktivem Enzym und damit die spezifische Aktivitat deutlich geringer. Ge-
rade letztere wirft die Frage auf, warum in diesem Falle ein langerer Spacer nicht zu der
bei HG-Spacer festgestellten Zunahme der spezifischen Aktivitat fihrte.

Das Maximum der Beladung erzielte der HG-Spacer auf den Polyvinylacetat-Partikeln
(99.7 mg/g, 3.25 nm) und bei dem AS-Spacer der Lysin-Spacer mit 60.5 mg/g (bei 5.3 nm
Spacerlange), das Maximum der Menge an aktivem Enzym auf dem Trager der HG-
Spacer mit 64.3 mg/g (bei 6.49 nm Spacerlange), bei dem auch das Maximum der spezifi-
schen Aktivitat mit 42.2 U/mg lag. Die maximale spezifische Aktivitdt beim AS-Spacer er-
zielte der Phenylalanin-Spacer mit 19.1 U/mg (bei einer Lange von 2.9 nm). Von den wei-
teren Versuchen ist der Gly-Lys-Asp-Gly-Spacer hervorzuheben. Dieser wies mit 58.6
mg/g eine hohe Beladung (Massenbilanz) und mit 15.5 mg/g zudem eine hohe Menge an
aktivem Enzym (Direktmessung) auf. Leider war die spezifische Aktivitdt mit 11.1 U/mg
sehr gering. Dennoch ist dies ein viel versprechendes Ergebnis, dass die Vorteile flr die
Spacersynthese durch die Flexibilitdt der Aminosauren belegt.

Nicht immer ist eine Erh6hung der Beladung mit einer Steigerung der aktiven Enzymmen-
ge gekoppelt. Denn dabei spielen zwei gegenlaufige Effekte eine Rolle: Die ,Verstrickung*
des Spacers, deren Wahrscheinlichkeit mit zunehmender Spacerlange steigt und das e-
benfalls mit zunehmender Spacerlange zur Verfligung stehende ,erhéhte Raumvolumen®
fir das Enzym.

Vergleich mit Polymer-Nanopartikeln

Ein Vergleich mit den Polymethylmethacrylat-Nanopartikeln (Institut fir Materialforschung,
Forschungszentrum Karlsruhe) erbrachte die fur Nanopartikel im erwarteten Bereich lie-
gende Beladung (Massenbilanz) von 120 mg/g, 108 mg/g Menge an aktivem Enzym und
die hohe spezifische Aktivitdt von 37.8 U/mg. Allerdings war die Agglomeration der Nano-
partikel so stark, dass keine detaillierten Versuche mdglich waren.

Problem der Agglomeration

Auch bei den Mikropartikeln ergab sich ein groBes Problem durch die Agglomeration, vor
allem bei dem AS-Spacer. Hierbei agglomerierten die Partikel so stark, dass einige lange-
re Versuchsfolgen nur mit hohem Aufwand im Bezug auf die Separierung und Resuspen-
dierung moglich waren, wohingegen andere nicht tber eine gewisse Lange hinaus synthe-

tisiert werden konnten.
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Da die Nanopartikel deutlich starker als die Mikropartikel agglomerierten und, obwohl
magnetische Partikel, nicht magnetisch separiert werden konnten, sind diese flr einen

Einsatz als Trager weniger geeignet.
Betrachtung der Lager- und Betriebsstabilitat

Die beste Lagerungsbedingung far immobilisierte Penicillin G Acylase stellt die Aufbewah-
rung in Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) mit 0.1 M Natriumazid bei 4°C dar. Natriumazid
wird auf Grund der antibakteriellen Wirkung als Zusatz verwendet. Diese Lagerungsart
erhielt nach 28 Tagen noch 89.8% und nach 84 Tagen noch 76.5% der Aktivitat.

Die immobilisierte Penicillin G Acylase besitzt nach 6 Zyklen (20 h) immer noch eine Akti-
vitat von 80%. Damit ist diese Immobilisierungsmethode im Bezug auf die Betriebsstabilitéat
noch verbesserungswirdig, da bei anderen Immobilisaten bis zu 300 Zyklen mdglich wa-

ren.
Vergleich der Ergebnisse

Der in der Industrie oft verwendete Trager Eupergit®-C liegt mit 6 €/g in der Preisklasse
der in dieser Arbeit verwendeten Polymertragern. Eupergit®-C besitzt eine maximale Bela-
dung mit Penicillin G Acylase von 0.36 pmol/g, mit 0.30 umol/g aktives Enzym. Auf Grund
der sehr geringen molekularen Aktivitat (Substratumsatz pro Enzymmolekll und Sekunde)
ist die Aktivitat deutlich reduziert (Kallenbert et al, 2005). Die in dieser Arbeit verwendeten
Polymertragern wiesen eine Beladung von 0.70 pumol/g an Enzym, eine maximalen Menge
an aktivem Enzym von 0.28 umol/g und eine spezifische Aktivitat des immobilisierten En-

zyms von 42.2 U/mg auf.
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4, Physikalisch-chemische Untersuchung der Penicillin G
Acylase

Eine etablierte Methode zur Bestimmung der Sekundarstruktur von Proteinen stellt die Cir-
culardichroismus-Messung dar. Dabei wird die Sekundarstruktur von Proteinen durch die
unterschiedliche Absorption von rechts und links circular polarisiertem Licht beim Durch-
gang durch ein optisch aktives Medium (chirale Molekulle) bestimmt. Damit bietet sich die-
se Methode an, um die Strukturanderungen von Enzymen infolge der Immobilisierung zu
untersuchen. Bisher war es aber nicht mdglich, kovalent immobilisiertes Enzym mittels
Circulardichroismus zu untersuchen. Dies wurde in dieser Arbeit durch die Verwendung
spezieller Trager und besonderer Handhabung der Trager erreicht.

Eine Voraussetzung fir die Auswertung von CD-Spektren ist die Kenntnis der exakten mo-
laren Masse und der Aminosauresequenz des untersuchten Proteins. Diese Parameter
wurden durch Massenspektrometrie bestimmt.

Mittels der Quarzkristallmikrowaagentechnik wurde die Kinetik der Immobilisierung ge-
messen, indem die Frequenzanderung auf Grund der Massenzunahme durch die Immobi-

lisierung ausgewertet wurde.
4.1. Stand des Wissens

Immobilisierung flhrt sowohl zu einer erhéhten Betriebsstabilitdt und Lagerstabilitat, als
auch zu einer erhéhten Enzymstabilitat gegentber extremen pH-Werten, héheren Tempe-
raturen und lonenstarken. Man fand eine hdhere thermische Stabilitdt von immobilisierter
B-Glucosidase gegentber dem freien Enzym (Busto 1998). Wahrend sich die pH-Stabilitat
nicht anderte, verminderten sich die kinetischen Eigenschaften des immobilisierten En-
zyms. Fur Lipase (Candida Antarctica) wurden (Cao et al, 1999) einige Trager (Celite,
HyfloSupergel, Amberlite XAD-7, Polypropylen, Polypropylen mit magnetischen Eigen-
schaften, Silicagel) fur die Immobilisierung untersucht, um den besten zu bestimmen. Es
ergab sich bei der Katalyse durch auf Polypropylentrdger immobilisiertem Enzym eine
Verminderung der Aktivitat von 25% nach sechs Zyklen und eine Verminderung der Aktivi-
tat um 30% bei einer Temperaturerhéhung von 30°C auf 70°C als bestes Ergebnis. Die
Immobilisierung von Penicillin G Acylase auf Acryltragern bestétigte, dass die Lagerstabili-
tat, die Stabilitdt gegentber niedrigeren pH-Werten und die thermische Stabilitat erhdht
waren (vgl. Kapitel 2).
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4.1.1. Chiroptische Methode (Circulardichroismus)

Die Circulardichroismus-Messung (CD-Messung) ist eine gut etablierte spektroskopische
Technik um strukturelle Eigenschaften von Proteinen zu untersuchen. Als CD wird das
Phanomen bezeichnet, dass der molare Extinktionskoeffizient fir links- und rechts-zikular
polarisiertes Licht nach dem Durchgang durch ein optisch aktives Medium unterschiedli-
che Intensitat aufweist. Dies ergibt ein elliptisch polarisiertes Licht, dass mit einem Dich-
rometer gemessen wird. Die Dimension des CD ist die molare Elliptizitait (MRE, engl.
mean residue ellipticity, [MRE] = deg*cm®*decimol™):
molare Elliptizitdt = 3300*Ae mit A€ = €jinks - Erechis / € = Extinktionskoeffizient

CD wird innerhalb von Absorptionsbanden beobachtet, die von Elektronenibergéangen
herrihren (Jakubke und Karcher, 1998). Es wurden zahllose Publikationen Uber die Se-
kundarstruktur, die tertidre Struktur-Fingerprints von Proteinen, die Protein-Liganden-
Wechselwirkungen, Thermodynamik der Proteinfaltung, Konformationstibergange, Protei-
naggregation und die Kinetik der Proteinfaltung verfasst. Die Grundlagen Gber CD und
Beispiele ihrer Anwendungen wurden in einigen Review-Artikeln zusammengefasst (Kelly
et al, 2005, Heitz und Van Mau, 2002, Berova et al 2000, Van Mierlo und Steensma, 2000,
Greenfield, 1999, Woody, 1995).

CD wird in der Regel dazu genutzt, um Proteine in Lésung zu untersuchen, hierzu sind
sehr gut ausgearbeitete Algorithmen verfligbar, die die Berechnung der Sekundarstruktur-
anteile aus gemessenen Spektren von strukturell unbekannten Proteinen ermdéglichen (O-
berg et al, 2004, Sreerama und Woody, 2004 a und 2004b, Wallace et al, 2003). Dies ba-
siert auf den charakteristischen CD-Spektren im UV-Bereich der unterschiedlichen Anteile
der Sekundarstruktur. Diese Techniken benétigen einen Basissatz von CD-Spektren von
Proteinen, die unterschiedliche Faltungen vertreten, deren Strukturen durch X-ray Kristal-
lographie bekannt sind. Wenn allerdings strukturelle Anderungen von an festen Phasen
immobilisierten Enzymen gemessen werden sollen, dann entstehen durch Streueffekte in
UV-Bereich und eine im Bezug auf die Messung zu schnelle Sedimentation Artefakte im
CD-Spektrum. Durch eine inhomogene Verteilung der Chromophore in der Lésung entste-
hen weitere Artefakte. Diese Artefakte werden absorption flattening (Absorptionsglattung)
genannt, da sie die Konturen des Spektrums verwischen (Bustamente und Maestre,
1988). Dieser Effekt wurde erstmals von Duysens 1956 entdeckt. Das Problem der inho-

mogenen Verteilung der Chromophore in der Lésung wahrend der Messung wurde schon
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frih erkannt (Wallace und Mao, 1984) und eingehend untersucht (Glaeser und Jap, 1985,
Wallace und Teeters, 1987).

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, haben einige Arbeitsgruppen CD-Spektren von
verschiedenen Enzymen aufgenommen, die nicht-kovalent auf Nanopartikeln immobilisiert
waren, so dass keine schnelle Sedimentation entsteht und somit die Streueffekte minimal
sind (Maste et al, 1997, Caessens et al, 1999, Giacomelli und Norde, 2001, Peng et al,
2004). Ebenso wurde das Problem dadurch umgangen, dass das CD-Spektrum von zum
Beispiel Bovine Serum Albumin in Lésung gemessen wurde und zwar bevor und nachdem
es an einer festen Oberflache (Silica-Nanotrager und Polystyrol-Nanotrager) adsorbiert
war (Norde und Giacomelli, 2000). Dieser Versuch zeigte, dass ein schneller Austausch
zwischen der adsorbierten und gelésten Form des Enzyms stattfand. Das CD-Spektrum
zeigt eine deutliche Konformationsanderung nach dem Adsorptions- und Desorptionspro-
zess bei den Polystyrol-Nanopartikeln, nicht aber bei den Silica-Nanopartikeln. Dies liegt
daran, dass Enzyme durch hydrophobe Wechselwirkungen adsorbiert und dabei oft in ih-
rer Sekundarstruktur verandert werden. Dieser Effekt ist bei den hydrophilen Silica-
Nanopartikeln deutlich geringer. Silicapartikel wurden schon dazu verwendet, um die Se-
kundarstruktur von Enzyme nach der Adsorption an Tragern in freier Form zu bestimmen
(Norde und Zoungrana, 1998). In diesem Fall wurde das freie Enzym in Gegenwart der
Partikel untersucht. Eine weitere Arbeitsgruppe (Vermeer und Norde, 2000) verwendeten
dinne mit Teflon umhillite Quarzplatten mit adsorbiertem Protein auf der Teflonschicht,
welche in einer Quarzzelle mit Puffer eingesetzt wurden, um brauchbare CD-Spektren zu
erhalten. Allerdings sind die Spektren des auf Teflon adsorbierten Proteins IgG, die in die-
ser Publikation gezeigt werden, unterhalb 205 nm unbrauchbar.

Ganesan et al (2006) stellten eine neu entwickelte rotierende Zellhalterung vor, die in ein
CD-Spektropolarimeter eingesetzt wurde und dazu genutzt werden konnte, die Sedimenta-
tion von Mikropartikeln zu verhindern. Das Protein Subtilisin Carlsberg wurde auf der O-
berflache von 35 bis 60 um groBen Silicapartikeln adsorbiert und die rotierende Zellhalte-
rung wurde direkt am Detektor positioniert. Dadurch konnte ein CD-Spektrum mit nur mi-
nimalen Streueffekten und Verzerrungen gemessen werden, obwohl auch hier Adsorpti-
onsglattung auftrat. Die Adsorptionsglattung wurde durch einen empirischen Ansatz aus-
geglichen.

Bisher wurde noch kein kovalent an einer festen Phase gebundenes Enzyme mit Circular-
dichroismus gemessen. Sharma et al (2003) banden a-Chymotrypsin durch 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) kovalent an einen besonderen Polymethyl-
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methacrylat-Trager, der je nach pH-Wert fest oder flissig ist: Das Enzym wurde an den
Trager im festen Zustand bei pH 4.5 immobilisiert und separiert. Die CD-Messung fand bei
einem pH von 7.6 statt, bei dem der Trager flissig ist. Somit wurde das Spektrum nicht
von einem an einer festen Oberflache immobilisiertem Enzym gemessen. Allerdings sind
die CD-Spektren der freien und immobilisierten a-Chymotrypsin auf Wellenlangen > 200
nm limitiert und das Spektrum des freien Enzyms zeigt starke Abweichungen mit Literatur-
daten (zum Beispiel Celej et al, 2004).

Fir die meisten Immobilisierungen wurden Silicapartikel verwendet, da diese in der Regel
lichtdurchlassig sind. Immobilisierung von Penicillin G Acylase sowohl auf Silica-
Nanopartikeln (Chong et al, 2004, He et al, 2000), als auch auf Silica-Mikropartikeln (Cal-
lerie et al, 2004) sind gangige Verfahren. Die Streuung von Partikeln in Lésung ist abhan-
gig von der Wellenlange des verwendeten Lichts, der GréBe der Partikel und deren Gro-
Benverteilung. Je geringer die zur Analyse verwendete Wellenlange ist, desto starker ist
der Streueffekt. Kleinere Partikel und Partikel mit schmaler GréBenverteilung streuen we-
niger als groBere Partikel oder solche mit breiter GréBenverteilung. Silica-Mikropartikel
kénnen in fast beliebigen GréBen erzeugt werden (Esquena et al, 1996).

4.1.2. Massenspektrometrie

Far die Bestimmung der Sekundarstruktur mittels Circulardichroismus-Messungen sind die
molare Masse und die Aminosaurensequenz von entscheidender Bedeutung. Erstere Iasst
sich direkt durch Massenspektrometrie (MS) bestimmen, diese benétigt daflir nur geringe
Mengen an Protein. Fir die Bestimmung der Aminosdurensequenz ist eine vollstandige
Sequenzierung nétig und kann mittels Massenspektrometrie analysiert werden. Da aber in
den meisten Fallen bekannte Enzyme verwendet werden, kénnen diese Uber enzymati-
schen Abbau (,Verdau®) in definierte Fragmente zerlegt (Shevchenko et al, 1996) und
durch Massenspektrometrieanalyse unter Verwendung verschiedener Datenbanken (zum
Beispiel NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) identifiziert werden. Diese Daten umfassen

alle relevanten Eigenschaften des Enzyms, auch die molare Masse und die Aminosaure-
sequenz. Das Protein wird mittels Gelelektrophorese gereinigt und wenn es aus mehreren
Untereinheiten besteht, auch in diese aufgetrennt.

Dieses Verfahren ist etabliert (Lahm und Langen, 2000). Fir die Massenspektirometrie-
Messungen werden oft MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time
of Flight Mass Spectrometry, Matrix unterstitzte Laser-Desorption/lonisierung-
Flugzeitmassenspektrometrie) (Markus et al, 2000) oder MALDI-TOF MS/MS (Tandem-
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MS, Bienvenult et al, 2002) verwendet, die Uber eine bessere Auftrennung der Fragmente

verflgen.
4.1.3. Quarzkristallmikrowaagen-Untersuchung

Die QCM-Technik wurde vor ungeféahr 25 Jahren entwickelt und wird verwendet, um Ober-
flachenprozesse an der Grenzflache fest-flissig (meist Wasser) zu untersuchen. Die
Grundlage der Quarzkristallmikrowaagentechnik bildet ein dinner Quarzkristall, dessen
Oberflache mit einer Elektrode bedampft ist. Es wird eine Wechselspannung angelegt, die
den Quarzkristall, der als Sensor fungiert, zu einer resonanten Oszillation anregt. Diese
fallt exponentiell ab, wenn die Wechselspannung unterbrochen wird. Die Quarzkristallmik-
rowaagentechnik mit Dissipation Monitoring (QCM-D) misst diesen Abfall und bestimmt
daraus die Resonanzfrequenz des Kristalls f und die Dampfung D. Erstere ist von der ge-
samten oszillierenden Masse m abhéangig. Fir diinne, starre Filme gilt die Sauerbrey-
Gleichung (Am = -k*Af, k: Konstante), eine sehr einfache Gleichung zur Bestimmung der
Masse des adsorbierten Materials in Form eines Films (Welle, 2004). Ein Film besteht zum
Beispiel aus immobilisiertem Enzym und Wasser, das auf dem QCM-Chip aufgebracht
wurde.

Bei weichen und viskosen Filmen allerdings dissipiert die Energie und die Oszillation wird
gedampft. Diese Dampfung enthalt Informationen Uber die Struktur des Films. Je hdéher
der Wassergehalt, desto hdher ist die Dampfung. Durch Messung von Frequenz und
Dampfung bei Grund- und Oberténen kénnen Masse, Dicke, dynamische Viskositat und
Elastizitat des gebundenen Films exakt bestimmt werden (Welle, 2004).

Die QCM-D-Technik erlaubt zeitaufgeldste, die Beschaffenheit der Probe nicht beeintrach-
tigende Studien von Oberflachenphdnomenen zur Bestimmung der Viskoelastizitat und
der Masse (Welle, 2004).

Diese Methode ist ein etabliertes Verfahren, dass zur Bestimmung von komplexen biologi-
schen Systemen verwendet wird (Marx. 2003). Auch absorbierte und kovalent immobili-

sierte Proteinen wurden untersucht (H66k et al, 2001, Liu und Wang, 2001).
4.2. Ubersicht

Die Aufklarung der Sekundarstruktur des immobilisierten Modellenzyms Penicillin G Acy-
lase von E. coli mittels Circulardichroismus-Messungen erforderte zwei parallel durchge-
fihrte Versuchsreihen. Die Penicillin G Acylase wurde mittels Gelelektrophorese (eindi-

mensional) aufgereinigt und in ihre beiden Untereinheiten aufgetrennt. Diese wurden
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durch das Enzym Trypsin abgebaut und durch Massenspektrometrie (MS) charakterisiert.
Dafir wurde ein MALDI-TOF MS/MS (Matrix unterstlitzte Laser-Desorption/lonisation
Flugzeit-Tandem-Massenspektrometrie) - System verwendet. Das charakteristische MS-
Spektrum wurde mittels der NCBI-Datenbank abgeglichen und das Enzym identifiziert.
Damit stand auch die exakte molare Masse und Aminosauresequenz zur Verfigung (vgl.
Abb.71).

Penicillin G Acylase

Gelelektrophorese
Silica-Nanopartikel
Enzymatischer Abbau (Trypsin)

Aktivierung mit Glutardialdehyd

Charakterisierung durch MS-Messung

Immobilisierung der Penicillin G Acylase

Identifizierung durch Datenbank

Analyse der Sekundéarstruktur durch CD-Messung

Abb.71: Ubersicht zum Kapitel 4: Circulardichroismus.

Parallel dazu wurden geeignete Trager gesucht, die eine Circulardichroismus (CD)-
Messung nicht durch Streuung oder Sedimentation beeinflussen. Silica-Nanopartikel von
Grace Davison (Ludox®-HS 40) erfiillten diese Anforderungen, nachdem einige Vorversu-
che die Bedingungen der Handhabung dieser Nanopartikel aufzeigten, die eine Agglome-
ration der Trager verhinderten. Die Silica-Nanopartikel wurden mit Glutardialdehyd aktiviert
und die Penicillin G Acylase kovalent immobilisiert. Dieses Immobilisat konnte mittels CD-
Messungen untersucht werden und mit Hilfe der Ergebnisse der NCBI-Datenbanksuche
ausgewertet werden. Dabei ergaben sich geringe Strukturdnderungen des Enzyms durch
die kovalente Immobilisierung auf Silica-Nanopartikeln. Zum ersten Mal wurde von einem
Enzym, dass kovalent an eine feste Oberflache gebunden wurde, mittels CD-Messungen
die Sekundarstruktur bestimmt.

Die Kinetik der Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase von E. coli wurde

mittels der Quarzmikrowaagentechnik untersucht.
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Daflir wurden Quarzmikrowaagen (QCM)-Chips mit Polymethylacrylat beschichtet und mit
dem Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer (HG-Spacer, vgl. Kapitel 3) funktionali-
siert (vgl. Abb.72).

QCM-Chip mit Polymethylacrylat beschichtet

]
Funktionalisierung mit HG-Spacer

/
Immobilisierung der Penicillin G Acylase

]
Analyse der Immobilisierungskinetik durch QCM-Messung

Abb.72: Ubersicht zum Kapitel 4: Quarzkristallmikrowaagen-Technik.

Das Enzym wurde kovalent an den QCM-Chip gebunden und die Kinetik der Immobilisie-
rung mittels QCM-Messungen untersucht. Die berechneten Beladungen aus mehreren
unterschiedlichen Immobilisierungsmethoden erlauben einen Vergleich der Methoden un-

tereinander und ermdglichen so ein schnelles Screening von Immobilisierungstechniken.
4.3. Material und Methoden

Die Verwendung von Silica-Nanopartikeln erforderten einige Vorversuche, um Agglomera-
tionen durch Funktionalisierungsreaktionen oder Separierungen zu vermeiden. Dies war
ein kritischer Parameter, da agglomerierte Silica-Nanopartikel keine stabilen Suspensio-

nen bildeten und somit nicht in CD-Messungen verwendet werden konnten.
4.3.1. Verwendete Gerate und Chemikalien

Folgende Gerate und Chemikalien wurden fiir die Identifizierung der Penicillin G Acylase
durch MS-Messungen, Immobilisierung auf Silica-Nanopartikel und CD-Messungen und
die Untersuchung der Immobilisierungskinetik mittels QCM-Messungen eingesetzt:

Verwendete Gerate

e Circulardichroismus-Messung:
J-810 Spektropolarimeter (JASCO Co., Tokio, Japan)

e Filtermedium zur Wagung:
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Polyethersulfone Filter, 0.45 um (PAL Gelman Lab, PAL Corporation, USA)
Gefriertrocknung:

Gefriertrocknungsanlage BETA 1-8 K (Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Oster-
rode, Deutschland)

Gelelektrophorese:

Gelelektrophorese-Einheit Mini-PROTEAN 3 Cell (BioRAD Laboratories GmbH, Mln-
chen, Deutschland)

IR-Messungen:

Bruker IFS-66-Infrarotspektrometer (Bruker GmbH, Ettlingen, Deutschland)
Massenspektrometrie:

MALDI-TOF MS/MS Unit ABI 4700 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Proteingesamtbestimmung:

Cobas Mira Plus Spetrophotometric Roboter (Roche, Basel, Schweiz)
Quarzkristallmikrowaagen-Messung:

Q-Sense D300 (Q-Sense, Géteborg, Schweden)

Reaktionsflhrung: Schittler:

Vortex Genie 2T (VWR International AG, Bruchsal, Deutschland)
Reaktionsfiihrung, Schittler und Heizer:

Thermomixer Comfort (Eppendorf AG, Deutschland)

Reinstwassererzeugung:

Milli-Q Plus Ultra Pure-Reinstwasseranlage (Millipore Corporation, USA)
Ultraschallbehandlung:

Ultraschall-Reinigungsgerat RK100H-beheizbares Ultraschallbad (Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Deutschland)

UV-Messungen:

Shimadzu UV 1202-Spektrometer (Shimadzu, Japan)

UV-Messung, Klvette:

Quarzprazisionskivette Suprasil, 2.00 mm Schichtdicke (Hellma, Mihlheim, Deutsch-
land)

Wagung:

Adventurer Balance (Ohaus Corporation, USA)

Zentrifugation:

5415 D-Eppendorf Zentrifuge (Eppendorf AG, Deutschland)

Zentrifugation:
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Ultra Pro 80 (Kendro Laboratory Products, Berlin, Deutschland)

e Zetapotentialbestimmung:
ZetaSizer 5000-ZetapotentialmeBgerat (Malvern Instruments Ltd., Britannien)
Automatic titration stand Mettler DL 21: Titrator (Mettler Toledo, Schweiz)

Verwendete Chemikalien

e Merck, Deutschland:
Glutardialdehyd (zur Synthese)

e Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland:
6-Nitro-3-phenylacetamidobenzoeséaure (NIPAB, reinst), Penicilin G Acylase (E.col,
3.5.1.11, reinst), Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, > 99%, GC)

e Grace Davison, Columbia, USA:

Silica-Nanopartikel (SiO,, Ludox®-HS 40) wurden von Grace Davison zur Verfiigung
gestellt.

e Promega, Mannheim, Deutschland:

Sequencing-Grade-Modified-Trypsin (reinst.)

e GE Healthcare, Miinchen, Deutschland:
LMW-SDS Marker Kit (reinst.)

- Alle anderen Chemikalien waren von analytischer Qualitat, es wurde stets Reinstwas-

ser verwendet
4.3.2. Funktionalisierung der Silica-Nanopartikel

Die Silica-Nanopartikel sind monodispers, besitzen eine TeilchengréBe von 12 bis 14 nm
und bestehen aus Siliziumdioxid (SiO). An der Oberflache befinden sich OH-Gruppen, die
fOr die Funktionalisierung mit Glutardialdehyd verwendet wurden.

Um die Agglomeration der Silica-Nanopartikel zu verhindern, durfte die Partikelkonzentra-
tion der reinen Silica-Nanopartikeln 100 mg/ml nicht Gberschritten werden. Auch mussten
alle Reaktionen mit 1400 U/min durchgefihrt werden.

Reaktionsvorschrift

o 0 y
o+ L —— 0 H
H 3 H 3
OH

Abb.73: Funktionalisierung der Silica-Nanopartikel mit Glutardialdehyd.
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Die Silica-Nanopartikel wurden 1 h bei 25°C und 1400 U/min mit Glutardialdehyd (1 M) im
Thermomixer funktionalisiert und anschlieBend funfmal mit Wasser gewaschen. Die Parti-
kel wurden jeweils mit einer Ultrazentrifuge 90 min bei 25°C und 30 kU/min separiert.

4.3.3. Immobilisierung der Penicillin G Acylase

Um eine Agglomeration der Partikel zu verhindern, durfte die Konzentration der mit Enzym
beladenen Silica-Nanopartikel 10 mg/ml nicht Gberschreiten und es musste stets mit 1400

U/min gerlGhrt werden.

Reaktionsvorschrift

H
QO "N H
3 + —Enzym @) N—E

OH H

Abb.74: Immobilisierung der Penicillin G Acylase mittels Glutardialdehyd an Silica-Nanopartikel.

40 bis 400 mg Penicillin G Acylase pro g Silica-Nanopartikel, geldst in 0.2 M Phosphatpuf-
fer (pH 7.5), wurde 1 h bei 25°C und 1400 U/min im Thermomixer zur Reaktion gebracht.
Danach wurden das Immobilisat funfmal mit 0.01 M Phosphatpuffer (pH 7.5) gewaschen
und jeweils mit einer Ultrazentrifuge 90 min bei 25°C und 30 kU/min separiert.

4.4. Analytische Methoden

Die Analytik wurde Uberwiegend apparativ durchgefiihrt: Es wurden IR-; MS-, UV-, CD-
und QCM-Messungen verwendet. Die Trocknung der Partikel erfolgte durch Gefriertrock-

nung:
Gefriertrocknung

Das Trockengut wurde im Gefrierschrank gefroren und dann in der Gefriertrocknungsanla-
ge dem Hochvakuum ausgesetzt. Dadurch wird die Probe je nach Menge an Wasser in-
nerhalb von wenigen Stunden, bei gréBeren Proben Gber Nacht, getrocknet.

Die Gefriertrocknung eignet sich besonders gut zum Trocknen von leicht zersetzlichen
Stoffen, da es sich dabei um eine sehr schonende Methode handelt, die ohne hohe Tem-
peraturen, die die Stoffe zersetzen kénnen, auskommt (Jakubke und Karcher 1999). Das
Trockengut wird dabei gefroren in der Gefriertrocknungsanlage dem Hochvakuum ausge-

Seite 128 von 188



Physikalisch-chemische Untersuchung der Penicillin G Acylase

setzt. Durch das dabei auftretende Dampfdruckgeféalle zwischen dem gefrorenen Material

und dem Kondensator setzt eine Sublimation des Eises ein.
4.4.1. Messung des IR-Spektrums der Silica-Nanopartikel

Die Aufnahme der IR — Spektren erfolgte mittels DRIFTS (Diffusion Reflectance Infrared
Fourier Transformed Spectroscopy), dabei wird die Probe trocken mit Kaliumbromid ver-
rieben und in einen zylinderférmigen Halter eingebracht. Das IR-Spektrum wird von dem

Pulver in Reflexion aufgenommen und ausgewertet.
4.4.2. Gelelektrophorese und Massenspektrometrie

Die Penicillin G Acylase wurde durch eine eindimensionale Gelelektrophorese mit einem
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel (1D-SDS-PAGE) gereinigt und in ihre Untereinhei-
ten aufgetrennt. Die Enzymldsung wurde zweimal mit Puffer, bestehend aus 150 mM Tris
(Tri(hydroxymethyl)methylamin, pH 6.8), 120 g/I Natriumdodecylsulfat (SDS), 30v% Glyce-
rol, 15v% B-Mercaptoethanol und 120 mg/l Coomassie Brilliant Blue R-250 als Markie-
rungsreagenz fur die Laufmittelfront verdiinnt. Die Konzentration des Enzyms betrug nach
der Verdinnung 1 pg/ul, die Lésung wurde fir 5 min auf 99°C erhitzt. Die Proben wurden
dann in die Gelelektrophoresekammer eingebracht und mit Puffer (145 g/l Glycin, 29 g/l
Tris, 10 g/l SDS) aufgefillt. Die Elektrophorese dauerte eine Stunde bei 170 V und 400
mA. Das Gel wurde mit 200 g/l Trichloressigsaure fixiert und die Banden mit 1 g/l Coo-
massie Brilliant Blue R-250 markiert. Die Massen wurden durch den Proteinmarker LMW-
SDS-Marker Kit angezeigt. Die charakteristischen Enzymbanden wurden aus dem Gel
ausgestochen und mittels Trypsin (25 ng/pl) enzymatisch abgebaut. Die Peptidlésung
wurde 1:1 mit einer geséttigten Lésung a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in einem Gemisch
aus 0.1v% Trifluoressigsaure und Acetonitril im Verhaltnis von 70:30 gemischt und luftge-
trocknet ins MALDI-MS eingeflhrt.

4.4.3. Messung der Enzymaktivitat freier und immobilisierter Penicillin G Acylase

Die Aktivitat der freien Penicillin G Acylase (PGA) wurde durch einen spektroskopischen
Test mit Hilfe eines Chromophors, entstanden durch die Hydrolyse von 6-Nitro-3-
phenylacetamidobenzenséaure (NIPAB) bestimmt (Kasche 1987). Dabei katalysiert das
Enzym Penicillin G Acylase die Hydrolyse von NIPAB zu Phenylessigsdure und 5-Amino-
2-nitrobenzoesaure. Die entstandene Konzentration von letzterem wurde bei 380 nm ge-
messen (vgl. Abb.50).
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X
y PA/ +H,0 oH
NO, ==—=——= + H,N NO,
o PA/-H,0 5
CO,H CO,H

Abb.75: Hydrolyse von 6-Nitro-3-phenylacetamidobenzoesaure (NIPAB) durch Penicillin G Acylase zu Phe-
nylessigséaure und 5-Amino-2-nitrobenzoeséure.

Dabei wurde folgende Formel zur Bestimmung der am Trager immobilisierten Enzymmen-

ge verwendet:

ca *Va _(Ce *Ve +ZCWi >I<‘/Wi)

i=1

My =
mp

Abb.76: Menge an immobilisiertem Enzym. mg: Menge an immobilisierter Penicillin G Acylase auf trocke-
nem Trager (Img/g]), ca (Ce): Anfangskonzentration (Endkonzentration) der Penicillin G Acylase im Uberstand
([mg/ml]), Va (V¢): Anfangsvolumen (Endvolumen) der Enzymlésung ([ml]), cwi: Konzentration der Penicillin
G Acylase in den Waschungen ([mg/ml]), Vw;: Volumen der Waschungen ([ml]), i: Anzahl der Waschungen (i
= 1-n) [-], mp: Trockengewicht der Trager [g].

Das Spektrometer wurde mit 25 ul NIPAB (5 mM) in 950 ul Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH
= 7.5) abgeglichen und die Hydrolyse wurde durch die Zugabe von PGA (25 ul) bei 25°C
gestartet. Die durch die Katalyse mittels PGA entstandene Menge des Chromophors wur-
de spektroskopisch nach einer Minute gemessen. Die Menge an PGA wurde auf das Vo-
lumen der Ausgangslésung bezogen. Bei diesen Bedingungen verursacht die Ausgangs-
l6sung von 1 mgpga/ml eine Anderung der Absorption von 3.0 Absorptionseinheiten pro
Minute, dies entspricht 42 Units pro ml (Kasche 1987).

Die Aktivitatsmessung der immobilisierten PGA wurde wie von Galunsky (1994) beschrie-
ben durchgefiihrt. Dabei wurden folgende Anderungen gegeniiber der urspriinglichen Vor-
schrift vorgenommen: Das Spektrometer wurde mit 25 yl NIPAB (5 mM) Lésung in 950 pl
Phosphatpuffer (I = 0.2 M, pH = 7.5) abgeglichen. Die Hydrolyse begann nach der Zugabe
von immobilisierter PGA (25 pl) und anschlieBender intensiven Durchmischung (Vortex
Genie 2T) der Probe. Nach Reagieren bei 25°C und Zentrifugieren wurde die immobilisier-
te PGA mittels Zentrifugieren abgetrennt und die Absorption des Uberstandes bei 380 nm
gemessen (der gesamte Vorgang dauerte 1 min).

Der Aktivitatstest wurde auch daflr verwendet, um festzustellen ob nach der Waschung
eines Immobilisates noch Aktivitat im Uberstand vorhanden war. Es wurde so lange gewa-
schen, bis der Test negativ ausfiel, dies bedeutet, dass das Immobilisat ausreichend ge-

waschen und keine Enzymmolekile mehr an den Trager adsorbiert waren.
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4.4.4. Active Site Titration der Penicillin G Acylase

Die Active Site Titration ist eine allgemein verwendete Methode fiir die Bestimmung der
aktiven Enzymkonzentration von Penicillin G Acylase. Dabei wird das aktive Zentrum der
Penicillin G Acylase (PGA) mit dem Inhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) irreversi-
bel inhibiert (Svedas, 1977). Die verwendete Konzentration des Inhibitors PMSF betragt
zwischen 0 und 60% der eingesetzten Enzymkonzentration. Diese liegt im Bereich von 10
bis 20 umol/l. Daflr wird die PMSF-Lésung (20 mmol/l in 'Propanol) mit Phosphatpuffer
(0.2 M, pH 7.5) verdiinnt, die Verunreinigung mit 'Propanol stért die Messung nicht (Van
Langen et al, 2002, Janssen et al, 2002). Jedes Molekll PMSF acyliert selektiv das aktive
Zentrum der PGA (Serings) und deaktiviert dadurch dieses PGA-Molekil irreversibel, so
dass keine weiteren Substrate hydrolysiert werden kénnen. Nachdem das freie Enzym
oder die Trager mit immobilisiertem PGA inkubierten (20 min fir das freie und 2h flr das
immobilisierte Enzym), wurde die verbliebene Aktivitat wie oben beschrieben durch NIPAB
gemessen. Die Probe ohne Inhibitor besitzt eine 100% Aktivitat, die anderen Proben ent-
sprechend der unterschiedlichen Zugabe an PMSF eine umso geringere Aktivitat, je hdher
die Konzentration an PMSF war.

Dabei wird eine Enzymkonzentration von 1 mg/ml verwendet, das Gesamtvolumen betragt
1 ml. Die sieben Proben bestehen stets aus 25 pl Partikelsuspension, 25 pl NIPAB (5
mM), Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5) mit je 950, 940, 930, 910, 890, 870 und 850 pl, sowie
PMSF (5 uM) mit jeweils 0, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 pl. Dies entspricht der verbleiben-
den Aktivitat der Enzymmolekile von 100, 94, 88, 76, 64, 52, und 40%. Diese verbleiben-
de Aktivitat in Prozent wird gegen die Konzentration des Inhibitors PMSF aufgetragen. Da
eine Enzymaktivitat von 0 eine Inhibierung von 100% bedeutet (jedes Enzymmolekdl ist
durch ein PMSF-Molekul inhibiert) wird durch die Extrapolation des Graphen auf die En-
zymaktivitat von 0 die Konzentration der aktiven Zentren der Penicillin G Acylase in der

Probe berechnet.
4.4.5. UV-Messungen

Die Konzentration der Penicillin G Acylase, sowohl in geldster Form, als auch auf Silica-
Nanopartikel kovalent immobilisiert, wurde durch den Extinktionskoeffizienten des Proteins
bei 280 nm unter denaturierenden Bedingungen nach einer Standardmethode (Edelhoch,
1967) bestimmt. Fir diese Messung wurde die Proteinlésung (Proteinsuspension) in 6 M
Guanidinhydrochlorid in 0.02 M Phosphatpuffer bei pH 6.5 verdinnt. Das Absorptions-
spektrum im Bereich der aromatischen Absorption der Tryptophan und Tyrosin Aminosau-
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ren (280 nm) wurde von 240 bis 400 nm in einer Quarzmikrokivette (1.0 cm Schichtdicke)
gemessen. Die Vergleichsprobe war fir das freie Enzym die reine Lésung (6 M Guanidin-
hydrochlorid in 0.02 M Phosphatpuffer bei pH 6.5) und fir das immobilisierte Enzym obige
Lésung mit Silica-Nanopartikel identischer Konzentration wie in der Probe.

Aus der flachen Basislinie des UV-Spektrums des Proteins bei 310 nm war deutlich er-
sichtlich, dass die Streueffekte durch die Silica-Nanopartikel vernachlassigbar sind und
daher keine Korrektur notwendig ist. Die Konzentration des Enzyms in Lésung oder immo-
bilisiert wurde durch die Absorption bei 280 nm unter Verwendung des molaren Extinkti-
onskoeffizienten bestimmt. Dieser berechnet sich aus der Anzahl der Tryptophane, Tyro-
sine und Cysteine (Gill und Hippel, 1989). Er betragt fir die Penicillin G Acylase 199000
I*mol™*cm™, da die Penicillin G Acylase 28 Tryptophane und 31 Tyrosine und kein Cystein
besitzt. Aus der molaren Masse der Penicillin G Acylase und der Masse der Silica-
Nanopartikel konnte die Beladung ermittelt werden.

4.4.6. Circulardichroismus-Messungen

Das CD-Gerat wurde regelmaBig mit 0.06% (w/v) wassrigem Ammonium-D-10-(+)-
Camphersulfonat (ACS) bei 290.5 nm kalibriert, um der Verschiebung des Spektrums
durch die Veranderung der Spiegel durch die Messungen entgegenzuwirken. Die Spektren
wurden von 180 bis 260 nm mit einer Schrittweite von 0.1 nm gemessen. Drei wiederholte
Messungen mit einer Messgeschwindigkeit von 10 nm/min, 4 s Responszeit und 1 nm
Bandbreite wurden fir jede Probe und jede Referenz gemittelt. Die Proben wurden in 10
mM Phosphatpuffer (pH 7.5) in einer Quarzmikroklvette (0.1 cm optische Schichtdicke)
gemessen. Die Vergleichsprobe war fir das freie Enzym die reine L6sung (6 M Guanidin-
hydrochlorid in 0.02 M Phosphatpuffer bei pH 6.5) und fir das immobilisierte Enzym obige
Lésung mit Silica-Nanopartikel identischer Konzentration wie in der Probe. Die gemittelten
Vergleichsspektren wurden vom gemittelten Probenspektrum abgezogen, um einwandfreie
CD-Spektren zu erhalten. Alle Spektren wurden bei 20°C gemessen.

Die CD-Spektren wurden durch eine adaptive Glattungsmethode zur Rauschunterdri-
ckung (Teil der JASCO Spektrumanalyse Software) optimiert. Die Sekundarstruktur wurde
durch die Algorithmen CONTINLL, CDSSTR und SELCON 3 von DICHROWEB (Whitmore
und Wallace, 2004, Lobley et al, 2002) ermittelt. Es wurden drei Algorithmen verwendet,

um die Auswertungen der Algorithmen untereinander vergleichen zu kénnen.
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4.4.7. Messungen mit der Quarzkristallmikrowaage

Der QCM-Chip wurde mit in Toluen geléstem Polymethylacrylat beschichtet (Dicke: 265
nm) und mit Hexamethylendiamin und Glutardialdehyd in der Quarzmikrowaage funktiona-
lisiert (analog der Reaktionsvorschrift, vgl. Kapitel 3.3.3.). Danach wurde das Enzym nach
folgendem Ablauf immobilisiert:

0 bis 12 min: Aquilibrierung mit Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5)

12 bis 116 min: Immobilisierung des Enzyms (2.9 mg/ml)

116 bis 210 min:  Waschung (Bicarbonatpuffer [0.2 M, pH 9.2], Phosphatpuffer

[1.0 M, pH 7.5], Acetatpuffer [0.1 M, pH 3.75], Phosphatpuffer
[0.2 M, pH 7.5])

210 bis 250 min:  Aqulibrierung mit Phosphatpuffer (0.2 M, pH 7.5)
und mittels eines QCM-D (Quarz Crystal Mikrobalance with Dissipation Monitoring) analy-
siert. Die Messungen wurden bei 25°C aufgenommen, alle verwendeten Lésungen waren
temperiert. Der Schermodulus G der Beschichtung betrug 120 kPa, die dynamische Vis-
kositét 1 betrug 0.0015 Ns/m? und wurden wahrend der Messung als konstant angenom-
men (Welle, 2004). Die Auswertung wurde mittels der Software QTools 1.2.0.33. (vom
Hersteller Q-Sense) vorgenommen. Diese wertet die Frequenzanderung und Dampfung
der Schwingung des QCM-Chips aus, die durch die Massenzunahme durch die Immobili-
sierung des Enzyms entsteht. Je niedriger die Beladungsdichte mit Enzym auf dem QCM-
Chip ist, also je héher der Wasseranteil auf dem QCM-Chip ist, desto héher ist die Damp-
fung.

4.5. Ergebnisse und Diskussion

Die folgenden Ergebnisse beinhalten die Auswertung der Identifizierung des Modellen-
zyms mittels Massenspektrometrie-Messungen, der Sekundarstrukturanalyse mittels Cir-
culardichroismus-Messungen und der Untersuchung der Immobilisierungskinetik durch
Quarzkristallmikrowaagen-Messungen.

4.5.1. Funktionalisierung der Silica-Nanopartikel

Als Basis fir alle Versuche zur Bestimmung der Sekundarstruktur wurden Silica-
Nanopartikel von Grace Davison (Ludox®-HS40) verwendet. Diese verfiigen iber folgende
Eigenschaften:

e Monodispers, 12 nm Durchmesser
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e Spezifische Oberflache 198 bis 258 m?/g
e Dichte 1.292 bis 1.312 g/cm®

e Transparent, bilden eine stabile kolloidale Suspension (400 mg Partikel / ml Suspensi-
on) in Wasser (vgl. Abb.77)

e Zetapotential -52 mV bei pH 7.5 (vgl. Abb.78)

Dass Zetapotential der Silica-Nanopartikel ist in Abb.77 dargestellt. Diese weisen ein Ze-
tapotential von -51.8 mV bei pH 7.5 auf.
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Abb.77: Zetapotential der Silica-Nanopartikel Ludox®-HS40 in Abhangigkeit des pH-Wertes.

Auf Grund der geringen Teilchengr6Be (12 nm) und des hohen Zetapotentials bilden diese

Partikel in wassrigen Medien eine Uber lange Zeit stabile Suspension. Eine Agglomeration

tritt nur bei unsachgemaBer Separierung und verstarkt nach der Beladung mit Enzym auf.

Dies wurde durch die besondere Behandlung verhindert:

e Die Partikel wurden nur mit der Ultrazentrifuge (90 min, 30 kU/min, 25°C) separiert.

e Jede Reaktion wurde mit 1400 U/min ausgefuhrt.

e Die Konzentration an Silica-Nanopartikel im Medium betrug nie mehr als 100 mg/ml
ohne Enzym und nie mehr als 10 mg/ml mit kovalent immobilisiertem Enzym.

Die Aktivierung der Silica-Nanopartikel mit Glutardialdehyd erfolgte im 20 ml MaBstab und

stellte so 2 g aktivierte Partikel zur Verfligung, die fir alle in dieser Arbeit beschriebenen

Versuche verwendet wurden. Nach jeder Reaktion wurden die Partikel getrocknet und die

Konzentration mittels Wagung bestimmt.
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4.5.2. Immobilisierung der Penicillin G Acylase

Die aktivierten Silica-Nanopartikel wurden mit Penicillin G Acylase beladen, dabei wurden
stets 20 mg/ml Silica-Nanopartikel verwendet und mit 40 bis 400 mg Enzym pro g Partikel
reagiert. Fir die CD-Messungen wurden die gewaschenen Proben auf eine Konzentration
von 0.03 mg Silica-Nanopartikel pro ml eingestellt. Das Enzym wurde Uber seine Ami-
nogruppen (Lysin, relative Proteinhaufigkeit 7.1% oder Arginin, relative Proteinhaufigkeit
4.4%) gebunden.

4.5.3. Analytische Messungen

Die Immobilisate aus Enzym und Silica-Nanopartikel sind mittels IR- und CD-Messungen
untersucht worden. Fir die QCM-Messungen wurde auf QCM-Chips immobilisiertes En-

zym verwendet.
Messung des IR-Spektrums der Silica-Nanopartikel

Um die Funktionalisierung der Silica-Nanopartikel mit Glutardialdehyd zu Uberprifen, wur-
den die reinen Silica-Nanopartikel und die aktivierten Silica-Nanopartikel mittels IR unter-
sucht (vgl. Abb.78).

Absorptionseinheiten (-)
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Abb.78: IR-Spektren von reinen Silica-Nanopartikeln (rot) und mit Glutardialdehyd funktionalisierten Silica-
Nanopartikeln (blau).
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Das IR-Spektrum (vgl. Abb.78) zeigt neben den Banden der Silica-Nanopartikel (3432 cm™
Si-OH, 1096 cm™ Si-OH, 797 cm™ Si-OH, vgl. IR-Vergleichsspektrum im Anhang) die nur
im Spektrum der Silica-Nanopartikel mit Glutardialdehyd-Funktionalisierung auftretenden
Banden der Funktionalisierung (2929 cm™ CH, und 2854 cm™ CHO).

Gelelektrophorese und Massenspektrometrie

Far die Untersuchung der Sekundarstruktur der immobilisierten Penicillin G Acylase von E.
coli musste die molare Masse und die Aminosauresequenz bestimmt werden. Dazu waren
eine 1D-Gelelektrophorese und ein enzymatischer Abbau mittels Trypsin notwendig, da
der Detektor des Massenspektrometers nur Peptidfragmente von 2 bis 25 kDa erkennt.
Um die Penicillin G Acylase zu charakterisieren, wurde die MALDI-TOF MS/MS Mas-
senspektrometrie verwendet. Die Banden des Massenspekirums konnten eindeutig dem
Enzyms Penicillin G Acylase mittels der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

zugeordnet werden. Diese Datenbank ist flir die Identifizierung enzymatisch in definierte

Fragmente abgebaute Proteine ausgelegt. In dieser Datenbank gilt eine Auswertung mit

einem Wert > 57 als signifikant, der Wert der Auswertung obiger Messung betrug 127 und

ist damit eindeutig signifikant. Mit den Arbeitsschritten Aufreinigung, enzymatischer Abbau

zu Peptidfragmenten, Massenspektrometrie verbundener Datenbankabgleich ergab:

e Penicillin G Acylase, gereifte Form, von E. coli, EC 3.5.1.11.

e 86192 g/mol, 766 Aminosauren.

e Das Enzym hat eine A-Kette (Aminosauren A1 bis A209) und eine B-Kette (Aminosau-
ren B1 bis B557).

Nur die gereifte Form der Penicillin G Acylase ist katalytisch aktiv (vgl. Kapitel 3.1.1.).

Abb.79 zeigt das MS-Spekirum der Fragmente von Penicillin G Acylase nach der Aufreini-
gung mittels einer 1D-Gelelektrophorese und einem tryptischen Abbau.
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Abb.79: MS-Spektrum der durch enzymatischen Abbau gebildeten Peptidfragmente der Penicillin G Acyla-
se.

Dieses Spektrum wurde genutzt, um mittels eines Datenbankabgleichs die molare Masse

und die Aminosauresequenz des Enzyms zu bestimmen.
Messung der Aktivitat freier und immobilisierter Penicillin G Acylase

Die reine Stammlésung der Penicillin G Acylase (E.coli, 3.5.1.11.) von Sigma-Aldrich hat
eine Aktivitat von 16.13 mg/ml und das Enzym eine spezifische Aktivitat von 42 U/mQaktives
Enzym- Dies bezieht sich auf den NIPAB-Aktivitatstest (vgl. Kapitel 4.4.): 42 U/ml bei 1
mg/ml entspricht 42 U/mg (Kasche, 1987).

Verschiedene Mengen an Enzym wurden auf derselben Partikelmenge kovalent immobili-
siert und die Beladung wurde mittels UV-Messungen bestimmt. Abb.80 zeigt die Beladun-

gen in Abh&ngigkeit der eingesetzten Enzymmenge pro g Silica-Nanopartikel.
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Abb.80: Beladung der Silica-Nanopartikel als Funktion der eingesetzten Enzymmengen.

Es zeigt sich, dass fiir 40 bis 400 mg eingesetzte Enzymmenge pro g Silica-Nanopartikel
die Beladung von 14.9 auf 55.8 mg/g (immobilisiertes Enzym pro g Silica-Nanopartikel)
ansteigt. Fir eine eingesetzte Enzymmenge von 320 und 400 mg/g zeigt sich eine nahezu
konstante Beladung von 54.6 und 55.8 mg/g und somit eine Sattigung. Dabei sank die
Ausbeute von 37% (bei 40 mg/g eingesetzter Enzymmenge) auf 14% (bei 400 mg/g).

Die spezifische Aktivitat (Units an aktivem Enzym pro mg Enzymbeladung) sank von 22.1
U/mg (bei einer Beladung von 14.9 mg/g) Uber 12.2 U/mg (bei 39.5 mg/g) bis hin zu 9.17
U/mg (bei 55.8 mg/g).

Multipliziert man die Beladung (zum Beispiel 14.9 mg/g) eines Wertes mit der dazugehori-
gen spezifischen Aktivitat (in diesem Fall 22.1 U/mg), so erhalt man eine ,spezifische Na-
nopartikel Aktivitat” von 330 U/gparikel- Diese steigt mit zunehmender eingesetzter Enzym-
menge auf 510 U/gpaniker (b€l einer Beladung von 55.8 mg/g). Um diese Beladung zu errei-
chen, musste die eingesetzte Enzymmenge um das zehnfache erhéht werden. Dabei er-

hohte sich die ,spezifische Nanopartikel Aktivitat“ allerdings nur um 50%.
Active Site Titration der Penicillin G Acylase

Die Active Site Titration (AST) ist eine sehr genaue Methode, um die aktive Penicillin G
Acylase in freier oder immobilisierter Form durch Inhibierung zu bestimmen. Daher wurde
diese Methode verwendet, um die Direktimessung stichprobenartig oder bei zweifelhaften

Ergebnissen zu Uberprifen.
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UV-Messungen

Die Beladung der Partikel wurde mittels UV-Messungen bestimmt und durch Massenbilanz
kontrolliert. Die Proben mussten temperiert und sorgfaltig durchgefihrt werden, da die Sili-
ca-Nanopartikel mit dem denaturierten Enzym zur Agglomeration (Schlierenbildung) neig-
ten. Dabei stellten sich Abweichungen der UV-Messungen von den Aktivitdtsmessungen

mittels NIPAB von bis zu 4% heraus, es wurden die Werte der UV-Messung verwendet.
Circulardichroismus-Messung

Zuerst wurden Circulardichroismus-Messungen (Bestimmung der Sekundarstruktur von
Proteinen durch die unterschiedliche Absorption von rechts und links circular polarisiertem
Licht beim Durchgang durch ein optisch aktives Medium [chirale Molekule]) der freien Pe-
nicillin G Acylase durchgeflhrt, dabei stellte sich heraus, dass diese ohne Schwierigkeiten

gemessen und damit die Sekundarstruktur bestimmt werden kann.

Die einzelnen Strukturelemente verursachen im CD-Spekirum Banden von definierter
Gestalt bei bestimmten Wellenlangen (vgl. Abb.81-84). Die a-Helix besitzt bei 192 nm eine
positive, bei 209 nm und 222 nm eine negative Bande (vgl. Abb.81).

a-Helix

positive Bande bei 192 nm {(n — n*)

negative Bande bei 209 nm (n — 7n%)
negative Bande bei 222 nm (n — %)

¢ (I/mol*cm)
25

20F

160 180 200 220 240 260

Wellenldnge (nm)

Abb.81: a-Helix: Sekundérstruktur und Darstellung der Bande im CD-Spektrum.

Das B-Faltblatt besitzt eine positive Bande bei 197 nm und eine negative Bande bei 216
nm (vgl. Abb.82).

Seite 139 von 188



Physikalisch-chemische Untersuchung der Penicillin G Acylase
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Abb.82: B-Faltblatt: Sekundarstruktur und Darstellung der Bande im CD-Spektrum.

Die B-Schleife besitzt eine positive Bande bei 207 nm und eine negative Bande bei 189
nm (vgl. Abb.83).

p-Schileife (p-turn)
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B-Schleife (Typ I -Schleife (Typ 1)
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Abb.83: 3-Schleife: Sekundarstruktur und Darstellung der Bande im CD-Spektrum.

Das statistische Kn&uel besitzt eine positive Bande bei 212 nm und eine negative Bande
bei 198 nm (vgl. Abb.84).
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Statistisches Knauel

{random coil)
Protein oder Teilstiick eines Proteins Positive Bande bei 212 nm (x — %)

ohne erkennbare Sekundarstruktur Negative Bande bei 198 nm (n — n*)

(irregulare Struktur) ¢ (I/mol*cm)
25

20Fr

15¢

10F

160 180 200 220 240 260

Wellenlange (nm)
Abb.84: Statistisches Knduel: Sekundarstruktur und Darstellung der Bande im CD-Spektrum.
Die Analyse der CD-Spektren erfolgt Gber Datenbanken, die Uber Referenzspektren eine

Berechnung der Sekundarstruktur vornehmen. Zwei Beispiele fiir solche Spektren sind in
Abb.85 und 86 gegeben.
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Abb.85: Referenzspektrum fir die CD-Analyse: Myoglobin.

In Abb.86 ist das CD-Spektrum von Myoglobin gegeben, dass auch als Referenzspektrum

verwendet wird.
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Molare Elliptizitiit (deg*em”2/decimol)

3000
2000
1000
0
-1000
-2000
-3000
=-4000
=5000
-€000
=7000
-8000

Bence-dones-Protein:

aeHelix 0.00%
Antiparalleles g-Faltblatt 40.00%
Paraleles g-Faltblatt  19.00%
§-5Schleife 10.00%
Ungeordnet (random coil) 31.00%

-9000
=10000

-11000

-12000

-13000 178 188 198 208 218 228 238 248 258

-14000 ! ! | ! L |
Wellenliinge (nm)

Abb.86: Referenzspektrum fur die CD-Analyse: Bence-Jones-Protein.

In Abb.86 ist das CD-Spektrum des Bence-Jones-Proteins gegeben, dass auch als Refe-

renzspektrum verwendet wird.

Durch die Verwendung von CD-Messungen konnten mégliche Strukturanderung der Peni-
cillin Amidase verfolgt und somit festgestellt werden, ob dies der Grund flr die verminderte
Aktivitat war.

Es wurde versucht, die Sekundarstruktur der Penicillin G Acylase (0.116 mg/ml), kovalent

immobilisiert auf Polymertrdgern (1 mg/ml), zu vermessen. Da dies einige Probleme auf-

wies (siehe unten), ergab sich letztendlich folgende Arbeitsreihenfolge der CD-
Messungen:

e Messung der freien Penicillin G Acylase erfolgreich

e Messung des auf Polymerpartikel immobilisierten Enzyms erfolglos

e Messung der reinen Polymerpartikel geeignete Trager

e Messung einer Mischung von Polymerpartikeln und Enzym erfolgreich
- dennoch war eine Messung mit dem Immobilisat erfolglos
e Daher wurden Silica-Nanopartikel verwendet
e mit adsorbiertem Enzym erfolgreich
e mit kovalent gebundenem Enzym erfolgreich

Seite 142 von 188



Physikalisch-chemische Untersuchung der Penicillin G Acylase

Es war nicht méglich, auf Polymerpartikeln immobilisiertes Enzym mittels CD zu vermes-
sen, obwohl der Wert flr die Hochspannung innerhalb des Toleranzbereiches (< 600 V)
lag (vgl. Abb.87). Dies bedeutet, dass die Partikel die Messung nicht durch Streuung sté-

ren.
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Abb.87: CD-Spektrum der reinen Polymermikro-Partikel.

Im obigen CD-Spektrum ist nur das CD-Signal (Einheit mdeg, Millidegree) angegeben und
es ist nur die Streuung der Partikel und die Hochspannung eingetragen.

Somit konnten die Partikel verwendet werden, da sie die Messung im bendtigten Wellen-
langenbereich nicht wesentlich beintrachtigen. Eine Mischung dieser Partikel (1 mg/ml) mit

dem Enzym (0.116 mg/ml) erbrachte ein verwertbares Spektrum (vgl. Abb. 88).
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Abb.88: CD-Spektrum einer Mischung der reinen Polymermikro-Partikel und Penicillin G Acylase.

Obwohl das Spektrum im Bereich unter 200 nm verrauscht war, konnte die Sekundarstruk-
tur des Enzyms in der Mischung bestimmt werden. Das CD-Signal des Enzyms wird als
molare Elliptizitat (Jmolare Elliptizitat] = deg*cm®*decimol™) angegeben. Diese Angabe gibt

das CD-Signal pro Mol Enzym wieder.

Allerdings war es dennoch nicht mdglich, eine CD-Messung mit dem immobilisierten En-
zym durchzufihren. Die kovalente Bindung des Enzyms und der damit verbundene, kurze
mittlere Abstand des Enzyms zur Oberflache verhinderten eine CD-Analyse des Enzyms.
Durch die 1000-fach gréBeren Partikel wurde so viel Licht absorbiert, dass nicht genug
Licht far eine Analyse der Messung den Detektor erreichte.

Alle weiteren Versuche, auf Polymer-Mikropartikel adsorbiertes oder kovalent immobilisier-
tes Enzym mittels CD zu vermessen, schlugen fehl. Die Verwendung der Polymer-
Nanopartikel fir die CD-Messung war auf Grund der starken Agglomeration (vgl. Kapitel
3.5.6.) und der damit verbundenen Streuung ebenfalls erfolglos. Daher wurden die Silica-
Nanopartikel verwendet.

Ohne die Kenntnis der besonderen Handhabung fir die Silica-Nanopartikel (vgl. Kapitel
4.3.2.) bildeten diese Agglomerate, die eine Vermessung bei niedriger Konzentration (<
0.03 mg Enzym pro ml) vereitelten.
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Durch Verwendung hoher Konzentrationen (0.5 mg Enzym pro ml) konnten CD-
Messungen der Penicillin G Acylase durchgeflihrt werden, die mittels Adsorption auf Sili-
ca-Nanopartikeln immobilisiert war. Diese wiesen ebenfalls eine geringe Agglomeration
auf, aber da die Silica-Nanopartikel viel kleiner als die Mikropartikel sind und somit eine
hdhere Beladung erméglichten und weniger streuten, wurde die Messung nicht gestort.
Zudem absorbieren diese Silicapartikel selbst kaum Strahlung im verwendeten Wellenlan-
genbereich. Dabei sind bereits Strukturdnderungen zu erkennen, die auf diese, nicht-
kovalente Immobilisierung zurtickzufihren sind (vgl. Abb.89). Da aber eine hohe Konzent-

ration verwendet werden musste, war die Messung unterhalb 200 nm mdglich.
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Abb.89: CD-Spektrum der Silica-Nanopartikel mit hoher Konzentration an Penicillin G Acylase.

Eine Auswertung dieses Spektrums war nicht méglich. Im obigen CD-Spektrum sind daher
nur das CD-Signal (Einheit mdeg, Millidegree, Milligrad) und die Hochspannung angege-

ben.

Zwei groBe Probleme bei der Aufnahme von CD-Spektren von immobilisierten Enzymen,
die Partikelsedimentation und die starke Lichtstreuung (Ganesan et al, 2006), wurden
durch die Verwendung von Silica-Nanopartikeln und deren besondere Behandlung, die
eine stabile Suspension in Wasser ermdglichten, vermieden. Durch diese Bedingungen
(vgl. Kapitel 4.3.3.) konnten gute Spekiren von kovalent immobilisierten Enzymen ohne

Absoprtionsglattung aufgenommen werden (vgl. Abb.90).
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Abb.90: CD-Spektren der freien und auf Silica-Nanopartikeln kovalent immobilisierten Penicillin G Acylase
im Vergleich.

In Abb.90 ist das CD-Spektrum der freien Penicillin G Acylase mit den CD-Spektren der
Immobilisate (12.7, 33.8 und 55.8 mg/g) aufgefihrt. Das Spektrum der freien Penicillin G
Acylase stimmt mit dem in der Literatur (Lindsay et al, 1990) gut Uberein. Alle Spektren
werden von Banden bei 192, 209 und 222 nm dominiert, die typisch flr Proteine mit einem
hohen a-helicalen Anteil sind. Das CD-Spektrum der freien Penicillin G Acylase ist fast
identisch mit den Spektren der kovalent immobilisierten Enzyme, unabhé&ngig von der Be-
ladung auf den Tragern. Das Spektrum des freien Enzyms zeigt eine MRE (mean residue
ellipticity, molare Elliptizitat, vgl. Kapitel 4.1.1.) von -10500 deg*cm?*decmol™ bei 220 nm,
wahrend die immobilisierten Spektren untereinander sehr &hnlich sind und nur um 5% von
dem Spektrum des freien Enzyms abweichen. Die Abweichung im Spektrum des freien
Enzyms von den Spektren der immobilisierten Enzyme bei der positiven Bande bei 192
nm betragt nur 10%.

Auswertung der CD-Spektren mittels Algorithmen

Die Auswertung der CD-Spektren wurde mit den Sekundarstrukturbestimmungsalgorith-
men CONTINLL (Van Stokkum et al, 1990), CDSSTR (Sreerama und Woody, 2000) und
SELCON 3 (Sreerama und Woody, 1999) durchgefihrt, die auf dem DICHROWEB-Server
(Whitmore und Wallace, 2004) zur Verfliigung stehen. Tab.8 zeigt die Sekundarstruktur-

elementanteile dieser Analysen fur das freie Enzym Penicillin G Acylase zusammen mit
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dessen Daten aus der Kristallstrukturaufklarung (Morillas et al, 2003, Proteindatenbank-

Eintrag: 1h2g).

Methode a-Helix p-Faltblatt B-Schleife | Ungeordnet NRMSD
CONTINLL 33.8 19.2 17.4 29.5 0.035

CDSSTR 35.0 23.0 19.0 23.0 0.009
SELCON 3 34.7 17.7 18.7 29.7 0.075
X-ray (PDB) 34.9 20.0 18.1 27.0 --

Tab.8: CONTINLL, CDSSTR und SELCON 3 —Auswertung der CD-Spektren der freien Penicillin G Acylase
zusammen mit den Réntgenstrukturdaten aus der Proteindatenbank (PDB).

Die Qualitat der Anpassung der berechneten Spektren an die experimentellen Daten, aus
denen die Sekundarstrukturelemente berechnet wurden, werden durch den NRMSD-Wert
bestimmt, ein Wert < 0.1 bedeutet dabei eine gute Anpassung (Mao et al, 1982):

2
NRMSD-Wert (normalized root mean square deviation): NRMSD =[z(§e(xz; (?gf”) 172
exp

Der Strukturanalyse aus den CD-Spekiren liegt die DSSP-Methode (Kabsch und Sander,
1983) zugrunde, die eine Relation der Proteinstruktur aus der Aminosauresequenz durch

definierte Strukturelemente ermdglicht. Die Einteilung der Gruppen der Sekundarstruktur-
elemente wurde wie allgemein Ublich (Sreerama et al, 1999) vorgenommen: o- und 31o-
Helix wurden als a-Helix, Faltblattstrukturen als B-Faltblatt, Schleifen und Kriimmungen als
B-Schleife eingeteilt, wobei minimal zwei benachbarte Aminosauren fir eine B-Schleife
notwendig sind. Einzelne Aminosauren (zum Beispiel zwischen zwei Strukturelementen)
werden der Gruppe ,Ungeordnet” zugeteilt, die alle Aminosduren umfasst, die keinem
Strukturelement zugeordnet werden kénnen. Die in der Tab.8 aufgeflihrten, durch ver-
schiedene Algorithmen berechneten Strukturen stimmen sehr gut Uberein, die Abweichung
zur Réntgenstrukturanalyse betragt 3.1% fir a-Helix, 11.5% fur B-Faltblatt, 5.0% fir B-
Schleife und 14.8% flir den Bereich Ungeordnet. Da diese Daten an Enzymkristallen ge-
messen wurden und die freie Penicillin G Acylase in Lésung vermessen wurde, sind die

Ubereinstimmungen sehr gut.

Die Abb.91 zeigt die Ubereinstimmung der experimentellen CD-Messung der freien Peni-
cillin G Acylase mit den berechneten Daten aus den Algorithmen CONTINLL; CDSSTR
und SELCON 3.
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Abb.91: Vergleich der experimentellen CD-Messung der freien Penicillin G Acylase mit den berechneten
Daten aus den Algorithmen CONTINLL, CDSSTR und SELCON 3.

In Tab.9 ist exemplarisch die Auswertung der Strukturanalyse flir die immobilisierte Peni-

cillin G Acylase mit einer Beladung von 55.8 mg/g aufgefihrt.

Methode a-Helix B-Faltblatt B-Schleife | Ungeordnet NRMSD
CONTINLL 33.2 16.9 22.0 28.0 0.027
CDSSTR 35.0 19.0 18.0 28.0 0.013
SELCON 3 33.9 17.4 19.7 29.3 0.076

Tab.9: CONTINLL, CDSSTR und SELCON 3 —Auswertung der CD-Spektren der immobilisierten Penicillin G

Acylase.

Auch in diesem Fall ist der NRMSD-Wert deutlich unter 0.1 und zeigt somit die gute An-

passung der berechneten Daten mit den experimentellen Daten auf. Dies wird durch die
CD-Spektren belegt (vgl. Abb.92).

Seite 148 von 188




Physikalisch-chemische Untersuchung der Penicillin G Acylase

20000

15000 A — Penicillin G Acylase (experimentell)

\ — Penicillin G Acylase (CONTINLL)

(
(
Penicillin G Acylase (CDSSTR)
10000 \ (
5000

Penicillin G Acylase (SELCON3)
-5000 \\ /
-10000

v‘/

MRE (deg*cm?decimol™)

-15000

190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
Wellenldnge (nm)

Abb.92: Vergleich der experimentellen CD-Messung der kovalent immobilisierten Penicillin G Acylase mit
den berechneten Daten aus den Algorithmen CONTINLL, CDSSTR und SELCON 3.

Zusammenfassend stellte sich heraus, dass die Anderungen der Sekundérstrukturelemen-
te, die durch die Immobilisierung von Penicillin G Acylase auf Silica-Nanopartikel, also der
Vergleich des Struktur des freien Enzyms mit der des kovalent immobilisierten Enzyms,
auBerst gering ist.

Die Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acylase bewirkte im Vergleich zum
freien Enzym eine Erhdhung des Anteils von 0.5% fir die a-Helix und 2.2% flir das -
Faltblatt, sowie eine Verminderung der B-Schleife um 1.6% und des ungeordneten Anteils

von 1.1%.

In Abb.93 sind die prozentualen Anteile der Sekundarstrukturelemente von elf kovalenten
Immobilisierungen der Penicillin G Acylase auf die Silica-Nanopartikel mit unterschiedli-

cher Beladung (von 12.7 bis 55.8 mg/g) dargestellt ist.
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Abb.93: Darstellung der prozentualen Sekundarstrukturanteile (CONTINLL) als Funktion der Beladung.

Dabei zeigt sich, dass keine Uber die Strukturanderung durch die Immobilisierung hinaus-
gehende Strukturanderung mit steigender Beladung des Tragers mit Enzym auftritt.

In Abb.94 sind nur die CONTINLL-Berechnungen dargestellt, da die Berechnungen flr
CDSSTR und SELCON 3 vergleichbar sind. Diese sind als Funktion der Beladung aufge-
fihrt und zeigen einen gleich bleibenden Anteil fir alle Strukturelemente.

Da sich die Sekundarstruktur des Enzyms durch die Immobilisierung an Silica-Nanotrager
nicht und unabhangig von der Hohe der Beladung andert, kbnnen keine Strukturédnderun-
gen fir die mit zunehmender Beladung steigende Verminderung der spezifischen Aktivitat
verantwortlich sein. Die spezifische Aktivitat (Units an aktivem Enzym pro mg Enzymbela-
dung) sank von 22.1 U/mg (bei einer Beladung von 14.9 mg/g) tUber 12.2 U/mg (bei 39.5
mg/q) bis hin zu 9.17 U/mg (bei 55.8 mg/qg)

Daher miussen andere Effekte, die die spezifische Aktivitdt vermindern, die Ursache flr
diese Ergebnisse sein. Da die spezifische Aktivitdt mit zunehmender Beladung sank, ist
eine sterische Hinderung der Katalyse durch die dichtere Packung der Enzymmolekule auf
Grund der hdheren Beladung wahrscheinlich. Durch die dichtere Packung der Enzymmo-
lekile ist auch die Diffusion in der Nahe der Enzymmolekile geringer, dies flhrt zu einer
Diffusionslimitierung des Substrates bei der Katalyse.

Messungen mit der Quarzkristallmikrowaage:

Um die Kinetik der Immobilisierung mittels physikalisch-chemischer Methoden zu untersu-

chen und die immobilisierte Enzymmenge zu quantifizieren, verwendeten wir Quarzkris-
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tallmikrowaagenmessungen (QCM-Messungen), die mittels einer Frequenzanderung die
Massenzunahme auf dem QCM-Chip bestimmen kénnen. Dies ist eine sehr genaue Me-
thode, allerdings auch sehr empfindlich gegentber den Reaktionsbedingungen. Die im
Spektrum (Abb.94) zu sehenden Bereiche 1, 2 und 3 kennzeichnen die Immobilisierung,
bei der auch die Frequenzminderung eintritt (entspricht einer Massenzunahme), das Wa-

schen des Chips und die daran anschlieBende Aquilibrierung mit dem Puffer.
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Abb.94: QCM-Messung von Penicillin Amidase auf einem QCM-Chip mit Polymethylacrylat-Beschichtung
und einer HG-Spacereinheit. Die Frequenzerniedrigung (blaue Linien) ist auf Achse F3/3 und die Dampfung
(orange Linien) ist auf Achse D3 aufgeflihrt.

Die Frequenzerniedrigung gibt die Menge an immobilisiertem Enzym an, die Dampfung

erlaubt Aussagen Uber den Wassergehalt des Mediums in Kontakt mit dem QCM-Chip.

Die Menge an immobilisiertem Enzym in Abb.94 betrug 10.63 mg/m®.

Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Die Immobilisierung war nach 104 min abgeschlossen.

e Die maximale Menge an kovalent immobilisiertem Penicillin G Acylase betrug 18.69
mg/m?.
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Daraus ergibt sich eine maximale Beladung fiir den Chip (Achip = 1.13 cm?) von 2.11 ug.
Die Aktivitat des auf dem Chip immobilisierten Enzyms wurde ebenfalls mittels einer Di-
rektmessung vermessen, dabei ergab sich fir den oben aufgeflihrten Chip eine Menge an
aktivem Enzym von 1.4 pg. Damit betragt die spezifische Aktivitat 27.9 U/mg. Das bedeu-
tet, dass 66% der auf dem Chip immobilisierten Penicillin G Acylase katalytisch aktiv war.
Eine Immobilisierung des Enzyms unter vergleichbaren Bedingungen (Polymethylacrylat-
Partikel, eine HG-Spacereinheit) ergab:

e Optimale Immobilisierungsdauer betrug 40 h.

e Die maximal immobilisierte Enzymmenge betrug 12.0 mg/m? (9.2 U/mg).

Dabei zeigt sich, dass sowohl die Beladung, als auch die spezifische Aktivitat auf einem
QCM-Chip hoéher ist, als auf den suspendierten Partikeln (nach Standardmethode, vgl.
Kapitel 3.4.).

Durch die schnelle Durchfiihrung der Quarzkristallmikrowaagen-Messungen lasst sich die-
se Methode sehr gut als schnelle Screening-Methode verwenden, um unterschiedliche

Immobilisierungstechniken miteinander zu vergleichen.
4.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Zur Identifizierung des verwendeten Enzyms wurde die Aufreinigung und Auftrennung des
Enzyms mittels Gelelektrophorese mit der Massenspektrometrie kombiniert. Die Anderun-
gen der Sekundarstruktur wurden mittels Circulardichroismus-Messungen analysiert und
der Verlauf der Immobilisierung mittels Quarzkristallmirkowaagen-Messungen verfolgt.

CD-Messungen

Die vorgestellten CD-Messungen sind die ersten, die an einem kovalent an einer festen
Phase — hier an Silica-Nanopartikeln (12 nm groB) — immobilisierten Enzym vorgenommen
wurden. Das Modellenzym Penicillin G Acylase (9 nm groB3) wurde kovalent auf Silica-
Nanopartikel immobilisiert, um Lichtstreuung und Sedimentation, die zur Absorptionsglat-
tung fihren, zu reduzieren. Fir die Charakterisierung des immobilisierten Enzyms sind die
Beladung und die spezifische Aktivitat wichtige Parameter. Daher wurde die Beladung auf
den Tragern mit Hilfe von UV-Spektren Uber die Absorption der Aminosauren Tryptophan
und Tyrosin der Penicillin G Acylase bei 280 nm bestimmt (Gill et al, 1989). Die spezifi-
sche Aktivitat des freien und immobilisierten Enzyms wurde durch die Methoden vom Ar-
beitskreis von Prof. Dr. Kasche (Kasche et al, 1987, Galunsky et al, 1994) bestimmt. Diese

bestimmen die Aktivitdt des Enzyms durch spektroskopische Messungen eines Chro-
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mophors, dass durch die katalysierte Hydrolyse von 6-Nitro-3-
phenylacetamidobenzoeséaure (NIPAB) erzeugt wird.

Um die Sekundarstrukturelemente durch CD-Spektroskopie zu bestimmen musste die ex-
akte molare Masse und Konzentration des Proteins bekannt sein. Die verwendete Penicil-
lin G Acylase wurde von Sigma-Aldrich gekauft, deren molare Masse war aber nicht klassi-
fiziert. Daher wurde die molare Masse des Enzyms mittels Massenspekirometrie ermittelt,
nachdem es durch Trypsin enzymatisch abgebaut und die Peptidfragmente durch 1D-
Gelelektrophorese aufgetrennt wurden. Damit wurde das Enzym eindeutig klassifiziert
(Penicillin G Acylase von E. coli, gereifte Form, EC 3.5.1.11, 86192 g/mol). Als Vergleich
fir die CD-Messungen wurde das CD-Spektrum der freien Penicillin G Acylase, dass
erstmals 1990 von Lindsay und Pain aufgenommen wurde, verwendet.

Die Silica-Nanopartikel wurden mit Glutardialdehyd aktiviert (bestatigt durch IR) und das
Enzym durch eine Iminbindung (Lysin- und Arginin-Seitenketten) kovalent immobilisiert.
Die Beladung der Partikel wurde bis zur Sattigung (55.8 mg/g) erhdht, um zu sehen, ob
eine dichte Anordnung der Enzymmolekile auf der Oberflache die Sekundarstruktur oder
die spezifische Aktivitat verandert. Die zunehmende Beladung der Partikel mit Enzym er-
forderte aber einen starker zunehmenden Uberschuss an eingesetzter Enzymmenge, so
dass die Ausbeute von 37 auf 14% sank. Die ,spezifische Nanopartikel Aktivitat®, also die
Aktivitat des Enzyms (in U) pro Silica-Nanopartikel (in g) stieg durch die Erhéhung der ein-
gesetzten Enzymmenge um den Faktor 10 nur um 50% von 330 U/g auf 510 U/mg an.

Es stellte sich heraus, dass die kovalente Immobilisierung von Penicillin G Acylase auf
Silica-Nanopartikel (12 nm Durchmesser) nur eine minimale Strukturdnderung verursacht.
Diese betragt +0.5% fiur die a-Helix und +2.2% flir das B-Faltblatt, sowie -1.6% flr die -
Schleife und -1.1% fiir den ungeordneten Anteil.

Durch die Immobilisierung wurde eine deutliche Verminderung der spezifischen Aktivitat
mit steigender Beladung bewirkt (Verlust von 59% der spezifischen Aktivitdt mit zuneh-
mender Beladung). Ein Grund fir die geringen Strukturdnderungen war die hydrophile
Oberflache des Tragers, die nur geringe storende Wechselwirkungen mit dem Enzym ver-
ursacht, wie es schon fir PMS-Savinase auf Silica-Nanopartikeln immobilisiert belegt wur-
de (Norde und Giacomelli, 2000, Maste et al, 1997). Die Silica-Nanopartikel besitzen eine
GréBe (12 nm), die in der GréBenordnung der Penicillin G Acylase (9 nm) liegt, so dass
die sterische Hinderung durch die Trager sehr gering ist.

Die Bindung des Tragers an Aminogruppen des Enzyms (Seitengruppen von Lysin oder
Arginin) erfolgt statistisch orientiert. Dadurch ist auch eine Bindung in der Nahe des akti-
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ven Zentrums mdglich, so dass die Umsetzung des Substrates bei der Enzymkatalyse
durch sterische Hinderung oder Anderungen der Sekundarstruktur vermindert werden wiir-
de. Es ergaben sich aber keine signifikanten Anderungen der Sekundarstruktur des

immobilisierten Enzyms.

Der hier verwendete sehr kurze Spacer (0.63 nm) verringerte nicht die Diffusionslimitie-
rung des Substrates, da der Abstand zwischen den einzelnen Enzymmolekiilen sehr ge-
ring war. Eine Verlangerung des zur Immobilisierung verwendeten Spacers erméglicht bei
negativ geladenen Partikeln eine Zunahme der spezifischen Aktivitdt mit zunehmender
Spacerlange (vgl. Kapitel 3.5.6.). Diese Experimente mit langeren Spacern waren nicht

madglich, da dies wieder zu Agglomeration der Silica-Nanopartikel flihrte.
QCM-Messungen

Der Vergleich der Beladung durch die Immobilisierung des Modellenzyms Penicillin G Acy-
lase auf einem QCM-Chip, bestimmt durch die Quarzkristallmikrowaage und durch Aktivi-
tatsmessungen war erfolgreich, allerdings konnte der Verlauf dieser Immobilisierung (104
min) nicht unmittelbar mit jenem der Partikel (40 h) verglichen werden.

Die Beladung des QCM-Chips betrug 2.11 ug, die aktive Menge an immobilisiertem En-
zym 1.40 um, daraus ergibt sich eine spezifische Aktivitat von 27.9 U/mg. Das bedeutet,
dass 66% der auf dem Chip immobilisierten Penicillin G Acylase katalytisch aktiv war.

Die QCM-Technik lasst sich als schnelle Screening-Methode fiir Immobilisierungen von
Enzymen verwenden, da diese schnell und mit geringen Probenmengen durchgeflihrt

werden kann.
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B. Ausblick

Die bisherigen Arbeiten zeigen, dass das Immobilisat, bestehend aus Polymer-
Mikropartikeln (Polymethylacrylat), Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer und Pe-
nicillin G Acylase (EC 3.5.1.11, E.coli) einen hochwertigen Biokatalysator darstellt.

Dennoch gibt es bei der Verwendung langerkettiger Spacer, vor allem jenen aus Amino-
sauren, ein groBes Problem: Die Partikel weisen, vor allem wenn sie mit Enzym beladen
sind, eine starke Agglomeration auf. Die Erhéhung des Zetapotentials der Partikel durch
zusatzliche, nicht an der Spacerreaktion teilnehmende geladene funktionelle Gruppen,
kdénnte die Agglomeration vermindern. Gerade die mit dem Asparaginsaure-Spacer funkti-
onalisierten Mikropartikel, die ein Zetapotential von -5.5 mV (statt -28.0 mV wie fur die
unmodifizierten Partikel) bei pH 7.5 besitzen, agglomerierten besonders stark, da diese

zusatzlichen funktionellen Gruppen das Zetapotential verminderten.

Alle Versuche wurden mit dem Modellenzym Penicillin G Acylase durchgeflihrt, wobei der
Schwerpunkt in der Partikelsynthese, der Darstellung der Spacer und der jeweiligen Cha-
rakterisierung lag. Daher wurden nur die Beladung, die Menge an aktivem Enzym auf dem
Trager und die spezifische Aktivitat bestimmt. Weitere kinetische Messungen, die Bestim-
mung des Synthese / Hydrolyse Verhaltnisses, die Substratspezifitdt und die Stereoselek-

tivitat sind den bisherigen Ergebnissen hinzuzufiigen.

AnschlieBend sollten diese funktionalisierten Partikel mit anderen Enzymen beladen und
untersucht werden, um eine allgemein gultigere Aussage treffen zu kénnen. Dabei sollten
vor allem je ein Enzym mit deutlich geringer molarer Masse und eines mit deutlich gréBe-
rer molarer Masse, sowie Enzyme, die Substrate mit unterschiedlicher molarer Masse ka-

talysieren, verwendet werden.

Die Kombination von Polymer-Mikropartikel, funktionalisiert mit einem Spacer zeigt das
Potential fir eine industrielle Anwendung. Durch die Variation des Spacers kann das Im-
mobilisat auf die spezifischen Anforderungen des jeweiligen Enzyms ausgelegt werden.
Die Kosten fur diese Anwendung belaufen sich mit 6 € pro g Partikel im rentablen Bereich
flr biotechnologische Anwendungen in der Pharmazie.
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6. Fehlerbetrachtung
6.1. Experimentelle Randbedingungen und verfahrensbedingte Fehler

Bei der Betrachtung von Fehlern bei analytischen Messungen missen zwei Ursachen un-
terscheiden werden:

Zufallige Fehler: Diese sind von Messung zu Messung unterschiedlich groB und fihren
zur einer Streuung der Messwerte

e Unkonstantes Arbeiten des Experimentators

e Inhomogenitat der Proben bei Mehrfachmessungen

e Begrenzte Prazision der Messanlagen (z. B. Waage, Spektrometer)
=> Limitieren die Prazision

Systematische Fehler: Diese sind dadurch charakterisiert, dass sie auch bei mehrmali-
gem Messen in erster Naherung immer gleich bleiben

¢ Inhomogenitat mehrerer Probenentnahmen einer Probenstelle

e Falsch justierte Messgerate

¢ Ungenaue Kalibrierfunktionen
=>» Limitieren die Richtigkeit

6.2. Fehlerabschatzungen

Alle Fehlerabschatzungen beziehen sich auf Literaturangaben und Standardabweichun-
gen von mindestens drei Einzelmessungen derselben Probe. Bei Geraten wurden die An-
gaben des Herstellers zur Standardabweichung Gbernommen und mit den Standardab-

weichungen von mindestens drei Einzelmessungen derselben Probe verglichen.

e Aktivitatsmessungen (spektroskopisch, NIPAB): + 10%

e Aktivitatsmessungen (spektroskopisch, Aktive Site Titration): + 4%
e Bestimmung der Aminogruppen (spektroskopisch): + 10%

e Bestimmung der Beladung mittels UV-Messungen: + 5%

e Bestimmung der Epoxygruppen: + 20%

e Gravimetrische Bestimmungen: = 3%

e GrbBenverteilung: £ 10%

e Magnetische Sattigung: + 5%
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e Oberflachenbestimmung mittels BET: + 20%

e Zetapotential: + 20%
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7. Abkurzungen und Definitionen

Abb. Abbildung

AS Aminosaure

AS-Spacer Aminosaurespacer, basierend auf der adaptierten Merrifield Synthese (ASS)
AT-Spacer Auftragsspacer (ATS)

ATR-FT-IR Attenuated Total Reflection Fourier Transformed Infrared Spectroscopy
Beladung  Immobilisierte Menge an Enzym auf einem Trager

BPO Dibenzoylperoxid

°C Grad Celsius

DIC Diisopropylcarbodiimid

CD Circulardichroismus

DMF Dimethylformamid

DRIFTS Diffusion Reflexion Infrared Fourier Transformed Spectroscopy
DVB Divinylbenzen

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

I lonenstérke ([I] = mol/l)
Immobilisat Gesamtsystem aus Trager, Spacer und immobilisiertem Enzym
HG-Spacer Hexamethylendiamin-Glutardialdehyd-Spacer (HGS)

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

M Molare Masse (g/mol), mit Zahl: Molar (mol/l)

min Minuten

Ms Magnetische Sattigung

NIPAB 6 — Nitro — 3 — phenylacetamidobenzoesaure

nPP Maghemit-Nanopartikel mit Polymethylmethacrylat-Hlle

Nullspacer Ein Spacer, der verknilpft, dabei selber aber nicht zur Spacerlange beitragt
oL/ 1L Oktaederliicken / Tetraederllicken

PGA Penicillin G Acylase (von E. coli, wenn nicht anders angegeben)

PmaP Polymethylacrylat-Partikel

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PvacP Polyvinylacetat-Partikel

QCM Quarzkristallmikrowaage

RT Raumtemperatur

Spacer Verbrickendes Molekil zwischen Trager und Enzym (engl. Abstandshalter)
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sPR Silica-Nanopartikel
Substrat Substanz, die von einem Enzym katalytisch umgesetzt wird
Tab Tabelle

Tc Curie—Temperatur

TNBS 2, 4, 6-Trinitrobenzosulfonsaure

U Unit, 1 U = 1 ymolsypstanzumsatz/min bei 25°C
U/min Umdrehungen pro Minute

w/v Verhaltnis von Masse pro Volumen (g/100ml)
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AccY SpotMagn Det WD Exp 1 2um
200kv 3.0 10081x GSE 100 0 09 Torr

Abb.95: ESEM-BIld eines einzelnen Polymethylacrylatpartikel.
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AccV SpotMagn Det WD Exp —— 5um
200kV 30 6400x GSE 100 2 0.9 Torr jb.gb/14.10.200b PYAcP1609

Abb.96: ESEM-BIld eines einzelnen Polyvinylacetatpartikel.

AccV SpotMagn Det WD Exp ———— 500um
200kvV 30 50x  GSE 100 4 0.9 Torr gb/15.11.05 QCMI

Abb.97: ESEM-Bild eines Quarzmikrowaagenchips: Der obere Teil stellt den duBeren Rand des Chips dar,
der untere Teil den inneren Teil des Chips, der beschichtet wird (vgl. Abb.85).
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AccV SpotMagn Det WD Bp FH—— 500pm
200kv 30 50x  GSE99 4 0.9 Torr gb/16.11.06 QCM4

Abb.98: ESEM-Bild eines Quarzmikrowaagenchips: Der obere Teil stellt den nicht beschichteten Rand des
inneren Bereichs (810 um) dar, der untere, dunklere Bereich ist mit Polymethylacrylat beschichtet.
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Abb.99: IR-Vergleichsspektrum von reinem SiO..
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