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Abstract

Abstract

As an alternative to classical batch processes, enzyme-catalysed hydrolysis can also be
carried out continuously. To facilitate this, a continuous ceramic capillary membrane re-
actor system (CCCMRS) was developed which can be operated with various hydrolytic
enzymes immobilized on the porous ceramic capillary membranes. This system has sev-
eral advantages over common batch processes regarding stability, reproducibility and
controllability and can easily be adapted to optimal reaction conditions and individual

preferences [1].

Four exemplary applications utilizing the CCCMRS were carried out and investigated con-
cerning the long-term stability. In the first application the continuous enzymatic cleavage
of human IgG into the antibody fragments Fab and Fc by immobilized papain was per-
formed. A total volume of 22 mL of IgG-solution was enzymatically cleaved over a period
of 33.3 h with a decrease of papain activity of only 7.63 %. The second application inves-
tigated the continuous digestion of pea and almond protein isolates by immobilized Al-
calase resulting in the generation of a large variety of different peptides. This peptide fin-
gerprint remains constant over a long period of time enabling fractionation and thus mak-
ing the peptides accessible for further bioactivity studies in sufficient quantities. A con-
stant peptide fingerprint could be shown for a total volume of 29.7 mL collected over a
period of 45 h. In the further context of this application, the produced pea protein hydrol-
ysate was purified into different peptide fractions and hereafter screened for selected bi-
oactivities. Two of the peptide samples were able to reduce the cell viability of an A549
lung cancer cell line by at least 30 %, thus indicating anticarcinogenic potential. Antihy-
pertensive properties could be shown for three peptide samples which reduced the activ-
ity of the angiotensin-converting enzyme by around 50 %. The third application dealt with
the recombinant production of the fusion protein GST-GFP and the following continuous
cleavage of the GST fusion domain with immobilized TEV protease. The cleavage efficacy
of this process was 90 % over the entire process time of 14 h. The fourth application ex-
amined the continuous cleavage of saccharose into glucose and fructose, which is used as
invert sugar in the food industry. The continuous hydrolysis with immobilized invertase
showed an excellent stability over time, even at higher flow rates and after storing invert-

ase-immobilized capillary membranes for a period of one month.

Keywords: Proteolysis, immobilized enzymes, functionalized ceramics, flow biocatalysis
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Kurzzusammenfassung

Als Alternative zu konventionellen Batch-Prozessen konnen enzymatische Hydrolysen
auch kontinuierlich durchgefiihrt werden. Um solche Prozesse durchfiihren zu kénnen,
wurde ein kontinuierliches Keramikkapillarmembran-Reaktorsystem entwickelt, das mit
unterschiedlichsten hydrolytischen Enzymen betrieben werden kann. Letztere sind auf
den Kapillarmembranen immobilisiert. Dieses System bietet zahlreiche Vorteile hinsicht-
lich Stabilitdt, Reproduzierbarkeit und Kontrollierbarkeit gegentliber Batch-Prozessen

und kann einfach an die optimalen Reaktionsbedingungen angepasst werden [1].

Es wurden exemplarisch vier Anwendungen in dem entwickelten System durchgefiihrt
und hinsichtlich ihrer Langzeit-Stabilitat untersucht. In der ersten Anwendung wurde die
kontinuierliche Spaltung von humanem IgG in Fab- und Fc-Fragmente mit Papain
untersucht. Es konnte ein Volumen von 22 mL IgG-Losung enzymatisch liber einen
Zeitraum von 33 h mit einem Aktivitatsverlust von lediglich 7,63% gespalten werden. In
der zweiten Anwendung wurde ein kontinuierlicher Verdau von jeweils 29,7 mL Erbsen-
und Mandelproteinisolat mit immobilisierter Alcalase iiber einen Zeitraum von 45 h
durchgefiihrt, wodurch eine Vielzahl verschiedener Peptide unterschiedlicher Lange
generiert werden konnte. Dieser Peptid-Fingerprint wurde konstant tiber einen langen
Zeitraum erzeugt, was die Aufreinigung groféerer Mengen Proteinhydrolysat ermdoglichte.
In den nachfolgenden Arbeiten wurden die aufgereinigten Fraktionen des Erbsenprotein-
hydrolysats dann auf ausgewahlte, bioaktive Eigenschaften untersucht. Zwei
Peptidfraktionen waren in der Lage, die Viabilitat einer A549 Lungenkrebszelllinie um
mindestens 30% zu senken, was eine antikanzerogene Wirkung indiziert.
Antihypertensive Eigenschaften konnten in drei der 15 untersuchten Peptidfraktionen
nachgewiesen werden, welche die Aktivitit des ACE um etwa 50 % reduzierten. In der
dritten Anwendung wurde das Fusionsprotein GST-GFP rekombinant produziert,
aufgereinigt und die GST-Fusionsdomane anschliefdend kontinuierlich mithilfe der TEV-
Protease abgespalten. Dabei lag die Spalteffizienz tiber den gesamten Zeitraum von 14 h
bei etwa 90 %. Die vierte Anwendung widmete sich der enzymatischen Produktion von
Invertzucker aus Saccharose. Die kontinuierliche Hydrolyse mit immobilisierter Invertase
zeigte auch bei hoheren Flussraten sowie nach einer einmonatigen Lagerung der

immobilisierten Kapillarmembranen eine hervorragende Langzeit-Stabilitat.

Schliisselworter: Proteolyse, Immobilisierte Enzyme, Funktionalisierte Keramiken, Biokatalyse
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Einleitung

1 Einleitung

Die Verwendung immobilisierter Enzyme geht haufig mit der Verwendung kontinuierli-
cher Reaktorsysteme einher, die eine Katalyse im Durchfluss erlauben. Diese Systeme
weisen eine Vielzahl von Vorteilen gegeniiber konventionellen Batch-Prozessen auf und
sind dementsprechend von grofsem Interesse fiir Forschung und Industrie. Dies liegt nicht
zuletzt an der einfachen Moglichkeit der Automatisierung, der globalen Aufmerksamkeit
auf die Nachhaltigkeit von Prozessen, sowie zunehmend strikteren Vorgaben im Umgang
mit potenziell gefahrlichen Chemikalien. Aufgrund der grofsen Oberflache, einem verbes-
sertem Massentransfer durch optimale Durchmischung sowie hervorragender Kontrolle
der Reaktionsfiihrung weisen solche Systeme eine exzellente Effizienz bei gleichzeitig
deutlich reduziertem Reagenzienverbrauch auf. Kontinuierliche Systeme wie der Festbe-
ttreaktor (FBR) kénnen in diversen wissenschaftlichen Bereichen wie der Chemie, Bio-
technologie, Biomedizin sowie der Photokatalyse sowohl im Labormafistab als auch in

industriellen Produktionsprozessen eingesetzt werden [2].

Eine Vielzahl aktueller Studien zu Enzym-immobilisierten, biokatalytischen Membranen
fokussieren sich auf neuartige Nanomaterialien, die sich fiir die Immobilisierung ver-
schiedenster Enzyme wie Proteasen, Peroxidasen, Carboanhydrasen, Lipasen, 3-Galakto-
sidasen und Pektinasen eignen, die haufig in biokatalytischen Prozessen eingesetzt wer-

den.

Die gangigsten Materialien fiir die Immobilisierung von Enzymen sind Keramiken, wobei
deren Hauptbestandteil meist Siliciumdioxid (SiOz2) ist [3]. Der Vorteil von Keramiken als
Gertist fiir die Immobilisierung von Enzymen liegt darin, dass die wichtigen Parameter
wie Partikelgrofde, Porengrofie und -struktur, spezifische Oberflache sowie das Verhaltnis
von Volumen zu Oberflache einfach und prazise gesteuert werden kdnnen. Keramiken
sind zudem glinstig, weisen eine ausgezeichnete chemische sowie mechanische Stabilitat
auf und konnen mithilfe der hydrothermalen Hydroxylierung einfach aktiviert werden.
Die Keramiken sind dann zuganglich fiir chemische oder physikalische Modifikationen, zu
denen auch die Immobilisierung von Enzymen auf der Oberfliche gehort. Sie konnen an-
schliefRend als Nanopartikel, Membranen oder keramische Schaume in verschiedenen Re-

aktorsystemen eingesetzt werden [4].

Auch andere Materialien wie Kohlenstoffnanoréhren (CNTs), Graphenoxid (GO) und me-

tallorganische Geriistverbindungen (MOFs) erméglichen eine stabile Immobilisierung bei
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hoher Enzymdichte, ausgezeichnete Enzymaktivititen und eine einfache Regeneration
der immobilisierten Enzyme [5]. Lin et al. beobachteten eine hohe Stabilitat und Regene-
rationsrate bei der Verwendung von Formiatdehydrogenase-immobilisierten, GO-basier-
ten Nanomaterialien, was eine besonders nachhaltige und kostengiinstige Prozessfiih-
rung ermoglicht [6]. Ji et al. gelang die Immobilisierung von Laccase mittels elektrostati-
scher Wechselwirkungen auf der Polymermembranbeschichtung von CNTs. Die partiell
inaktive Laccase konnte mithilfe von Tensiden von der alten Beschichtung abgel6st und
anschlief3end auf einer neuen Beschichtung aufgebracht werden, wodurch ein Grof3teil
der initialen Enzymaktivitat wiederhergestellt werden konnte [7]. In einem Silica-basier-
ten, Enzym-immobilisierten Reaktorsystem (IMER) wurden in der Gegenwart einer orga-
nischen mobilen Phase Modellproteine wie BSA, Myoglobin und Cytochrom c mit der Se-
rinprotease Trypsin kontinuierlich verdaut. Dieser Ansatz kombiniert die Funktionsweise
eines Festbettreaktors mit einer RP-Chromatographiesaule. Trotz einer hervorragenden
Reproduzierbarkeit fiihrte die Kompatibilitit einiger Proteine mit einem organischen Lo6-
sungsmittel in diesem System zu Schwierigkeiten [8]. In einem anderen Ansatz wurden
eine Vielzahl von Cellulosemembranen iibereinandergeschichtet, die zuvor mit proteoly-
tischen Enzymen immobilisiert wurden. Bei der Untersuchung dieses Enzym-Membran-
Reaktorsystem (EMR) konnte eine hervorragende Langzeitstabilitidt bei der Proteolyse
von Casein mit Pepsin iiber einen Zeitraum von vier Tagen beobachtet werden. Wahrend
des Prozesses bereiteten jedoch die Proteinaggregation innerhalb des Reaktorsystems so-

wie die Schaumbildung der Caseinl6sung Probleme [9].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund der zahlreichen Vorteile von keramischen Ge-
riisten fiir die Immobilisierung von Enzymen und der wissenschaftlichen Relevanz von
kontinuierlichen, enzym-immobilisierten Reaktorsystemen fiir eine Vielzahl verschiede-
ner Anwendungen ein Keramik-Kapillarmembranreaktorsystem etabliert und charakte-
risiert. Dieses System wurde fiir vier kontinuierliche, enzymatische Hydrolyseprozesse
verwendet und hinsichtlich der Langzeit-Stabilitat untersucht. Auch die Lagerstabilitat
immobilisierter Keramikkapillarmembranen sowie die Flussratenabhangigkeit der kon-

tinuierlichen Hydrolyse waren Bestandteil der Untersuchungen.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Plattformtechnologie fiir verschiedene hyd-
rolytische Prozesse in einem kontinuierlichen, keramischen Kapillarmembranreaktorsys-
tem. In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits die Flussratenabhangigkeit bei der Pro-
duktion von Proteinhydrolysaten aus Lebensmittelproteinisolaten mittels keramischer
Kapillarmembranen [10] sowie verschiedene Funktionalisierungen der keramischen Ka-
pillarmembranen bei der kontinuierlichen, proteolytischen Produktion von Peptiden un-
tersucht [11]. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen war der Aufbau und die Cha-
rakterisierung eines Reaktorsystems vorgesehen, das auf die Untersuchung der Langzeit-
Stabilitat verschiedener, hydrolytischer Prozesse ausgelegt ist. Dieses System erforderte
die Entwicklung spezieller Keramikkapillarmembranen, die optimierte Eigenschaften
hinsichtlich der Langzeit-Stabilitdt in kontinuierlichen Hydrolyseprozessen aufweisen.
Die Applikationen des etablierten Reaktorsystems sollten hierbei iiber die kontinuierli-
che, proteolytische Spaltung von Peptiden und Proteinen hinaus erweitert werden. Ins-
besondere sollte die Langzeit-Stabilitat der verschiedenen hydrolytischen Prozesse, aber
auch die Lagerstabilitiat der Enzym-immobilisierten Kapillarmembranen sowie die Fluss-
ratenabhangigkeit der Langzeit-Stabilitiat untersucht werden. Dariiber hinaus war es Ziel
dieser Arbeit, die verschiedenen, hydrolytischen Applikationen im Reaktorsystem auch in
ihrem gesamten, wissenschaftlichen Kontext zu betrachten. Hierzu gehort die Untersu-
chung der bioaktiven Eigenschaften des produzierten Erbsenproteinhydrolysats, die re-
kombinante Produktion des Fusionsproteins GST-GFP sowie die Untersuchung der Lager-
stabilitat von Invertase-immobilisierten Kapillarmembranen zur kontinuierlichen Her-

stellung von Invertzucker.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Aufbau und Funktion der Hydrolasen

Die Hydrolasen bilden in der EC-Klassifizierung die dritte Hauptklasse der Enzyme. Diese
Hauptklasse besteht aus 13 verschiedenen Unterklassen, denen eine Gruppe von Enzy-
men mit einer Affinitdt gegeniiber identischen Zielbindungen zugeordnet wird (Ta-
belle 1). Hydrolasen katalysieren reversibel die Spaltung von kovalenten, chemischen

Bindungen unter Beteiligung von Wassermolekiilen.

Tabelle 1: EC-Klassifikation der Enzymgruppe der Hydrolasen [12].

EC-Nummer Zielbindung
3.1 Esterbindungen
3.2 Glykosidische Bindungen
33 Etherbindungen
3.4 Peptidbindungen
3.5 Amidbindungen
3.6 Anhydridbindungen
3.7 C-C-Bindungen
3.8 Halogenbindungen
3.9 P-N-Bindungen
3.10 S-N-Bindungen
3.11 C-P-Bindungen
3.12 S-S-Bindungen
3.13 C-S-Bindungen

Die Enzymklasse der Proteasen (EC 3.4) und der Glykosidasen (EC 3.2) spielen eine zent-
rale Rolle im Rahmen dieser Arbeit, weshalb sie im Folgenden ndher erlautert werden. Zu
der Enzymklasse der Proteasen gehort eine Vielzahl von Enzymen, die Peptidbindungen
innerhalb von Enzymen und Peptiden unter Beteiligung von Wasser spalten. Abhangig
vom Ort der Spaltung innerhalb der Aminosaurekette (Endopeptidasen) sowie am Ende
der Aminosaurekette (Exopeptidasen) werden die Proteasen in zwei Klassen eingeteilt.
Weiter klassifiziert werden die Proteasen anhand der funktionellen Aminosaure im akti-
ven Zentrum des Enzyms. Als funktionelle Aminosdure des aktiven Zentrums von Pro-
teasen kommen Asparaginsdure, Glutaminsaure, Threonin, Serin und Cystein vor. Aufder-
dem existiert die Gruppe der Metalloproteasen, bei denen ein Metallkomplex fir die
hauptkatalytische Aktivitdt sorgt. Zu den Aspartylproteasen gehort beispielsweise das

Pepsin, das eine wichtige Rolle in der Verdauung eiweifdhaltiger Nahrung im Magen spielt.
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Zur Gruppe der Threonylproteasen gehort der multikatalytische Proteinkomplex Protea-
som, der bei Eukaryoten in Zellkern sowie Zytoplasma sowie in Archaeen und einigen
Bakterien vorkommt. Die am besten untersuchte Metalloprotease ist das thermostabile
Thermolysin aus Bacillus thermoproteolyticus, bei der Zink als Zentralatom des kataly-
tisch aktiven Metallkomplexes fungiert. Thermolysin wird industriell fiir die Synthese des
Siifdstoffes Aspartam mittels Kondensation von L-Aspartat und L-Phenylalanin verwen-
det, was als reverse proteolysis bezeichnet wird. Zu den Serinproteasen gehort, neben den
spezifischen Verdauungsproteasen des Diinndarms a-Chymotrypsin und Trypsin, die im
Rahmen dieser Projektarbeiten verwendete Alcalase. Bei dieser unspezifischen Protease
handelt es sich um eine von der Firma Novozymes modifizierte, besonders thermo- und
pH-stabile Variante des Subtilisin A aus Bacillus licheniformis. Aufgrund ihrer Eigenschaf-
ten wird Alcalase industriell in der Waschmittelindustrie sowie in der Forschung zur pro-
teolytischen Produktion potenziell bioaktiver Peptide verwendet [13]. Zu den Cysteinpro-
teasen gehoren die ebenfalls in diesem Projekt verwendeten Proteasen Papain, das in der
Schale und den Kernen der Papaya als Abwehrstoff gegen Schadlinge vorkommt, sowie
die hochspezifische Protease des Tabakatzvirus (TEV). Letztere wird aufgrund ihrer Spe-
zifitdt im Labor filir die prazise Abspaltung von Fusionsdomdnen von Proteinen verwen-
det [14]. Bei Serinproteasen beruht die Aktivitat auf der katalytischen Triade der Amino-
sduren Asparagin, Histidin und Serin, deren Reste liber Wasserstoffbriicken verbunden
sind. Der Mechanismus der katalytischen Aktivitiat von Cysteinproteasen ist analog zu
dem der Serinproteasen, wobei hier jedoch nicht Serin, sondern Cystein als nukleophile
Aminosaure im aktiven Zentrum fungiert. Die katalytische Triade besteht hierbei aus Cys-
tein-Histidin-Asparagin/Glutamin. Bei Cysteinproteasen kommt in wenigen Fallen auch

eine katalytische Diade von Cystein und Histidin vor [15].

Die Enzymklasse der Glykosidasen ist ebenso vielfiltig wie die der Proteasen, was bis
heute zu einer wissenschaftlichen Uneinigkeit bei der Klassifizierung dieser Enzyme
fiihrt. Die International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) klassifiziert
die Glykosidasen anhand ihrer Substratspezifitit und deren molekularem Mechanismus
[16]. Auch die EC-Klassifizierung wird kontrovers diskutiert, da lediglich Enzyme einge-
ordnet werden konnen, deren biochemischer Mechanismus vollstandig aufgeklart ist. Au-
3erdem katalysieren einige Glykosidasen Reaktionen, die mehr als einer EC-Kategorie zu-

geordnet werden konnen. Die EC-Klassifizierung wird bei Glykosidasen auch deshalb kri-
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tisch betrachtet, da sie weder strukturelle Gemeinsamkeiten noch evolutionire Beziehun-
gen der Enzyme beriicksichtigt. Da gerade diese Aspekte bei der vielschichtigen Klasse
der Glykosidasen eine zentrale Rolle spielen, wurde ein neues System zur Klassifizierung
entwickelt, das auf der Ahnlichkeit der Aminosiuren innerhalb der Enzyme basiert. Diese
sogenannte Carbohydrate Active Enzymes Database (CAZy) zeigt das direkte Verhaltnis
zwischen Aminosduresequenz und Proteinfaltung bei insgesamt 130 verschiedenen En-

zymfamilien [17].

Die enzymatische Hydrolyse einer glykosidischen Bindung erfolgt entweder unter Um-
kehrung (inverting) oder unter Beibehaltung (retaining) der Konfiguration am anomeren
Kohlenstoffatom. Wahrend etwa 70 % aller charakterisierten Glykosidasen zur Klasse
retaining und etwa 25 % zur Klasse inverting gehoren, existieren einige wenige Glyko-
sidasen, wie beispielsweise diejenigen der (-Xylosidasen, bei denen beide Reaktionsme-
chanismen vorkommen [18]. Vereinzelt kommen auch Kofaktor-abhangige Glykosidasen
wie die 6-Phospho-a-Glucosidase aus Bacillus subtilis vor, die NADH-abhdngig arbeiten

und sich somit mechanistisch deutlich von den zwei Hauptklassen unterscheiden [19].

3.2 Anwendung und Rolle der Hydrolasen

In Industrie und Forschung existiert eine Vielzahl etablierter, technischer Verfahren bei
der Anwendung von enzymatischen Hydrolysen. Letztere spielen aber auch eine wichtige
Rolle im menschlichen Korper, da sie dort an lebenswichtigen Prozessen beteiligt sind. So
sind sie mafdgeblich fiir die Verdauung der aufgenommenen Nahrung im Mund sowie Ma-
gen-Darm-Trakt verantwortlich, wo sich eine Vielzahl verschiedener, hydrolytischer En-
zyme befinden. Lipasen sind fiir die Fettverdauung verantwortlich, indem sie die hydro-
lytische Abspaltung freier Fettsduren von Lipiden wie Glyceriden und Cholesterinestern
katalysieren. Technisch werden Lipasen unter anderem fiir die Herstellung von Seifen,
Olen und Kosmetika, als Bestandteil von Waschmitteln sowie zur Aromabildung in Kise
aus Rohmilch verwendet [20]. Proteasen spalten die langen Aminosaureketten protein-
haltiger Nahrungsmittel in Peptide und Aminosduren und machen sie so fiir den mensch-
lichen Stoffwechsel zuganglich. Im Magen befindet sich die saure Endopeptidase Pepsin,
im Diinndarm befinden sich die Endopeptidasen Trypsin und Chymotrypsin. Die Enzym-
klasse der Proteasen kommt schon lange in einer Vielzahl technischer Prozesse zum Ein-

satz. In der Lebensmittelindustrie werden Proteasen beispielsweise zur Herstellung von
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Proteinisolaten als Sportnahrung oder zur Beschleunigung von Backprozessen verwen-
det. Die Pharmaindustrie nutzt sie zur Entdeckung und Herstellung von Peptiden mit bio-
aktiven Eigenschaften sowie zur Produktion von therapeutischen Antikérperfragmenten.
Die Waschmittelindustrie setzt Proteasen schon seit 1956 zur Beseitigung proteinhaltiger
Verschmutzungen ein. In der Biotechnologie werden sie bei der rekombinanten Herstel-
lung von Proteinen und Peptiden verwendet, um spezielle Affinitatstags in einem finalen
Schritt der Proteinproduktion abzuspalten, die wahrend des Herstellungs- und Aufreini-
gungsprozesses benotigt werden [21]. Fiir die Spaltung von Kohlenhydraten sind die
Amylasen verantwortlich. Sie kommen im Kérper sowohl im Speichel als auch im Magen-
Darm-Trakt vor und spalten langkettige Kohlenhydrate wie Starke an den glykosidischen
Bindungen in Monosaccharide wie Glucose auf, die der Kérper dann verwerten kann. Eine
grofde Rolle spielen Amylasen auch bei Fermentationsprozesse, beispielsweise bei der
Herstellung von Bier und Schnaps sowie bei der Brotherstellung mit Sauerteig [22]. Nu-
cleasen sind in der Lage, Nukleinsduren in einzelne Nukleotide zu zerlegen. Im menschli-
chen Koérper kommen sie im Magen vor, um mit der Nahrung aufgenommene Nukleinsau-
ren zu verdauen. Endonukleasen werden haufig im Bereich der Molekularbiologie als se-
quenzspezifische Restriktionsenzyme bei der Genanalyse oder der Klonierung eingesetzt.
Exonukleasen hingegen spalten Nukleotide Stiick fiir Stiick von den Enden der Nuklein-
saurekette. Diesen selektiven Abbau macht man sich beispielsweise in einigen modernen
Sequenzierverfahren zunutze. Auch die Technik der bekannten ,Gen-Schere”
CRISPR/Cas9 beruht auf der Aktivitat einer Nuklease. Die Cas9-Nuklease aus Streptococ-
cus pyogenes kann zusammen mit einer sequenzspezifischen guide RNA an gezielten Or-

ten innerhalb des Genoms mutieren, insertieren und deletieren [23, 24].

Neben der zentralen Rolle, die Hydrolasen im menschlichen Stoffwechsel spielen, haben
die zahlreichen technischen Anwendungen dazu gefiihrt, dass den Hydrolasen und ihrer
katalytischen Funktion in der Industrie und in der Wissenschaft eine grof3e Bedeutung
beigemessen wird. In zahlreichen, wissenschaftlichen Veréffentlichungen wird ihre Pro-
duktion, Charakterisierung und technische Anwendung thematisiert. Die Produktion von
Invertase erfolgt beispielsweise haufig durch Fermentation der Backhefe Saccharomyces
cerevisiae. Die Invertase wird bei Mangel an Monosacchariden als Kohlenstoffquelle ge-
bildet, um Disaccharide wie Saccharose in die Monosaccharide Glucose und Fructose auf-
zuspalten, die dann verstoffwechselt werden konnen. Die Invertase wird sekretiert oder

befindet sich als Mannoprotein an die Zellmembran gebunden und muss in letzterem Fall
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vor dem Aufreinigungsprozess durch enzymatische Verfahren abgetrennt oder durch
Lyse der Zellmembran freigesetzt werden [25]. TEV-Protease wird zur prazisen Abspal-
tung von Fusionsdomanen von rekombinant hergestellten Proteinen verwendet und wird
haufig selbst rekombinant hergestellt. Hierzu bieten sich bakterielle Expressionssysteme
wie E.coli BL21 DE3 mit einem pDZ2087 Plasmid an. Nach einem Zellaufschluss kann die
Protease dann mittels immobilisierter-Metallionen-Affinitaitschromatographie (IMAC)
mit hoher Reinheit aufgereinigt werden [26]. Proteasen, wie Subtilisin (Alcalase®) und
Papain, wurden in der Literatur ausfiihrlich hinsichtlich ihrer Struktur, Stabilitat, Kinetik
sowie des genauen Mechanismus in verschiedensten Anwendungen charakterisiert [27,

28].

Die technischen Anwendungen von hydrolytischen Enzymen sind vielfaltig. Von der klas-
sischen Anwendung der Enzyme in Losung tiber ganzzellkatalytische Systeme bis hin zur
Immobilisierung der Enzyme auf festen Tragermaterialien existieren zahlreiche Anwen-
dungsmoglichkeiten, die auch in der Literatur eingehend beschrieben werden. Bei Le-
bensmittelproteinen mit hohem, allergenem Potenzial kann der proteolytische Verdau
dieser Proteine die IgE-vermittelte, allergische Reaktion deutlich reduzieren. Beispiels-
weise wurde eine um 65 % reduzierte IgE-Reaktivitidt nach der Behandlung von Erd-
nussproteinextrakt mit Flavourzym®-Losung beobachtet [29]. Aufgrund seiner breiten
Spezifitit und Aktivitat, hohen Stabilitat und kostengiinstigen Verfiigbarkeit wird die Pro-
tease Alcalase bevorzugt fiir die Produktion potenziell bioaktiver Peptide verwendet.
Hierzu wird Alcalase-Losung zu einer Proteinisolat-Losung gegeben und bei moglichst op-
timalen Bedingungen fiir die Alcalase-Aktivitdt inkubiert. Auf diese Weise konnten bereits
zahlreiche Peptide mit bioaktiven Eigenschaften aus Lebensmittelproteinquellen wie bei-
spielsweise Milch, Soja und Hanf, sowie aus marinen Proteinquellen wie in etwa Thunfi-
schen, Makroalgen und Muscheln gewonnen werden [30]. In einer ganzzellkatalytischen
Anwendung kann Ethanol direkt aus Stirkequellen wie Reis oder Cellulosequellen wie
Holzspane in Saccharomyces cerevisiae gewonnen werden, wobei die membrangebunde-

nen Hydrolasen a-Amylase und Cellulase verwendet werden [31].

3.3 Enzymimmobilisierung

Wahrend Enzyme in der Natur eine fundamentale Rolle spielen, ist auch die Anwendung

von Enzymen als Biokatalysatoren in der Industrie und Forschung weit verbreitet und
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meist alternativlos. Obwohl immer mehr biotechnologisch modifizierte Enzyme existie-
ren, die eine verbesserte Aktivitat, Selektivitdt und Stabilitat gegeniiber des Wildtyps auf-
weisen, bleibt ihre Anwendung in vielen Fillen kostspielig [32]. Um die Effizienz von en-
zymatischen Prozessen in der Industrie weiter zu verbessern ist die Immobilisierung von
Enzymen von Vorteil. Im Vergleich zu Enzymen in Losung sind immobilisierte Enzyme in
grofderen Temperatur- und pH-Bereichen sowie bei Verwendung verschiedener Losungs-
mittel deutlich stabiler. Die Moglichkeit einer kontinuierlichen Prozessfithrung und eines
einfachen Abbruches der biokatalytischen Reaktion ohne Denaturierung der Enzyme sor-
gen fiir eine hohe Flexibilitat bei der Gestaltung des Bioreaktorsystems. Da die immobili-
sierten Enzyme entweder gar nicht erst in das Reaktionsprodukt gelangen oder mit ein-
fachen Methoden wieder abgetrennt werden kénnen, wird dadurch die Gewinnung des
Produktes stark vereinfacht. Auch die Riickgewinnung und Wiederverwendung der im-
mobilisierten Enzyme ist moglich [33]. Fiir die Immobilisierung von Enzymen gibt es vier

wichtige Strategien, die in Abbildung 1 schematisch dargestellt sind.

Methoden der Enzymimmobilisierung

—

I.- \.". c c #
.. ¥ e e
Adsorption Kovalent  Quervernetzung Einschluss

Abbildung 1: Ubersicht iiber die gingigsten Methoden zur Immobilisierung von Enzymen [34].

Bei der Immobilisierung von Enzymen mittels Adsorption kommt es entweder zu einer
passiven Adsorption des Enzyms an ein hydrophobes Tragermaterial oder zur Ausbil-
dung einer elektrostatischen Interaktion des Enzyms mit der geladenen Oberflache eines
Tragermaterials. Der Vorteil dieser Art der Enzymimmobilisierung liegt darin, dass keine
zusatzliche Kopplungsreagenzien notwendig sind und es nicht zu einer Modifikation des
immobilisierten Enzyms kommt. Auch die Riickgewinnung von adsorptiv gebundenen En-
zymen ist mit einfachen Mitteln zu bewerkstelligen. Dennoch basiert die adsorptive Im-
mobilisierung auf schwachen Wechselwirkungen wie Van-der-Waals-Kréften, hydropho-
ben Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen. Faktoren wie eine hohe Io-

nenstiarke der Substratlosung oder Flussrate eines kontinuierlichen Systems kdénnen
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schnell zur Desorption des adsorptiv gebundenen Enzyms fiihren. In diesem Fall wird das
Enzym vom Tragermaterial in das Produkt gewaschen, wobei es zusatzlich zu einem Ak-
tivitatsverlust aufgrund der nachlassenden Enzymdichte auf dem Tragermaterial kommt.
Es konnte zudem beobachtet werden, dass eine adsorptive Bindung von Enzymen an ein
festes Tragermaterial zu einer Konformationsianderung und Denaturierung des Enzyms
fiihren kann, was zu einer Reduktion der Aktivitit fiihrt. Da es zudem nicht méglich ist,
die Packungsdichte der immobilisierten Enzyme zu kontrollieren, kann die Aktivitat
durch eine ibermafdige Ansammlung von Enzymen auf engem Raum weiter reduziert

werden [35].

Fiir eine kovalente Immobilisierung von Enzymen sind verschiedene Tragermaterialien
geeignet. Als natirliche Polymere werden beispielsweise Cellulose, Sepharose und
Dextran verwendet, als synthetische Polymere kommen Polyacrylamid und Polyamid
zum Einsatz. Auch funktionalisierte, anorganische Tragermaterialien wie Glas, Kieselerde
und Keramik spielen eine wichtige Rolle als Tragermaterial zur Immobilisierung von En-
zymen [36]. Da die kovalente Bindung dufierst stabil ist, treten negative Effekte wie das
Auswaschen der gebundenen Enzyme nicht auf. Durch die begrenzte Anzahl an Bindestel-
len lasst sich auch die Packungsdichte besser kontrollieren als bei der adsorptiven Bin-
dung. Die Regeneration der immobilisierten Enzyme erfordert bei einer kovalenten Bin-
dung aufgrund deren Stabilitdt jedoch meist scharfere Bedingungen. Auch durch die kova-
lente Bindung kann sich die Struktur des immobilisierten Enzyms dndern, was zu einer
Senkung der Enzymaktivitit fiihrt. Um das Problem sterischer Hinderung zu umgehen,
konnen zwischen Enzym und Tragermaterial langere Molekiilketten, sogenannte Spacer,
eingefligt werden. Dies ermdglicht dem immobilisierten Enzym eine hohere Beweglich-
keit und bessere Substratzuganglichkeit. Bei der kovalenten Immobilisierung konnen ver-

schiedene funktionelle Gruppen an der Bindungsreaktion beteiligt werden (Abbil-

dung 2).
0 0 0 0 0 0 0
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Abbildung 2: Verschiedene funktionelle Gruppen einer beispielhaften Enzymsequenz, die an der kova-
lenten Kopplungsreaktion beteiligt sein kénnen [37].
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Amin-reaktive Reagenzien reagieren mit primaren Aminen (-NHz), die am N-Terminus ei-
nes jeden Proteins sowie in den Seitenketten der Aminosaure Lysin vorkommt. Bei phy-
siologischem pH-Wert zeigen primare Amine in der Tertidrstruktur von Proteinen auf-
grund ihrer Ladung und Polaritit in wassrigen Losungsmitteln hauptsachlich nach aufen.
Das macht sie fiir eine Kopplungsreaktion zuganglich, ohne die Proteinstruktur zu beein-
flussen. Haufig fiir die Immobilisierung von Enzymen verwendete, amin-reaktive Reagen-
zien sind Epoxide, N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS), Sulfonylchloride und Iso(thio)cya-

nate.

Thiol-reaktive Reagenzien reagieren mit Thiolen (-SH), die in der Seitenkette der Amino-
sdure Cystein vorkommt. Haufig sind die Thiolgruppen von Cystein im Rahmen der Terti-
arstruktur von Proteinen zu Disulfidbriicken verbunden, was eine Reduktion notwendig
macht, um sie fiir eine Kopplungsreaktion zuganglich zu machen. Dieser Prozess kann bei
einigen Enzymen problematisch sein, da er fiir den Verlust der Tertidrstruktur und somit
der Proteinaktivitiat sorgen kann. Da Proteine aber in der Regel nur iiber wenige Thi-
olgruppen an der Proteinoberflache verfiigen, ist mit dieser Methode haufig eine sehr
ortsspezifische Proteinkopplung maglich. Typische thiol-reaktive Reagenzien sind Ma-

leimide, Halbacetale und Pyridyldisulfide.

Carboxyl-reaktive Reagenzien reagieren mit Carbonsauren (-COOH) am C-Terminus von
Proteinen sowie in den Seitenketten der Aminosduren Asparaginsaure und Glutamin-
sdure. Wie auch primdre Amine findet man Carbonsauregruppen bei physiologischen pH-
Werten aufgrund ihrer Ladung und Polaritiat bevorzugt an der Oberflache des Proteins.
Haufig werden fir diesen Zweck Carbodiimide wie 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC) und N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) eingesetzt, die eine direkte
Konjugation von Carboxylaten mit primdren Aminen ermdglichen. Diese Methode ist bei
Immobilisierungsprozessen weit verbreitet, da mit ihr besonders stabile, multikovalente
Bindungen erzielt werden kénnen. Da Proteine iiber zahlreiche Amino- und Carbonsau-
regruppen verfiigen, kann es allerdings auch zu einer unselektiven Quervernetzung der
Proteine untereinander kommen. Aufgrund der ausgezeichneten Stabilitdt der kovalenten
Bindung, der hohen Immobilisierungseffizienz sowie der zuverldssigen Ergebnisse in vo-
rangegangenen Arbeiten wurde die EDC/NHS-Aminkupplung auch fiir die Immobilisie-

rungsprozesse im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt [37].
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Flir die Immobilisierung der Hydrolasen auf den keramischen Kapillarmembranen muss
die Zirconiumdioxid-Oberfliche der Kapillarmembranen zuerst durch die Behandlung
mit einer starken Saure hydroxyliert werden. In einem weiteren Schritt findet die Silani-
sierung mit (3-aminopropyl)triethoxysilan (APTES) statt, bei der das APTES-Linkermole-
kiil durch Hydrolyse der Hydroxygruppen multikovalent an die Oberflache der Kapillar-
membran gebunden wird. Bei der eigentlichen NHS/EDC-Aminkupplung reagiert EDC mit
Carboxylgruppen am C-Terminus des Proteins sowie in den Seitenketten der Aminosau-
ren Asparaginsdure und Glutaminsaure. Hierbei entsteht ein aktiviertes O-Acylisourea-
Intermediat, welches dann in einem nukleophilen Angriff der primaren Amine des APTES-
Linkermolekiils verdrangt wird. Hierbei bleibt ein Isourea-Nebenprodukt zuriick, wel-
ches nicht am weiteren Reaktionsverlauf beteiligt ist. Auf diese Weise entsteht eine di-
rekte, kovalente Bindung zwischen den Carboxylgruppen des Proteins und den Amino-
gruppen des APTES-Linkermolekiils. Findet keine unmittelbare Reaktion des instabilen
O-Acylisourea-Intermediats mit einer Aminogruppe statt, kommt es zur Hydrolyse, was
die Effizienz der Immobilisierung verringert. Um diesen Effekt zu reduzieren, ist Sulfo-
NHS Bestandteil der Immobilisierungslosung. Es ist in der Lage einen stabilen, amin-re-
aktiven Sulfo-NHS-Ester mit dem instabilen O-Acylisourea-Intermediat auszubilden. Da
in der finalen Bindung keine Riickstdnde der eingesetzten Reagenzien zwischen den kon-
jugierten Molekiilen zurtickbleiben, spricht man auch von zero-length carboxyl-to-amine-
crosslinking. Die Zugabe von NHS erhoht die Effizienz der Kupplungsreaktion bei physio-
logischen pH-Werten durch die Ausbildung von stabilen, amin-reaktiven Intermediaten

(Abbildung 3) [38].
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Abbildung 3: Mechanismus der Sulfo-NHS/EDC Kopplungsreaktion mit Enzym (1) und Amin-funktionali-
sierter Oberflache (2) sowie Einfluss des Sulfo-NHS auf die Stabilitat des entstehenden, amin-reaktiven
Intermediats [38].

Eine weitere Technik zur Immobilisierung von Enzymen ist die Quervernetzung unterei-
nander ohne festes Tragermaterial mit geeigneten Reagenzien, die moglichst vielfiltige
Bindungen zwischen den Proteinen erzeugen. Hierzu werden vorwiegend Glutaraldehyd
und Malonsdure eingesetzt. Glutaraldehyd ist das effektivste Reagenz zur Quervernet-
zung von Proteinen und kann auf zahlreiche Weisen, wie beispielsweise Aldolkondensa-
tion und Michael-Addition, mit den verschiedenen Funktionalitdten innerhalb des Pro-
teins reagieren. Da Glutaraldehyd in wassrigen Losungen auch als Polymer vorliegt und
je nach pH-Wert, Konzentration und Temperatur zahlreiche weitere Formen annehmen
kann, ist die Untersuchung der reaktiven Spezies, die zur der Quervernetzung der Prote-
ine fiihrt, komplex. Aufgrund dieser Tatsache und der zusatzlich individuellen Eigenschaf-
ten eines jeden Proteins beruhen Quervernetzungsprozesse mit Glutaraldehyd haufig auf
empirischer Beobachtung [39]. Da bei dieser Form der Immobilisierung kein festes Tra-
germaterial verwendet wird, eignen sich auf diese Weise immobilisierte Enzyme nicht zur
Anwendung in Festbettreaktoren. Eine physikalische Méglichkeit zur Quervernetzung
bietet die Kristallisation von Enzymen zu Aggregaten (CLEAs). Hierbei kommt es nicht zur
Ausbildung kovalenter Bindungen, wodurch die Proteinstruktur und -aktivitat nicht be-
eintrachtigt wird. Die Porengrof3e der Aggregate kann zudem iiber den Kristallisations-

prozess in einer Spanne von 1 bis 100 um gesteuert werden. Es handelt sich hierbei je-
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doch um ein relativ kostspieliges Verfahren, da die Kristallisation von Enzymen einen auf-
wandigen Prozess darstellt und Enzyme von hochster Reinheit verwendet werden miis-
sen [40]. Das Verfahren gewinnt dennoch zunehmend an Bedeutung und konnte bereits
fiir die hocheffiziente, enzymatische Herstellung von Penicillin mithilfe von Penicillin-

Acylase in einem Flief3bettreaktor mit organischem Medium etabliert werden [41].

Die Immobilisierung von Enzymen durch Einschluss wird auch haufig als Verkapselung
bezeichnet. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auch komplexe, biokatalytische
Reaktionen in einem abgetrennten Reaktionsraum ablaufen kénnen, wobei die Freiset-
zung des Produkts kontrolliert stattfindet. Als Hiille wird haufig eine gelartige Matrix aus
verschiedenen Polysacchariden wie Alginat, Pektinat und Chitosan oder anderen, polaren
Polymeren wie Polylactid, Polyvinylalkohol und Polyurethanschaum verwendet. Wenn
nicht ausschliefdlich Enzyme, sondern ebenfalls Zellen oder Zellorganellen eingeschlossen
werden sollen, ist auf eine geringe Toxizitat und hohe Biokompatibilitit des verwendeten
Polymers zu achten. Die Porengrofie der Hiille kann iiber den Vernetzungsgrad des Poly-
mers gesteuert werden. Dieser muss so gewahlt werden, dass die Substrate und Produkte
der enzymatischen Reaktion die Hiille ungehindert passieren kénnen, wahrend das ein-
geschlossene Enzym zuriickgehalten wird. Dieses Verfahren eignet sich jedoch nicht fiir
hochmolekulare Verbindungen die grofder sind als das eingeschlossene Enzym. Auch der
Einsatz eingeschlossener Enzyme in Festbettreaktoren unter Verwendung hoher Driicke
ist mitunter problematisch, da die Partikel haufig nur eine geringe Formstabilitat aufwei-
sen [42]. Spezielle Einschlussverfahren wie die Liposomentechnik werden oft eingesetzt,
um empfindliche Molekiile an den gewlinschten Zielort innerhalb des menschlichen Kor-
pers zu befordern. Bei der Liposomentechnik werden Enzyme, Antikorper oder RNA in
einer Lipid-Doppelmembran eingeschlossen, damit sie nach der intravendsen Verabrei-
chung am vorgesehenen Wirkort zeitversetzt freigesetzt werden [43]. Eine wichtige Rolle
spielte die Liposomentechnik bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen SARS-CoV-2
im Rahmen der Covid-19 Pandemie [44].

3.4 Immunglobuline

Im Jahr 1890 hat der deutsche Immunologe Emil von Behring zusammen mit dem japani-

schen Arzt Kitasato Shibasaburo in menschlichem Blut eine Substanz entdeckt, die in der
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Lage war, das Diphterietoxin zu neutralisieren. Es konnte in darauffolgenden Studien ge-
zeigt werden, dass die entdeckte Substanz in der Lage war, spezifisch eines von zwei Sub-
straten zu binden. In diesem Zusammenhang wurde erstmals der Begriff Antikérper er-
wahnt, der noch heute synonym zu Immunglobulin verwendet wird. Bei Immunglobuli-
nen handelt es sich um Glykoproteine, die im Koérper als essenzieller Teil des Immunsys-
tems fungieren und von den weifden Blutkorperchen gebildet werden. Sie sind in der Lage,
bestimmte Antigene von Viren und Bakterien hochspezifisch zu erkennen und zu binden,
um so zu ihrer Zerstorung beizutragen. Aufgrund der Vielzahl verschiedener Klassen und
Subklassen von Immunglobulinen, die sich hinsichtlich ihrer biologischen Merkmale, Spe-
zifitat, Struktur sowie Verteilung im Korper unterscheiden, ist die Untersuchung ihrer

Funktion im Rahmen des menschlichen Immunsystems ein komplexes Unterfangen [45].

Neben der wichtigen Funktion bei der Inmunabwehr spielen Antikérper auch in der For-
schung, Diagnostik und als Therapeutikum eine zentrale Rolle. Bei vielen Labortechniken
wie Western Blot, Durchflusszytometrie und Immunhistochemie werden Immunglobu-
line aufgrund ihrer herausragenden Spezifitit dazu verwendet, gezielt einzelne Molekiile
innerhalb eines komplexen Gemisches oder Stoffwechselweges nachzuweisen. Antikor-
per werden zudem in diagnostischen Assays als hochspezifische Nachweismethode fiir
Biomarker im Rahmen von Infektionen und Allergien sowie zur Messung von Hormon-
spiegeln im Blut verwendet. Nachdem 1986 mit Muromonab-CD3 der erste therapeuti-
sche Antikorper zur Behandlung der akuten AbstofRungsreaktion nach Organtransplanta-
tionen durch das Paul-Ehrlich-Institut zugelassen wurde, folgten darauf viele weitere Zu-
lassungen von therapeutischen Antikérpern fiir diverse Indikationen. Seit den spaten
90er Jahren gehoren die therapeutischen Antikorper zu der am schnellsten wachsenden

Klasse auf dem Markt der biologischen Arzneimittel [46].

Die Glykoproteine bestehen aus zwei antigen-bindenden Fab-Fragmenten, welche iiber
die sogenannte hinge-Region an das Fc-Fragment gebunden sind. Die Verwendung der
einzelnen Fab-Fragmente des Antikdrpers hat insbesondere in therapeutischen und wis-
senschaftlichen Anwendungen zahlreiche Vorteile gegentiiber der Verwendung des intak-
ten Antikorpers. Durch die geringere Grofde ist die Membrangangigkeit der kleineren Fab-
Fragmente im Vergleich zu dem intakten Antikérper deutlich verbessert. Die Verwendung

eines weniger komplexen Systems wie Fab-Fragmenten erleichtert in Experimenten auch
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die Strukturaufklarung mithilfe von NMR oder Rontgenkristallographie. Durch die gerin-
gere Immunogenitit der Fab-Fragmente werden sie zudem bevorzugt fiir in vivo Experi-

mente eingesetzt [47].

Immunglobuline kénnen mithilfe von Proteasen in verschiedene Fragmente zerlegt wer-
den. In Abbildung 4 sind die Spaltspezifitaten unterschiedlicher Proteasen und die resul-

tierenden Antikorperfragmente dargestellt.

Vi
% y Oberes Gelenk Kern Unteres Gelenk/CH2 Region
VH L %_ Fab (Fab Region) Gelenk (F(ab'):Region)
S(219)-C-D-K-T-H-T-C-P-P-C-P-A-P-E-L-L-G-G-P(238)
CH1 12 3 4 56 7

—— Gelenk 1 Plasmin

2 Human Neutrophil Elastase (HNE)
CH2 3 Papain
4 MMP-3, MMP-12
Fc
CH3

i 5 Glutamyl endopeptidase | (GluV8), Cathepsin G
6 Pepsin, MMP-7
7 1deS

Abbildung 4: Spaltspezifititen verschiedener Proteasen in humanem Immunglobulin G (Aminosauren im
Einbuchstabencode) [48].

3.5 Bioaktive Peptide

Der Forschungsbereich der bioaktiven Peptide hat im letzten Jahrzehnt signifikant an Be-
deutung gewonnen. Es existieren diverse Studien, die sich mit ihrer Produktion, Aufreini-
gung und Charakterisierung befassen [49, 50]. Aufgrund der Ahnlichkeit von bioaktiven
Peptiden zu endogenen Signalpeptiden und Hormonen weisen sie haufig eine hervorra-
gende Gewebeaffinitdt und Rezeptorspezifitiat bei gleichzeitig exzellentem Sicherheits-
profil auf [51]. Bioaktive Peptide konnten deshalb eine sinnvolle Erganzung zu den haufig
als Arzneimitteln eingesetzten, niedermolekularen Verbindungen und Biopharmazeutika

wie Enzymen, Antikérpern und Hormonen bilden [52].

Fiir die Produktion von bioaktiven Peptiden konnen zahlreiche Methoden wie mikrobielle
Fermentation, gastrointestinaler Verdau sowie enzymatische Hydrolyse eingesetzt wer-
den. Wenn die Peptidsequenz bekannt ist, kommt auch die enzymatische oder chemische
Synthese der Sequenz in Frage [51]. Die Ausgangsproteine fiir hydrolytische Prozesse

stammen haufig aus tierischen oder pflanzlichen Lebensmitteln sowie marinen Quellen,
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da sie giinstig in grofden Mengen verfiigbar sind und eine Vielzahl verschiedener Proteine

mit einfachen Methoden extrahiert werden kann [53].

Fir die Charakterisierung von bioaktiven Peptiden kommt meist eine Variante der Mas-
senspektrometrie (MS) gekoppelt mit der Fliissigchromatographie (LC) zum Einsatz. Ins-
besondere haben sich hier die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation mit Flug-
zeitanalyse (MALDI-TOF), die Elektrospray-lonisierung (ESI) sowie die lonenfallen- und
Fourier-Transformations-Massenspektrometrie (FT-MS) bewadhrt. Dieser Prozess ist
nicht trivial, da er hohe Anspriiche an die vorangegangene Aufreinigung sowie die Sensi-
tivitat und Prazision der verwendeten Messmethode stellt. In den meisten Fallen handelt
es sich bei der zu charakterisierenden Probe um ein Gemisch aus diversen Peptiden und
nicht um Einzelpeptide. Die ermittelten Massen der Peptide werden anschlief3end mit ei-
ner Peptid-Datenbank abgeglichen und mit einer Wahrscheinlichkeit bekannten Amino-

sdureabfolgen zugeordnet [54].

Eine Ubersicht charakterisierter, bioaktiver Peptide aus unterschiedlichen Quellen findet

sich in Tabelle 2.

Tabelle 2: Beispiele verschiedener bioaktiver Peptide mit ihrer Quelle und Aminosduresequenz im Ein-
buchstaben-Code.

Bioaktivitat Quelle Sequenz Referenz
Antioxidativ Hihnereiweil DEDTQAMP Nimalaratne et al. (2015) [55]
Miesmuschel FSVVPSPK Park et al. (2016) [56]
Reis VAGAEDAAK Wattanasiritham et al. (2016) [57]
Antihypertensiv Griine Bohnen KKSSG Bitocchi et al. (2013) [58]
Mais LRP Puchalska et al.(2013) [59]
Soja LIVTQ Vallabha et al. (2014) [60]
Antidiabetisch Milch (Casein) MHQPPQPL Zhang et al. (2015) [61]
Makroalgen MAGVDHI Harnedy et al. (2015) [62]
Thunfisch PACCGPTISRPG Huang et al. (2012) [63]
Antimikrobiell Amaranth GYCGKGPKYCG Broekaert et al. (1992) [64]
Milch (Whey) KVGIN Théolier et al. (2013) [65]
Rindfleisch GLSDGEWQ Jang et al. (2008) [66]
Antikanzerogen Kichererbsen ARQSHFANAQP Xue et al. (2015) [67]
Grine Bohnen MPACGSS Luna-Vital et al. (2015) [68]
Austern LANAK Umayaparvathi et al. (2014) [69]

Flr die Aufreinigung von potenziell bioaktiven Peptiden aus Proteinhydrolysat werden
neben den Kklassischen Aufreinigungstechniken wie Zentrifugation und Ultrafiltration

auch praparative Chromatographie [70] und Kapillarelektrophorese [71] verwendet. Die
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so entstandenen Peptidfraktionen und ggf. Einzelpeptide kdnnen dann in geeigneten Bio-
aktivitatstests auf unterschiedliche Bioaktivitdten untersucht werden. Haufig handelt es
sich um eine Wirkung gegen schwerwiegende Erkrankungen mit einer hohen Pravalenz
in der Bevolkerung. Hierzu gehoren beispielsweise antihypertensive Peptide gegen Blut-
hochdruck, antikanzerogene Peptide gegen das Tumorwachstum bei verschiedenen
Krebserkrankungen sowie antimikrobielle Peptide gegen bakterielle Infektionskrankhei-
ten. Diese Bioaktivitaiten wurden auch in dieser Arbeit untersucht. Weitere wichtige Klas-
sen der bioaktiven Peptide sind antioxidative Peptide, die als Radikalfanger fungieren und
so den oxidativen Stress der korpereigenen Zellen verringern, antidiabetische Peptide,
die zu einer Absenkung des Blutglucosespiegels und einer Verbesserung der Insulinauf-
nahme fiihren und analgetische Peptide, die mit den Opioidrezeptoren oder den Cyc-
looxygenasen interferieren und auf diese Weise schmerzstillend und entziindungshem-

mend wirken [72].

Die antihypertensiven Peptide interagieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, welches eine Schliisselrolle in der Regulation des
Blutdrucks einnimmt. Die meisten antihypertensiven Peptide wirken durch die Inhibition
des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (ACE) zu einem frithen Zeitpunkt innerhalb der
enzymatischen Kaskade. Es wurden ebenfalls bioaktive Peptide beschrieben, die den An-
giotensin-II-Rezeptor (AT1/2) inhibieren und somit erst zu einem spéateren Zeitpunkt in
die enzymatische Kaskade eingreifen. Diese sind nebenwirkungsiarmer, da der Abbau von
Bradykinin nicht beeintrachtigt wird. Eine Ansammlung von Bradykinin im Blut fiihrt zu

einer erhohten Schleimbildung und Hustenreiz [73].

Die antimikrobiellen Peptide (AMPs) unterteilen sich in zwei grundlegende Wirkweisen:
Immunmodulation und direkte Zelltotung. Der letztere Mechanismus kann hierbei noch-
mals in membrangerichtete und nicht-membrangerichtete Zelltotung unterteilt werden.
AMPs, die zu der Klasse der membrangerichteten Zelltétung gehoren, richten sich haufig
gegen membrangebundene Rezeptoren oder induzieren die Zerstorung der Lipid-Doppel-
schicht selbst. Bei der nicht-membrangerichteten Zelltétung interferiert das AMP mit zell-
internen Zielstrukturen oder bindet direkt an spezifische Rezeptoren. Hiervon unter-
scheidet sich die Klasse der immunmodulierenden Peptide, die nicht direkt mit Mikroor-
ganismen interagieren, sondern spezifische Immunzellen wie Monozyten, Lymphozyten

und Leukozyten aktivieren und so die korpereigene Bekampfung der pathogenen Mikro-
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organismen induzieren. Die meisten bekannten AMPs gehoren zur Klasse der membran-
gerichteten Zelltotung und tragen eine starke kationische Ladung. Sie gehen somit eine
starke elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkung mit der negativ geladenen bak-

teriellen Zellwand ein [74].

Antikanzerogene Peptide (ACPs) konnen ebenfalls eine kationische Ladung aufweisen,
die zur Destabilisierung der Krebszellmembran fiihrt und dhneln somit den AMPs in ihrer
Struktur und Wirkweise. Da Saugetierzellen einen schwiacheren anionischen Charakter
besitzen als bakterielle Zellwande, ist die elektrostatische Interaktion dieser ACPs jedoch
schwacher ausgepragt als die der AMPs [75]. Die effektivsten ACPs wirken deshalb durch
Zellzyklus-Arrest, Inhibierung der Angiogenese, Modulation der Genexpression sowie In-

duktion der Apoptose [76].

3.6 Fusionsproteine

Als Fusionsproteine werden Proteine bezeichnet, die aus mindestens zwei von verschie-
denen Genen kodierten Doméanen bestehen. Diese Gene werden miteinander verbunden,
sodass das resultierende Protein als einzelne Einheit transkribiert und translatiert wird.
Fusionsproteine kdénnen in vivo als Folge einer Chromosomentranslokation entstehen,

konnen aber auch mittels rekombinanter DNA in vitro hergestellt werden [77].

Fusionsproteine werden in der Biotechnologie fiir die Produktion und Aufreinigung re-
kombinanter Proteine verwendet. Durch die Fusion ausgewahlter Affinitatstags an Prote-
ine wird die chromatographische Aufreinigung vereinfacht, da das gewiinschte Fusions-
protein hochspezifisch an Affinitdtsmembranen bindet. Dies ermdglicht eine sehr hohe
Reinheit des Zielproteins bei geringem Material- und Zeitaufwand. Einige Fusionsdoma-
nen verbessern die Loslichkeit von Proteinen, die bei rekombinanter Expression sonst
nur schlecht oder gar nicht 16slich waren. Auch die in vitro Riickfaltung des Proteins kann
so erleichtert werden. Haufig ist auch die Expression von Fusionsproteinen mit erhohter
Stabilitat gegeniiber proteolytischem Verdau wiinschenswert [78]. Tabelle 3 zeigt eine

Ubersicht iiber gingige Fusionstags und deren Eigenschaften und Verwendungszwecke.
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Tabelle 3: Charakteristika verschiedener Proteinaffinitits-Tags.

Tag Lange Position Elution Verwendung Referenz
T7 11 AS N-terminal mAb Aufreinigung Makrides
intern niedriger pH Erhohte Expression (1996) [79]
V5 14 AS C-terminal N/A Detektion MclLean et al.
(2001) [80]
FLAG 8 AS N-terminal Niedriger pH Aufreinigung Terpe
C-terminal EDTA Detektion (2003) [81]
GST 211 AS N-terminal Red. Glutathion Aufreinigung Smith
C-terminal Erhohte Expression (2000) [82]
Erhohte Loslichkeit
His 2-10AS N-terminal Zweiwertige Metalle Aufreinigung Bornhorst/Falke
C-terminal Imidazol Detektion (2000) [83]
Immobilisierung
SUMO 100 AS N-terminal Ni-IMAC Erhohte Loslichkeit Panavas et al.
SUMO-Protease Erhohte Expression (2009) [84]
Strep 8-9AS N-terminal Strep-Tactin Aufreinigung Skerra/Schmidt
C-terminal Biotin Detektion (2000) [85]
Immobilisierung
GFP 220 AS N-terminal N/A Detektion Gerdes/Kaether
C-terminal (1996) [86]

In allen Féllen, in denen das Fusionsprotein zu verbesserten Eigenschaften wahrend der
Expression oder Aufreinigung beitragt, ist das Beibehalten der Fusionsdomane am nati-
ven Protein nach der Produktion und Aufreinigung haufig nicht mehr erwiinscht, da die
Aktivitat des Proteins durch die Fusionsdomane beeintrachtigt sein kann. Auch die Mobi-
litdt des Proteins ist durch die zusatzliche Grofie der Fusionsdoméne eingeschrankt. Aus
diesem Grund ist die proteolytische Abspaltung der Fusionsdoméane mit hochspezifischen
Proteasen haufig der letzte Schritt in der rekombinanten Proteinproduktion. Hierzu wer-
den haufig schon bei der Gestaltung des Vektors Sequenzen fiir Spaltstellen verschiede-
ner, hochspezifischer Proteasen wie beispielsweise TEV-Protease und Thrombin unmit-
telbar vor der Fusionsdoméane eingefiigt. Die entsprechenden Proteasen kénnen dann
nach dem Produktions- und Aufreinigungsprozess verwendet werden, um die Fusionsdo-

mane hochspezifisch vom nativen Protein abzuspalten [87].

3.7 Invertzucker

Invertzucker besteht aus einem Gemisch der zwei Monosaccharide Glucose (Traubenzu-

cker) und Fructose (Fruchtzucker) und wird in der Lebensmittelindustrie haufig anstelle
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des konventionellen Disaccharids Saccharose (Haushaltszucker) verwendet, da er in fliis-
siger Form vorliegt und auch nach langerer Zeit nicht auskristallisiert. Seine Stif3kraft ist
zudem etwas hoher als die der Saccharose. Diese Eigenschaften vereinfachen die indust-
rielle Verarbeitung des Invertzuckersirups gegentiber kristalliner Saccharose. Insbeson-
dere in Lebensmitteln wie Eiscreme, Kuchen, Ketchup etc., deren Konsistenz auch bei lan-
gerer Lagerzeit cremig und geschmeidig bleiben soll, kommt deshalb bevorzugt Invertzu-
ckersirup zum Einsatz. Auf der Zutatenliste wird der Invertzuckersirup auch als ,Glucose-

Fructose-Sirup“ und ,Isoglucose” gekennzeichnet [88].

Die Herstellung von Invertzuckersirup geschieht industriell hauptsachlich auf zwei ver-
schiedenen Wegen: Zum einen mittels chemischer Hydrolyse mit Saure und zum anderen

durch enzymatische Hydrolyse mit Invertase (Abbildung 5) [89].

H OH
H o HOH,C - OH
Ho - i (e} 0
o H CH,OH
H HO H H
HO CH,0H
H H
Saccharose Glucose Fructose

Abbildung 5: Reaktionsschema der enzymatischen Hydrolyse des Disaccharids Saccharose in die zwei
Monosaccharide Glucose und Fructose mithilfe von Invertase.

Die enzymatische Hydrolyse mit Invertase verdrangt die saure Hydrolyse jedoch zuneh-
mend, da auf diese Weise lediglich etwa 50 % der vorgelegten Saccharose in die Monosac-
charide Glucose und Fructose umgewandelt werden kénnen und unerwiinschte Neben-
aromen und Verfarbungen auftreten konnen. Das Aufkochen der Invertase ist aufserdem
mit erheblichem, energetischen Aufwand verbunden und die Verwendung von Saure soll
aus Sicherheitsgrinden vermieden werden [90]. Insbesondere die enzymatische Hydro-
lyse mit immobilisierter Invertase im Durchfluss ist ein sehr effizienter Prozess, da konti-
nuierlich Invertzucker in gleichbleibender Qualitat produziert werden kann, ohne dass
Invertase im Produkt verbleibt [91]. Beispielsweise konnten durch den Einschluss von
Invertase in Gelatinekiigelchen mithilfe von Glutaraldehyd in einer einfachen, analyti-
schen Sdule grof3e Mengen Invertzuckersirup hergestellt werden. Hierbei war es moglich,
die eingeschlossene Invertase ohne nennenswerten Aktivitatsverlust sogar bis zu sieben

Mal zu verwenden, was eine kostenglinstige Prozessfiihrung ermdoglicht [92].
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kontinuierliches Keramik-Kapillarmembran Reaktorsystem

In diesem Kapitel wird der Entwicklungsprozess und die Herstellung der verwendeten,
keramischen Kapillarmembranen beschrieben, bevor diese im Anschluss hinsichtlich ih-
rer physikalischen Eigenschaften charakterisiert werden. Nach der chemischen Aktivie-
rung konnen diese keramischen Kapillarmembranen mit unterschiedlichen hydrolyti-
schen Enzymen immobilisiert werden. Die Entwicklung eines passenden Reaktormantels
erlaubt den Einsatz der keramischen Kapillarmembranen im kontinuierlichen Reaktor-
system, welches zur kontinuierlichen Hydrolyse verschiedener Substrate eingesetzt wird.
Die Bestandteile und der Funktionsumfang dieses Systems werden detailliert beschrieben

und die Verweilzeitverteilung bei verschiedenen Flussraten bestimmt.

4.1.1 Herstellung und Charakterisierung der Kapillarmembranen

Der Herstellungsprozess der keramischen Kapillarmembranen orientiert sich an Kroll et
al. (2010) und hat sich bereits fiir die Produktion verschiedener, keramischer Kapillar-
membranen bewdhrt, die in fritheren Arbeiten verwendet wurden [93]. Der Prozess wird
in Abbildung 6 schematisch dargestellt. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die hydrothermale Hydroxylierung zu einer bestmoglichen Aktivierung der
Oberflache der keramischen Kapillarmembran fiihrt [11]. Dieser Prozess wurde auch fiir
die Aktivierung der Oberflache der Kapillarmembranen verwendet, die im Rahmen dieser

Arbeiten eingesetzt wurden (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).

Keramikschlicker
=
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Abbildung 6: Ablauf des Herstellungsprozesses der im Projekt verwendeten keramischen Kapillarmemb-
ranen.
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Die verwendeten Kapillarmembranen haben eine Lange von 100 mm und eine Masse von
1,22 +0,069g. Der aufdere Durchmesser betragt 5,43 +0,07 mm, der innere
1,18 £ 0,09 mm. Das Innenvolumen einer Kapillare liegt demnach bei 109,36 + 17,32 pL.
Die Kapillarmembranen verfiigen nach dem Sintern {iber eine breite Porengréfienvertei-
lung und eine durchschnittliche Porengréfie von 90 nm. Diese wurde mittels Quecksilber-

intrusion bestimmt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bestimmung der Porengréfdenverteilung der verwendeten keramischen Kapillarmembra-
nen mittels Quecksilberporosimetrie.

Die spezifische Oberflache und die Porositat der keramischen Kapillarmembranen wurde
mithilfe der isothermen N2-Adsorption/Desorption nach Brunauer-Emmett-Teller (BET)
bestimmt (Abbildung 8). Aus diesen Messungen wurde eine spezifische Oberflache von

2,3 £ 0,35 m2/g und eine offene Porositit von 63,68 + 1,13 % ermittelt.
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Abbildung 8: Brunauer-Emmett-Teller (BET) Oberflaichenanalyse der spezifischen Oberflache der kera-
mischen Kapillarmembranen. Isotherme Adsorption/Desorption von Stickstoff an die Kapillarmembran-
Oberflache (A) und daraus errechneter BET-Plot (B).

Die im Rahmen der Anforderungen der Projektarbeiten entwickelten, neuartigen Kapil-
larmembranen gewahrleisten eine hohe Prozessstabilitit tiber eine lange Betriebsdauer.
Die vergrofderten Poren sorgen fiir eine deutlich reduzierte Verblockung der Kapillar-
membranen durch Proteinaggregate, die durch das Erwarmen des Substrats im Reaktor-
inneren entstehen. Um eine verbesserte Handhabung und eine moéglichst grofRe Oberfla-
che fiir immobilisierte Enzyme zu erreichen, wurde die dufdere Wandstarke im Vergleich
zu den Kapillarmembranen aus vorangegangenen Arbeiten von 0,6 mm auf 5,4 mm er-
hoht. Sowohl der Durchmesser des Innenkanals (1 mm) als auch die Gesamtlange der Ka-
pillarmembranen (100 mm) haben sich im Vergleich zu den Kapillarmembranen aus vo-
rangegangen Arbeiten nicht verandert. Abbildung 9 zeigt die in vorangegangenen Arbei-
ten verwendeten, keramischen Kapillarmembranen mit dem zugehoérigen Reaktormantel

im Vergleich zu den in den aktuellen Arbeiten verwendeten.
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Abbildung 9: Vergleich der keramischen Kapillarmembran mitsamt Reaktormantel aus vorangegange-
nen Projektarbeiten (A) mit der in aktuellen Projektarbeiten verwendeten (B).

Der Reaktormantel gewdhrleistet eine gleichmafdige Durchstrémung der Kapillarmem-
branen bei vollstandiger Kompatibilitdat mit den tbrigen Bestandteilen des Reaktorsys-
tems. Aufgrund seiner thermischen Eigenschaften und Korrosionsbestiandigkeit besteht
der Reaktormantel in beiden Fallen aus Edelstahl. Da der Durchmesser der neu entwickel-
ten Kapillarmembranen vergréfiert wurde, weist auch der Reaktormantel einen groféeren
Durchmesser sowie eine hohere Wandstarke auf. Wahrend bei dem Reaktormantel aus
vorangegangenen Arbeiten die Chromatographie-Schraubverbindungen aufgrund der
kleinen Gewindegrofde direkt auf den Reaktormantel aufgeschraubt werden konnten, war
in Folge des gestiegenen Durchmessers bei dem neu entwickelten Reaktormantel ein Ge-

windeaufsatz mit Quetschdichtungen vonnéten.

4.1.2 Aufbau des Reaktorsystems

Das Reaktorsystem besteht aus vier Hauptkomponenten, die mittels Polytetrafluorethy-
len-Kapillarschlauchen (PTFE) mit 0,18 mm Durchmesser miteinander verbunden sind

(Abbildung 10):

1) einem temperierbaren Substrat-Feed fiir bis zu 100 mL Substrat (4 - 80 °C), welcher
zusatzlich in stufenlos regulierbaren Geschwindigkeiten geriihrt werden kann

(0-1000 rpm)

2) der Peristaltikpumpe, die einen konstanten Fluss durch das Reaktorsystem erzeugt

(11 pL/min - 5000 pL/min)
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3) dem Saulenofen zur Einstellung der Temperatur der Keramik-Kapillarmembranen im

Edelstahl-Reaktormantel (10 - 100 °C)

4) dem gekiihlten Fraktionssammler zum Auffangen aufeinanderfolgender Proben tliber

die Dauer des Hydrolyseprozesses (bis -20 °C).

Dieser Aufbau ermdoglicht die Hydrolyse verschiedener Substrate mit unterschiedlichen
Proteasen unter den fiir den jeweiligen Prozess optimalen Bedingungen tliber einen lan-

gen Zeitraum.

Abbildung 10: Schematischer Aufbau des kontinuierlichen Keramik-Kapillarmembranreaktorsystems.
Gekiihlter Substrat-Feed (1.), Sdulenofen mit Reaktoren (m.) und Fraktionssammler mit Kiihleinheit zur
Sammlung des Hydrolysats (r.)

4.1.3 Charakterisierung des Reaktorsystems

Das kontinuierliche Keramikkapillarmembran-Reaktorsystem ist auf die stabile Hydro-
lyse verschiedener Substrate mit unterschiedlichen, immobilisierten Hydrolasen tiber ei-
nen langen Zeitraum ausgelegt. In diesem System kamen die in Abschnitt 4.1.1 beschrie-
benen Keramik-Kapillarmembranen zum Einsatz, die fiir eine hohe Prozessstabilitit tiber

einen langen Zeitraum in kontinuierlichen Hydrolyseprozessen optimiert sind.

Als Verfahren zur Enzymimmobilisierung wurde die in der Literatur beschriebene
NHS/EDC-Aminkupplung verwendet, die sich bereits in vorangegangenen Arbeiten be-

wahrt hatte und in Abschnitt 3.3 detailliert beschrieben wurde [93].

Die keramische Kapillarmembran wird an einem Ende mit 2-Komponenten-Epoxidkleb-

stoff verklebt, um den Fluss des Substrates durch die Poren der Kapillarmembran und
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somit maximalen Kontakt zur Enzym-immobilisierten Kapillarmembranoberfldache zu ge-
wahrleisten (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Das umgesetzte Substrat verladsst die
Kapillarmembran in den Innenraum der Reaktorhiille und schliefdlich den Reaktionsraum

(Abbildung 11).

A B

® ® Protein- oder
®  Antikorpersubstrat

Immobilisierte Enzyme

4 :A Peptide oder
¥, 4 Antikérperfragmente

Abbildung 11: Reaktionsschema des Enzym-immobilisierten, keramischen Kapillarmembranreaktors (A)
und Querschnitt der keramischen Kapillarmembran mit Visualisierung der Poren, aufgenommen mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM) (B).

Um das Reaktorsystem bei unterschiedlichen Flussraten zu charakterisieren, wurden
Verweilzeitexperimente durchgefiihrt. Hierzu wurde der Farbstoff 4-NP (4-Nitrophenol)
mittels Dirac-Stof3 bei unterschiedlichen Flussraten in das Reaktorsystem eingebracht
und iiber einen Zeitraum von ungefahr 5 h spektroskopisch bei 405 nm Wellenldnge de-
tektiert (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Die aufgenommenen Verzweilzeitverteilun-

gen sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Spektroskopische Bestimmung der Verweilzeitverteilung des Reaktorsystems bei unter-
schiedlichen Flussraten mit 4-Nitrophenol als Markersubstanz.

Bei sehr niedrigen Flussraten zeigt sich ein signifikanter tailing-Effekt, der bei steigender
Flussrate abnimmt. Um diesen Effekt zu erklaren, wurden Reynolds-Zahlen fiir das Reak-
torsystem berechnet (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Die berechneten Reynolds-
Zahlen (Re = 0,105 fiir 11 pL/min, Re = 0,316 fiir 33 pL/min, Re = 0,959 fiir 100 pL/min)
deuten klar auf laminaren Fluss bei niedrigen Flussraten hin, was fiir eine hohe Impuls-
diffusion und eine niedrige Impulskonvektion spricht. Dieses Verhalten kann auch bei
Pfropfenstromreaktoren (PFR) beobachtet werden, deren Funktionsweise dem hier be-
schriebenen System stark dhnelt. Wahrend fiir einen idealen PFR eine exakt definierte
Verweilzeit angenommen wird, weisen reale PFR eine Variation der Verweilzeit auf, die
als Verweilzeitverteilung bezeichnet wird. Diese Verweilzeitverteilung ist abhdngig von
der Art der Stromung und dem Grad der Riickvermischung, der durch die Bodenstein-Zahl
(Bo) definiert wird. Wahrend ein idealer PFR theoretisch eine unendlich hohe Bo auf-
weist, steht eine Bo von 0 fiir eine vollstandige Riickvermischung innerhalb des Systems
[94]. Der steigende Einfluss von Diffusionsprozessen bei niedrigen Flussraten erh6ht den
Grad der Riickvermischung im keramischen Kapillarmembranreaktorsystem, wobei die
Retention in der hochpordsen Kapillarmembran diesen Effekt zusatzlich verstarkt. Es
zeigt sich in den aufgenommenen Verweilzeitverteilungen jedoch, dass der Grad der
Riickvermischung mit zunehmenden Flussraten abnimmt, wodurch sich das System ei-

nem idealen PFR annihert.
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4.2 Anwendungen des Reaktorsystems

Das keramische Kapillarmembran-Reaktorsystem wurde in vier ausgewahlten Anwen-
dungsbeispielen mit industrieller Relevanz hinsichtlich seiner Langzeit-Prozessstabilitat
untersucht. Hierflir wurden unterschiedliche Peptidasen (EC 3.4) sowie eine Glykosidase
(EC 3.2) auf den keramischen Kapillarmembranen immobilisiert. Temperatur und pH-
Wert wurden fiir jede Anwendung auf das Optimum des jeweiligen, immobilisierten En-

zyms angepasst.

Eine Ubersicht der in den Anwendungen eingesetzten Hydrolasen mitsamt ihrer optima-

len Reaktionsbedingungen sowie praferierten Spaltstellen findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die pH- und Temperaturoptima sowie die Erkennungs- und Spaltsequenzen
der im Projekt verwendeten Hydrolasen (Aminosduren im Einbuchstabencode).

Protease Klasse Optimum pH  Optimum T Praferierte Spaltstelle
Papain Cysteinprotease 6-7 50-60°C H|T
Alcalase Serinprotease 6,5—38,5 55-70°C (Q/S)[H, LI(V/Y), Y|T
TEV Protease = Cysteinprotease 6-9 30°C Q|S(G/A)
Invertase Glykosidase 4-5 40-60 °C 1,2-Glycosidische Bindung

4.2.1 Produktion von Fc- und Fab-Fragmenten aus Immunglobulin G

Als 1. Anwendungsbeispiel wurde die kontinuierliche, proteolytische Spaltung von huma-
nem Immunglobulin G (IgG) mithilfe der Cysteinprotease Papain im kontinuierlichen Ke-
ramik-Kapillarmembranreaktorsystem untersucht. Die Spaltung des Antikorpers findet
hierbei oberhalb der Disulfidbriicken der Gelenk-Region zwischen den Aminosauren His-
tidin und Threonin statt und resultiert in der Entstehung von zwei Fab- und einem Fc-

Fragment.

Als Spaltsubstrat fiir die folgenden Untersuchungen wurde eine IgG-Lésung mit der Kon-
zentration 1 mg/mL angesetzt. Als Puffer kam hierbei ein POPSO-Puffer, pH 7,8 zum Ein-
satz, was den physiologischen Bedingungen des Antikdérpers entspricht und ebenfalls im

Bereich der maximalen Aktivitat des Papains liegt.

In der Literatur wird beschrieben, dass der Zusatz von L-Cystein sowohl die Stabilitat als
auch die Aktivitat von Papain erheblich steigert [95]. Die Aktivitdt von Papain setzt die

Entstehung eines Thiolat-Imidazolium Ionenpaares von Cys-25 und His-159 im aktiven
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Zentrum des Enzyms voraus [96]. In kinetischen Studien konnte gezeigt werden, dass Thi-
ole wie Cystein in der Lage sein konnten, die Zersetzungsrate des Enzym-Substrat-Kom-
plexes zu erhéhen, wodurch es zur Aktivierung von Papain kommt. Dennoch ist der Akti-

vierungsmechanismus von Papain durch Cystein noch nicht vollstiandig aufgeklart [97].

In einer Batch-Voruntersuchung wurden jeweils 950 pL IgG-Substratlosung mit den L-
Cystein-Konzentrationen 0, 5, 10 und 20 mM eingesetzt. Um die enzymatische Reaktion
zu starten, wurden dann jeweils 25 pL einer Papain-Losung (1 mg/mL in POPSO-Puffer,
pH 7,8) hinzugefiigt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch das Hinzufiigen von 25 pL einer
lodacetamid-Losung (1 mg/mL) gestoppt und anschlieféend der Umsatz von nativem IgG
in die Fab- und Fc-Fragmente in einer SEC-HPLC quantifiziert (Siehe Anhang, Abschnitt
Methoden). In dem durchgefiihrten Batch-Prozess wurde nach einer Hydrolysedauer von
4 h ohne Zugabe von Cystein ein Umsatz von intaktem IgG von lediglich 1,19 * 1,5 % er-
zielt. Die Zugabe von 5 mM Cystein fiihrte zu einem Umsatz von 24,96 + 2 %, von 10 mM
Cystein zu einem Umsatz von 40,45 * 1,8 % und von 20 mM Cystein zu einem nur leicht

hoheren Umsatz von 45,18 + 2,1 % (Abbildung 13).

50
40
30

20

Umsatz IgG [%]

10+

T T T T T T T
0 5 10 20

Cysteinkonzentration

Abbildung 13: Umsatz des intakten IgG-Antikorpers in Abhédngigkeit der L-Cysteinkonzentration.

Basierend auf den Ergebnissen der Voruntersuchung wurde bei allen Folgeanwendungen
eine L-Cysteinkonzentration von 10 mM eingesetzt. Bei einer L-Cysteinkonzentration von
20 mM und mehr kam es zu Inkompatibilitdten mit der verwendeten SEC-HPLC Analyse,
wodurch deutliche Doppelpeaks sichtbar wurden und ein ausgepragtes Fronting auftrat.

Hohere L-Cysteinkonzentrationen wurden deshalb nicht getestet. Den besten Umsatz bei
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grofstmoglicher Kompatibilitit mit der verwendeten Analysemethode erzielte deshalb

der Zusatz von 10 mM Cystein.

Fir die Aktivititsbestimmung und die Untersuchung der Langzeit-Stabilitit wurde die
Cysteinprotease Papain mithilfe der NHS/EDC-Aminkupplung auf den funktionalisierten
Kapillarmembranen immobilisiert (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Insgesamt wur-
den bei diesem Immobilisierungsprozess 49,75 % der vorgelegten 2 mg Papain auf der
Kapillarmembran immobilisiert, was einer Menge von 995 pg Papain und einer Enzym-

dichte von 0,53 pg/cm? auf der Kapillarmembran entspricht.

Die Aktivitat des immobilisierten Papains wurde spektrometrisch mithilfe des Substrats
N-a-Benzoyl-DL-arginin--naphthylamid-hydrochlorid (BANA) bestimmt. Dieses Sub-
strat wird durch Papain zu 2-Naphthylamin umgesetzt, welches bei einer Wellenldnge von
540 nm spektroskopisch detektiert werden kann. Um die Enzymaktivitit des nativen Pa-
pains mit der des immobilisierten Papains vergleichen zu kénnen, wurde die funktionali-
sierte Kapillare fiir die Bestimmung der Aktivitdt von immobilisiertem Papain im Morser
zerstofden, immobilisiert und anschliefdend in DMSO dispergiert (Immobilisierungsgrad
54,88 %). Fiir die Bestimmung der Aktivitdt des nativen Papains wurde die zur Immobili-
sierung aquivalente Menge Protein in DMSO gel6st. Die spektrometrische Messung wurde
anschlief3end in einer Durchflusskiivette durchgefiihrt und unmittelbar nach Zugabe des
Enzyms gestartet. Fiir natives Papain errechnete sich aus der Steigung der linearen Re-
gression der Absorption liber die Zeit eine Enzymaktivitat von 28,14 + 0,8 U/mL und fiir
immobilisiertes Papain eine Enzymaktivitat von 23,88 + 0,62 U/mL (siehe Anhang, Ab-
schnitt Methoden).

Flir die Untersuchung der Langzeit-Stabilitdt wurde der Reaktor im Saulenofen auf 37 °C
temperiert, was physiologischen Bedingungen entspricht und im Bereich einer hohen En-
zymaktivitit des immobilisierten Papains liegt. Eine Temperatur von 50 - 60 °C ent-
spricht zwar dem Optimum der Aktivitdt von Papain, fiihrt laut Literatur jedoch zu Struk-
turschaden am IgG-Antikorper und wurde deshalb nicht verwendet [98]. Um die thermi-
sche Belastung des IgG-Antikorpers liber den Zeitraum der Proteolyse so gering wie mog-
lich zu halten und den Oxidationsprozess des zugesetzten Cysteins zu verlangsamen,
wurde der Substrat-Feed auf 4 °C gekiihlt. Die peristaltische Pumpe wurde auf eine Fluss-

rate von 11 pL/min eingestellt und der Fraktionssammler auf eine Sammelzeit von
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40 min pro Fraktion, was einer Fraktionsgrofie von 440 pL entspricht. Uber einen Zeit-
raum von 33,3 h wurden insgesamt 50 Fraktionen gesammelt, die nachfolgend als Proben
bezeichnet werden. Dies entspricht einem Gesamtvolumen von 22 mL IgG-Losung
(1 mg/mL). Der Fraktionssammler wurde wahrend des gesamten Zeitraums der Proteo-
lyse auf -10 °C gekiihlt, um die bestmogliche Stabilitdt der gesammelten Proben bis zur

Verwendung in der SEC-HPLC Analyse zu gewahrleisten.

Die SEC-Analyse der gesammelten Proben 5 - 50 in der HPLC wird im Anhang (Abschnitt
Methoden) beschrieben. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurde lediglich das
Chromatogramm jeder fiinften Probe sowie die zugehorigen Flachen unter den Kurven
zur Quantifizierung des IgG-Antikérpers sowie der IgG-Fab- und Fc-Fragmente grafisch

dargestellt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: SEC-HPLC Chromatogramm der Proben 5 - 50 des kontinuierlich erzeugten IgG-Hydroly-
sats. Peak 1: Intakter IgG-Antikérper und Peak 2: IgG Fab- und Fc-Fragmente (A) und AUC von Peak 1 und
Peak 2 der Proben 5 - 50 (B).

Es konnte liber die gesamte Proteolysedauer von 33,3 h ein messbarer Umsatz von insge-
samt 22 mL IgG-Losung gezeigt werden. Die Quantifizierung zeigt die Tendenz zu sinken-
dem Umsatz mit zunehmender Proteolysedauer. Zu Beginn des kontinuierlichen Proteo-
lyseprozesses in der Probe 5 lag der IgG-Umsatz bei 40,45 %, in einem vergleichbaren
Batch-Prozess war der IgG-Umsatz mit 60,58 % hoher. Betrachtet man jedoch das Ende
des Proteolyseprozesses in der Probe 50, liegt der Umsatz des immobilisierten Papains
auf der keramischen Kapillarmembran noch immer bei 32,82 %. In einem vergleichbaren
Batch-Prozess konnte bei Papain in Losung keinerlei Aktivitat mehr festgestellt werden.
Wahrend also bei immobilisiertem Papain ein Aktivitatsverlust von 7,63 % tiber 33,3 h
festgestellt wurde, hatte das Papain in Losung, welches in den Batch-Prozessen verwen-

det wurde, bereits seine gesamte Aktivitit verloren. Die Immobilisierung von Papain fiihrt
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auch laut Literatur zu einer Verbesserung der thermischen Stabilitat und minimiert den
Effekt der Autoproteolyse und des spontanen Entfaltens, kann diese Effekte jedoch nicht
vollstandig umgehen [99, 100]. Diese Beobachtung konnte auch im Rahmen der vorlie-

genden Applikation experimentell bestatigt werden.

4.2.2 Produktion von Mandel- und Erbsenproteinhydrolysat

Als 2. Anwendungsbeispiel wurden die Nahrungsmittelproteine aus Erbsen- und Mandel-
isolat mit der Serinprotease Alcalase im kontinuierlichen Keramik-Kapillarmembranre-
aktorsystem enzymatisch hydrolysiert. Bei Alcalase handelt es sich um eine unspezifische
Protease, die in der Lage ist, Nahrungsmittelproteine in Peptidfragmente einer homoge-
nen Langenverteilung von 2 bis 30 AS zu spalten. Der so entstandene Peptid-Fingerprint
bleibt bei identisch gewdhlten Hydrolysebedingungen tliber einen langen Zeitraum kon-
stant. In dieser Anwendung wurde aufgrund der hervorragenden Eignung fiir die Protein-
und Peptidaufreinigung ein praparatives Niederdruck-Chromatographiesystem (FPLC)

zur Aufreinigung der Peptidfraktionen verwendet.

Flr die nachfolgenden Versuche wurde die Serinprotease Alcalase mit der NHS/EDC-
Aminkupplung auf den funktionalisierten Kapillarmembranen immobilisiert (siehe An-
hang, Abschnitt Methoden). Insgesamt sind bei diesem Immobilisierungsprozess 68,67 %
der vorgelegten 2 mg Alcalase auf der Kapillarmembran immobilisiert worden, was einer
Menge von 1.376 pg Alcalase und einer Enzymdichte von 0,76 pg/cm? auf der Kapillar-

membran entspricht.

Analog zur Aktivitatsbestimmung des nativen und immobilisierten Papains wurden auch
die Aktivitaten der nativen und immobilisierten Alcalase spektrometrisch bestimmt und
miteinander verglichen. Hierzu wurde das Substrat Boc-1-alanin-4-nitrophenylester (Boc-
Ala-ONP) verwendet, das durch Alcalase zu 4-Nitrophenol umgesetzt wird. Dieses Pro-
dukt kann bei einer Absorption von 405 nm Wellenldnge spektrometrisch detektiert wer-
den. Anschliefdend wurde eine pulverisierte Kapillarmembran mit Alcalase immobilisiert
(Immobilisierungsgrad 75,24 %) und in einer Messung im Durchfluss mit der dquivalen-
ten Menge nativer Alcalase verglichen. Die aus der Regressionsgeraden der Absorption
Uiber die Zeit berechneten Aktivititen betrugen fiir immobilisiertes Papain

23,88 £ 0,62 U/mL und fiir natives Papain 28,14 U/mL (siehe Anhang, Abschnitt Metho-
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den). Aufgrund der grofderen, fiir das Enzym zuganglichen Oberflache, liegt der Immobi-
lisierungsgrad der pulverisierten Kapillarmembranen hoher als der von intakten Kapil-

larmembranen.

Die Herstellung der Mandel- und Erbsenproteinlésung aus pulverférmigem Proteinisolat
erfolgte mittels alkalischer Extraktion (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Die finale
Konzentration der Mandelproteinlésung lag bei 7,9 g/L, die der Erbsenproteinlésung bei
12,8 g/L. Damit der Proteolyseprozess unter schonenden, physiologischen Bedingungen
und moglichst im Bereich der optimalen Enzymaktivitit der Alcalase stattfindet, wurde
ein pH-Wert von 7,8 und eine Reaktortemperatur von 40 °C gewahlt. Da gezeigt werden
konnte, dass die eingesetzten Proteinlosungen stark zu Aggregation neigen, wurde der
Substrat-Feed auf 4 °C gekiihlt und bei 150 rpm kontinuierlich geriihrt. Die Flussrate der
Peristaltikpumpe wurde auf 11 pL/min eingestellt, um eine moglichst grofse Verweilzeit
im Reaktorsystem zu erreichen. Die Sammelzeit des Fraktionssammlers wurde auf 90 Mi-
nuten eingestellt, was einer Fraktionsgrofde von 990 uL entspricht. Insgesamt wurden 30
Fraktionen (= Proben) iiber einen Zeitraum von 45 h gesammelt. Dies entspricht einem
Gesamtvolumen von 29,7 mL Proteinlésung. Der Fraktionssammler wurde auf 4 °C ge-
kiihlt, um die Proteinaggregation in den gesammelten Fraktionen tiber die Dauer des Pro-

teolyseprozesses zu verlangsamen.

Die Analyse der hergestellten Mandel- und Erbsenproteinlésungen sowie der Fraktionen
5-30 der im Reaktorsystem erzeugten Mandel- und Erbsenproteinhydrolysate wurde

mittels RP-HPLC durchgefiihrt (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).

Mandelproteinisolat besteht zu 65 - 70 % aus dem Almond major protein (AMP), welches
auch als Amandin bezeichnet wird. Es handelt sich um ein Speicherprotein, das zur
Gruppe der 14S Globuline gehort. Die Albuminfraktion macht bei Mandelproteinisolat
20 % des Gesamtanteils aus, den kleinsten Anteil stellt mit etwa 10 % die Gluteninfraktion
dar [101]. Die Globulinfraktion des Erbsenproteinisolats umfasst 70 - 80 % des Gesamt-
proteingehalts und besteht aus den Proteinen Legumin, Vicilin und Convicilin. Die restli-
chen 20 - 30 % der Proteine gehoren der Albuminfraktion an [102]. Diese nativen Prote-
ine konnen den Peaks ab einer Retentionszeit von 50 min zugeordnet werden. Wahrend
der Proteolyse werden diese Proteine in Peptide eines homogenen Langenspektrums von

2 bis ca. 30 Aminosauren umgewandelt, so dass ein sogenannter charakteristischer Pep-
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tid-Fingerprint entsteht. Insgesamt konnten im Rahmen des kontinuierlichen Proteoly-
seprozesses mit den immobilisierten keramischen Kapillarmembranen 82,58 % des Man-
delproteinisolats und 76,28 % des Erbsenproteinisolats in die jeweiligen Peptide umge-

setzt werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: RP-HPLC Chromatogramm von Mandelprotein- und Erbsenproteinisolat (A) sowie Man-
del- und Erbsenproteinhydrolysat mit Peptidstandard (B).

Im Rahmen der Untersuchungen der Langzeitstabilitit des Prozesses wurden tiber einen
Zeitraum von 45 h insgesamt 30 Fraktionen (= Proben) gesammelt und in der RP-HPLC
untersucht. Hierbei zeigte sich ein konsistenter Peptid-Fingerprint mit markanten Peaks
iiber die gesamte Proteolysedauer. Die immobilisierte Alcalase verzeichnete in diesem
Zeitraum einen durchschnittlichen Aktivitatsverlust von 23,08 %, wobei letzterer bei ge-
l6ster Alcalase in vergleichbaren Batch-Prozessen mit 46,2 % ungefahr doppelt so hoch
war. In den ersten fiinf Proben sind etwas ausgepragtere Peaks zu erkennen als in den
darauffolgenden Proben, was vermutlich auf die Aggregation von Proteinen auf der Ober-

flache der keramischen Kapillarmembranen zurtiickzufiihren ist. Dieser Effekt ist bei Man-
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delproteinhydrolysat ausgepragter als bei Erbsenproteinhydrolysat, was sich mit der be-

obachteten Proteinaggregation auf der Kapillarmembranoberfliche deckt (Abbil-

dung 16).

A

1,4%107 —Probe 5

—— Probe 10
~———Probe 15
~——— Probe 20
Probe 25
Probe 30

1,2x107 -
1,0x107 -

8,0x10°

6,0x10%

Offset Absorption [mAU]

4,0%10° ~

2,0x10°

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [min]

1,6%x107 —

1,4x107

1,2x107 —

1,0x107 —

8,0x106 —|

6,0x10°

Offset Absorption [mAU]

4,0x10°

2,0x10°

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [min]

Abbildung 16: RP-HPLC Chromatogramm der Proben 5 - 30 des Mandelproteinhydrolysats (A) und des
Erbsenproteinhydrolysats (B) mit ausgewdahlten, markanten Peaks.

Die Flache unter ausgewahlten markanten Peaks in dem kontinuierlich erzeugten Man-
del- und Erbsenproteinhydrolysat wurde mittels Integration ermittelt, um die Stabilitat
der Peaks iiber die Hydrolysedauer zu visualisieren. Fiir das Mandelproteinhydrolysat

wurden die Peaks 1 -5 und fiir das Erbsenproteinhydrolysat die Peaks 1 - 4 betrachtet
(Abbildung 16, Abbildung 17).
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Abbildung 17: Integration der Peakfldchen der ausgewahlten, markanten Peaks 1 - 5 des Mandelpro-
teinhydrolysats (A) und der Peakflachen der ausgewdhlten, markanten Peaks 1 - 4 des Erbsenproteinhyd-
rolysats (B) der jeweiligen Proben 5 - 30.

Es ist zu erkennen, dass die Peaks 2 und 5 des Mandelproteinhydrolysats tiber die ge-
samte Hydrolysedauer stabil bleiben. Wahrend bei Peak 4 lediglich in Probe 30 eine deut-
liche Abnahme der Flache zu erkennen ist, nimmt die Peakflache von Peak 3 bereits von
Beginn des Prozesses an stark ab. Aufderdem ist bei Peak 1 ist eine leichte, kontinuierliche
Abnahme von Beginn des Prozesses an zu erkennen. Die Peaks 1, 2 und 4 des Erbsenpro-
teinhydrolysats bleiben iiber die gesamte Hydrolysedauer stabil, wohingegen die Flache
von Peak 3 bereits von Beginn des Prozesses an abnimmt. Dieses Verhalten kann mit den
unterschiedlichen Eigenschaften der erzeugten Peptide erklart werden. Wie in Abschnitt
4.1.3 beschrieben wurde, kommt es bei der verwendeten Flussrate von 11 pL/min zu ei-
ner starken Riickvermischung des Hydrolysats in der keramischen Kapillarmembran.
Durch die verschiedene Grofie und Oberflachenbeschaffenheit der erzeugten Peptide
konnten sterische Effekte zu einem unterschiedlichen Retentionsverhalten von spezifi-
schen Peptiden fiihren. Die Peptide in den Peaks 3 des Mandel- und Erbsenproteinhydro-
lysats, die bereits zu Beginn des Hydrolyseprozesses deutlich abnehmen, konnten sich
aufgrund dessen besonders lange im Kapillarmembranreaktor aufgehalten haben und so
durch Alcalase weiter hydrolytisch gespalten werden. Auch die Oberflaichenladung der
Peptide in ihrer Tertidarstruktur spielt eine wesentliche Rolle bei der Proteinaggregation.
Es ist anzunehmen, dass einige Peptide, wie die in den Peaks 3 des Mandel- und Erbsen-
proteinhydrolysats, besonders stark zur Aggregation neigen, wodurch sich ihre Konzent-

ration kontinuierlich verringert, da sie sich an der Kapillarmembran ablagern. Wie an der
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nur leichten Abnahme der Peakflache von Peak 1 des Mandelproteinhydrolysats zu er-
kennen ist, kann dieser Effekt unterschiedlich ausgepragt sein. Wahrend ein solcher Ef-
fekt sich hier unmittelbar auf die Konzentration der Peptide auswirkt, kann dieser auch

verzogert auftreten, wie dies bei Peak 4 des Mandelproteinhydrolysats zu sehen ist.

Proteinaggregation ist ein kritischer Parameter bei der Hydrolyse von Lebensmittelpro-
teinen. Aggregierte Proteine sind fiir einen proteolytischen Verdau deutlich schlechter zu-
ganglich und bilden einen Film auf der Kapillarmembranoberfldache, welcher den Proteo-
lyseprozess zusatzlich negativ beeinflusst [103]. Die Temperatur und die Dauer des Pro-
teolyseprozesses haben den grofdten Einfluss auf die Proteinaggregation, die hauptsach-
lich im beheizten Kapillarmembranreaktor beobachtet werden konnte. Obwohl durch
Kiihlung und kontinuierliche Durchmischung des Substrat-Feeds alle moéglichen Mafénah-
men zur Reduzierung der Proteinaggregation getroffen wurden, konnte sie dennoch nicht
ganzlich verhindert werden. Dies hangt auch mit der Notwendigkeit zusammen, den Ka-
pillarmembranreaktor auf eine Temperatur zu erhitzen, bei der eine ausreichende Pro-
teaseaktivitat gewahrleistet ist. Bei der kontinuierlichen Proteolyse von Lebensmittepro-
teinen muss also immer zwischen der Proteinaggregation und der Proteaseaktivitit ab-

gewogen werden [104].

Da Alcalase zur Gruppe der Endopeptidasen gehort, ist die Abspaltung einzelner Amino-
sauren auch bei sehr langen Verdauzeiten nicht zu erwarten. Die Entstehung einzelner
Aminosauren durch andere Einflussfaktoren wiahrend des Proteolyseprozesses sollte je-
doch ausgeschlossen werden. Hierzu wurde eine OPA/Fmoc-Derivatisierung mit an-
schliefender RP-HPLC durchgefiihrt (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Es konnte ve-
rifiziert werden, dass das erzeugte Erbsenproteinhydrolysat neben den Peptiden keine

einzelnen Aminosauren beinhaltet (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Analyse der im kontinuierlich produzierten Erbsenproteinhydrolysat enthaltenen Amino-
sduren mittels OPA/Fmoc Derivatisierung und anschlieRender RP-HPLC.

4.2.2.1 Aufreinigung des Erbsenproteinhydrolysats

Das gesammelte Erbsenproteinhydrolysat wurde in einer praparativen RP-FPLC aufge-
reinigt, um die gesammelten Peptidfraktionen dann auf ausgewadhlte bioaktive Eigen-
schaften untersuchen zu kénnen. Fiir die Aufreinigung wurden die Bedingungen der RP-
HPLC auf das RP-FPLC System libertragen (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Der Pep-
tid-Fingerprint in RP-FPLC und RP-HPLC ist nahezu identisch, was auf einen erfolgreichen
Transfer der RP-HPLC auf die RP-FPLC Methode schlief3en lasst. Wahrend des Laufs wur-
den miniitlich Fraktionen gesammelt, die anschliefend in 15 verschiedenen Proben sinn-
voll vereinigt wurden, um moglichst markante Peaks vollstdndig in einer einzelnen Pro-
benfraktion zu sammeln (Abbildung 19). Die gesammelten Proben 1 - 15 wurden an-
schliefRend gefriergetrocknet, um alle Losungsmittelriickstande aus dem Chromatogra-

phieprozess vollstandig zu entfernen (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).
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Abbildung 19: Préparative RP-FPLC des Erbsenproteinhydrolysats mit Fraktionierungsschema der ge-
sammelten Peptidfraktionen und Peptidstandard.

4.2.2.2 Bioaktivitatstests

Die chromatographisch aufgereinigten Peptidfraktionen 1- 15 wurden in drei ausge-
wahlten Bioaktivitatsstudien auf potenziell antihypertensive, antikanzerogene und anti-
mikrobielle Eigenschaften untersucht. Die gefriergetrockneten Peptidfraktionen wurden
hierfiir in 20 mM POPSO Puffer pH 7,8 resuspendiert und auf eine einheitliche Konzent-
ration von 500 pg/mL normiert. Alle Versuche und Messungen wurden in Dreifachbe-

stimmung durchgefiihrt und anschlieféend das arithmetische Mittel gebildet.

4.2.2.2.1 Test auf antihypertensive Wirkung

Flir die Untersuchung der antihypertensiven Eigenschaften der Peptidproben wurde ein
ACE-Inhibierungsassay eingesetzt. Es handelt sich um einen enzymatischen Aktivitatsas-
say, in dem die inhibierende Wirkung der Peptidproben auf das ACE untersucht wurde.
Das ACE-Substrat HHL wird hydrolytisch in die zwei Bestandteile HL sowie Hippursaure
(HA) gespalten (Abbildung 20). Alle Komponenten dieser enzymatischen Reaktion konn-

ten in einer RP-HPLC Analyse quantifiziert werden (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).
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Abbildung 20: Reaktionsschema der Hydrolyse des ACE-Substrates HHL in die zwei Bestandteile
Hippursaure (HA) und HL.

Als Positivkontrolle ist der kommerzielle ACE-Inhibitor Captopril eingesetzt worden
und als Negativkontrolle und Referenz diente eine Probe mit einer ACE-Aktivitit von
60 mU/mL, ohne Zugabe einer Probensubstanz. Wahrend nicht-hydrolysiertes Erb-
senproteinisolat keine Auswirkungen auf die ACE-Aktivitat hatte, zeigte der kommer-
zielle ACE-Inhibitor Captopril eine stark ACE-inhibierende Wirkung und senkte die
Aktivitat von initial 60 mU/mL auf 6 mU/mL. Die hohe Aktivitat und Standardabwei-
chung in Probe 1 war vermutlich auf die versehentliche Zugabe einer doppelten En-
zymmenge ACE zuriickzufiihren. Bei Halbierung der Aktivitat ist keine signifikante
Auswirkung auf die ACE-Aktivitat zu erkennen. Basierend auf empirischen Daten aus
der Literatur wurde eine Senkung der ACE-Aktivitit um 50 % und mehr als signifi-
kant erachtet [105]. Ein solcher Effekt war bei den Peptidproben 7 (31 mU/mL, Sen-
kung um ca. 50 %), 14 (28 mU/mL, Senkung um ca. 53 %) und 15 (28 mU/mL, Sen-
kung um ca. 53 %) zu beobachten. Die Proben 6 (43 mU/mL, Senkung um 28 %), 8
(40 mU/mL, Senkung um 33%) und 12 (44 mU/mL, Senkung um 27 %) kénnten eine
schwache ACE-inhibierende Wirkung aufweisen, wurden jedoch aufgrund der defi-
nierten Signifikanzschwelle als nicht-signifikant angesehen. Die Proben 5
(72 mU/mL, Erhohung um 20 %), 10 (82 mU/mL, Erhéhung um 37 %) und 13
(81 mU/mL, Erhohung um 35 %) schienen die ACE-Aktivitat sogar zu erh6hen. In der
Literatur sind ebenfalls Mechanismen und Peptide beschrieben, die in der Lage sind,
die ACE-Aktivitat zu erhohen. Die Erhéhung der ACE-Aktivitat nach Inkubation mit
den Peptidproben konnte also auf vergleichbare Mechanismen zurtickzufiihren sein

(Abbildung 21) [106, 107].
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Abbildung 21: Absolute ACE Aktivitdt des Angiotensin-converting-enzyme in einem ACE-Aktivitdtsassay
der Peptidproben 1 - 15 und Erbsenproteinisolat als Kontrolle.

4.2.2.2.2 Test auf antikanzerogene Wirkung

Fir die Untersuchung der Peptidproben des kontinuierlich erzeugten Erbsenproteinhyd-
rolysats auf eine potenziell zytostatische bzw. antikanzerogene Wirkung wurde die Lun-
genkrebszelllinie A549 kultiviert und anschliefend mit den jeweiligen Peptidproben in-

kubiert (Abbildung 22).

Abbildung 22: Polarisationsmikroskopische Aufnahme der Kultur einer A549 Lungenkrebszelllinie.
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AnschliefSend wurde ein Zellviabilitiatsassay (CTB) durchgefiihrt, um die Viabilitat der
Lungenkrebszellen nach Inkubation mit den Peptidproben zu bestimmen (siehe Anhang,
Abschnitt Methoden). Als Negativkontrolle und Referenz diente hierbei eine Zellkultur
von A549, der keine Priifsubstanz zugegeben wurde. Als Positivkontrolle kam das Zyto-
statikum Camptothecin zum Einsatz. Es handelt sich um ein natiirlich vorkommendes Al-
kaloid des chinesischen Gliicksbaumes, welches als Hemmstoff der Topoisomerase [ wirkt
[105]. Aufserdem wurde untersucht, ob das nicht-hydrolysierte Erbsenproteinisolat einen
Einfluss auf die Viabilitat der Krebszelllinie hat, was aber nicht gezeigt werden konnte.
Basierend auf empirischen Daten aus der Literatur in dhnlichen Untersuchungen wurde
eine Reduktion der Zellviabilitdt um mindestens 30 % als signifikant erachtet [106]. Wah-
rend die Positivkontrolle Camptothecin die Zellviabilitat um 58 % senkte, konnte eine sig-
nifikante Reduktion der Zellviabilitat auch fiir die Peptidproben 6 (Reduktion um 41 %)
und 9 (Reduktion um 33 %) beobachtet werden. Da Zellwachstum einer biologischen Va-
riabilitat unterliegt, wurde bei den restlichen Proben aufgrund eines sehr geringen mess-
baren Effekts nicht von einem Einfluss der Peptidproben auf die Zellviabilitdat ausgegan-
gen. Es ist ebenfalls unwahrscheinlich, dass die Peptidprobe 4 einen zellproliferierenden
Effekt auf die Lungenkrebszellen hat, da ein solcher Mechanismus nicht in der Literatur

beschrieben ist (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Relative Zellviabilitat einer A549 Lungenkrebs-Zelllinie nach Inkubation mit den Peptid-
proben 1 - 15 und Erbsenproteinisolat als Kontrolle.
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4.2.2.2.3 Test auf antimikrobielle Wirkung

Flir die Untersuchung der antimikrobiellen Eigenschaften der Peptidproben wurden zwei
bakterielle Stimme in einem definierten, peptid- und aminosdurefreien Medium kulti-
viert und anschlief3end in einem Bouillon-Mikroverdiinnungsassay eingesetzt. Um so-
wohl den Effekt der Peptidproben auf gram-positive als auch auf gram-negative Bakterien
untersuchen zu kénnen, kam als gram-positiver Modellorganismus B.subtilis wt und als
gram-negativer Modellorganismus E.coli K1 zum Einsatz. Es wurde aufierdem eine Gram-
farbung durchgefiihrt, um Kreuzkontaminationen der beiden Stamme auszuschlief3en.
Das bakterielle Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm Wel-
lenldnge (ODeoo) liber einen Zeitraum von 400 Minuten beobachtet. Bei der Referenz-
probe handelt es sich um eine Kultur der jeweiligen Stimme ohne Zugabe einer Proben-
substanz. Als Positivkontrolle wurde das in der Literatur beschriebene, antimikrobielle
Peptid Lactoferricin B und als Negativkontrolle das Peptidgemisch Pepton eingesetzt
(siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Anhand der erhaltenen Daten ist davon auszugehen,
dass keine der untersuchten Peptidproben in dem durchgefiihrten Bouillon-Mikrover-
diinnungsassay uiber eine antimikrobielle Wirkung gegentiber B.subtilis wt und E.coli K1
verfiigt. In den aufgenommenen Wachstumskurven ist zu erkennen, dass die Peptidpro-
ben das bakterielle Wachstum sogar um durchschnittlich 35 % erhéhen. Dieses Verhalten
ist fiir Peptide zu erwarten, die nicht mit der Zellmembran oder anderen intrazellularen
Zielstrukturen der Bakterien interagieren, da sie schlief3lich von den Bakterien metaboli-
siert werden. Das bakterielle Wachstum wird hierdurch begiinstigt [108]. Dementspre-
chend kommt es vermutlich zu keiner Interaktion der Peptide in den Peptidproben mit
der bakteriellen Zellwand oder anderen, intrazellularen Zielstrukturen. Es ist ebenfalls zu
beobachten, dass die Affinitdt der Bakterien gegeniiber der Peptidproben hoher zu sein
scheint als gegeniiber dem Pepton, welches als Negativkontrolle verwendet wurde, da die
Wachstumskurve deutlich niedriger liegt als die der Peptidproben. Auch die antimikrobi-
elle Aktivitat des Lactoferricin B gegeniiber den eingesetzten Stimmen konnte in diesem
Experiment nicht bestatigt werden. Die antimikrobielle Wirkung von Lactoferricin B ge-
gen verschiedene Pathogene wie S.aureus, S.pyogenes, L.monozytogenes und EHEC, wurde
in diversen Studien untersucht und bestatigt. Da sich jeder bakterielle Stamm anders ver-

halt, kann sich das Lactoferricin B bei den in diesem Experiment untersuchten Stimmen
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anders auswirken. Es ist zudem moglich, dass die eingesetzte Konzentration von Lactofer-
ricin B nicht ausreichend war, um eine sichtbare Hemmung des bakteriellen Wachstums

hervorzurufen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Bakterielle Wachstumskurven in Anwesenheit der Peptidproben 1 - 15 und Gram-Far-
bung mit anschliefRender polarisationsmikroskopischer Aufnahme und B.subtilis wt (A) und von E.coli K1

(B).

4.2.3 Produktion und Spaltung des Fusionsproteins GST-GFP

Als 3. Anwendungsbeispiel wurde die GST-Fusionsdomane mithilfe der hochspezifischen
TEV-Protease mit dem kontinuierlichen Keramik-Kapillarmembranreaktorsystem von ei-
nem GST-GFP-Fusionsprotein abgespalten. Die TEV-Protease spaltet innerhalb der in Ab-
bildung 25 gezeigten Erkennungssequenz im 55 kDa groféen Fusionsprotein hochspezi-
fisch die Bindung zwischen Arginin und Glycin und fiihrt somit zur Trennung der 29 kDa

grofden GST-Fusionsdomane von dem 26 kDa grofden GFP.
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Abbildung 25: Reaktionsschema der proteolytischen Spaltung des GST-GFP Fusionsproteins mit TEV
Protease.

Fir die Spaltversuche musste das Fusionsprotein GST-GFP zuerst rekombinant in E.coli
BL21 DE3 mithilfe eines pETM30-Vektors produziert (Abbildung 26) und anschliefend

mit der Glutathion-Sepharose Affinititschromatographie aufgereinigt werden.

| 6xHis
6739 bp ‘ \,RBSf
|T7 promoter

pETM30-His-GST-GFP

Abbildung 26: Vektorkarte des zur Produktion des GST-GFP Fusionsproteins in E.coli BL21 DE3 einge-
setzten Vektors.

Die Produktion des Fusionsproteins GST-GFP erfolgte in einer 3 L Schiittelkolbenkultivie-
rung (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Neben einem N-terminalen GST-Tag enthalt

das exprimierte Protein einen N-terminalen Polyhistidin-Tag, der sich dem GST-Tag an-
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schliefdt. Das Fusionsprotein enthdlt aufierdem einen weiteren, C-terminalen Polyhisti-
din-Tag. Dank einer TEV-Spaltsequenz kann die N-terminale GST-His-Domdne mithilfe

der TEV-Protease abgespalten werden.

Die Kultivierung erfolgte im Zyp31 Hochzelldichtemedium in Schiittelkolben mit Schika-
nen, um den Sauerstoffeintrag zu verbessern. Als Kohlenstoffquelle diente Glucose und
als Antibiotikum zur Verhinderung von Plasmidverlust und Kontaminationen wurde ge-
maf$ der Resistenz Kanamycin eingesetzt. Die Kultivierung wurde bei 37 °C und 150 rpm
im Inkubationsschiittler gestartet, bevor die Temperatur vor der Induktion in der expo-
nentiellen Phase mit 2 mM IPTG auf 22 °C abgesenkt wurde. Niedrigere Temperaturen
verlangsamen den Produktionsprozess, verringern jedoch erheblich den Anteil von fehl-
gefalteten Proteinen und Einschlusskorpern [109]. Die Kultivierungsparameter wurden
liber die gesamte Kultivierungsdauer mithilfe optischer Sensoren (SFRvario) iiberwacht.
Wie zu erwarten, verlangsamte sich sowohl durch das Absenken der Temperatur als auch
durch die Produktion des Zielproteins das bakterielle Wachstum, sodass das exponenti-
elle Wachstum in ein lineares Wachstum tiberging. Hierdurch kam es wahrend des Pro-
duktionsprozesses nicht zu einer Sauerstofflimitierung im Schiittelkolben. Der pH-Wert
nahm im Laufe des Produktionsprozesses aufgrund der Expression bakterieller Proteine
stetig ab. Um die Produktbildung zu verfolgen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der
Kultivierung zusatzlich Proben genommen und auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abbil-

dung 27).
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Abbildung 27: Uberwachung von Biomasse, Sauerstoff, pH und Temperatur iiber die Dauer der Kultivie-
rung von E.coli BL21 DE3 und der Produktion von GST-GFP mit dem SFRvario (A) und SDS-Gel mit Pro-
benahme nach 12 h sowie 24 h des Produktionsprozesses und nicht-induzierten Zellen als Kontrolle (B).

Da das Zielprotein nicht in das Medium sekretiert wird, sondern im Cytoplasma vorliegt,
wurde nach Beendigung des Produktionsprozesses ein Zellaufschluss notwendig. Nach
der Homogenisierung der Zellsuspension mittels Ultraturrax wurde die Zellsuspension in
einem Hochdruck-Homogenisator aufgeschlossen. Das aufgeschlossene Zelllysat wurde
in einem praparativen FPLC-System mithilfe einer Glutathion Sepharose Affinitatssaule
aufgereinigt. Hierbei bindet hochspezifisch lediglich das Zielprotein an die Sdulenmatrix,
da nur GST-GFP iiber einen Glutathion-S-Transferase-Tag verfiigt. Alle unerwiinschten
Bestandteile des Zelllysats verlassen die Sdule im Durchfluss. In der darauffolgenden,
isokratischen Elution mit reduziertem Glutathion wurde das gebundene GST-GFP in einer

Stufe mit 100 % Elutionspuffer von der Sdule eluiert und mit einem Fraktionssammler
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aufgefangen. Dieser Aufreinigungsprozess zeigte im SDS-Gel eine sehr hohe Reinheit des
Zielproteins (Abbildung 28). Insgesamt konnten in diesem Produktionsprozess aus 3 L
Kulturbriihe 14,9 mg GST-GFP Fusionsprotein gewonnen werden, das in den nachfolgen-

den Arbeiten Verwendung fand (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).
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Abbildung 28: Aufreinigung des Zelllysats aus dem GST-GFP Produktionsprozess mit E.coli BL21 DE3
mittels GST-Affinitdtschromatographie (A) und SDS-Gel des Zelllysats, des Durchflusses und des aufgerei-
nigten GST-GFP Fusionsproteins (B).

Mit dem gewonnenen GST-GFP Fusionsprotein wurde eine Versuchsreihe zur Abspaltung
der GST-Fusionsdoméane von GFP mit TEV-Protease durchgefiihrt. Um den Elutionspuffer
aus dem Aufreinigungsprozess zu entfernen und mit einem geeigneten Spaltungspuffer
fiir TEV-Protease zu ersetzen, wurde mithilfe einer Entsalzungssaule ein Pufferaustausch
durchgefiihrt. Der optimale Spaltpuffer fiir die proteolytische Reaktion mit TEV-Protease
besteht aus 50 mM TRIS-HCI pH 8 mit 1 mM DTT als Reduktionsmittel. Obwohl TEV-Pro-

tease ein Reduktionsmittel erfordert, um die volle Aktivitat auszuschopfen, fithren zu
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hohe DTT-Konzentrationen zu einer Spaltung der intramolekularen Disulfidbriicken der
TEV-Protease. Hierdurch kommt es zu einem Verlust der Tertiarstruktur und somit der

Enzymaktivitat [110].

Es wurde ein Batch-Prozess und ein kontinuierlicher Prozess mit dem keramischen Ka-
pillarmembranreaktorsystem durchgefiihrt und verglichen. Die Analytik wurde mittels
SDS-PAGE durchgefiihrt und mit der Software GelAnalyzer semiquantitativ ausgewertet

(Siehe Anhang Abschnitt Methoden und Erganzendes Material).

Fir die Batch-Versuchsreihe wurde GST-GFP in Spaltpuffer vorgelegt und anschliefsend
TEV-Protease hinzugefiigt, um die enzymatische Reaktion zu starten. Die Reaktion wurde
jeweils unmittelbar nach Zugabe der TEV-Protease (0 h) sowie nach 1, 2, 3 und 4 h durch
die Zugabe von lodacetamid gestoppt. lodacetamid inhibiert die TEV-Protease irreversi-
bel, indem eine kovalente Bindung mit Cystein im aktiven Zentrum des Enzyms gebildet

wird [111].

In dem kontinuierlichen Prozess sollte die Langzeit-Stabilitdt der proteolytischen Spaltre-
aktion von GST-GFP mit TEV-Protease im keramischen Kapillarmembranreaktorsystem
untersucht werden. Hierzu wurde zuerst TEV-Protease mithilfe der NHS/EDC Kopplung
auf den keramischen Kapillarmembranen immobilisiert (siehe Anhang, Abschnitt Metho-
den). In einer Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay konnte ermittelt
werden, dass die erworbene, gefriergetrocknete TEV-Protease ungefahr 40 % aktive TEV-
Protease enthielt. Insgesamt wurden bei diesem Immobilisierungsprozess 50,78 % der
vorgelegten 800 ug TEV-Protease (Aktivitdat > 10.000 U/mg) auf der keramischen Kapil-
larmembran immobilisiert, was einer Menge von 406 pg TEV-Protease und einer Enzym-
dichte von 0,69 pg/cm? auf der Kapillarmembran entspricht. In der Literatur wird be-
schrieben, dass die Immobilisierung von TEV-Protease eine geringe Effizienz aufweist, da
die Protease zu unspezifischen Bindungen an Tragermaterialien neigt und die Ausbildung
einer kovalenten Bindung erschwert ist. Die Immobilisierung von TEV-Protease bringt je-
doch aufgrund der geringen Stabilitat zahlreiche Vorteile hinsichtlich der Langzeitstabili-

tat mit sich [112].

Fiir die kontinuierliche Proteolyse wurde 10 mL GST-GFP im Substrat-Feed des Reaktor-
systems vorgelegt und auf 4 °C gekiihlt, um bestmdgliche Stabilitdt des Substrats auch
liber einen langeren Zeitraum zu gewdahrleisten. Die peristaltische Pumpe wurde auf eine

Flussrate von 11 pL/min eingestellt, um die Kontaktzeit zwischen dem Substrat und der
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immobilisierten TEV-Protease zu maximieren. Der Sdulenofen war wahrend der Proteo-
lyse auf 37 °C temperiert, was dem Temperaturoptimum der TEV-Protease entspricht.
Der ebenfalls auf 4 °C gekiihlte Fraktionssammler sammelte insgesamt 14 Proben mit ei-

ner Probengrofie von 660 pL iber einen Zeitraum von 14 h.

Es ist zu erkennen, dass die TEV-Protease im Batch bereits nach einer Stunde etwa 70 %
des GST-GFP gespalten hat. Nach 2 Stunden sind iiber 80 % des GST-GFP gespalten, nach
4 Stunden sind schlief3lich nahezu 90 % des Fusionsproteins in seine Bestandteile gespal-
ten worden. Die Verweilzeit im Reaktor betragt bei einer Flussrate von 11 pL/min unge-
fahr 90 min, dennoch war in dem durchgefiihrten Experiment zur Langzeit-Stabilitit ein
kontinuierlicher Umsatz des GST-GFP Fusionsproteins in GST und GFP von etwa 90 %
iiber den gesamten Proteolysezeitraum zu erkennen. In einem vergleichbaren Batch-Pro-
zess wird fiir den Umsatz einer dquivalenten Menge Fusionsprotein eine Proteolysedauer
von mindestens 4 h benoétigt. Es konnte also nicht nur demonstriert werden, dass der Pro-
zess Uber einen Zeitraum von 14 h mit gleichbleibender Effizienz durchgefiihrt werden
kann, sondern auch, dass der kontinuierliche Prozess deutlich weniger Zeit fiir einen ver-
gleichbaren Umsatz bendétigt als die Durchfiihrung eines Batch-Prozesses (Abbil-

dung 29).
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Abbildung 29: SDS-Gel einer Batch-Spaltung des GST-GFP-Fusionsproteins mit TEV Protease (A) mit se-

miquantitativer Auswertung des Gels mittels GelAnalyzer Software (B) sowie SDS-Gel einer kontinuierli-

chen Spaltung im Keramik-Kapillarmembran-Reaktorsystem mit TEV Protease (C) mit semiquantitativer
Auswertung des Gels mittels GelAnalyzer Software (D).
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4.2.4 Produktion von Invertzucker aus Saccharose

Im 4. Anwendungsbeispiel sollte das Anwendungspotential des keramischen Kapillar-
membran-Reaktorsystems iiber proteolytische Anwendungen hinaus untersucht werden.
Durch die Immobilisierung der Hydrolase Invertase auf den keramischen Kapillarmemb-
ranen konnte das Disaccharid Saccharose in einem kontinuierlichen Prozess in die zwei
Monosaccharide Glucose und Fructose gespalten werden. Die Invertase gehort zur Klasse
der retaining-Glykosidasen, bei der Asp-188 als katalytische Saure und Glu-414 als kata-
lytische Base fungiert. Das Wasser aus dem Losemittel fiihrt dann einen nucleophilen An-
griff auf die glycosidische Bindung der Saccharose aus, was schliefilich zu der Spaltung in

die Monosaccharide Glucose und Fructose fiihrt (Abbildung 30) [113].
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Abbildung 30: Katalytischer Mechanismus der Invertase bei der Spaltung von Saccharose [113].

Im Rahmen dieser Applikation wurde sowohl die Flussratenabhangigkeit des Umsatzes
untersucht als auch die Lagerstabilitat der Invertase-immobilisierten, keramischen Kapil-

larmembranen.

Zuerst wurde die kommerziell erworbene Invertase (Sigma Aldrich, 1 mg/mL, Aktivi-
tat = 300 U/mg) in einem BCA-Assay untersucht, um die tatsachliche Invertasekonzent-
ration zu ermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass ungefahr 20 % der lyophilisierten En-
zymzubereitung aus Invertase bestehen. Fiir die kovalente Immobilisierung von Invertase
auf den keramischen Kapillarmembranen wurde das NHS/EDC Kopplungsverfahren ein-
gesetzt (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Insgesamt wurden in der Versuchsreihe zur

Untersuchung der Flussratenabhdngigkeit vier verschiedene Flussraten (11, 33, 100 und
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200 pL/min) verwendet, fiir die jeweils eine keramische Kapillarmembran immobilisiert
wurde. Der durchschnittliche Immobilisierunsgrad der vorgelegten 400 pg Invertase auf
den keramischen Kapillarmembranen lag in dieser Versuchsreihe bei 87,81 %, was einer
Menge von 350 pg Invertase und einer Enzymdichte von 0,58 pg/cm? auf der Kapillar-
membran entspricht. Der hohe Immobilisierunsgrad bei Invertase deckt sich mit den Be-

obachtungen in der Literatur [114].

Insgesamt wurden fiir jede untersuchte Flussrate 100 mL Saccharose mit einer Konzent-
ration von 100 mg/mL im Proben-Feed vorgelegt. Da eine spontane Hydrolyse von Sac-
charose in Glucose und Fructose in wassriger Losung bevorzugt bei hoheren Temperatu-
ren und stark sauren pH-Werten erfolgt, wurde der Proben-Feed auf 4 °C gekiihlt [115].
Es wurde ein NaAc-Puffersystem mit pH 4,5 verwendet, was im optimalen pH-Bereich fiir
die Aktivitat der Invertase, jedoch oberhalb des pH-Wertes liegt bei dem saure Hydrolyse
auftritt [116]. Der geringfiigige Effekt der spontanen Hydrolyse in dieser Versuchsreihe
wurde mithilfe einer Kontrollprobe aus dem Umsatz der enzymatischen Reaktion heraus-
gerechnet. Bei der Kontrollprobe handelt es sich um einen identischen, kontinuierlichen
Prozess im Reaktorsystem, ohne die Kapillare vorher mit Invertase zu immobilisieren. Mit
dem Fraktionssammler wurden jeweils 90 Fraktionen iiber insgesamt 6 Tage
(11 pL/min), 2 Tage (33 uL/min), 15 h (100 pL/min) und 7,5 h (200 pL/min) gesammelt,
was jeweils in etwa 90 mL Saccharoseldsung entspricht. Der Fraktionssammler wurde
wahrend der gesamten Hydrolysedauer auf 4 °C gekiihlt, um die maximale Produktstabi-
litdt bis zur Analytik in der NP-HPLC zu gewadhrleisten (siehe Anhang, Abschnitt Metho-
den). Fiir die Quantifizierung der Einzelkomponenten und die Berechnung des Umsatzes

ist eine Kalibration erstellt worden (siehe Anhang, Abschnitt Kalibrationen).

4.2.4.1 Flussratenabhangigkeit

Der prozentuale Umsatz der vorgelegten Saccharose in den Proben 10 - 90 wurde fiir jede
untersuchte Flussrate berechnet und grafisch dargestellt. In Abbildung 31 ist zu erken-
nen, dass die vorgelegte Saccharose bei den Flussraten 11 pL./min und 33 pL/min tber
die gesamte Hydrolysedauer vollstandig umgesetzt werden konnte. Bei einer Flussrate
von 100 pL./min kam es ab Probe 30 nach etwa 5 h zu einer kontinuierlichen, leichten
Abnahme des Umsatzes. Obwohl der Umsatz der Saccharose bei dieser Flussrate nach ei-

niger Zeit leicht abnahm, lag er am Ende des Hydrolyseprozesses noch immer bei tiber
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95 %. Dieser Effekt konnte mit der thermischen Stabilitat der Invertase zu erklaren sein.
Obwohl die thermische Stabilitdt von Invertase durch Immobilisierung signifikant erh6ht
wird, kann es nach einer langen Betriebsdauer des Reaktors zu einem Aktivitatsverlust
des immobilisierten Enzyms durch thermische Denaturierung kommen [117, 118]. Es
lasst sich ebenfalls beobachten, dass sich die leichte Abnahme des Umsatzes im kerami-
schen Kapillarmembran-Reaktorsystem iiber die Zeit mit zunehmender Flussrate ver-
starkt, was auch auf einen Auswascheffekt der immobilisierten Invertase bei hohen Fluss-
raten zuriickzufiihren sein konnte. Fiir einen vollstiandigen Umsatz der vorgelegten Sac-
charoselosung spielt auch die Verweilzeit im Reaktor eine mafdgebliche Rolle. Bei einer
Flussrate von 200 pL/min betragt die Verweilzeit im Reaktor lediglich 10 Minuten, was
auch zu Beginn des Hydrolyseprozesses nicht fiir einen vollstindigen Umsatz ausreichte.
Mit iiber 96 % ist der Umsatz jedoch noch immer als ausgezeichnet einzustufen. Aufgrund
von thermischer Denaturierung und Auswascheffekten nahm der Umsatz im Laufe des
Hydrolyseprozesses weiter ab, bis er schlief3lich bei etwa 89 % lag. Die zugrundeliegen-

den Berechnungen finden sich im Anhang (Abschnitt Erganzendes Material).

Bei allen untersuchten Flussraten konnten iiber die gesamte Hydrolysedauer insgesamt
etwa 90 mL Saccharoselosung bei einer Konzentration von 100 mg/mL mit einer hohen
Umsatzrate von mindestens 89 % umgesetzt werden. In dieser Untersuchung konnte der
Zusammenhang zwischen Umsatz, Flussrate und Verweilzeit im Reaktor sowie die Ein-
fliisse verschiedener Effekte auf die Stabilitat der immobilisierten Invertase gezeigt wer-

den.
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Abbildung 31: Flussratenabhingigkeit des Umsatzes der kontinuierlichen Saccharosespaltung mit Inver-
tase im kontinuierlichen Keramik-Kapillarmembran-Reaktorsystem bei den Proben 10 - 90.

4.2.4.2 Lagerstabilitat

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Lagerstabilitdat der immobilisierten Kapillaren
tber einen Zeitraum von einem Monat untersucht. Hierzu wurden zwei keramische Ka-
pillarmembranen mithilfe des NHS/EDC Kopplungsverfahrens kovalent mit Invertase im-
mobilisiert (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Beide Kapillarmembranen wurden an-
schliefRend mit dem NaAc-Arbeitspuffer pH 4,5 gespiilt. Eine der Kapillarmembranen
wurde fiir einen Zeitraum von einem Monat bei 4 °C in Arbeitspuffer gelagert, wohinge-
gen die andere Kapillarmembran gefriergetrocknet und anschliefdend bei 4 °C in getrock-
netem Zustand fiir einen Monat gelagert wurde (siehe Anhang, Abschnitt Methoden). Ziel
war es hierbei, den Aktivititsverlust der immobilisierten Invertase iber die Dauer der
fliissigen und trockenen Lagerungsbedingungen miteinander zu vergleichen. Der Hydro-
lyseprozess wurde mit identischen Parametern durchgefiihrt, wie in der vorangegange-
nen Versuchsreihe zur Flussratenabhdngigkeit des Umsatzes. Es wurde eine Flussrate von
33 pL/min gewahlt, da bei dieser Flussrate liber den gesamten Hydrolyseprozess ein Um-
satz von 100 % erzielt werden kann. Die Quantifizierung des Umsatzes wurde ebenfalls

mithilfe der NP-HPLC Methode durchgefiihrt (siehe Anhang, Abschnitt Methoden).
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Die Untersuchung ergab, dass die Lagerung der gefriergetrockneten Kapillarmembran
liber einen Zeitraum von einem Monat bei einer Flussrate von 33 pL/min nicht zu Um-
satzeinbufden flihrte. Es ist also davon auszugehen, dass kein nennenswerter Aktivitats-
verlust der immobilisierten Invertase aufgetreten ist. Bei dem Hydrolyseprozess mit der
in Arbeitspuffer gelagerten Kapillarmembran kam es ab Probe 50 zu einem sinkenden
Umsatz, der aus einem Aktivitatsverlust der immobilisierten Invertase resultierte. Der
Umsatz am Ende des Prozesses lag dennoch bei etwa 97 %, was fiir eine hohe Lagerstabi-
litdt spricht (Abbildung 32). Die zugrundeliegenden Berechnungen finden sich im An-

hang (Abschnitt Ergdnzendes Material).

Eine hohe Lagerstabilitat von immobilisierter Invertase in Losung wird auch in der Lite-
ratur beschrieben [114]. Dennoch zeigte sich in den durchgefiihrten Untersuchungen,
dass die Gefriertrocknung der immobilisierten Kapillarmembranen zu einer weiteren

Verbesserung der Lagerstabilitat fiihrt.
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Abbildung 32: Umsatz der Saccharosespaltung mit Invertase im kontinuierlichen Keramik-Kapillar-
membran-Reaktorsystem nach Lagerung der immobilisierten Keramik-Kapillarmembranen fiir einen Zeit-
raum von einem Monat (In NaAc pH 4,5 und gefriergetrocknet).
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5 Fazit

Im Rahmen der durchgefiihrten Arbeiten konnten die bisherigen Erkenntnisse zu konti-
nuierlichen, hydrolytischen Prozessen mit keramischen Kapillarmembranen grundle-
gend ausgebaut und um neue Aspekte ergdnzt und erweitert werden. Basierend auf den
fiir diesen Zweck entwickelten, keramischen Kapillarmembranen wurde ein Reaktorsys-
tem entwickelt, mit dem die Langzeit-Stabilitat verschiedenster hydrolytischer Prozesse
untersucht werden konnte. Im Vordergrund stand hierbei die Etablierung einer Platt-
formtechnologie fiir kontinuierliche Hydrolyseprozesse mithilfe Enzym-immobilisierter,

keramischer Kapillarmembranen.

Die Verweilzeitverteilung und die Stromungseigenschaften des Reaktorsystems sowie die
Abmessungen, Porengrofienverteilung, offene Porositat und spezifische Oberflache der
verwendeten, keramischen Kapillarmembranen wurden bestimmt. Es wurden aufderdem

REM-Aufnahmen der keramischen Kapillarmembranen angefertigt.

Insgesamt wurde die Langzeit-Stabilitdt von vier verschiedenen, hydrolytischen Anwen-
dungen untersucht. Neben diesen Untersuchungen wurden weitere Versuche im Kontext

dieser Anwendungen durchgefiihrt.

Die erste Anwendung befasste sich mit der kontinuierlichen Spaltung von humanem IgG-
Antikorper in die zwei Fragmente IgG-Fab und IgG-Fc mit der Cysteinprotease Papain. Der
Prozess konnte mit dem kontinuierlichen Reaktorsystem iiber eine Dauer von insgesamt
33,3 h stabil durchgefiihrt werden, was einem Umsatz von 22 mL IgG-Lésung entspricht.
Da Papain in Losung eine geringe Stabilitat aufweist, konnten die Effekte der thermischen
Denaturierung und der Autoproteolyse mithilfe der Immobilisierung deutlich verringert
werden. Der Aktivitatsverlust des immobilisierten Papains iiber die gesamte Prozess-
dauer betrug lediglich 7,63 %. Das in einem vergleichbaren Batch-Prozess eingesetzte Pa-
pain in Losung hatte in diesem Zeitraum bereits seine vollstandige Aktivitat eingebiifdt. Es
konnte gezeigt werden, dass die Immobilisierung von Papain zwar mit einer Aktivitats-
minderung einhergeht, die jedoch durch eine lange Prozessstabilitdt deutlich aufgewogen

wird.

In einer weiteren Anwendung wurde die kontinuierliche Proteolyse von Lebensmittel-

protein-Isolaten mit der Serinprotease Alcalase untersucht. Hierbei sollte in der RP-HPLC
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Analyse ein charakteristischer Peptid-Fingerprint sichtbar sein. Es konnte gezeigt wer-
den, dass dieser Peptid-Fingerprint fiir Erbsen- und Mandelproteinisolat kontinuierlich
tiber einen Zeitraum von 45 h mit gleichbleibender Qualitat erzeugt werden kann. Insge-
samt konnten auf diese Weise etwa 30 mL der jeweiligen Isolate mit einer homogenen
Peptidlangenverteilung zwischen 2 und 30 Aminosdauren gewonnen werden. Der Aktivi-
tatsverlust der immobilisierten Alcalase betrug tiber die gesamte Prozessdauer 23,08 %.
Bei einem vergleichbaren Batch-Prozess hatte die Alcalase in demselben Zeitraum mit
46,2 % mehr als doppelt so viel der initialen Aktivitit verloren. Auch in diesem proteoly-
tischen Prozess verringerte die Immobilisierung von Alcalase zwar die Enzymaktivitat,
profitierte jedoch von einem erheblich geringeren Aktivitatsverlust der immobilisierten
Alcalase tiber die Zeit. Das auf diese Weise gewonnene Erbsenproteinhydrolysat wurde in
einer praparativen RP-FPLC in 15 verschiedene Peptidfraktionen aufgereinigt, die dann

auf ausgewahlte bioaktive Eigenschaften untersucht wurden.

In einer Bioaktivitdtsstudie zur Inhibierung des ACE konnten drei Peptidproben identifi-
ziert werden, die mit einer Inhibition von 50 % und mehr der initialen ACE-Aktivitit eine
signifikante, antihypertensive Wirkung hervorriefen. In einem Zellviabilitatsassay konn-
ten ebenfalls zwei Peptidproben identifiziert werden, die in der Lage waren, die Zellvia-
bilitit einer A549 Lungenkrebszelllinie um mindestens 30 % zu senken. Diese Proben ha-
ben also einen zytotoxischen Effekt auf die verwendete Zelllinie. Um einen selektiv anti-
kanzerogenen Effekt der Peptidproben auf die verwendete Zelllinie zu untersuchen,
miisste zusdtzlich eine gesunde Lungenzelllinie in die Bioaktivititsstudie einbezogen
werden. In dem durchgefiihrten Bouillon-Mikroverdiinnungsassay zeigte keine der Pep-
tidproben einen inhibierenden Effekt auf das Wachstum des gram-positiven Modellorga-

nismus B.subtilis wt und des gram-negativen Modellorganismus E.coli K1.

Die rekombinante Produktion des GST-GFP Fusionsprotein in einem definierten Medium
konnte unter den gewahlten Bedingungen mit hoher Produktausbeute durchgefiihrt wer-
den. Die Aufreinigung mittels GST-Affinitdtschromatographie fiihrte zu einer hohen Pro-
duktreinheit, sodass das Fusionsprotein fiir die Spaltversuche mit TEV-Protease einge-
setzt werden konnte. In einem Batch-Vorversuch konnte gezeigt werden, dass der Umsatz
von uber 90 % Fusionsprotein etwa 4 h benétigt. Bereits nach einer Stunde wurden im
Batch-Prozess 70 % des Fusionsproteins umgesetzt. Da TEV-Protease in Losung aufgrund
der Neigung zu Autoproteolyse und thermischer Denaturierung nur eine geringe Stabili-

tat aufweist, bietet die Immobilisierung bei ldngeren Proteolyseprozessen einen grofden
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Vorteil. Obwohl lediglich die Halfte der vorgelegten TEV-Protease auf der keramischen
Kapillarmembran immobilisiert werden konnte, wurde im Reaktorsystem iiber einen
Zeitraum von 14 h ein kontinuierlicher Umsatz des Fusionsproteins von etwa 90 % mit
einer Verweilzeit im Reaktorsystem von etwa 90 min erzielt. In einem Batch-Prozess
wirde ein vergleichbarer Umsatz erst nach einer Verweilzeit von 4 h und unter Einsatz
deutlich grofderer Enzymmengen erzielt werden. Ein kontinuierlicher Prozess mit immo-
bilisierter TEV-Protease bietet also nicht nur eine herausragende Prozessstabilitat tiber

die Zeit, sondern bendétigt fiir den Umsatz auch deutlich weniger Zeit.

Bei der Spaltung des Disaccharids Saccharose in die beiden Monosaccharide Glucose und
Fructose mit der Glycosidase Invertase wurde im Gegensatz zu den anderen untersuchten
Anwendungen keine Protease immobilisiert. Es sollte gezeigt werden, ob das keramische
Kapillarmembran-Reaktorsystem auch iiber proteolytische Anwendungen hinaus erfolg-
reich angewendet werden kann. Hierzu wurde eine enzymatische Reaktion aus dem Be-
reich der Lebensmittelchemie untersucht. In einer Versuchsreihe wurde die Langzeit-Sta-
bilitdt des hydrolytischen Prozesses in Abhdngigkeit von der Flussrate untersucht. Der
durchschnittliche Immobilisierungsgrad von Invertase war mit 87,81 % der hochste der
in diesem Projekt untersuchten Enzyme. Es konnte bei den Flussraten 11 pL/min sowie
33 pL/min ein Umsatz von 100 % der vorgelegten 90 mL Saccharose erzielt werden. Erst
ab einer Flussrate von 100 pL/min konnte eine leichte Abnahme des Umsatzes von etwa
5 % tuiber die Dauer des Hydrolyseprozesses beobachtet werden. Bei einer Flussrate von
200 pL/min war die Abnahme des Umsatzes mit insgesamt 11 % etwas starker ausge-
pragt. Dennoch zeigte sich selbst bei hoheren Flussraten eine exzellente Stabilitat des Pro-
zesses Uber die Zeit. Bei der Versuchsreihe zur Lagerstabilitiat der Invertase-immobilisier-
ten Kapillarmembranen zeigt sich ein Vorteil der Gefriertrocknung gegeniiber der Lage-
rung in Puffer. Bei einer Flussrate von 33 puL/min war bei unmittelbar fiir die Hydrolyse
verwendeten, immobilisierten Kapillarmembranen ein Umsatz von 100 % tiber die ge-
samte Prozessdauer zu erkennen. Die gefriergetrockneten Kapillarmembranen waren
auch nach einer Lagerungsdauer von einem Monat in der Lage, die vorgelegten 90 mL
Saccharoselosung bei einer Flussrate von 33 pL/min vollstindig umzusetzen. Bei Lage-
rung der Kapillarmembranen in wassrigem Milieu war nach etwa der Halfte der Prozess-
dauer eine Abnahme des Umsatzes um etwa 3 % zu erkennen. Insgesamt ist die Lagersta-

bilitdt von Invertase-immobilisierten Kapillarmembranen als exzellent zu bezeichnen,
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wobei die trockene Lagerung nach einer schonenden Gefriertrocknung gegeniiber der La-

gerung in Flussigkeit im Vorteil zu sein scheint.

In allen vier untersuchten Anwendungen konnte gezeigt werden, dass eine Immobilisie-
rung der verwendeten Enzyme mit einem Aktivitdtsverlust einherging. Je nach Stabilitat
des Enzyms in Losung fiihrte die Immobilisierung jedoch zu einer teils erheblich verbes-
serten Prozessstabilitit iber die Zeit. Diese Beobachtungen decken sich mit anderen Stu-
dien zu immobilisierten Enzymen [119, 120]. Es zeigte sich auch, dass der Immobilisie-
rungsgrad, der mit dem verwendeten EDC/NHS Kopplungsmechanismus erzielt werden
konnte, stark von dem immobilisierten Enzym abhangt. Wahrend fast 88 % der vorgeleg-
ten Invertase auf den keramischen Kapillarmembranen immobilisiert werden konnten

lag der Immobilisierunsgrad bei TEV-Protease bei lediglich etwa 51 % (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Immobilisierunsgrad der verwendeten, hydrolytischen Enzyme.

Anhand der Quantifizierung des Umsatzes konnte aufderdem gezeigt werden, dass der
Einsatz des in dieser Arbeit beschriebenen, kontinuierlichen Systems insbesondere bei
der Anwendung proteolytischer Enzyme einen deutlichen Vorteil gegentiiber Batch-Syste-
men aufweist. Proteolytische Enzyme neigen in Losung zu ausgepragter Autoproteolyse,
weshalb die Immobilisierung dieser Enzyme auf einer festen Tragermatrix die Stabilitat

signifikant verbessern kann [121].
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Obwohl die Immobilisierung von Enzymen hdufig mit einer leicht verringerten Aktivitat
einhergeht, iiberwiegt meist der Vorteil eines langfristig stabilen und zuverlassigen Pro-
zesses [122]. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Verwendung von Proteinlésungen
als Substrat flir den proteolytischen Verdau, da eine ausreichende Proteinstabilitat ge-
wahrleistet und die Bildung von Proteinaggregaten in der Losung minimiert werden
muss. Denaturierte Proteine sowie Proteinaggregate reduzieren die Produktqualitat er-
heblich, da ihre Verdaubarkeit durch proteolytische Enzyme signifikant verringert wird.
Dies fiihrt zu einer eingeschrankten Performance des kontinuierlichen, Enzym-immobili-
sierten Systems [123]. In entsprechenden Langzeitstudien konnte gezeigt werden, dass
die Lagertemperatur sowie der konvektive Transport der Proteinlésung entscheidend fiir
die Stabilitdt und Aggregation der enthaltenen Proteine sind [124]. Durch die Kombina-
tion des kontinuierlichen Rithrvorganges mit der Kiihlung der Proteinlésung im kontinu-
ierlichen Reaktorsystem in dieser Arbeit, konnte die Proteinaggregation signifikant ver-

ringert und die Stabilitiat deutlich erh6ht werden.

Zusammenfassend ist es gelungen, eine Plattformtechnologie fiir enzymatische Hydroly-
seprozesse mit immobilisierten, keramischen Kapillarmembranen aufzubauen. Hierbei
reichen die untersuchten Anwendungen von der Pharmazie iiber die Biotechnologie bis
hin zur Lebensmittelchemie, was die vielseitige Anwendbarkeit des Reaktorsystems fiir
hydrolytische Prozesse zeigt. Das System lasst sich flexibel an die optimalen Bedingungen
des jeweiligen hydrolytischen Prozesses anpassen, sodass eine ausgezeichnete Prozess-
stabilitat iiber lange Zeitraume gewahrleistet werden kann. In einer der untersuchten An-
wendungen konnte ebenfalls eine exzellente Lagerstabilitdt der immobilisierten Kapillar-
membranen gezeigt werden. Inwiefern sich diese Erkenntnisse auch auf die anderen pro-
teolytischen Anwendungen libertragen lassen, sollte in weiteren Experimenten unter-

sucht werden.

Uber die Untersuchung von Einzelkapillarmodulen hinaus kann die Produktionsrate des
Reaktorsystems durch die Anwendung von Mehrkapillarmodulen weiter hochskaliert
werden, um die Effizienz in industriellen Prozessen zu erh6hen. In diesen Mehrkapillar-
modulen werden mehrere einzelne Kapillarmembranen in einem speziell entwickelten
Reaktormantel gleichzeitig angestromt. Auch eine modulare Anwendung des Reaktorsys-
tems ist denkbar. Hierzu konnten Einzelkapillarmodule in Reihe geschaltet werden, die
mit verschiedenen, hydrolytischen Enzymen immobilisiert sind. Durch die Reihenschal-

tung von Chymotrypsin- und Trypsin-immobilisierten Kapillarmembranen lief3e sich so
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beispielsweise der menschliche Verdauungsprozess im Diinndarm simulieren. Diese Ka-
pillarmodule kénnten nach Bedarf einfach ausgetauscht werden und wiirden die Kombi-
nation verschiedener proteolytischer Enzyme ermoglichen, die sich in einer Enzymlosung

mit nativen Enzymen durch Autoproteolyse selbst deaktivieren wiirden.
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Abbildung 34: Bestimmung der AUC der Peaks fiir die Farbintensitiat der Banden der SDS-Gele der Batch-
Spaltung des GST-GFP-Fusionsproteins mit TEV Protease mithilfe der Software GelAnalyzer nach 0 h (A), 1
h (B),2h (C) und 4 h (D).
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Abbildung 35: Bestimmung der AUC der Peaks fiir die Farbintensitit der Banden der SDS-Gele der konti-
nuierlichen Spaltung des GST-GFP-Fusionsproteins mit TEV Protease mithilfe der Software GelAnalyzer
nach2h (A),4h (B),6h(C),8h(D),10h (E), 12 h (F) und 14 h (G).
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Tabelle 5: Berechnungen zur Flussratenabhangigkeit der enzymatischen Saccharosespaltung mit Inver-
tase sowie zur Lagerstabilitat der Invertase-immobilisierten Kapillarmembranen.

11 pL/min Kontrolle $10 520 $30 5S40 S50 560 $70 S80 590
Flache [AUC] 446 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Konzentration [mg/mL] 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Saccharosemenge [%] 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Umsatz [%] 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
33 pL/min
Flache [AUC] 446 0 0 0 o ]
Konzentration [mg/mL] 100 0 0 0 0 0 0 0
Saccharosemenge [%] 100 0 0 0 0 0
Umsatz [%] 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
100 pL/min
Flache [AUC] 446 0 5 6 8 12 16 21
Konzentration [mg/mL] 100 0 1,12 1,35 1,79 2,69 3,59 4,71
Saccharosemenge [%] 100 0 1,12 1,35 1,79 2,69 3,59 4,71
Umsatz [%] 0 100 100 100 98,88 98,65 98,21 97,31 96,41 95,29
200 pL/min
Flache [AUC] 446 17 19 24 29 36 39 46 48 50
Konzentration [mg/mL] 100 3,81 4,26 5,38 6,51 8,07 8,74 10,31 10,77 11,21
Saccharosemenge [%] 100 3,81 4,26 5,38 6,51 8,07 8,74 10,31 10,77 11,21
Umsatz [%] 0 96,19 95,74 94,62 93,49 91,93 91,26 89,96 89,23 88,79
L [IL] 1 M 33 pL/min
Flache [AUC] 446 0 0 0 6 8 11 13
Konzentration [mg/mL] 100 0 0 0 1,35 1,79 2,47 2,91
Saccharosemenge [%] 100 0 0 0 1,35 1,79 2,47 2,91
Umsatz [%] 0 100 100 100 100 100 98,65 98,21 97,53 97,09
L [GT] 1 M 33 pL/min
Flache [AUC] 446 0 0 0 o ] 0 0
Konzentration [mg/mL] 100 0 0 0 0 0
Saccharosemenge [%] 100 0 0 0 0 0 0 0
Umsatz [%] 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
i Kalibrationen
A
8x10° 4
- 10 mUimL 3,0x10°
7x10° e —— 20 mUimL _
= . I 40 mu-:mL %) 2 5x10°
g o 60 muim.+ Caplope .
'E' 5x10° B 2.0x10°
£ ax10° S
E 3x10° ,,93 1,5%10°
1x10° A H ' | *
0l ' A J 5,0x10° -
r r r \ —
0 2 6 8 10 0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min] ACE Aktivitat [mU/mL]

Abbildung 36: RP-HPLC Analyse des enzymatischen Umsatzes des ACE-Substrates HHL bei verschiede-
nen ACE-Konzentrationen und mit Negativkontrolle Captopril (A) und Hippursdure-Kalibrierreihe zur Be-
stimmung der absoluten ACE-Aktivitat der Peptidproben (B).
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1000 F 1 mg/mL —m— Fructose —@— Glucose —&— Saccharose
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f ——F 4 mg/mL
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Abbildung 37: NP-HPLC Kalibrationsreihe der verwendeten Zuckeranalytik mit der Shodex Asahipak
NH2P-50 4E (4.6 x 250 mm, 5 um) (A) sowie dazugehorige Kalibrierreihe zur Quantifizierung (B).

b Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die im Rahmen der durchgefiihrten Experimente verwende-
ten Gerate, Enzyme, Chemikalien, Stamme, Zelllinien und Plasmide detailliert beschrie-
ben. Aufderdem werden die im Labor durchgefiihrten Methoden und Techniken erldutert,
die zu den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen gefiihrt haben. Mit Ausnahme der
Analysen mittels Chromatographie wurden alle Messungen in Dreifachbestimmung

durchgefiihrt und anschlief3end das arithmetische Mittel gebildet.

i  Gerateverzeichnis

Anlage zur kontinuierlichen Hydrolyse:

Rihrwerk: IKA RT 5 5-position magnetic hotplate stirrer
Pumpe: Ismatec IPC High Precision Multichannel Dispenser
Saulenofen: Techlab Jetstream II K-1

Techlab Graphic Gradient Controller

Spektrophotometer: Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS

Ventile: Knauer Smartline AzuraV 2.1S 6
Fraktionssammler: BioRad BioFrac
Kryostaten: Julabo F10
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Gasanalysator:

ThermoHaake K10

Amersham Biosciences MultiTemp III

BEL Japan Inc. BELSORP® -mini X

Fast Protein Liquid Chromatography:

FPLC:

Fraktionssammler:

Detektor:

Saulen:

GE Healthcare AKTA™start

GE Healthcare AKTA™pure

GE Healthcare F9-C

GE Healthcare Frac30

Merck Hitachi UV-Detector L-7400
Phenomenex Aeris Peptide 5 pm XB-C18 LC RP

GE Healthcare GSTrap FF 5 mL Glutathione Sepharose FF

High Pressure Liquid Chromatography:

Pumpe:
Saulenofen:
Autosampler:

Detektoren:

Saulen:

Spektrophotometer:

Fluoreszenz:

Hitachi Chromaster 5160

Hitachi Chromaster 5310

Hitachi Chromaster 5260

Hitachi Chromaster 5430 Dioden-Array-Detektor
Shimadzu RF-10AxL Fluoreszenzdetektor

ESA Biosciences Corona charged aerosol detector

YMC SEC mAB (3 um) 300 x 4,6 mm

Phenomenex Aeris Peptide XB-C18 (3,6 um) 150 x 3,0 mm
Agilent Zorbax SB-C8 (3,5 um) 4,6 x 50 mm

Shodex Asahipak NH2P-50 4E (5 um) 4,6 x 250 mm

F-7000, Hitachi, Japan

F-7100, Hitachi, Japan
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UV-VIS: Biochrom libra Kiivetten-Spektrophotometer
Multiskan™ Go Mikrotiterplatten-Spektrophotometer

Durchflusskiivette: Hellma Analytics ultra-low volume

SDS-Gelelektrophorese:

Kammer: Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell
Netzteil: Bio-Rad PowerPac HC
Scanner: Epson Perfection V800

Zentrifugen:

Standzentrifuge: Thermo Scientific Heraeus™ Multifuge™ X3
Tischzentrifuge: Thermo Scientific Heraeus Pico 21
Gefriertrocknung:

Lyophille: CHRIST Alpha 2-4 LSCplus

Vakuumpumpe: vacuubrand Chemistry Hybrid Pump RC6
Waagen:

Analysewaage: Sartorius MC1 Analytic AC 2105
Digitalwaage: Sartorius CP8201

Ultraschallbad:

BANDELIN Sonorex Super RK 510H

Ultrafiltrationsanlage:

Sartorius arium Pro

Mischer:

Thermomixer: Eppendorf Thermomixer comfort
Rollenmischer: Phoenix Instrument RS-TRO5
Rotationsmischer: BIOSAN Multi Bio RS-24
Kreisschiittler: GFL 3019

Inkubatoren:
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Memmert BE200
Inkubationsschiittler:
New Brunswick Scientific innova 44 Incubator Shaker Series
Sartorius stedim Biotech Certomat BS-1
Homogenisierung:
IKA-Werke ULTRA-TURRAX T 25 basic
Zellaufschluss:
Mircofluidics 110L Microfluidizer
Sicherheitswerkbank:
Thermo Scientific HeraSafe

Durchlichtmikroskop:
Olympus CX40
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ii Chemikalienverzeichnis

Proteine
Mandelprotein - VEGJi plant based nutrition

Erbsenprotein - VEGJi plant based nutrition

Enzyme
Enzym E.C. Nummer Aktivitat laut Hersteller Hersteller
Papain 3.4.22.2 > 46.000 nfu/mg Carl Roth, Deutschland
Alcalase 34214 >12,5 AU-A/g Novozymes, Danemark
TEV-Protease His6 3.4.22.44 10.000 U/mL Protean, Tschechien
Invertase 3.2.1.26 >300 U/mg Sigma Aldrich, USA
ACE (from Rabbit Lung) 3.4.15.1 >2U/mg Sigma Aldrich, USA
Benzonase® 3.1.30.2 > 250 U/uL Merck Millipore, USA
Lysozym 3.2.1.17 >20.000 U/mg Carl Roth, Deutschland
Chemikalien:

(3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) 99 % - Sigma Aldrich®
4-Nitrophenol (4-NP), ReagentPlus® =99 % - Sigma Aldrich®
9-Fluorenylmethylchloroformat (FMOC reagent 2,5 mg/mL) — Agilent® Technologies
Accutase® cell detachment solution - Merck Millipore®
Acetonitrile HPLC gradient grade - VWR Chemicals

Al2(S04)3 - 18H20 =97 % - Sigma Aldrich®
Ammoniumperoxodisulfat 2 98 % - Carl Roth®

Bienenwachs M-Clarity™ - Sigma Aldrich®

Boc-L-alanine 4-nitrophenylester — Sigma Aldrich®

Borsaure = 99,8 % — Carl Roth®

cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail (Tabletten) - Roche
CaClz - Carl Roth®

Camptothecin - Merck Millipore® (Calbiochem)

Captopril, meets USP testing specifications — Sigma Aldrich®
CellTiter-Blue® Reagenz — Promega

Coomassie® Blau R 250 - Carl Roth®
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D-(-)-Fructose = 99 % — Sigma Aldrich®

D-(+)-Glucose 2 99,5 % - Sigma Aldrich®

Dithiothreitol (DTT) crystalline powder 97 % — Roche

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) high glucose - Sigma Aldrich® (gibco)
Essigsaure 100 % — Carl Roth®

Ethanol absolute EMPLURA® > 99,5 % - Sigma Aldrich®

Ethanol EMSURE® 96 % — Merck Millipore®

Fluoraldehyde™ O-phtaldialdehyd Reagenzlésung (OPA) — Thermo Scientific®
Fotales Kalberserum (FKS) for cell culture — Sigma Aldrich®

Gentamicinsulfat for cell culture — Sigma Aldrich®

Grams Safranin-Loésung, fiir Mikroskopie — Sigma Aldrich®

GST-GFP (recombinant), >95% by SDS PAGE - Protean

Hefeextrakt mikro-granuliert fiir die Bakteriologie — Carl Roth®
Hefe-Stickstoff-Basis mit Aminosduren - Sigma Aldrich®

Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosduren — Sigma Aldrich®

Hexan anhydrous, 95 % - Sigma Aldrich®

Hippursaure, 98 % - Sigma Life Science®

HPLC Peptid Standardmischung (analytical standard) — Merck®

HPLC peptide standard mixture, analytical standard - Sigma Aldrich®
Immunglobulin G (IgG) aus Humanserum = 95 % - Sigma Life Science
lodacetamid (Proteomics Grade) - VWR Life Science
[sopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) - VWR Life Science

K2HPO4 wasserfrei > 98 % - Carl Roth®

Kanamycinsulfat aus Streptomyces kanamyceticus for cell culture — Sigma Aldrich®
KH2PO4, = 99 % - Carl Roth®

Kristallviolett 2 90 % anhydrous basis - Sigma Aldrich®

Lactoferricin B (bovine) trifluoracetate salt - Bachem®
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L-Glutathion (reduzierte Form), = 98 % hochrein - VWR

Lugolsche Losung, fiir Mikroskopie — Sigma Aldrich®

MES anhydrous, min. 99,5 % - AppliChem (ITW reagents)

Methanol for HPLC SUPELCO® = 99,9 % - Sigma Aldrich®

Methanol ROTISOLV® HPLC Gradient Grade - Carl Roth®
Mikrokristalline Cellulose VIVAPUR CS100S - JRS Pharma, Deutschland
N-3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid (EDC) — Fluka® Analytical
NazHPO4- 12H20 - Riedel de Haén

NaCl technisch - VWR

Natriumazid ReagentPlus® > 99,5 % - Sigma Aldrich®
Natriumhydroxid in Platzchen = 98 % - Carl Roth®
Natriumlaurylsulfat (SDS) M-Clarity™ — Merck Millipore®

n-Dekan = 95 % - Sigma Aldrich®

NH4ClI - Fluka

N-Hippuryl-His-Leu-hydrate — Sigma® Life Science

N-Hydroxysuccinamid (NHS) - Sigma® Chemistry

N-a-Benzoyl-DL-arginin-2-naphthylamid-hydrochlorid (BANA), = 97 % — Sigma Aldrich®

ortho-Phosphorsaure = 85 % - VWR

PBS Tabletten — Merck Millipore® (Calbiochem)
Pefabloc® SC, analytical standard - Sigma® Life Science
Pierce™ Amino Acid Standard H - Thermo Scientific®
Pierce™ Prestained Marker 26619 - Thermo Scientific®

POPSO PUFFERAN® > 99 % - Carl Roth®

Pre-diluted Protein assay standards (Bovine serum albumin) — Thermo Scientific®

Saccharose 299.5% — Sigma Aldrich®
Salzsaure rauchend 37 % EMPROVE® ESSENTIAL - Merck Millipore®

Stearinsaure = 98 % — Carl Roth®
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TEGO® Antifoam KS 911 - Evonik Industries

Tetramethylethylendiamin (TEMED) fiir die Elektrophorese = 99 % - Carl Roth®
Trifluoressigsaure (TFA) = 99,9 % zur Peptidsynthese — Carl Roth®

TRIS PUFFERAN® = 99,9 % - Carl Roth®

Tris-Glycin-SDS Elektrophoresepuffer (10x) - Bio-Rad

Trypanblau — Thermo Scientific®

Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut, fiir die Mikrobiologie — Carl Roth®
Yttrium-stabilisiertes Zirkoniumpulver TZ-3YS-E - Tosoh Bioscience, Japan

Kits:

Pierce™ BCA Protein Assay Kit — Thermo Scientific®

Pierce™ Quantitative Fluorescent Peptide Assay — Thermo Scientific®

Stamme, Zelllinien und Plasmide:

Bacillus subtilis wt
Escherichia coli K1
Escherichia coli BL21 DE3 mit pETM30-His-GST-GFP

A549 Adenokarzinom-Zelllinie
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ili Methoden

Herstellung der keramischen Kapillarmembranen

Im ersten Schritt der Herstellung wird der Keramikschlicker vorbereitet. Er beinhaltet
neben Yttrium-stabilisiertem Zirkoniumpulver (TZ-3YS-E, Tosoh Bioscience, Japan) Bie-
nenwachs und Stearinsaure als Bindemittel. Als Losungsmittel wird ein Gemisch aus De-
kan und Hexan eingesetzt. Nach der Zugabe der mikrokristallinen Cellulose (VIVAPUR
CS100S, JRS Pharma, Deutschland) wird der Schlicker intensiv geriihrt, bevor er im Ultra-
schallbad desagglomeriert wird. Anschliefdend wird mit dem Magnetriihrer weiter ge-
rithrt, bis die fiir den Extrusionsprozess erforderliche Viskositat erreicht ist. Wahrend der
Extrusion (T =40°C, 30 cm/min) in einer eigens fiir diese Anwendung entwickelten
Extrusionsvorrichtung werden die Kapillarmembranen auf eine Linge von 10 cm zuge-
schnitten und anschlief3end fiir 7 Tage bei RT getrocknet. Es folgt der Sinterprozess, wel-

cher in Tabelle 6 beschrieben ist.

Tabelle 6: Ablauf des Sinterprozesses zur Herstellung der im Projekt verwendeten keramischen Ka-
pillarmembranen.

Temperatur Heizintervall [0,5 °C/min]  Verweilzeit [h]
RT —200 °C 0,5 1

200 °C—290 °C 0,5 4

290 °C—-630°C 0,5 2

630 °C— 1200 °C 2 2
1200 °C—RT 5 -

Flr die Aktivierung der Oberflache der keramischen Kapillarmembranen wurde die hyd-
rothermale Hydroxylierung eingesetzt. Hierflir werden die gesinterten Kapillaren nach
dem Trocknungsprozess fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar Druck in der Dampfatmosphare
eines Autoklaven platziert und anschliefiend fiir 24 h bei 70 °C getrocknet. Fiir die Silani-
sierung wurden die oxidativ aktivierten Kapillarmembranen anschlief3end fiir 24 h bei
65 °Cund 150 rpm in 0,2 M APTES-L6sung inkubiert und anschlief3end erneut getrocknet
(70 °C, 24 h) [125].

Brunauer-Emmett-Teller (BET) Oberflichenanalyse der spezifischen Oberfliche

Fir die Bestimmung der spezifischen Oberflache wurde die Kapillarmembran zerstofsen
und insgesamt 1 g des Materials in die Glas-Messzelle des Gasanalysators eingefiillt. Nach

einer Vorbehandlung zur Entfernung von Feuchtigkeit und Verunreinigungen wird die
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Probe vermessen. Hierbei wird als Adsorptiv Stickstoff verwendet, die Adsorptionstem-
peratur betragt -196,15 °C. Alle anderen Einstellungen wurden nach Protokoll vorgenom-

men.

VerschliefRen der keramischen Kapillarmembranen mit 2-Komponenten Epoxidklebstoff

Vor dem Aufbringen des Klebstoffs auf die keramischen Kapillarmembranen wurden
diese fiir mindestens 30 min bei 80 °C vollstandig getrocknet. Der Klebstoff (Pattex Kraft-
Mix Extrem Fest) wurde nach Herstelleranweisung durch die Vereinigung von Binder und
Hirter angesetzt und unmittelbar verarbeitet. Die Offnung der Kapillarmembran wurde
auf einer Seit mit einer moglichst diinnen Klebstoffschicht bestrichen, um diese zu ver-
schlief3en. Der Aushartevorgang fand fiir eine Dauer von 12 h bei 80 °C statt, bis die End-

festigkeit des Klebstoffs erreicht war.

Immobilisierung der Enzyme auf den keramischen Kapillarmembranen

Die kovalente, NHS/EDC-vermittelte Aminkupplung wurde nach dem Crosslinking Tech-
nical Handbook von Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt [37]. Fiir die Immobilisierung
wurden pro Kapillarmembran 4,6 mg NHS und 12,4 mg EDC in jeweils 1 mL Immobilisie-
rungspuffer (0,1 M MES, 0,5 M NacCl, 0,1 M CaClz, pH 6) gelost und anschliefend in einer
Spritze vereinigt. Diesen Losungen wurden nach 10 min Reaktionszeit 2 mL Proteaselo-
sung (1 mg/mL in Immobilisierungspuffer) hinzugefiigt. Um die Kupplungsreaktion zu
initiieren, wurde die hergestellte Immobilisierungslosung aus der Spritze durch die kera-
mische Kapillarmembran gedriickt, um einen moglichst grofd3flaichigen Kontakt der Lo-
sung mit der Oberflache der Kapillarmembran zu erzielen. Die Kapillarmembran wird an-
schlieRend auf dem Uberkopfschiittler bei 4 °C iiber Nacht fiir einen Zeitraum von 16 h
inkubiert. Fiir die Bestimmung des Immobilisierungsgrades wird der Proteingehalt der
verwendeten Immobilisierungslésung vor Beginn der Inkubation und unmittelbar nach
der Inkubationszeit mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits quantifiziert. Aus dem
Quotienten dieser Werte wird der Immobilisierungsgrad in % berechnet. Vor der Verwen-
dung im Reaktorsystem wurde die Kapillarmembran mithilfe einer Spritze mit 20 mL Ar-
beitspuffer (20 mM POPSO, pH 7,8) griindlich gespiilt, um iliberschiissige Immobilisie-
rungslosung zu entfernen. Vor Beginn des Hydrolyseprozesses wurde die Kapillarmemb-
ran im Reaktorsystem bei einer Flussrate von 2.000 pL/min fiir 30 min mit dem jeweili-

gen, fiir den Hydrolyseprozess verwendeten Hydrolysepuffer gespiilt.
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Bestimmung der Verweilzeiten bei verschiedenen Flussraten

Die Verweilzeit im Reaktorsystem wurde mithilfe nicht-immobilisierter Kapillarmembra-
nen bestimmt, die in die Reaktorhiille eingebaut wurden. Als Markersubstanz wurde 4-
Nitrophenol eingesetzt, das bei einer Wellenlange von 405 nm spektroskopisch detektiert
werden kann. Fiir den Versuchsaufbau wurde ein Ventil mit einer Probenschleife
(V=100 pL) unmittelbar vor dem Reaktoreingang und ein Spektrophotometer (A =
405 nm) an den Reaktorausgang angeschlossen. Der Substratfeed wurde mit 20 mL Ar-
beitspuffer (20 mM POPSO, pH 7,8) gefiillt und die entsprechende Flussrate an der peri-
staltischen Pumpe eingestellt. Die Probenschleife wurde anschliefdend mit 100 uL 4-NP-
Losung (100 mM in Arbeitspuffer) beladen. Unmittelbar nach Beginn der spektroskopi-
schen Messung wurde das Ventil umgeschaltet und auf diese Weise die 4-NP Losung in
das System injiziert (Dirac-Stof3). Die spektroskopische Messung wurde so lange fortge-

setzt, bis die Absorption den Anfangswert von 0 mAU erreicht hatte.

Berechnung der Reynoldszahlen

Die Reynoldszahlen wurden fiir verschiedene Flussraten mithilfe der Formel 1 berech-
net. Hierbei wurde eine Rohrstromung mit Rekrit = 2320 angenommen [126]. Reynolds-
zahlen unterhalb des kritischen Werts wurden basierend darauf als laminare Stromun-
gen, Werte oberhalb des kritischen Werts als turbulente Stromungen angenommen. Hier-
bei ist zu berticksichtigen, dass Rekrit maf3geblich von der Geometrie des Rohres abhédngig
ist und einen breiten Ubergangsbereich zwischen turbulenter und laminarer Strémung
darstellt und keinen exakten Ubergang.

Um *xd

n

Formel1: Re =

v, = Mittelwert der Stromungsgeschwindigkeit
d = Innendurchmesser

1 = Dynamische Viskositat

Da ausschliefdlich wassrige Substrate verwendet wurden, wurde fiir die dynamische Vis-
kositat n ein Wert von 1 angenommen, was der dynamischen Viskositat von Wasser ent-

spricht.

76



Anhang

Proteinkonzentrationsbestimmung

Alle Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden mithilfe des Pierce™ BCA Protein As-
say Kit des Herstellers Thermo Scientific® nach Herstellerprotokoll in 96-well Mikrotiter-
platten durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 3x 25 pL eines Blanks (diH20), eines vorver-
diinnten BSA-Standards (125, 250, 500, 750, 1000, 2000 pg/mL) sowie der Proben unbe-
kannter Konzentration in eine 96-well Mikrotiterplatte pipettiert. Standard und Probe
sind jeweils identisch verdiinnt worden, sodass die gemessenen Absorptionswerte einen
Wert von 0,8 nicht tiberschritten. So kann sichergestellt werden, dass die Absorption nur
im linearen Messbereich des Spektrophotometers aufgenommen wird. Anschliefdend
wurden jeweils 200 pL des BCA-Reagenzes mit einer Mehrkanalpipette zu jeder Probe ge-
geben und durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Die Inkubation erfolgte fiir 30 min
bei RT. Die Messung im Mikrotiterplatten-Spektrophotometer erfolgte anschlief3end nach
10 s Schiitteln auf der Intensititseinstellung ,Mittel“ bei einer Wellenldnge von 562 nm.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben erfolgte eine lineare Regression

der BSA-Standardreihe.

Konzentrationsbestimmung der Peptidfraktionen

Die Bestimmung der Konzentration der Peptidfraktionen wurde mithilfe des Pierce™
Quantitative Fluorescent Peptide Assay nach Herstellerprotokoll in 96-well Fluoroscan-
Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Der Peptidstandard (1 mg/mL) wurde mit dem mitgelie-
ferten Testpuffer so verdiinnt, dass folgende finale Konzentrationen vorlagen: 1, 750, 500,
250, 125 und 62,5 pg/mL. Es wurden dann jeweils 3x 10 pL der verdiinnten Standards
sowie der zu vermessenden Peptidfraktionsproben in eine schwarze Fluoroscan-Mikroti-
terplatte gegeben. Anschlief3end wurden alle Standards und Proben mithilfe einer Mehr-
kanalpipette mit 70 pL Testpuffer verdiinnt, bevor die Fluoreszenzmarkierung durch Zu-
gabe von 20 pL Testreagenz gestartet wurde. Nach der 5-miniitigen Inkubationsphase bei
RT erfolgte die Messung der Fluoreszenz im Mikrotiterplatten-Fluoreszenzspektrometer

mit Ex 390 nm/Em 475 nm.

Bestimmung der Enzymaktivitdt der nativen und immobilisierten Enzyme

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der nativen und immobilisierten Proteasen erfolgte
jeweils mithilfe von Substraten, die nach ihrem enzymatischen Umsatz spektroskopisch

detektierbare Produkte freisetzen. Fiir die Bestimmung der Aktivitdt der immobilisierten
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Proteasen wurde eine APTES-funktionalisierte Kapillarmembran mittels Morser und Pi-
still zerstofden und anschliefSend mithilfe der NHS/EDC-vermittelten Aminkupplung mit
der jeweiligen Protease immobilisiert. Der Immobilisierungsgrad und die Menge immobi-
lisierter Protease wurden mithilfe der Proteinkonzentrationsbestimmung ermittelt und
fiir die Bestimmung der Aktivitat der nativen Proteasen dquivalentin 30 mL Arbeitspuffer
(20 mM POPSO, pH 7,8) vorgelegt, bevor 300 puL des entsprechenden Spaltsubstrates hin-
zugefiigt wurden. Die pulverisierte, immobilisierte Kapillarmembran wurde dann unter
kontinuierlichem Riihren in 30 mL Arbeitspuffer dispergiert, bevor ebenfalls 300 pL des
entsprechenden Spaltsubstrates hinzugefiigt wurden. Die Losungen wurden anschlie-
3end in einer Umlaufapparatur (Flussrate 1 mL/min) im Kreis gepumpt, wobei sie eine
0,45 um PES Filtermembran und eine Durchflusskiivette passierten. Durch die Filter-
membran sollte sichergestellt werden, dass keine Partikel der Dispersion in die Durch-
flusskiivette gelangen. Die spektroskopische Messung wurde unmittelbar gestartet und
die Absorption fiir eine Dauer von 15 min aufgenommen. Die Volumenaktivitidt in U/mL
wurde schlieflich mithilfe des Lambert-Beer‘schen Gesetzes aus der Steigung der linea-

ren Regression der Absorption berechnet (Formel 2).

AA

—x*V
min Gesamt

U
Formel2: — =
mL €+ d *Vsypstrat

% = Anderung der Absorption pro Minute

Viesamt = Gesamtvolumen der verwendeten Kiivette
& = molarer, dekadischer Extinktionskoeffizient
d = Schichtdicke der verwendeten Kiivette

Vsubstrat = Volumen des zugesetzten Spaltsubstrates

Die Aktivitat des Papains wurde mithilfe des Substrates N-a-Benzoyl-DL-arginin-2-naph-
thylamid-hydrochlorid (BANA) spektroskopisch bestimmt. BANA wird durch Papain en-
zymatisch zu 2-Naphtylamin umgesetzt, welches bei einer Wellenlange von 540 nm
spektroskopisch detektiert werden kann. Es wurde eine Stammlésung (15 mM BANA in
DMSO) angesetzt und dann entsprechend dem oben beschriebenen Vorgehen verfahren.
Die Aktivitat der Alcalase wurde unter Einsatz des Substrates Boc-L-alanin-4-nitrophe-
nylester spektroskopisch bestimmt. Boc-L-Ala-4-NP wird durch Alcalase zu 4-Nitro-
phenol umgesetzt, das dann bei einer Wellenldnge von 405 nm spektroskopisch detek-

tiert werden kann. Es wurde eine Stammldsung (15 mM Boc-L-Ala-4-NP in 80 % ACN /
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20 % diH20) angesetzt und dann entsprechend dem oben beschriebenen Vorgehen ver-

fahren.

Herstellung der Mandel- und Erbsenproteinlgsung

Die Herstellung der Mandel- und Erbsenproteinlésung aus pulverférmigem Proteinisolat
(VEG]Ji plant based nutrition) erfolgte mithilfe der alkalischen Extraktion. Fiir diesen Pro-
zess wurden jeweils 5 g des entsprechenden, pulverférmigem Erbsen- und Mandelprotei-
nisolats abgewogen und in 250 mL alkalischem Arbeitspuffer (20 mM POPSO, pH 12) dis-
pergiert. Die Suspension wurde iiber Nacht bei 4 °C auf einem Rollschiittler bei mittlerer
Geschwindigkeit rotiert und anschliefRend fiir 1 h bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde mithilfe einer Kaniile entfernt und das Pellet verworfen. Der pH-Wert des
gesammelten Uberstandes wurde mithilfe von 3 M HCl auf 7,8 eingestellt, bevor dieser
erneut bei mittlerer Geschwindigkeit rotiert wurde. Der Zentrifugationsprozess wurde
wiederholt und der Uberstand dann zunichst durch eine 0,8 um Cellulose-Filtermembran
und anschlief3end durch eine 0,22 um PES-Filtermembran filtriert. Die finale Proteinkon-
zen-tration der auf diese Weise hergestellten Losungen wurde mithilfe des Pierce™ BCA

Protein Assay Kits quantifiziert.

ACE-Inhibierungsassay

Flr den ACE-Inhibierungsassay werden 90 uL einer HHL-L6sung (5 mM) in HPLC-Gefa-
3en vorgelegt und anschliefdend 10 pL der Peptidproben 1 - 15, Erbsenproteinisolat so-
wie Captopril als Negativkontrolle in die jeweiligen Gefiafde gegeben. Die Konzentration
aller Proben wurde zuvor auf 500 pg/mL normiert. Um die enzymatische Reaktion zu
starten, wurden anschliefdend 30 pL einer ACE-Losung (60 mU/mL) zu jeder Probe hin-
zugefligt. Zusatzlich erfolgte eine Kalibrationsreihe der Hippursaure-Freisetzung mit ei-
nem Blank (20 mM POPSO, pH 7,8) sowie den ACE-Konzentrationen 10, 20, 30, 40 und
60 mU/mL. Die Gefafde wurden bei 37 °C inkubiert, bis die enzymatische Reaktion nach
einer Stunde durch die Zugabe von 10 pL HCI (6 M) gestoppt wurde, was zur irreversiblen
Denaturierung des ACE fiihrt. Alle Proben wurden dann in einem HPLC System vermes-
sen, wobei die Agilent Zorbax SB-C8 (3,5 um) 4,6 x 50 mm RP-Sdule zum Einsatz kam. Der
Gradient zur Elution wurde wie folgt eingestellt: 0-100 %B (0-13 min), 0 %B
(13 - 17 min). Eluent A setzte sich aus diH20/ACN (95:5) und Eluent B aus diH20/ACN
(20:80) zusammen. Der Saulenofen wurde auf 40 °C temperiert und die Flussrate auf

1,5 mL/min eingestellt. Alle Proben wurden vor der Analyse durch eine 0,45 pm PES-
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Membran filtriert, um absolute Partikelfreiheit zu gewahrleisten. Es wurde ein Volumen
von jeweils 8 pL pro Probe in das System injiziert und mittels UV-Detektor bei einer Wel-
lenldnge von 228 nm detektiert. Die Flache unter der Kurve (AUC) des Hippursaure-Peaks
der Proben sowie der Kalibrationsreihe wurde mittels Integration ermittelt. Die Berech-
nung der absoluten ACE Aktivitat erfolgte dann aus der linearen Regression der Kalibra-

tionsreihe (siehe Abschnitt Kalibrationen).

In vitro Zellproliferationsassay

Die humane Adenokarzinom-Zelllinie A549 wurde in 50 mL DMEM medium (high glu-
cose) mit 10 % FKS und 1 % Gentamicin in T75 Zellkulturflaschen bei 37 °C und 10 % CO2
bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Anschlief3end wurde das Medium entfernt und
die Zellen mit PBS Puffer (pH 7,4) gewaschen. Die Zellen wurden vom Boden der Zellkul-
turflasche abgelost, indem sie mit 3 mL Accutase-Losung versetzt und fiir 5 min bei 37 °C
und 10 % COz2 inkubiert wurden. Die Zellen wurden nach der Zugabe von 4 mL Medium
fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert und das Zellpellet anschlief3end in 8 mL frischem Me-
dium resuspendiert. Um die Zellzahl bestimmen zu kénnen, wurden 20 pL Zellsuspension
mit 20 pL Trypanblau-Losung versetzt und anschliefdend in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Die Zellen wurden so verdiinnt, dass sie mit einer Zellzahl von 5.000 Zellen
pro Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgesat werden konnten. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 24 h bei 37 °C und 10 % CO2 wurden jeweils 25 pL sterilfiltrierte (0,22 pm
PES-Membran) Peptidproben, Erbsenproteinisolat sowie die Positivkontrolle Camptothe-
cin mit einer Konzentration von 500 ug/mL in die jeweiligen Wells gegeben. Die Zellen
wurden daraufhin erneut fiir 24 h bei 37 °C und 10 % CO2 inkubiert und nach Entfernung
des Mediums und der Proben mit PBS-Puffer (pH 7,4) gewaschen. Fiir die Durchfiihrung
des Zellviabilitatsassays wurden 100 pL CTB-Losung (10 % CTB in 90 % DMEM Medium)
in die jeweiligen Wells gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C und 10 %
COzwurde die Fluoreszenz im Mikrotiterplatten-Fluoreszenzspektrometer bei Ex 560 nm
/ Em 590 nm gemessen (Abbildung 38). Um die relative Zellviabilitit in Prozent zu be-
rechnen wurde der Quotient des Signals der Fluoreszenz jeder Probe mit dem Signal der

Referenzprobe, die lediglich Arbeitspuffer (20 mM POPSO pH 7,8) enthielt, gebildet.
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Abbildung 38: Reaktionsschema des CellTiter-Blue® Zellviabilitdtsassays.

Bouillon-Mikroverdiinnungsassay

Der gram-negative Stamm E.coli K1 und der gram-positive Stamm B.subtilis wt wurden in
dem chemisch definierten Kulturmedium Zyp31 kultiviert, welches keine Aminosauren
beinhaltete. Ein Liter Kulturmedium wurde wie folgt angesetzt: 6,8 g KH2P0O4, 179 g
NazHPO4 -12H20, 3,3 g (NH4)2S04, 10 g Glucose und 2,5 g Hefe-Stickstoff-Basis ohne Ami-
nosauren wurden in 800 mL diH20 aufgeldst und der pH-Wert auf 7,6 eingestellt. Die Lo-
sung wurde dann mit diH20 auf 1 L. Gesamtvolumen aufgefiillt, bevor 200 uL. TEGO® An-
tischaummittel KS 911 hinzugegeben wurden. Das Kulturmedium wurde daraufhin durch
eine 0,22 um PES-Membran sterilfiltriert. Fiir die Vorkultur wurden jeweils 100 pL eines
E.coli K1 und 200 uL eines B.subtilis wt Glycerol-Stocks zu 100 mL Zyp31-Kulturmedium
in 500 mL Schiittelkolben mit Schikanen gegeben. Die Bakterien wurden nach dem Errei-
chen der exponentiellen Wachstumsphase nach 10 h bei 37 °C und 150 rpm orbitaler
Schiittelgeschwindigkeit (Orbit-Durchmesser: 5,1 cm) fiir den Bouillon-Mikroverdiin-
nungsassay verwendet. Fiir die verschiedenen Stimme wurden jeweils unterschiedliche
96-Well-Mikrotiterplatten verwendet, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Die 15
Peptidproben, die Positivkontrolle Lactoferricin B und die Negativkontrolle Pepton wur-
den durch eine 0,22 um PES-Membran sterilfiltriert und jeweils 15 pL mit einer Konzent-
ration von 500 pg/mL in die jeweiligen Wells der Mikrotiterplatte gegeben. Anschliefsend
erfolgte die Zugabe von jeweils 100 pL Zyp31-Kulturmedium sowie 5 pL der Vorkultur
von E.coli K1 und B.subtilis wt. Die Kultivierung in Anwesenheit der Proben wurde direkt
in der 96-Well-Mikrotiterplatte in einem Mikrotiterplatten-Spektrometer bei einer Tem-
peratur von 37 °C und mittlerer Schiittelgeschwindigkeit (11 Hz, Amplitude 3 mm) durch-
gefiihrt. Die Absorption bei einer Wellenldange von 600 nm (Optische Dichte, ODe0o) wurde
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tiber einen Zeitraum von insgesamt 400 min in Intervallen von 1 min gemessen. Um die
jeweiligen Wachstumskurven der bakteriellen Stimme zu erhalten, wurde die ODsoo ge-

gen die Zeit aufgetragen.

Gram-Farbung

Fiir die Gram-Farbung wurden jeweils 50 pL einer Kultivierung von E.coli K1 und B.subti-
lis wt unter der Sicherheitswerkbank mittels Hitzefixierung auf einem glasernen Objekt-
trager fixiert. Die Objekttrager mitsamt den fixierten Bakterien wurden mit einer Kristall-
violett-Losung (0,5 % in diH20) tiberschichtet und anschlief3end mit diH20 gewaschen.
Das Kristallviolett lagert sich dabei zwischen den Zellmembranen von gram-negativen so-
wie von gram-positiven Bakterien ein, wodurch sie violett eingefarbt werden. Fiir die Bil-
dung grofderer Farbstoffkomplexe wurden die Objekttrager im nachsten Schritt mit einer
lod/Kaliumiodid-Losung (Lugol’sche Losung) liberschichtet, bevor sie anschlief3end mit
einer 96-prozentigen Ethanollésung entfarbt wurden. Dieser Schritt wird als Differenzie-
rung bezeichnet, da der gebildete Farbstoffkomplex so aus den gram-negativen Bakterien
ausgewaschen wird, wohingegen die dicke Mureinschicht der gram-positiven Bakterien
eingefarbt bleibt. Um in einem letzten Schritt die gram-negativen Bakterien mit einem
weiteren Farbstoff rot einzufarben, wurde der Objekttrager schliefilich mit Safranin-Lo6-
sung liberschichtet und anschlief3end griindlich mit diH20 gewaschen. Das Deckgldschen
wurde dann unter dem Auflichtmikroskop bei 1000-facher Vergrofierung betrachtet, wo-

bei zusatzlich Bilder mit einer Farbkamera aufgenommen wurden.

Gefriertrocknung

Vor dem Prozess der eigentlichen Gefriertrocknung wurde die zu gefriertrocknende
Probe fiir mindestens 1 h in 15 bzw. 50 mL Zentrifugenrohrchen entsprechenden Metall-
standern bei -80 °C eingefroren. Der Deckel der Gefdfde wurde vor dem Einstellen in die
Gefriertrocknungsanlage mit einem Loch versehen, um ein Entweichen der Dampfe wah-
rend des Gefriertrocknungsvorgangs zu erméglichen. Etwa eine Stunde vor der Verwen-
dung wird die Gefriertrocknungsanlage eingeschaltet, um die erforderlichen Temperatu-
ren zu erreichen (Warm-up Modus). Die Metallstdnder mit den gefrorenen Proben wer-
den dann in die Gefriertrocknungsanlage eingestellt und das in Tabelle 7 beschriebene

Programm gestartet.
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Tabelle 7: Druck- und Temperaturprogramm der Gefriertrocknungsanlage

Abschnitt Zeit [h:mm] Stellfliche [°C] Vakuum [mbar]
01 0:01 -20 4,00
02 0:30 -20 3,20
03 0:30 -20 2,50
04 0:30 -20 1,00
05 4:30 -20 0,120
06 4:00 -20 0,120
07 4:00 -20 0,120
08 4:00 -20 0,120
09 0:01 -20 0,0010
10 12:00 -20 0,0010

SDS-Gelelektrophorese

Flir die Analytik mittels SDS-Gelelektrophorese wurden Trenngel (12 %) und Sammelgel
(4 %) nach Protokoll hergestellt (Tabelle 8). Das jeweilige Gemisch wurde vor dem Ein-
gief3en des Gels in die Vorrichtung im Ultraschallbad entgast, um die Bildung von Luftbla-

sen wahrend des Aushartevorgangs zu verhindern.

Tabelle 8: Angepasstes Pipettierschema fiir 2 SDS-Gele (12 %) nach Bio-Rad - Handcasting Polyac-
rylamide Gels

Reagenz Trenngel (12 %) Sammelgel (4 %)
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 6 mL 1,98 mL
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 3,78 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,75 mL -
10 % SDS 150 pL 150 L
diH.0 9mL 5,03 mL
TEMED 25 pL 25 pL
10 % APS 50 uL 50 L

Nach dem Ausharten und Befiillen mit jeweils 20 pL. Probe (10 pL Pierce™ Prestained
Marker 26619) wurden die SDS-Gele in die Elektrophoresevorrichtung eingespannt und
anschlief3end in die mit TGS-Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Die
Elektrophorese wurde dann fiir 15 min bei einer Spannung von 100 V und anschliefsend
fir 30 - 45 min bei einer Spannung von 200 V durchgefiihrt. Die Gele wurden mithilfe
einer kolloidalen Coomassie-Farbelosung tiber Nacht gefarbt. Die Farbelosung bestand

dabei aus 0,02 % Coomassie Blau R 250, 5 % Al2(S04)3, 10 % Ethanol und 2 % Essigsaure.
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Die Entfirbung am nachsten Tag erfolgte mit diH20 und je nach Bedarf mit einer Entfar-
belésung (10 % Ethanol, 2 % Essigsdure). Die Gelbilder wurden mithilfe eines Scanners

aufgenommen und mit der Software SilverFast 6.4 bearbeitet.

Produktion des Fusionsproteins GST-GFP

Die Kultivierung des E.coli BL21 DE3 Stammes erfolgte in 3 L Schiittelkolben in einem de-
finierten Zyp31-Medium. Ein Liter Kulturmedium wurde wie folgt angesetzt: 6,8 ¢g
KH2PO04, 17,9 g NazHPO4 -12H20, 3,3 g (NH4)2S04, 10 g Glucose und 2,5 g Hefe-Stickstoff-
Basis mit Aminosauren wurden in 800 mL diH20 aufgeldst und der pH-Wert auf 7,6 ein-
gestellt. Die Losung wurde dann mit diH20 auf 1L Gesamtvolumen aufgefiillt, bevor
200 pL. TEGO® Antischaummittel KS 911 hinzugegeben wurden, um eine iibermafiige
Schaumbildung wahrend der Kultivierung zu verhindern. Das Kulturmedium wurde an-

schlief3end durch eine 0,22 pm PES-Membran sterilfiltriert.
Zellaufschluss

Flr den Zellaufschluss wurde das abzentrifugierte, trockene Zellpellet direkt im 50 mL
Zentrifugenrohrchen gewogen und in dem fiinffachen Volumen des Gewichts in PBS Puf-
fer pH 7,4 resuspendiert. Dem Lysepuffer wurde dann zunachst Benzonase® (10 U/mL),
sowie ein cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail in Tablettenform pro 5 mL Volumen des
Lysepuffers und im Anschluss daran Lysozym (1 mg/mL) hinzugegeben. Die Homogeni-
sierung erfolgte mittels ULTRA-TURRAX® bei einer Schergeschwindigkeit von
9.500 1/min. Der anschliefdende Zellaufschluss wurde in einem Microfluidizer bei einem
Kammerdruck von 12.000 bar durchgefiihrt. Hierzu wurde die zellhaltige Dispersion fiinf-
mal durch die Aufschlusskammer geleitet. Wahrend des gesamten Prozesses wurde die
zellhaltige Dispersion auf Eis gelagert, um eine Schadigung des Zielproteins durch Erwar-
mung zu verhindern. Anschlieflend wurden die Zelltrimmer in der Zentrifuge bei
12.500 x g abzentrifugiert und das Pellet verworfen. Die resultierende Lésung wurde

dann durch eine 0,22 pm PES-Filtermembran filtriert.

Analyse und Quantifizierung von IgG sowie Fab- und Fc-Fragmenten

Die SEC-HPLC Analyse wurde nach YMC Biochromatography Columns Catalogue durchge-
fiihrt, wobei als Saule die YMC-SEC mAB (3 um) 300 x 4,6 mm zum Einsatz kam [127]. Der
verwendete Eluent bestand aus 0,1 M KH2PO4 - K2HPO4 mit 0,2 M NaCl (pH 7). Die Fluss-

rate wurde auf 0,165 mL/min eingestellt und der Sdulenofen war wahrend des gesamten
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Laufs auf 25 °C temperiert. Alle Proben wurden vor der Analyse durch eine 0,45 pm PES-
Filtermembran filtriert, um absolute Partikelfreiheit zu gewahrleisten. Es wurde ein In-
jektionsvolumen von 4 pL Probe gewahlt, die Detektion fand mithilfe eines UV-Detektors

(A = 280 nm) statt. Die isokratische Elution dauerte jeweils 45 min pro Probe.

Analyse der Proteinisolate und -hydrolysate

Die RP-HPLC Analyse wurde mit der RP-HPLC Saule Phenomenex Aeris Peptide XB-C18
(3,6 um) 150 x 3,0 mm durchgefiihrt. Eluent A bestand aus diH20/ACN/TFA (95:5:0,1),
Eluent B aus diH20/ACN/TFA (20:80:0,1). Die Flussrate betrug 0,4 mL/min und der Sau-
lenofen war auf 50 °C temperiert. Der Elutionsgradient war wie folgt eingestellt: 0 - 10
%B (0 - 3 min), 10 - 50 %B (3 - 55 min), 50 - 100 %B (55 - 65 min), 0 %B (65 - 75 min).
Alle Proben wurden vor der Analyse durch eine 0,45 pm PES-Filtermembran filtriert, um
absolute Partikelfreiheit zu gewdhrleisten. Es wurden jeweils 10 uL Probe auf die Saule

injiziert und mithilfe eines UV-Detektors (A = 214 nm) analysiert.

Aminosaureanalytik

Die Bestimmung des Aminosduregehalts erfolgt mittels OPA/Fmoc-Derivatisierung in ei-
nem RP-HPLC-System, in dem die Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (3,5um) 150 x 4,6 mm
RP-Sdule zum Einsatz kommt. Eluent A bestand aus einem 40 mM Na;HPO4 - NaH>HPO4
Puffersystem mit 5 mM Natriumazid (pH 7,8) und Eluent B aus ACN/MeOH/diH,O
(45:45:10). Die Flussrate betrug 1,5 mL/min und der Sdulenofen war wihrend des gesamten
Laufes auf 40 °C temperiert. Der Elutionsgradient wurde wie folgt eingestellt: 4 - 57 %B
(0 - 20 min), 57 - 100 %B (20 - 23,5 min), 100 - 4 %B (23,5 - 28 min). Alle Proben wurden
vor der Analyse in der HPLC mittels Methanolfdllung behandelt. Hierzu wurden jeweils 100 pL
Probe mit 400 puL eiskaltem Methanol versetzt und anschlieBend fiir mindestens 12 h bei —
20 °C gelagert. Alle Proben wurden vor dem Einstellen in den Autosampler im Verhéltnis 1:1
mit einem 0,4 M Natriumborat-Puffer (pH 10) verdiinnt und anschlieBend durch eine 0,45 pm
PES-Filtermembran filtriert, um absolute Partikelfreiheit zu gewdahrleisten. Ein weiterer
Verdiinnungsschritt mit 100 pL Eluent A, versetzt mit 0,4 mL Phosphorsaure (konz.), er-
folgte direkt im Autosampler, wo anschlieféend unmittelbar vor der Injektion auch die De-
rivatisierung mit 40 pL. OPA-Reagenz sowie 40 pL Fmoc Reagenz stattfand. Die Probenin-

jektion erfolgte mit jeweils 50 pL. Probenvolumen, wobei auch ein Aminosaurestandard
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vermessen wurde. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor mit folgenden Exzi-
tations- und Emissionswellenldngen: Ex330nm /Em420nm und Ex266nm/

Em 305 nm.

Aufreinigung der Peptidfraktionen

Die Aufreinigung des kontinuierlich erzeugten Erbsenproteinhydrolysats erfolgte in ei-
nem praparativen FPLC-System mit der Aeris Peptide XB-C18 (5 um) 150 x 21,2 mm RP-
Saule. Die Chromatographiebedingungen basieren auf der analytischen RP-HPLC Me-
thode, die bestmoglich auf die RP-FPLC Methode transferiert wurde, um den praparativen
Aufreinigungsprozess mit so wenigen Abweichungen wie mdoglich von der analytischen
Methode durchfiihren zu kdnnen. Die Flussrate betrug wahrend des gesamten Laufes mit
Ausnahme der Probeninjektion (1 mL/min) 6 mL/min und der Sdulenofen war auf 50 °C
temperiert. Eluent A bestand aus diH20/ACN/TFA (95:5:0,1), Eluent B aus
diH20/ACN/TFA (20:80:0,1). Der Elutionsgradient war wie folgt eingestellt: 0 - 10 %B
(0 -3 min),10 - 50 %B (3 - 55 min), 50 - 100 %B (55 - 65 min), 0 %B (65 - 75 min). Das
Erbsenproteinhydrolysat wurde vor der Beladung des Superloops durch eine 0,45 pm
PES-Filtermembran filtriert, um absolute Partikelfreiheit zu gewdahrleisten. Insgesamt
sind 8 mL Erbsenproteinhydrolysat mittels Superloop in 1 mL Schritten auf die Saule ge-
geben worden. Es wurde auf3erdem ein Peptid-Grof3enstandard vermessen. Die Detektion
erfolgte mithilfe eines UV-Detektors (A = 214 nm). Die Fraktionierung fand miniitlich in
fixen Fraktionen (V = 6 mL) in einem Fraktionssammler statt. Die gesammelten Fraktio-
nen wurden in insgesamt 15 Probenfraktionen mit einer Gréf3e von 3 - 4 Fraktionen ver-
eint, um charakteristische Peaks moglichst in einer einzelnen Fraktion zu sammeln. Diese
Proben 1 - 15 wurden dann gefriergetrocknet, um das Losungsmittel aus dem Chromato-
graphieprozess zu entfernen und anschlief3end in 200 pL Arbeitspuffer (20 mM POPSO,
pH 7,8) resuspendiert. Die Peptidkonzentration der einzelnen Probenfraktionen wurde
mithilfe des Pierce™ Quantitative Fluorescent Peptide Assay bestimmt und anschliefsend
durch Verdiinnung mit Arbeitspuffer auf eine einheitliche Konzentration von 500 pg/mL

normiert.

Aufreinigung von GST-GFP

Die Aufreinigung des rekombinant produzierten GST-GFP erfolgte nach dem Zellauf-

schluss mittels Affinititschromatographie in einem AKTA™start Niederdruck-Chromato-
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graphiesystem. Hierbei kam die GSTrap™ Fast Flow 5 mL des Herstellers Cytiva zum Ein-
satz. Diese Sdulen besitzen eine Glutathion-funktionalisierte Sepharosematrix, mit der
GST-markierte Proteine in einem Schritt mit hoher Reinheit aufgereinigt werden kénnen.
Als Bindepuffer wurde ein 10 mM Na:HPO4 - NaH2PO4 Puffersystem mit 150 mM NacCl
(pH 7,5) und als Elutionspuffer ein 10 mM NazHPO4 - NaH2PO4 Puffersystem mit 150 mM
NaCl und zusatzlich 10 mM reduziertem Glutathion (pH 7,5) verwendet. Nach dem
Equilibrieren der Saule mit 5 CV Bindepuffer bei einer Flussrate von 5 mL/min wurde die
Saule mittels Probenpumpe bei einer Flussrate von 1 mL/min mit unterschiedlichen Vo-
lumina des Zelllysats (1, 5, 10 und 20 mL) beladen, um verschiedene Saulenbeladungen
zu testen. Es folgte das Auswaschen aller nicht-gebundenen Bestandteile mit 3 CV Binde-
puffer bei einer Flussrate von 3 mL/min. Die Elution der gebundenen Bestandteile er-
folgte mit 2 CV Elutionspuffer bei einer Flussrate von 5 mL/min. Der Fraktionssammler
sammelte wahrend der 10-mintitigen Elutionsphase miniitlich fixe Fraktionsgréfien mit

einem Volumen von 1 mL.

Die Proteinkonzentrationen der jeweiligen, aufgereinigten Fraktionen des GST-GFP Fusi-
onsproteins wurden mithilfe einer GST-GFP-Standardreihe (Blank, 125, 250, 500,
1000 pg/mL) in einem Mikroplatten-Fluoreszenzspektrometer bei Ex395nm [/
Em 509 nm bestimmt. Hierzu wurden jeweils 50 pL Standard und Probe in eine 96-well
Fluoroscan-Mikrotiterplatte gegeben und dann bei den oben eingestellten Parametern ge-

messen. Insgesamt konnten 14,9 mg GST-GFP hergestellt werden (Abbildung 40)
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Injiziertes Volumen [mL] | Konzentration [mg/mL] Volumen [mL]| Gesamtproteingehalt [mg]
1 0,38 4,5 1.7
5 052 4,5 23
10 1,12 25 28
20 148 55 8.1

Insgesamt: 14.9 mg GST-GFP

Abbildung 39: Quantifizierung des durch GSTrap-Affinititschromatographie aufgereinigten GST-GFP Fu-
sionsproteins.
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Nach der Aufreinigung erfolgte ein Pufferaustausch mit der HiTrap™ Desalting Séule (5 mL)
des Herstellers Cytiva im AKTA™start System. Diese Siulen bestehen aus einem Sephadex™
G-25 Superfine Harz, welches eine Entsalzung mittels Grofdenausschluss ermoglicht. Hier-
durch konnte der Elutionspuffer aus der vorangegangenen Aufreinigung gegen einen
Spaltpuffer (50 mM TRIS-HCI], 1 mM DTT, pH 8) fiir die folgende, enzymatische Abspal-
tung der GST-Fusionsdomdne mit TEV-Protease ausgetauscht werden. Die Probe (GST-
GFP in Elutionspuffer) wurde in Mengen von jeweils 5 mL auf die Sdule gegeben und an-
schlief3end in fixen Fraktionen (V = 5 mL) mit einem Fraktionssammler aufgefangen. Die
Proteinkonzentration dieser Fraktionen wurde mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay

Kit bestimmt und anschlief3end auf 1 mg/mL normiert.

Analyse von Saccharose, Glucose und Fructose

Die Zuckeranalytik erfolgte mittels NP-Chromatographie, bei der die Shodex Asahipak
NH2P-50 4E (5 pm) 4,6 x 250 mm NP-Saule zum Einsatz kam. Die Elution erfolgte iiber
eine Dauer von 30 min isokratisch mit 80 % ACN / 20 % diH20, bei einer Flussrate von
0,8 mL/min und einer Sdulenofentemperatur von 40 °C. Das Probeninjektionsvolumen
betrug 2 pL und alle Proben wurden vor der Analyse im Verhaltnis 1:20 verdiinnt, um eine
Messung innerhalb des Messbereichs des CAD Detektors sicherzustellen, da es sich hier-
bei um eine sehr sensitive Messmethode handelt und mit hochkonzentrierten Zuckerlo-
sungen gearbeitet wurde. Zur Konzentrationsbestimmung der einzelnen Zucker wurde

eine Kalibriergerade angefertigt (siehe Abschnitt Kalibrationen).
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