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Zusammenfassung

Um aktive Substanzen zu finden und intrazellulaenddungsweisen zu verstehen wird die
Untersuchung von Enzymkinetik zunehmend wichti§ee. geben eine wesentliche Auskunft

daruber, wie sich ein Enzym verhalten oder in gegeh Situationen antworten wird.

Methoden, umK,, und vmax der Michaelis-Menten-Gleichung zu bestimmen, diiad die
moderne Biologie sehr wichtig. Um die Bestimmunggrden furK,, undvmax zu verbessern
und mathematisch weiterzuentwickeln hat es untexdtibhe Anséatze bzw. Anstrengungen
gegeben

Das Hauptziel dieses Projektes war den Paramesetgitzungsfehler des Michaelis—Menten-
Enzymskinetischer Prozesses genauer zu unterswciteom analytisch das Suchgebiet von
kinetischen Parametern zu reduzieren, sowie nuatertas Optimum flir Parameter zu
spezifizieren.

Durch die experimentelle Uberpriifung wird die Véeesng von Isopropylidenglycerin (IPG)
mit Vinylacetat durchPseudomonas cepaciam Hexan und die Umsetzung von 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA)durch Pilzen isolierter Tyrosinase in das geféarbte
Dopachrom untersucht, als auch die Michaelis-MeitenstanteK,, und vmax mittels ,die
Methode der kleinsten Fehlerquadrate im Puls-Sysbamechnet.

In dieser Arbeit wird auch der Einfluss von Temperaind Enzymkonzentration auf der

Veresterung von Isopropylidenglycerin  (IPG) mit Wimcetat erforscht, wie der

Produktenantiomereniiberschuss gesteigert werden kan

SchlagworteEnzymkinetik, Parametereinschatzungsfehler, Paramet



Abstract

The researches in enzyme kinetics become more tamofor the investigation of active
compounds and understanding of the intracellultiviies. As a result of these researches, it

is possible to get information about how enzymealvek or reacts for the different situations.

The modern biology is very important to define g and vnax parameters of Michaelis-
Menten equation. There are different mathematippt@aches to improve the methods for the

determination of Km and Vmax values.

The aim of this work is to determine the paramestimation error of the Michalelis —
menten kinetics constants. This error is studiealydically to reduce the search area as well

as numerically to specify the optimum for parametgimation.

For the calculation oK, andvmax by the Least Square method in pulse system, tifereint
reactions have been experimentally considered. fils¢ one is the esterification of
isopropylideneglycerin (IPG) with vinylacetate byetcatalysis oPseudomonas cepacia
hexane, and the other one is the reaction of 3MuDoxyphenylalanin (DOPA) by

mushrooms of isolateflyrosinasen the coloured Dopachrom.
In this work, the effect of temperature and enzyrorcentration on the reaction conditions
esterification of isopropylideneglycerin (IPG), algzed by Burkholderia cepacialipase

(BCL), previously known a®seudomonas cepacihias been studied to improve how the

enantiomeric ratio can be increased.

Keywords: enzyme kinetics, parameter estimatioareparameters
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1  Einleitung

Enzyme spielen in Organismen die Rolle von Katdtysm, indem sie die chemischen
Reaktionen der Gleichgewichtseinstellungen besdigen, ohne selbst dabei umgesetzt zu
werden. Eine beschleunigende Wirkung auf chemidgbaktionen in Zellen ist fur rasch
ablaufende Lebensvorgange oft von existentielleteB&ung.

Seitdem LeonoMichaelis und MaudMenten erste Theorien [Michaelis-Menten-1913] Gber
die Bindung und den Zerfall eines stabilen Enzyrbsiat Komplexes entwickelt haben, hat
das Gebiet der Enzymkinetik einen aul3erordentlicherlschwung erlebt. Sowohl die
Theorien als auch die Messmethoden lber die Mesimmm enzymatisch katalysierter
Reaktionen wurden weiterentwickelt bzw. verfeinert.

Um aktive Substanzen zu finden und intrazellulaemddungsweisen zu verstehen, wird die
Untersuchung der ParameteiKn( und vmay von Michaelis-Menten-Kinetik zunehmend
wichtiger. Fur die richtige Einschatzung jedes Engydas in der Forschung verwendet wird,
sind Informationen Uber die kinetischen Parametésabeidend. Sie geben eine wesentliche
Auskunft dartber, wie sich ein Enzym verhalten omegegebenen Situationen antworten
wird.

Es gibt mehrere Forschungsfelder, in denen Enzyen@endet werden, unter anderem in der
medizinischen und pharmazeutischen Forschung sowiger klinischen Diagnose. Zum
Beispiel haben bestimmte Enzyme unverédnderte Ngéveau Blut einer Person mit einer
besonderen Krankheit, diese Enzyme konnten aberwiterschiedliche Wirkung haben. In
diesem Fall sind sowohl die Kenntnis vidp undvmax als auch deren Bestimmungsmethoden
fur eine genauere Diagnose erforderlich [Murphyz200

Die einfachste Methode, um die Parameter zu erhakedie grafische Darstellung (oder die
lineare Regression) der transformierten Daten. cledst diese Methode nur im Falle der
einfachen linearen Funktionen anwendbar, sie egbmicht ausreichend gute Resultate in
einigen Fallen [Matyska-1985].

Die nichtlinearen Regressionsmethoden sind vigygeit und geben zuverlassigere
Parameterschéatzungen fur die Anpassung der kihetisGleichungen [Atkins-1975]. Es gibt
zahlreiche, nichtlineare Regressionsmethoden, wiabee von ihnen als die optimale Lésung
fur alle in der Enzym-Kinetik bekannten Beispietdriachtet werden kann.

Jede Methode hat spezifische Anforderungen, wasegperimentellen Werte selbst und

besonders die Art ihrer Fehler betrifft. In der@sast es normalerweise unbekannt, welche



Anforderungen am besten erflllt werden. Deshallolgrfdie Wahl der Methode haufig
zufallig.

Um die Bestimmungsmethoden fiK, und vmax zu verbessern und mathematisch
weiterzuentwickeln, hat es unterschiedliche Ansatzewn. Anstrengungen gegeben.
[Wilkinson-1961, Dowd-1965, Markus-1976, Cornishvigien-1991].

Die erste Abschatzung von Enzymparametern mit Hibe Computern wurde 1963 von
Cleland prasentiert. Darauf basierend wurde 197h @oodwin die Bedeutung der
Eingangssignale fur die Parameterabschatzung varandgchen Modellen ausfuhrlich
diskutiert. Durch die Messung der Reaktionsgesctigkeit bei unterschiedlichen
Substratkonzentrationen kalkulierte Endrenyi 198hem optimalen Versuchsplan zur
Einschatzung der Michaelis-Menten Parameter. Eireperimentiellen Ansatz zur
Bestimmung der Michaelis-Menten Parameter prasgeatiduggleby 1991, wobei aber nur
die optimalen Anfangssubstratkonzentrationen areatys/urden. Munack prasentierte 1991
einen systematischen Ansatz fir die Optimierung Aleschatzung der Michaelis-Menten
Parameter. Dabei analysierte er ausfihrlich dievMaksingen von Zeit, Auswahlposition und
Prozessdesign fur die Anpflanzungsprozesse vonttgegn Mengen. 1996 betonte Ritchie
die nonlinear least-squaredMethode, mit der er zufriedenstellende Ergebnifige die
Abschatzung voiK erhielt. Eine optimale Designmethode fiir die Pdéiiaan-Chrysogenum-
Garung wurde 1988 von Syndall vorgestellt. Er velnsel einen genetischen Algorithmus flr
die Zufutterungsrate zu finden. Die skalaren Fumén wurden von der Fischer-
Informationsmatrix (FIM) optimiert, wobei sich damidie Verbesserung in der
Parametereinschatzung maximierte.

Kakkar (2000) versuchte die minimale experimenteMestrengung fur die Parameter
einzuschatzen. Uber den Einfluss der EnzymmengdennProzessen wird von Murphy (2002)
berichtet. 2003 und 2004 prasentierte Murphy eiBagesian-Ansatz fur experimentelles
Design, wobei die kinetischen Michaelis-Menten Bater durch Simulationen kalkuliert
wurden. Cornisch-Bowden berichtete 2004 ausfuhiliclr die Wirkung von experimentellen
Fehlern auf die kinetischen Parameter. Durch dialyse der Fischer-Informationsmatrix
gelang Lindner (2006) zu dem Ergebnis, dass mih&ha Volumenfluss der Substratmengen
die Einschatzung der kinetischen Parameter vertiessd.

Um die richtigen experimentellen Angaben zu erlmalist der grundsétzliche Startpunkt zum

Sammeln kinetischer Informationen zu finden. Dasiireine systematische Versuchsplanung
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notwendig, um die Messzeit und Versuchszahl zunuopten. Durch einen sorgféltig
vorbereiteten Versuchsplan kbnnen bezuglich demrindtion, Produktivitat und Genauigkeit
jedes Experimentes erhebliche Verbesserungen beBesimmung der Parameter erreicht
werden.

Erstmalig eingefuhrt von Fisher (1935), basiertimptes Versuchsdesign darauf, die
manipulierbaren Faktoren, beziehungsweise Umwadltigedgen des Experiments, fiar
priori bestimmte Zwecke (bzw. Parameterschatzung, Madktichinierung) so einzustellen,
dass maoglichst wenige Messungen mit jeweils mogtiblohem Informationsgehalt bezlglich
des Zwecks gemacht werden konnen [Saltelli-2000].

In der Enzym-Kinetik gibt es viele Punkte, die ber Erstellung des Versuchsplanes fir eine
optimale Leistungsfahigkeit genauer betrachtet emrdmissen, unter anderem die
Substratmenge und die benutzten individuellen Kotradonen. Die Zahl der
Wiederholungen und Datenpunkte konnen dabei dieveradlige Auskunft geben, um
zwischen den Modellen unterscheiden zu kénnen ondtgute Parameter-Schatzungen zu
erhalten [Murphy-2002]. Mehrere Anwendungen sowie Worteile des Versuchsplanes
werden von Atkinson (1996) im Detail prasentiertich im Gebiet der Bioprozess-Technik
werden viele Anwendungen bereits veroffentlicht Hd@ig-1997, Wu-2003, De Oliveira-
2004].



2  Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Arbeit ist den Parameteregizcimgsfehler des Michaelis—Menten-
Enzymskinetischen Prozesses genauer zu untersuohergnalytisch das Suchgebiet von
kinetischen Parametern zu reduzieren, sowie nuatertas Optimum flir Parameter zu

spezifizieren.

Hierzu werden zwei enzymatisch katalysierte Reaktioals Modellprozesse untersucht: die
Veresterung von Isopropylidenglycerin (IPG) mit Miacetat durciPseudomonas cepacia
Hexan und die Umsetzung von L-3,4-Dihydroxyphera@ (L-DOPA) durch aus Pilzen
isolierte Tyrosinase in das gefarbte Dopachrom.Dabei werden die maemal
Reaktionsgeschwindigkeit,ax und die Michaelis-Menten-Konstarkg, mittels ,die Methode

der kleinsten Fehlerquadrate im Puls-System* beretch

2.1 Der Einfluss von Temperatur und Enzymkonzentrabn auf die enzymatische
Reaktion

Im ersten Schritt der vorliegenden Arbeit wird dieresterung von Isopropylidenglycerol
(IPG) mit Vinylacetat in Hexan untersucht, wobeir dginfluss von Temperatur und
Enzymkonzentration auf die enzymatische Reaktionforgght wird, um den

Produktenantiomereniberschuss zu steigern.

OH o—c\ 0
+ CHZ—_C/ CHs . D-IPG-acetate + CHiCHO
O H

Acetaldehyde

H (o]
O~ W™~ u\
CHs
O

L-IPG-Acetate

Isopropylideneglycerol Vinylacetate

Abb. 1 Reaktion von Isopropylidenglycerin mit Vinylacetat



Die Reaktion ist eine Transesterifizierung der VWoynponenten. Da der entstandene
Vinylalkohol sofort zum entsprechenden Aldehyd d¢awrisiert, wird das
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite vemtgEin asymmetrisches C-Atom der
Alkoholkomponente der Reaktion ist fur die Untefsweg mit Blick auf die
Enantioselektivitat von Interesse [Tservistas-1997]

Bei der Diskussion der Stereochemie ist zu beaclil@ss es aufgrund der Veresterung der
freien Hydroxylgruppe zu einer Anderung der Priggnfolge der Substituenten am chiralen
Zentrum kommt. Als Produkt des (D)-IPG wird demzgéodas (L)-IPG Acetat erhalten
(Abb.1).

In der chemischen Industrie gibt es eine zunehmeNdehfrage nach optisch reinen
Enantiomeren [Crosby-1991]. Von vielen pharmazehtiwirksamen chiralen Substanzen ist
bekannt, dass lediglich ein Enantiomer voll wirkset) wahrend das andere Stereoisomer
eine geringere Wirkung zeigt oder bei Medikamenseigar Nebenwirkungen hervorruft
[Blumenstein-1997, Hedstrom-1993].

Zahlreiche pharmakologische Studien Uber die Eoardre dieser racemischen Mischung
haben gezeigt, dass das (D)-Isomer eine bedeuts#berg therapeutische Wirkung hat und
die therapeutische Konzentration im Blut schnedleeicht als das (L)-Enantiomer [Zaks -
1997]. Die pharmakologische Aktivitat ist hauptdathdurch die D-Form gegeben, wahrend
die L-Form entweder untatig ist oder die aktiverRam Vergleich zur D-Form reduziert ist
[Pietta-1987, Meyring-2000].

Immer mehr Medikamente werden als einzelne Enamtiemstatt einer racemischen
Mischung auf den Markt gebracht [Stinson-1998, $tm2000, Tucker-2000]. Organische
Sauren und Aminosauren stellen einen grof3en Teskdi Marktes dar.

Viele Forscher haben versucht, diese optisch aktizeantiomere zu trennen [Chen-1987,
Lee-2002]. Die Methoden (Kristallisierung usw.), ueines der Enantiomere aus der
racemischen Mischung zu trennen, sind allgemeintrazdiend [Miyako-2004]. Eine
angereicherte Mischung von Produktenantiomerertedtfsvenn in einer enzymkatalysierten

Reaktion ein racemisches Substrat enantioselekiyesetzt wird.



Ein enantioselektiver Biokatalysator reagiert ber &inetischen Racematspaltung mit den
beiden Enantiomeren des Racemats einer Zielverbghdumit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten. Mit zunehmender Zeit reichechsiladurch das langsamer umgesetzte
Substratenantiomer an, bis die Reaktion bei gerdiggshem Enantiomereniberschuss
gestoppt wird. Auch mit enantioselektiven Enzymeinren jedoch enantiomerenreine
Substanzen gewonnen werden [Chen 1987].

1,2-O-isopropylideneglycerol (IPG) auch Solketahgant, ist ein wichtiges chirales Substrat,
der fur die Synthese von vielen optisch aktivenrtEioaeren wie Glycerophospholipidé;
Adrenoceptor Antagonists, PAF (Platelet Aggregatiagtor) [Bhatia—1987, Peters—1987],
Aryloxypropanolamine, Prostaglandinse [Stork—19ui{l Leucotrienes dient. Diese werden
in der Behandlung der Epilepsie und des Bluthoatidrwerwendet [Jurczak-1986, Molinari—
2005].

Die chemische Synthese von IPG ist zu kostspigirgifidustrieanwendungen, da es chirale
Ausgangsmaterialien, Mehrstufenreaktionen und tedmennungsverfahren erfordert
[Molinari-1996]. Trotz der Einfachheit der Reakteam sind die Herstellungskosten ziemlich
hoch. So hat sich die Forschung auf die Entwicklwiger enzymatischen Methode
konzentriert, die es erlaubt, ein enantiomerangbegtes Produkt mit hohen Ertragen und
niedrigen Kosten zu produzieren [Molinari - 2003d?d, Aragozzini-1989, Maconi-1990,
Berglund-2007].



2.2 Bestimmung der ParameteK, und vimax der Michaelis-Menten-Kinetik

Im zweiten Schritt werden die Veresterung von Ispglidenglycerin (IPG) mit Vinylacetat
in Hexan und die Oxidation von L-DOPA zu Dopachrioneinem Fed-Batch-Prozess (Puls-

Experiment) durchgefuhrt, wobei die Parameter Rea&geschwindigkeit \fnay und

Michaelis-Menten-Konstant&K(,) durch die Methode der kleinsten Fehlerquadratedbmet
werden.

Tyrosinase ist das Hauptenzym, das am Prozess eé&anM-Biosynthese teilnimmt. Die
Oxidation von L-Tyrosine zu Dopachrom wird in zwgghritten katalysiert und molekularer

Sauerstoff dabei verbraucht.

NH5*
C 3
\ fg{ o HO 1/2 0,
@) @) COy”
Dehydroascorbate
o NH3*
l_j:HzOH 4 H+ 4
H+
C
\53}{ o o CO,
H o) om2

0]
Ascorbate l
HO /7 o
I :]U ] :l\j Slow .
------- » Melanins
\
HO l}l CO, HO N CO,
H
Leucodopachrome Dopachrome
Abb.2 Raper—Mason-Lerner Reaktions-Mechanismen.

[Nur L-Dopa-Oxidation wird durchTyrosinasekatalysiert. In Gegenwart von Ascorbat wird
Dopaquinon zuriick in L-DOPA umgewandelt und keinedeaen Zwischenglieder werden
gebildet].



Der erste Schritt ist die o-Hydroxylation von Tyires zu L-DOPA, und der zweite ist die
Oxidation von L-DOPA zu Dopachrom. Die Melanin-Byoghese wurde zunachst von Raper
[1928] vorgeschlagen und spéter von Lerner undpkitck [1950] durch das Umfassen der
maoglichen Oxidation von Leucodopachrom durch Dopamuein modifiziert (Abb. 2).

Das zusammengesetzte L-3,4-dihydroxyphenylalaniigef@aein L-DOPA genannt) ist ein
naturliches Substrat fir dieses Enzym und wird igs@r Arbeit verwendet. Das L-DOPA
wird in das gefarbte Dopachrom umgewandelt undKaiezentration spektralphotometrisch
bestimmit.

Fur die Ermittlung der Parameter wird ein experitebas Annaherungsverfahren dargestellt,
welches genau nach der Michaelis-Menten EnzymMidradtiauft. Dieses kinetische Verfahren
ist ausschlieBlich nur fur Enzymreaktionen gultdje irreversibel sind. Fir eine gute
Annaherung an die realen Werte der Parameter igoemissetzung, dass grobe Schatzungen
der Parameter im Voraus bekannt sein mussen.

Auf die grof3en standardmafigen Fehler der bereehi&f- und vimax -Werte wird in den
meisten Abfassungen in der Biochemie nicht weiiagegangen, obwohl die statistischen
Beschrankungen vak, undvnax Seit langem bekannt sind.

Kalkulationen von den Abweichungen oder standardgeiRehler vorK,- undvmax wurden

im Allgemeinen aul3er Acht gelassen. Das kann inrefiid sein, da die Fehler vé- sehr
grofl3 sein kdnnen, auch wenn der Korrelations-Kpieffit r seinem Wert in der Literatur nah
ist [Reimond 1996].

In der vorliegenden Dissertation soll gezeigt wardelass die nichtlineare Kkleinste
Quadratmethode nicht nur die zufriedenstellendsterobuste Methode fiir die Bestimmung
von K, ist, sondern auch zuverlassige Schatzungen Kigrfr eine breite Palette von
gewahlten Substrat-Werten und Abstand-Strategaresstellen.

Die Gite der Anpassung wird analytisch basierenfl dar Fischer Informationsmatrix
analysiert. Deren Inverse gibt die Abweichung deteten Grenze der Parameterschatzung
wieder. Numerische Ldsungen der Experimente wed#ggestellt, die unter der Bedingung
durchgefuhrt werden, dass eine spezifische Mengs @&mzyms, Substrat- und
Losungsvolumens gegeben und die Zahl der Messunigstgelegt sind. Weitere
Bedingungen sind angewandt worden. Z.B. kdnnenMissungen nicht gleichzeitig zur
Analyse der Stabilitat der Verfahren benutzt werddit und ohne Bedingungen wird das
Verfahren des optimalen Experimentes unter Bengtazuom Simulationen durchgeftihrt und

analysiert.



3  Theoretische Grundlagen
3.1 Michaelis — Menten — Gleichung.

Enzyme sind im allgemein Proteine. Ein Proteinmolagt durch seine Aminosauresequenz
und durch eine Tertiarstruktur bestimmt. Der Griiivddie enzymatische Eigenschatt liegt in
der Anordnung und der Art der Aminosaureseitenketsufgrund der Aminoséauren, die

durch ihre raumliche Nahe zueinander (Konformatigakennzeichnet sind, verandern sich
die Eigenschaften der Seitenketten. Dadurch wing e€indimensionale Information in eine

dreidimensionale Struktur transformiert. Nur sork@m Protein katalytisch aktiv sein.

Die enzymatische Reaktion fangt mit dem Enz{/Ei und mit dem SubstraES] unter
Bindung eines Enzym-Substrat-KompIexe[£ﬂ an. Hierbei wird eine Art von
Ubergangszustand durchlaufen. Diese Ubergangsakigsenergie ist sehr gering. Nach
diesem Vorgang wird diese[rEﬂ-Komplex aktiviert. An dieser Stelle werden kovadken
Bindungen gel6st und neue kovalente Bindungen geknidier bendtigt de{Eﬂ*-Komplex
die gro3te Energie. An dieser Stelle wird c{&ﬁ*-Komplex zum Enzym bzw. zum

unveranderten Substraurlick zersetzt oder es bildet sich das Produkt.

L
EsT
act . .
M nicht Enzymatisch
G L J
E+8 Enzymatisch
E+F
EF
Reaktionskoordinate
Abb. 3 Energie und Reaktionskoordinatendiagramm.



Die enzymatische Spaltung eines Substrats S kahmanhfolgender Gleichung dargestellt

werden.
kyq kg
E+S8S —— ES —— P + E (3.1)
k4

Fur die zeitiche Anderung der einzelnen Reaktians@r ergeben sich folgende

Differentialgleichungen:

98 [+ fes 02
d[E] e [S]E] + (k, ) [ES @9
E:l<1[S][E]—(k_l+kz)[E51 @4
9] feq-s ”

Als Umsatzgeschwindigkeit wird die Produktzunahme definiert, die nach Glera (3. 5)
der Konzentration des Enzym- Substrat-KompIeEE@ direkt proportional ist. Diese hangt

wiederum von der Menge der Reaktionspartner ab.Lasung der Differentialgleichungen

ware die Kenntnis der zeitlichen Konzentrationsmdgiungen der Reaktionspartner

erforderlich, was vor allem fL{rE] und [Eﬂ experimentell kaum maglich ist.

Steady-State-Phase

[s] A]’-/f
[Es]
[/ €] Q<*

felt

Konzentration

Abb.4 Zeitliche Veranderung der Reaktionspartner eineyerkatalysierten Reaktion.
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In Abbildung 4 sind solche Veranderungen aller itigten Reaktionspartner unter Vorgabe
bestimmter Konstanten berechnet. Drei Phasen guatich zu unterscheiden:

* Eine kurze Anfangsphase, die gekennzeichnet isthdulie Bildung des Enzym-
Substrat-Komplexes bei gleichzeitiger Abnahme deieifi Enzyms. In diesem Bereich
ist die Umsatzgeschwindigkeit noch gering.

« Eine mittlere Phase, in der sich die Konzentraties Enzym-Substrat-Komplexes nur
wenig andert; die Umsatzgeschwindigkeit erreickt iiren maximalen Wert.

* Die letzte Phase ist gepragt durch den Zerfall Elesym-Substrat-Komplexes infolge
der Erschopfung des Substratiiberschusses. Die Bgesahwindigkeit nimmt hierbei
wieder ab.

Durch Variation der Geschwindigkeitskonstanten &mddch die relativen Bereiche der drei

Phasen. Sind alle Kostanten vergleichbar grof3, ddrtie Dauer der mittleren Phasen relativ
kurz, die Konzentration vo[Eﬂ erreicht zu keinem Zeitpunkt einen konstanten Wert

Stellt sich dagegen das vorgeschaltete Gleichgeéwith/ergleich zur Enzymkatalyse rasch
ein (eine durchaus plausible Annahme), &lsek_,>k,, dann verlangert sich die mittlere

Phase auffallend. Die Konzentration des Enzym-3absKomplexes bleibt fir eine
beachtliche Zeitdauer nahezu unverandert. In didBeraich halten sich Bildung und Zerfall
des Enzym-Substrat-Komplexes gerade die Waageemescht ein gleichgewichtsahnlicher
Zustand, der aber nur fir eine begrenzte Zeit IststbiZum Unterschied von einem echten
Gleichgewicht wird dieser Zustand mit dem englischeBegriff Steady-State
(Fliel3gleichgewicht) bezeichnet.

In diesem Bereich beobachtet man, als Folge destéoz des Enzym-Substrat-Komplexes,
eine lineare Substratabnahme bzw. Produktbildunig. Reaktion wird nullter Ordnung
hinsichtlich des Substrats.

Da die zeitliche Anderung von einem Enzym-Subdfi@taplex und einem freien Enzym

d[E]/dt=d[E]/dt=0 (3.6)
gesetzt werden kann, vereinfacht sich die Gl. (@) Gl. (3.4)
ka[SIE] = [k-1[ES] +[k2lES] => 3[S[E] = [ESk -1+ k2] @7

Die Konzentrationen vom Enzym-Substrat-Komplex [E8¢ vom freien Enzym [E] sind in
der Reaktionslésung unbekannt, jedoch ergebenusi@nzmen die Gesamtkonzentration von
Enzym [R):
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Eo=[E]+[es] = [E]=Eo-[ES

Einsatz von (3.7) in (3.6) liefert:
ki[S|Eo-[ES =lk-1+ko]ES

- [Eg= SlEo

k-1tk2
kg
_1+
= Km:klk—kzz Michaelis-Menten-Konstante
1
9= Bl

“old

dP Eo[S]

— =V =ko|E] =ko————

dt 2[ ﬂ 2 Kmt [S]

Vmax=k2* EQ ky = Vimax/Eo (1/sekunden)

= r=v= g Vmaxi Michaelis-Menten-Gleichung
dt Km+[9]

Dabei bedeuten:

[S] : Substratkonzentration

[Slo : Substratkonzentration bei Beginn der Reaktion

(3. 8)

3.9)

(3. 10)

3.11)

(3.12)

(3.13)

(3. 14)

r=v : Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei der preishenden Substratkonzentration

V... . Die Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen liea ist definiert als eine nur

theoretisch erreichbare Maximalgeschwindigkeit ndehTheorie voMichaelis-Menten
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Km : Michaelis-MenterKonstante

Ein wichtiges Mal3 fir die Affinitat eines Enzyms minem Substrat isK,. Eine hohe
Michaelis-Konstante zeigt eine niedrige Affiniti&ésdEnzyms zum Substrat und bedeutet,
dass bei relativ hohen Substratkonzentrationerhdibmaximale Reaktionsgeschwindigkeit
erreicht wird und das Enzym nicht sehr bindungsfiguist. Eine niedrige Michaelis-
Konstante hingegen zeigt eine hohe Affinitat degylems zum Substrat, welches man daran
erkennt, dass schon bei relativ niedrigen Subsirantrationen die halbmaximale

Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Das Enzgtroifensichtlich bindungsfreudig.
Der Quotient ausmax / Km gilt als Indikator fur die Substratempfindlichkgiegeniber der

enzymatischen Reaktion unter substratgesattigtesinBengen. Je hoher das Verhaltnis,
desto groRer ist die Empfindlichkeit [McCarthy, Y99
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3.2 Integrierte Michaelis-Menten-Gleichung

oo dsl. sl km*lsl g,
r =- dt —Vmame+ S |£| Td[S]—vmaxédt (3. 15)
[s] S t
= - "K[grqu - Id[S] = Vmax/ dt (3. 16)
[sl [sl 0
Die Integration von (3. 16) fuhrt zu Gleichung 3.17
S
K, In L[_S]?"' [Slo-[S] = vmaxt (3.17)
Der Umsatz wird ausgedrickt ntit = [S]O_ [S] bzw.
[slo
[s]=[s]ga-v) (3. 18)
K
i :—m|:i|n( 1 J:| + [S]O (3. 19)
U v u 1-uU \
max max

Bei einer Auftragung von t/degen [ (1/U)*In (1/(1-U))] wird eine Gerade erhalten, die die
Ordinate im Punk{S]q /Vmaxschneidet und die Steiguig, / Vimax ist.

L
A//‘/
.

[ * 1AL -TH] —

Abb. 5 Auftragung der integrierten Michaelis-Menten-Glaiok.
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3.3 Die Methode der kleinsten Quadrate

Das angewendete mathematische Standardverfahfarsgieichsrechnung stellt die
Methode der kleinsten Quadrate dar. Es wird inreibetenpunktwolke eine Kurve gesucht,
die méglichst nahe an den Datenpunkten verlauft.
Zwar ist die Lineweaver-Burk-Beziehung eine algedmia korrekte Transformation der
Michaelis-Menten-Gleichung

[s]
Km+[S]’

ihre Anwendung liefert aber nur korrekte Ergebnisgenn die Messwerte fehlerfrei sind. Die

r=v=—=y
dt max

Realitdt wird nur mit einer erweiterten MichaeliMen-Beziehung dargestellt. Folgend
wird die Gleichung mit! als Fehlerparameter beschrieben:

v, = VmaxlSiJ
' Km + |.SiJ

Diese Gleichung lasst sich nicht mehr linearisiesendass hier die Losung iterativ ermittelt

(1 + el-)vl-

wird.

Die Formel der kleinsten Quadrate wird hier verwetnd

262 Z[vl v’ Z[ - g

Der §;- Fehler stellt den Unterschied zwischen dem erpamiellenv; und theoretischem

vi,-Wert dar. Die Zahl von experimentellen Punktendwiturch $und N angezeigt
[Jericevic-2005].
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3.4 Enantioselektivitat

Der Enantiomerenuberschuss (% @eantiomeric excepsst ein Mal fur die Enantiomeren-
reinheit. Der Substratenantiomerentberschuss (@&bper Produktenantiomereniberschuss

(eeP) kdnnen aus den Molenbrtichen der jeweiligemtmmeren berechnet werden.

S_yS
X X
eeS= g g *100% (3. 20)
X R - X S
P_yP
X X
eeP= ( E I§) =100% (3.21)
XR™Xs

Dabei bedeuten:

X% und x§ = Molenbriiche der Eduktenantiomere

XE und XE = Molenbriiche der Produktenantiomere

Die Signalflachen, die im Gaschromatogramm erhalkegrden, sind direkt mit den
Molenbriichen proportional. Deshalb kann es in digsam in der Gleichung eingesetzt
werden.

Der Umsatz U der Reaktion kann tber die Enantionmidyerschissse bestimmen:

U :Ls*loo% (3. 22)
eel+eef

Die Enantioselektivitat E ist im Idealfall fir jedeeaktion eine charakteristische konstante
Zahl und unabhangig von der Substratkonzentratimsh vom Umsatz. Nach Chen [1996]
kann die Enantioselektivitat aus der Gleichung2@.und (3. 24) bestimmt werden:

- In[(1-U)(1-eeg]
In[(1-U)(1+ee9)|

_In[1-uU(1+eeP)

" In[1-U(1-eeP]

(3. 23)

bzw. E

(3. 24)
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3.5 Die Fischer-Informationsmatrix fur Enzymkinetik

Um unbekannte Parameter von einem Prozess, weldhe ein dynamisches Modell

beschrieben wird, zu bestimmen,

dx

i f(x,t,P)
(x Variable, t Zeit, P Parameter) missen Messungechgefiihrt werden.
X und P kénnen Vektoren sein.
Unter der Verwendung des Mess-Modells

yE(t) = g(x t;, P)

kann der Funktionswent? (t;) fur eine bestimmte Zeitperiode i geschatzt werden,die
entsprechenden Messunggh durchgefiihrt werden.
Hier ist die Differenz der gemessenen und der gazgtdgn Variablen durch die Inverse des
Messkovarianzfehlers ' gewichtet, um verschiedene Messqualitaten zu hascund dann

Uber alle N durchgefiihrten Messungen zu summieren.
N
F? = Z(y{” —yEED" ¢ o = yE (D)
i

Wenn mehr als ein Messgerat verwendet wird, sind e@benso Vektoren. Um die
unbekannten Parameter P des dynamischen Modells bestimmen, muss die
Kriterienfunktion F? minimiert werden. Die Kriimmung dieser Funktion Mnimum ist der
Entscheidungsfaktor dafur wie exakt die Parametectd die gewéhlten Messungen sowie
durch den spezifischen Prozessentwurf bestimmtevekdnnen.

Um diese Abhangigkeit zu analysieren, muss derliSafder Parameter auf den geschéatzten
Werten der Messungen in dieser Funktion betracieeten.

Das fuhrt zu Differenzialgleichungen fur die Zustampfindlichkeiten, die zusammen mit
dem dynamischen Prozessmodell gelést werden miusBea. numerische LAsung
verwendend, kdnnen die Produktionsempfindlichkegewie die FIM [Goodwin und Payne,
1977] berechnet werden.

Folglich h&ngt diese Matrix (ZustandgleichungeninvBrozessdesign, der Zahl N und vom
Zeitpunkt f, in dem die Messungen durchgefiuihrt wurden, sowde der Messfehler-
Kovarianz G ab.

Wie zuvor erwéhnt, hangt das Kriterium, wie gut Bi@rameter geschatzt werden, von der
Biegung des Hyper Bereichs ab, der wie folgt definwird:
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Z Yp (X0, t1, Po)" C7 " Yp(xo, t, Po) | AP
7

Die Krimmung des Funktionskriteriums kann durch Eigenwerte der FIM berechnet
werden. Je gré3er die Eigenwerte sind, desto giiéfidre Krimmung und desto stabiler die
Parameterwerte.

Diese untere Grenze gibt die minimale AbweichungRirameterwerte, die theoretisch durch
die gewéhlten Messungen erhalten werden konnexdewie

Daher, neben der unteren Cramer-Rao Grenze, iskldieiste Eigenwert ein Indiz fur die
Gute der Parameterschatzung und folglich des ofgimBxperimentendesigns. Das letzte
Kriterium (der kleinste Eigenwert sollte so hochnseie moglich) wird das E-Kriterium
genannt und wurde im Rahmen dieser Arbeit angewemdstere Kriterien werden in der
Literatur genannt [Pukelsheim-1993, Goodwin-1987].

Um das optimale Design eines Prozesses fur die h&taeng der enzymkinetischen
Parameter zu finden, wird die FIM fir jede Fed-Baltethode eines enzymatischen
Prozesses berechnet. Durch die Analyse der FIM emerditzliche Beschrankungen fir das
Prozess-Design abgeleitet.

Wenn der Batch oder der fed-Batch Modus bertcksgichiverden soll, missen die
Variationen in der Substratkonzentration, der Erkaymzentration und das Volumen
bertucksichtigt sein. Von Massen und Volumengleigfigeten folgt:

V
S fi
E = fZ :|
|74

/(SO _ S)VSubstrate _ VEnzyme S — VmaxE \
V
(EO — E)VEnzyme VSubstrate E |
|%4 |%4

f3 ) i |
k VSubstrate + VEnzyme VSample /

Sis

Auf Grund der drei Zustandsgrol3en des dynamisclmereBsmodellsS, Eund V) und die

zwei unbekannten Parametey{xundK) 3x2 wird die folgende Matrix erhalten:

/ Vmax Km\ /afl % % SVmax SKm afl afl

V aE aV EV EK avmax avmax
max % % v max v m 0 0
vaax VKm oE oV Vimax * Km 0 0
0 0 0
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Die Bestandteile, wo die Funktionen ficht von der Variablen Enzymkonzentration
abhangen, werden zu null gese@2eswegen bleiben nur zwei Empfindlichkeiten Ub8gsax
und S&m

5-. [ _ VSubstrate + I7Enzyme _ VmaxE VmaxES A _ ES
Vmax 14 Kn+S Kn+$8)?) "™ K,+S

5-. [ _ VSubstrate + VEnzyme _ VmaxE VmaxES S VmaxES
Km % Kn+S ' (Kn+952) " " (K,+S5)?

In dieser Untersuchung ist das Substrat die ein¥igeable, die gemessen wird. Weil das
Substrat direkt gemessen wird, wird das folgendesviemdell erhalten:

SE(t) = g(x,t;, P) = S(¢)
mit den entsprechenden Messabweichungeie Ausgangsempfindlichkeiten ergeben sich
somit zu:
Ye =8

Vmax Vmax

und YKm == SKm

und folglich wird die FIM gegeben durch:

2
( ZN (Svmax (ti)) Z{V (Svmax(ti)SKm(ti)>\

i o; o;
FIM = 2
- <5Km(ti)jivmax(ti)> o (ke U(iti))

Die Inverse von FIM gibt die Cramer-Rao Untergrenzier Kovarianz des
Parameterschéatzungfehlers. Je hoher die Empfindlitdn sind, desto kleiner sind die
entsprechenden Kovarianzen und desto besser diembdsn Parameter. Wenn die
Messabweichungen fir alle Messungen gleich sindn dst jedes Element des Inversen von
FIM zur Abweichung proportional. Deshalb sind digaf@er-Rao Untergrenzen der
Kovarianz des Parameterschatzungsfehlers ebengorpamal zur Abweichung.

Um die Krimmung des Funktionskriteriums zu analgsie muss der nicht-konstante Teil
seines Erwartungswertes weiter betrachtet werden.

Wenn der FIM positiv bestimmt wird, welches immer &all ist, weil die Empfindlichkeiten
hoher als die Co-Empfindlichkeiten sind, héngt #igimmung K des oben erwahnten
Ausdrucks mit den Eigenvektorénvon FIM durchK=2\ zusammen. Die Eigenwerte von
FIM sind

2. 2

2 2 2
v (Svmax®) +(Skp (D) N \/(lev (Svmax(®) —(sKm(ti))> N (Zﬁvsl{m(ti)svmax(ti))z

A= D i
12 =1 20; 20; g

19



Wenn die Messfehlerabweichungenin Bezug auf alle Messpunkte konstant sind, dameh s
die Eigenwerte direkt proportional zuol/und werden nur durch die Empfindlichkeit
bestimmt. Je hoher die Messfehlerabweichung isgttodeiedriger sind die Eigenwerte und
desto schlechter konnen die Parameter identifisierten.

Die optimalen Messpunkte werden ausschlie3lichtddre Entwicklung der Empfindlichkeit
bestimmt. Wenn jedoch die Abweichungensich in Abhangigkeit des Messwertes andern,
dann wird der entsprechende Wert jedes Quotierdesdmme dadurch beeinflusst.

Die Ausdriicke mit einem erheblich niedrigergnNert beeinflussen die Eigenwerte mehr als
die mit einem hoheren Wert. Normalerweise héngt Messfehlerabweichung vom
betrachteten Messsystem ab. Als erste Vermuturiig ®ph konstanter Wert in Ordnung sein,
aber eine (lineare) Zunahme der Messfehlerstandeselahung (:\/?l-) in Bezug auf den
Messwert ist nicht ungewoéhnlich.

Von der oben genannten Gleichung kann man sehes,d#a kleinste Eigenwert der mit dem
Minuszeichen vor der Quadratwurzel ist. Um den Wees kleinsten Eigenwerts (E-
Kriterium) zu maximieren, muss man den ersten Auddmaximieren und den Wert der
Quadratwurzel minimieren.

Dieser Wert ist erfullt, wenn nicht nur die Empfilctikeiten hoch sind, sondern auch, wenn

2 2
an manchen Messpunkten ((&max(ti)) héher sein sollte aI@SKm(ti)) und umgekehrt.

Das Produkt der Empfindlichkeitesy (t,)S,, . (t;), deren Summe im zweiten Ausdruck der

Quadratwurzel ist, sollte klein sein.
Deshalb sind nur hohe Empfindlichkeitswerte unggnsh Bezug auf diesen Ausdruck sind

Empfindlichkeiten, die nicht linear abhangig simdrteilhaft.

Der Analyse zufolge ist ein Fed-Batch- Prozess @zug) auf das Substrat (und nicht das
Enzym) vorteilhafter im Vergleich zu einem Batchsiym. Jedoch kann ein definitives
Optimum nur durch die numerische Losung der Difieralgleichungen unter verschiedenen

Prozess-Bedingungen bestimmt werden.
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3.6 Lipasen

Lipasen sind Serinesterasen, die in ihrem aktiventrZim eine katalytische Triade aus den
Aminosauren Serin, Histidin und Aspartat besitzetmjer-1991]. Sie sind wie Esterasen und
Phospholipasen Triacylglycerid-Hydrolasen (EC 33.)1 die in Tieren, Pflanzen und
Mikroorganismen als zellulare und extrazellularet®ine vorkommen. Sowohl Lipasen als
auch Esterasen sindB-Hydrolasen, d.h. sie weisen eia-Faltung auf. Die Faltung besteht
aus acht parallele+Faltblattern (Abb. 5), die auf beiden Seiten werHelices umgeben sind
[Ollis-1992].

r—.
(]
(4l
I
]
@)}
o |
o0

Abb. 6 o/B-Hydrolasefaltung von Lipasen.
B-Faltblatter sind als Pfeile-Helices als Rechtecke dargestellt. Die BereicheBiledungsstellen
fur den Acylrest (Saure), das Nukleophil (Nu), @&yaniontasche (Oxyanion) und das Histidin
der katalytischen Triade sind ebenfalls eingezeatf@llis-1992].

Lipasen heben sich von den Esterasen durch dierd¢hiede im Substratspektrum ab.
Lipasen bevorzugen wasserunldsliche Substrate,atiaddurchaus in der Lage, Triglyceride
aus kurzkettigen Fettsauren umzusetzen [Bornsciifit, Bornscheuer-2005, Houde-
2004]. Im Gegensatz dazu hydrolysieren Esteraserkurzkettige, wasserldsliche Substrate
[Brockerhoff-1974]. Ein weiteres Unterscheidungsium begrindet sich auf den
Raumstrukturen. Lipasen haben einen Deckel Uber aldimen Zentrum, der bei Esterasen
fehlt.

Bei Hydrolysierung von wasserunldslichen Substradench Lipasen kommt es zu einer
Grenzflachenaktivierung. Im Gegensatz dazu zeigetstddistrukturen, die gebundene

Ubergangszustandsanaloga oder Triglyceride enthalte offene Konformation, bei welcher
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der Deckel gedffnet ist und einen Zugang zum aktiZentrum erlaubt. Diese Beobachtung
lasst den Schluss zu, dass die Grenzflachenakthgerdurch eine lipidinduzierte
Veranderung der Deckelkonformation ermoglicht wifrady-1990, Grochulski-1993,
Winkler-1990].

Gegen wasserlosliche Substrate zeigen Lipasensehiechte Aktivitat, da der Deckel Uber
dem aktiven Zentrum der Lipase geschlossen bléei. Bindung an eine hydrophobe
Oberflache, wie z.B. an einen Oltropfen, 6ffnetsiler Deckel und die katalytische Aktivitat
der Lipase erhoht sich. Diese Grenzflachenaktivigrustellt zudem einen wichtigen
Unterschied zu den Esterasen dar, bei denen eartiger Effekt nicht beobachtet werden
konnte.

Beim Reaktionsmechanismus von Lipasen erfolgt zustdein nukleophiler Angriff des
Serins aus dem aktiven Zentrum an das Substrat; duBh Abspaltung eines Alkohols
entsteht im zweiten Schritt ein Acyl-Enzym-Kompl®abei ibernimmt der Imidazolring des
Histidins das freiwerdende Proton des Serins. Camtiv geladene Intermediat wird durch
mehrere Aminosaurereste in der Oxyaniontaschelisiali AnschlieRend erfolgt erneut ein
nukleophiler Angriff an den Acyl-Enzym-Komplex, z.Burch Wasser unter Bildung eines
zweiten Intermediates, das dann in  Produkt und @nzyzerfallt. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei de&sEtzung des Produktes, da die Bildung
des Acyl-Enzym-Komplexes sehr schnell verlauft [@dlau-1993, Derewenda-1992,
Derewenda-1994, Dodson-1992]. Man nahm zunachstdass im Anschluss daran das
Aspartat protoniert wird und verstand diese Triddber als System zur Ladungstibertragung.
Neutronenbeugungsanalysen zeigten jedoch, das$idsn am Histidin bleibt und das
Aspartat seine negative Ladung behalt. Die Funkdien-COO—--Gruppe von Aspartat besteht
vielmehr darin, die positiv geladene Form des Hisi im Ubergangszustand zu stabilisieren
[Stryer, 1991].

Die Zahl von verfligbaren Lipasen hat seit den 1B88adren betrachtlich zugenommen.
Neben lhrer nattrlichen Funktion der Hydrolysierwmgn Carboxylhaltigen Esterbindungen,
konnen Lipasen Esterifizierung, Interesterifikationd Umesterungreaktionen, Alkoholyse,
Saurehydrolyse und Aminolyse Reaktionen in nichsnigen Losungen katalysieren.
[Pandey-1999, KnezesH2004].

Diese vielseitige Verwendbarkeit macht Lipase fotepzielle Anwendungen in der Molkerei
und den Lebensmittelindustrien, bei der Aromapreéidnk in den Duftkomponenten, in der
Ol-chemischen-Industrie, in medizinischen AnwendamdMojovié-1993, KneZewi-1998,
Lortie-1997, Bornscheuer-2002 ], in Reinigungsnmttd_eder, Gewebe, Schoénheitsmittel,
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Papierindustrien [Houde-2004, Rathi-2001], in derrod@ktion optisch aktiver

Zusammensetzungen fur agrochemische und pharmsaeeitiindustrien unverzichtbar
[Houde-2004, Zaks-1997, Rasor-2001]. Neben alletieAnwendungen werden sie in der
Synthese von organischen Zusammensetzungen einyasat enantiomerenreine Substrate
aus Racematen zu erzeugen [Zuegg-1997]. Die Emateidivitat kann um mehrere

Methoden, z.B. die Abschirmung von Enzymen [Berdh2001, Sandoval-2007], die

Modifizierung von Substraten [Kawanami-2001, Gup®®3] oder die Modulation von

Reaktionsbedingungen verbessert werden.

Lipasen sind unter anderem in Milch, Olsaaten, &lae, Obst und Gemiise sowie im
Verdauungstrakt nachgewiesen worden [Berlitz-1992].

Somit ist es bewiesen, dass sie in Tieren, Pflanoesh Mikroorganismen vorkommen

[Bornscheuer-1999]. Deshalb unterscheidet man ameischen mikrobiellen Lipasen,

tierischen Lipasen und Pilzlipasen.

Klassifizierung Grol3e Beispiele

Lipasen aus Saugetieren

Pankreaslipasen 50 kDa PPL

Lipasen aus Bakterien
Pseudomon&amilie 30-35 kDa PCL, PFL, CVL
Staphylococciamilie 40-45 kDa BTL2

Lipasen aus Pilzen
Candida rugosa Familie

60-65 kDa CRL, GCL, CE
Rhizomucdramilie 30-35 kDa. CAL-B, RML, ROL, HLL
Unklassifiziert ANL, CAL-A, CLL

Tabelle 1  Klassifizierung kommerziell erhaltlicher Lipasen cha Ahnlichkeiten in der Proteinsequenz
[Bornscheuer-1999, Cygler-1993].
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3.6.1 Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia)

Lipase ausPseudomonascepacia (EG 3.1.1.3) ist ein berihmter Katalysatorder
organischen Synthese fir die Umsetzung von racéersdischungen von sekundarem
Alkohol in der Hydrolyse, Esterifizierung und Umestng [Schulz-2000]. Das gramnegative
StabchenbakteriunB. cepaciawurde 1950 zum ersten Mal von dem amerikanischen
Mikrobiologen Walter Burkholder als Ursache einewi@belfaule (Zwiebel lat..cepg
genannt [Burkholder-1950]. Urspringlich zahlte ndiesen Organismus zur Familie der
Pseudomonaden, bis Taxonomisten 1992 aufgrund genod phanotypischer
Charakterisierungsstudien deutliche UnterschiedeenuPseudomonas sppeststellten und

P. cepaciaund andere Pseudomonaden in der neuen FamBilikholderig mit der
ReferenzspezieB. cepaciazusammenfassten [Urakami-1994, Yabuuchi-1992, Z41885].
Wegen ihrer genotypischen Vielfalt wird die SpeBeskholderia cepacideutzutage als ein
aus verschiedenen sogenannten Genomovaren bestehiéothplex, der sogenannts.
cepaciakomplex B. cepaciacomplex, BCC) betrachtet [Ursing -1995].

In der Biotechnologie spielen Lipasen a@seudomonagine wichtige Rolle, da sie eine
grof3e Vielseitigkeit in Bezug auf das Substratspeki die Reaktionsbedingungen und die
Enantioselektivitat besitzen. Zahlreiche mikroladlipasen wurden sowohl biochemisch als
auch molekulargenetisch charakterisiert. Bieseudomonakipasen gehéren mit zu den
intensivst untersuchten Lipasen. Die meisRseudomonakipasen benétigen zusatzliche
Proteine, ein sogenanntes Helferprotein (auch hp€rone oder Refoldase bezeichnet), um
zu einer korrekten Faltung in ihre aktive Konformoatzu gelangen.

Die Unterteilung derPseudomonakipasen erfolgte aufgrund der Sequenzhomologie der
Helferproteine der unterschiedlicheseudomonaStamme.

Aufgrund ihrer Pathogenitat der vieleAseudomonasStdmme erfordern sie besondere
Sicherheitsvorkehrungen bei ihrer Kultivierung.

PCL ist die einzige mikrobielle Lipase, die einesmichend hohe Enantioselektivitat
gegeniber einem breiten Spektrum an verschiedemmaéanen Alkoholen und auf3erdem noch

gegenuber Carbonséauren besitzt.
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Abb.7
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Berechnete Oberflactder an Alkohol bindenden Seite dercepacidipase.

Gefarbt durch physikochemische Eigenschaften -polar, rothydrophobic). Substitutionen a

stereocenter des sekundaren Alkohols werderM fiir den mittelgro3en substituellL fir d

en

grof3en substituent abgekirzt uR vertritt die Fettsdurekette. Atdartben von Substratatom

sind fir Kohlenstoff grau und fir Sauerstoffatomet. rDas Wasserstoffatom wird
Stereozentrungezeigt und weil3 gefarbt [Sch-2000].
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3.6.2 Tyrosinase

Das EnzymrlyrosinasgEG 1.14.18.1, Polyphenol oxidase, PPO; Monophéddiblydroxy-L-
phenylalanin; Oxidoreductase) enthélt ein mehrfiamidiles Kupfer [Kahn-2007], welches
die Oxidation (ortho-Hydroxylation) von Monophen@lonophenolase Aktivitat) und die
Oxidation von O-Diphenols zu O-Chinon (Diphenoladgivitat) katalysiert [Solomon-1996]
und tberall in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieverzufinden ist.

Das enzymatische Braunen in Gemduse, Pflanzen uinchten wird durch die Téatigkeit von
Tyrosinase in Pflanzengeweben verursacht [Oetting 2000]. DasyB wird mit der
Parkinson-Krankheit und anderen neurodegeneratfrankheiten in Verbindung gebracht
[Xu-1998, Asanuma-2003]. Damit spidlyrosinaseeine wichtige Rolle in den Gebieten der
Medizin, Landwirtschaft und Industr[&asuyuki 2006].

Art Vorkommen Eigenschaft
1. Wahre Tyrosinase Saugetiere, Vogel, Insekten, | oxidiert Mono - und
Fische und Pflanzen Diphenole
2. Polyphenoloxydase SuRkartoffeln und oxidiert nur
Teeblatter o-Diphenole
3. Protyrosinase Mehlwurm  und  Grashupfest nur aktiv nach Behand-

Neurospora crassa

lung mit Harnstoff

4. Hitzestabile

Mutanten von

Neurospora crassa

hitzestabil

Tabelle 2

Enzyme.

Die aktive Seite vorTyrosinasebesteht aus zwei Kupferatomen und drei Zustandeat',

“deoxy' und “oxy' [Espin 2000].
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Abb. 8 Umfassende Struktur von Tyrosinase.
Stereofone Darstellung von dem Bandaussicht der fdfygebundenen Form des
SekstaneoglobisporubyrosinaseKomplexes. Tyrosinase und ORF378 werden in Rot Biadl
dargestellt. Vier der sechs identifizierten Kupdeen werden von griinen Bereichen angezeigt.

In den Saugetierzellen katalysi@strosinasein zwei Schritten die Mehrstufenbiosynthese der
Melanin-Pigmente zu Tyrosin. Die Reaktionsreihegdol ist aus Melanocytes oder
Pigmentzellen beschrankt. Das Melanin teilt dertHdem Haar und den Augen die Farben
zu. Tyrosinaseém Hautgewebe wird durch die ultraviolette Straiguler Sonne aktiviert und
verursacht dadurch eine groR3ere Produktion von melalassischer Albinismus wird durch

einen Mangel afiyrosinaseverursacht.
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4 Material und Methoden

4.1 Veresterung von IPG mit Vinylacetat in Hexan

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird als erstes\Wkresterung von IPG mit Vinylacetat
in Hexan untersucht. Zur Katalyse der Reaktion vdiel Lipase (Fluka) auBseudomonas

cepaciaverwendet. Das Experiment wird im Batchansatz yaeschiedenen Temperaturen
durchgefihrt. In einem 20 ml Glaskolben wird 10 nnf®G (Racemat) und 30 mmol
Vinylacetat (Uberschuss-Komponente) eingesetzt. Gasamtvolumen wird mit Hexan auf

10 ml aufgefullt. Sobald 50 mg Lipase in der Lossagpendiert sind, beginnt die Reaktion.

4.1.1 Reaktionsanlage fur die Veresterung von IPG

Die Reaktion wird in einem Reaktor durchgefuhrty @es einem 20 ml Einhalskolben
besteht. Dieser Reaktor (Glaskolben) wird in ein¥vasserbad bis zur gewinschten
Temperatur erhitzt. Die innerhalb des Reaktors noéthe LAsung wird mit einem

Magnetrihrer geruhrt.

Diese Reaktionsanlage wird zusatzlich in einem Reaschrank aufgebaut. Auf diese Weise
kobnnen groRere Temperaturschwankungen in der Loswabgrend der Probenahme

vermieden werden.

Abb. 9 Reaktionsanlage fiir das Hexan-Experiment.
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4.1.2 Probenahme von Hexanexperimenten

Zur Verfolgung der Reaktion werden alle halbe Saunbzw. stindlich, wenn die
Reaktionszeit langer als zwolf Stunden dauert, jisvd®0 pl Probe genommen. Die Reaktion
in der Probe wird durch Abzentrifugieren des Enzgastoppt. AnschlieRend wird die Probe
zwanzigfach mit Aceton verdinnt und gaschromatdgsai analysiert.

4.2 Die Oxidation von L-DOPA zu Dopachrom durchTyrosinase

Neben der Veresterung von IPG wird in der vorlietan Arbeit die Umsetzung von 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) in das gefarbte Dopach untersucht, wobei die Reaktion
Uber aus Pilzen isolierfeyrosinasekatalysiert wird.

Hierzu werden 50 ml 0,1 M NaRO4-Puffer (pH 7,0) vorbereitet und mit Sauerstoff
angereichert. 2 mg/ml L-DOPA und 1000 units/fylrosinasein dem Puffer zur Reaktion
gebracht. Die Umwandlung von L-DOPA wird in das &bte Dopachrom wird
photometrisch verfolgt.

L-DOPA undTyrosinasenverden im Kihlschrank aufbewahrt und vor Lichtalggzt.

4.2.1 Reaktionsanlage fur die Umsetzung von L-DOP2u Dopachrom

Das Experiment wird im Batchansatz bei Raumtemper@5 °C) durchgefihrt. In einem
50 ml Glaskolben werden 10 mmol L-DOPA und 30 miHhRO4-Puffer eingesetzt. Die
Reaktion startet mit der Zugabe von 500ptosinasg0,5 mg/ml).

Die Bildung des gefarbten Dopachroms wird im Spa@ftrotometer bei 475 nm fir eine

Dauer von 60 min verfolgt.
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Abb. 10 Reaktionsanlage fiir das L-DOPA Puls - Experiment.

Die Messung erfolgte an einem CARY 50 SPECTROPHOEJIER mit einem CARY PCB
150 WATER PELTIER SYSTEM zur Kontrolle der Temperat Das Gerat ist ein
Zweistrahl-Spektralphotometer der Firma Shimadzaidgs UV-2401PC mit einer Suprasil-
Durchflusskiivette (Hellma) der Schichtdicke 10 nidas Reaktionsgemisch wird tber eine
Gilson-Schlauchpumpe mit einer Geschwindigkeit wan 7 ml/Minute durch die Kivette
gepumpt.
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4.3 Chromatographie

Die Chromatographie ist eine physikalische Trenmoge, bei der die zu trennenden
Komponenten zwischen zwei Phasen verteilt werden,denen die eine stationar ist und die
andere sich in eine Richtung bewegt. Die Trennufggt durch unterschiedliche Verteilung
der Komponenten zwischen der stationdren und ddsilemo Phasen und basiert auf den
Wechselwirkungen, die in der Trennsdule zwischen BEsbenkomponenten und der
stationéren Phase stattfinden. Diese zwischenmialleku\Wechselwirkungen werden in vier
Gruppen (Orientierungskrafte, Induktionskréafte, geisionskrafte und spezifische, z.B.
Donor-Akzeptor-Wechselwirkungen) geteilt. Dadurclaufen die Komponenten mit

unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die S&auhel wtromen nach unterschiedlichen
Zeiten aus der Saule aus. Fir die mobile Phase leonaiie Aggregatzustande nur flissig und
gasférmig in Frage. Bei der Dunnschicht-, Saulen-Papier- und

lonenaustauschchromatographie wird die mobile Pimagkissigen Zustand verwendet.

4.3.1 Gaschromatographie

Bei Einsatz einer mobilen Phase im gasformigen afwkt ergibt sich die
Gaschromatographie. Die Probeneinfihrung, die Trennung und der Deteldind die

Bestandteile eines Gaschromatographen (Abb. 11).

GCR
GV DS —

|

GV  Gasversorgung durch Druckgasflasche D Deteldtor

GR  Gasregelung: Druckregler, Strdmungsregler V' Verstirker

E Einlafiteil: Injektor, Gasprobengeber etc. DS Datensystem

TK Kapillarsiule PR Printer/Plotter

OF Ofen

Abb. 11 Hauptbestandteile eines gaschromatographischaar8ys
An den fiur die vorliegende Arbeit verwendeten Gasetatographen GC-14A (Shimadzu) ist

ein Terminal, C-R4AX CHROMATOPAC, der gleichen Famangeschlossen. Die
Kapillarsaule besteht aus FS-Hydro8eR-3P (Heptakis(2,6-di-Omethyl-3-O-pentyl)-R-
cyclodextrin) mit einer Ldnge von 25 m und einemmendurchmesser von 0,25 mm

(Macherey-Nagel).
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Mit Hilfe einer Spritze wird die flissige Probe 1) durch ein Silikongummiseptum in die
beheizte Zone (180 °C) des Injektors eingespidath dem Einspritzen wird die verdampfte
Probe mit dem Tragergas {Hn die Trennsaule gespilt. Die Trennsaule enthélstationare
Phase, die entweder ein Adsorbens sein kann oderHiissigkeit, die in Form eines dinnen
Films auf der Oberflache eines festen Tragers Meide In der vorliegenden Arbeit wird eine
chirale Kapillarsaule verwendet, deren stationdrase aus Cyclodextrinen besteht. Dadurch
kann das L- und D—Enantiomer getrennt werden.

Die Trennsaule befindet sich in einem thermosttish Ofen, welche wahrend der Analyse
nach einer temperaturprogrammierten Arbeitsweisgestellt wird. Wichtige Parameter fur
die Einstellung sind:

Anfangstemperatur, Zeit, in der die Anfangstemperionstant gehalten wird, Steigungsrate

in °C/min (20 °C/min) und Endtemperatur.
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Abb.12 Die Matrix-Programmierung in der Gaschromatographie

Die in der Saule getrennten einzelnen Komponentetert mit dem Tragergas am Saulen-
ende aus und werden durch kontinuierliches Aufze2oh von physikalischen oder
chemischen Eigenschaften des Effluenten detekibet. Flammenionisationsdetektor (FID)
ist der verbreitete Detektor in der GC. Das aus 8&ule austretende Gas wird mit
Wasserstoff gemischt und gelangt durch eine Duseeime Zelle, durch die Luft

hindurchstromt. Dabei wird der Wasserstoff entziin8ellte eine Substanz in die Flamme
gelangen, so wird sie verbrannt. Eine sehr gerigage (0,001 %) der Kohlenstoffatome
unterliegt wahrend des Verbrennungsprozesses leinisierung. Eine in Bezug auf die Dise

polarisierte Elektrode sammelt diese lonen.
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4.4 Spektralphotometrie

Im sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereiokaabieren viele Stoffe das Licht, dies kann
zur Konzentrations- bzw. Enzym-Aktivitdtsbestimmugiggesetzt werden. Das Ausmal3 der
Absorption hangt sowohl von der Art und Konzentmatides Stoffes, als auch von der
Wellenlange des verwendeten Lichts ab. Daher wimhaohromatisches Licht verwendet.
Das Prinzip beruht auf der Messung der Abschwachdergintensitat eines einfallenden

Lichtblindels durch die in der Messzelle enthalt8nbstanz.

Absorption A= -log ﬁ) =¢.cd Lambert-Beer sches Gesetz

2= Ac ; S22 =y ;v = Aktivitat

Das Absorptionsgesetz fur Licht lautet in der défgtiellen Schreibweise:

d¢-) = —kdl @.1)
Anschaulich bedeutet dies, dass die relative litisabnahme (;%() bei kleinen

Wegstrecken der Dicke dI proportional ist.
Durch Integration der Gleichung (4. 1) erhalt manldtensitat | des Lichts nach Durchlaufen
der Strecke | im absorbierenden Medium (Lambers&sorptionsgesetz):
I =1g ek, 4.2)
Zur Auswertung von Messungen empfiehlt sich diatdgmische Schreibweise:

In(&) =—kl bzw. Inl=—kl+ const. @.3)
1o

mit const.=Ind.
Tragt man | gegen | auf halblogarithmischem Papidr so ergibt sich eine Gerade. In der
Praxis verwendet man dekadische Logarithmen. Qleigl{4.3) hat dann die Gestalt
log I =Kl +const mitk=Ilogek=0, 434 k. (4. 4)
Fur verdinnte Losungen gilt im Allgemeinen, dasg dibsorptionskonstante’ kder
Konzentration ¢ proportional ist (Beersches Gesetz)
k' =¢c. (4. 5)
Man nennte den molaren Extinktionskoeffizienten oder kurz Kteixtinktion, wobei c in
mol/l oder mol/cri anzugeben ist. Nach dem Beerschen Gesetavis der Konzentration ¢
der L6sung unabhangig, dsist eine Stoffkonstante.

Bei hohen Konzentrationen kdnnen Abweichungen vaargchen Gesetz auftreten.
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Abb. 13 Hauptbestandteile eines spektralphotometrischsteB)s.

Abbildung 13 zeigt Hauptbestandteile eines spgiti@ometrischen Systems.
Monochromatisches Licht der Intensitgtdurchstrahlt eine Kivette, in der sich die Loésung
des absorbierenden Stoffes befindet. Die Intenkdat austretenden, abgeschwachten Lichts
wird durch einen Detektor gemessen. Die Absorpt{dy einer LOsung (oft auch als
Extinktion bezeichnet) ist definiert als negativer Logarithnties Quotienten (I Ip). Das
Lambert-Beer'sche Gesethesagt, dass die Absorption der Konzentration (€5 d
absorbierenden Stoffes und der Schichtdicke demungsproportional ist. Zur Enzym-
Aktivitatsbestimmung wird zunadchst eine Losunglieiden Reaktionspartner in eine Kivette
gegeben und die Absorption bei einer stoffspezigsc konstanten Wellenlangeei der zwar
das Produkt adsorbiert, nicht aber die Ausgangssgtodgistriert. Die unkatalysierte Reaktion
ist meist sehr langsam. Deshalb werden erst nagjal®u des katalysierenden Enzyms
messbare Mengen an detektierbarem Produkt gebittiet Absorption steigt an. Da die
AbsorptionszunahmaA/At nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz proportiamn@lczAt ist,
kann mit Hilfe des Absorptionskoeffizienten bei der gleichen Wellenlange oder durch
Vergleich mit Standardldsungen die Enzym-Aktiviiéstimmt werden.
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5  Experimenteller Tell

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Paramétsahatzungsfehler des Michaelis—
Menten-Enzymskinetischen Prozesses genauer zusuoben und analytisch das Suchgebiet

von kinetischen Parametern zu reduzieren.

5.1 Experimente zur Veresterung von IPG mit Vinylaetat

Die Umesterung des Isopropyliden-Glycerins (IPG} Winylacetat als ein Acyl-Spender
[Lundh-1995, Secundo-1997, Zanoni-2001] in Hexawor{fBcheuer-1994, Tservistas-1997,
Capewell-1996] ist in Abbildung ldargestellt. Inresiem Abschnitt wurde der Einfluss der
Temperatur und der Enzymmenge auf die Enantiogeiigittvon B.Cepacia Lipaséir D, L-

IPG untersucht. Die katalytische Umsetzung wurdéedamittels Gaschromatographie

verfolgt.

5.1.1 Kalibrationsgerade fir Gaschromatographie

Um die Flache der Gaschromatographiepeaks mit dezé&ntration der Losung vergleichen
zu kénnen, wurden zunéchst Kalibrationsgerade®filPG erstellt. Mit Hexan wurde eine 1
mol/L Stammlésung von D-IPG vorbereitet. Von dieStammlésung wurden ein 1-100
mmol/L und ein 50-750 mmol/L D-IPG-Lésung mit Hexamerdunnt. Ho6here
Konzentrationen (50-750 mmol/L) wurden 20fach umednge Konzentrationen 10fach mit
Hexan verdunnt und je 1 pl Probe wurde in den Gascatographen injiziert. Das Verhaltnis
der Peakflachen wird gegen die eingesetzte Prolbeekdration aufgetragen (Abb. 14 und
15).
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Abb. 14 Kalibrationsgerade der 50-750 mmol/L D-IPG-Konzatitm. (20fache Verdiinnung).
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Abb. 15 Kalibrationsgerade der 5-100 mmol/L D-IPG-Konzetitra. (10fache Verdinnung).

5.2 Charakterisierung der Enzymathischen IPG-Umsetzng

5.2.1 Einfluss der Temperatur auf die Enantioselektitat von B.Cepacia Lipase .

Bei der Esterifizierung des Isopropyliden-Glycerimsit Vinylacetat wurde zunachst
untersucht, inwieweit eine Veranderung der Temperalie Reaktion beschleunigt,
verlangsamt oder welchen Einfluss sie auf die Hoselektivitat hat. Wichtig ist hierbei, dass
ein hoher Produktenantiomereniberschuss (eeP) eswhbers eine hohe Enantioselektivitat
erreicht werden.

Die Temperatur ist ein leicht kontrollierbarer Haeder unter den experimentellen
Bedingungen und ein potenzieller Faktor, der diartioselektivitdt der enzymatischen
Reaktionen beeinflusssen kann [Miyavaza-1997, Miyav1998]. Jedoch ist seine Wirkung
auf die Stereoselektivitdt von enzymatischen Ti@nsétionen nicht gentigend untersucht
worden [Holmberg-1991, Miyazawa-1999, Yasufuku-1993n der Literatur sind
bemerkenswert wenige systematische Studien UbeEffiekt der Temperaturschwankung auf
die Stereochemie von enzymatischen Reaktionen bebeh [Phillips-1996]. Es gibt einige
Beispiele bei denen eine Verbesserung der Enatdldsatat durch die temperaturabhéngige
Umkehrung der Stereochemie beobachtet wurde [Bbeusr-1991, Parmar-1992,Pham-
1990].

Die Eyring-Ubergangszustandtheorie [Eyring-1935jrdert die Beziehung der Temperatur
mit der Reaktionsrate unveranderlich als:

kzxk"TTK (5.1)
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Die Gleichgewichtkonstante ist mit der freien GHibsergie und der Van‘t Hoff'schen
Gleichung verbunden

AG = —RTInK (5.2)
Die enzymatische Enantioselektivitat (E) wird alsasd Verhéltnis der beiden
Genauigkeitskonstanten des konkurrierenden Enaet®aefiniert [Straathof-1997].
Die unveranderliche Genauigkeit eines Enzyms fimes&ubstrate wird als das Verhaltnis
kcafK fur das D- und L-Racemat beschrieben [Pham-188enius-1998].

E =2 = (keat/K)p/(keat/K)1 .9
Wie in der folgenden Gleichung gezeigt, ist die etische Konstante /K mit der
thermodynamischen GrofA& verbunden [Sih-1984],

AAG* = —RTInE (5. 4)

wobei AAG™ der Unterschied der freien Aktivierungsenergie sohen dem D und L
Enantiomer ist. [Pham-1990].
Die Temperaturabhangigkeit der Aktivierungsenergigd durch die Gibbs-Helmholtz
Gleichung gegeben.

AAG™ = AAH* — TAAS* (5.5)
Das Einsetzen der Gleichung (5. 4) in die Gleichybg5), ergibt die Beziehung zwischen
der Enantioselektivitat, Enthalpie und TemperaRlril{ips-1996).

s = (4) - (24

Wenn kein enantiomerisches Urteilsvermodgen des Bazgwischen dem D und L Isomer
vorkommt, folgt fir E = 1 undAG” = 0.

In diesem Fall sind die Enthalpie und TemperatutsBge gleich.

T, = AAH'/AS (5.7)
Bei Temperaturen unter; Jracemische Temperatur] witiAG durchAAH™ beherrscht und
der E-Wert des Produktes wird bei Temperaturzunadimnehmen, bis er bej &ins reicht.
Im Gegensatz dazu wird bei Temperaturen UberARG durch TAAS und die E-
Wertzunahmen von der Temperaturzunahme beherrscht.
Deshalb kann die Optimierung katalysierter Realdioentweder eine Anhebung oder das
Senken der Reaktionstemperatur verlangen [Phill§82,-1996].
Die Identifizierung vonAAGy, ;, das das enantiomerische Verhaltnis bestimmt,ebftlie
Moglichkeit E vorauszusagen [Overbeeke-1998]. ®tudiber die Temperaturabhangigkeit
von E erlauben eine thermodynamische Analyse dantioselektivitat von Enzymen, welche

durch enthalpische und entropische Aktivierungsgieanterschiede des Enantiomeren
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verursacht wird. Diese Studien haben auch geze#ys die entropischen Beitrage ungefahr
so grof3 sind wie die enthalpischen Beitrdge. Digoprsche Aktivierungsenergie von den
Wechselwirkungen mit I6senden Molekiilen und Enangéice im Ubergangszustand an der
aktiven Seite abhangt [Orrenius-1998, Ottosson-ZWJ2 Obwohl das eine Zweiteilung
zwischen Enthalpie und Entropie ist, die aus desbbehteten Temperaturabhangigkeit
resultiert [Pham-1989], sind die enthalpischen uedtropischen Bestandteile der
differenzialaktivierungsfreien EnergiAG, , beiderseits wichtig fir den Gesamterfolg der
kinetischen (Auflosung) Entschlossenheit des Epamgrs [Ottoson-2002].

Ebenso fihrt eine Erhdhung der Temperatur gewdhnfio einer Verminderung der
Enantioselektivitéat. Eine hohe Enantioselektivitdnn sogar bei hohen Temperaturen
erwartet werden, wenn die Struktur des Substrats n@chanistischen Gesichtspunkt ideal
ist [Ema-2004].

Der Acylspender kann die Enantioselektivitdt uncalRiensrate der Acylation im grof3en
Mal3e beeinflussen [Miyazawa-1992]. Eine geringe largrerung der Alkylkette des
Vinylesters verursachte starke Anderungen in danEoselektivitat [Ema-1996].

Die Selektivitdit war am hochsten als Vinylacetlst Acylspender verwendet wurde und
wurde niedriger mit der Kettenlange der Fettsauvkydgwaza-1998]. Die Position der
Doppelbindung beeinflusste ebenfalls die Reaktetesund die Enantioselektivitat [Irimescu-
2004]. Die umfangreiche aromatische Gruppe erlaubteeinem Enantiomer sich auf der
aktiven Seite einzufligen, wohingegen fur aliph&gs&(omponenten das Enzym zwischen
den beiden Formen nicht unterscheiden konnte [Bbeiser-1995]. Die Zugabe
entsprechender Wassermenge kann drastisch das ltiéarhder Enantioselektivitat als
Funktion der Temperatur verandern [Yasufuku-199&E in der Tabelle 3 zusammengefasst,
andert sich der Enantioselektivitat -Wert mit demiperatur.

Temperatur Enantioselektivitat Literatur
hoch hoch Yasufuku — 1996, Yasufuku — 1997
Ema — 2004, Ema — 2003, Sakai — 1997, Sakpi —
hoch niedrig 1998 ,Sakai — 2003, Yang — 1997, Parmar -1992
niedrig hoch Sakai —2004, Sakai —2004 — 01, Majumd2007,
low niedrig Boutelje — 1988
Barton — 1990, Monterde — 2002,
hoch oder niedrig keine Veranderung | Cipiciani — 2001

Tabelle 3 Forschung tiber die Anderung der Enantioselektiligimperatur.
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Die nicht-kovalenten Wechselwirkungen des Substratsden Ruckstanden an der aktiven
Seite des Enzyms bestimmen die thermodynamischenkinetischen Eigenschaften des
Komplexes

[Lin-2006]. Uber die erwahnte Gleichung 5. 4 hinagibt es die Beziehung zwischen der
Enantioselektivitat und Temperatur Uber die frelgiierungsenergiel4G. Die Gleichungen
5.5 und 5.6 stellen ein Verhéaltnis der freien Ereergit den Enthalpie- und Entropiebeitragen
dar.

Wenn der AAG durch den BRAS -Term beherrscht wird, werden die Reaktionen das
maximale stereochemische Urteilsvermégen bei dehstén Temperatur vereinbar mit der

Stabilitat des Enzyms - cofactor - Substrat-Systeifaeigen.

Wenn der Substituent polare Gruppen hat, die min dénzym durch die ionische
Anziehungskraft oder durch das Wasserstoffbrickehbiigen aufeinander wirken, wird der
AAH Term ziemlich grol3 und beherrscht die freie Aleiungsenergie, welches auf eine
geringe oder keine Wirkung der Temperatur hinadslau

Wenn der Hauptmitwirkende zdAG AAH ist, dann wird die stereochemische Reinheit des
Reaktionsproduktes bei der niedrigsten Temperataximmal sein, bei der das Enzym eine
hohe Reaktionsrate aufzeigt [Phillips-1996].

In dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die Eoselektivitit von der Anderung der
Reaktionstemperatur nicht beeinflusst wird.

Die Reaktionsrate der Umesterung von IPG war hoobewkeine bestimmte erkennbare
Veranderung der Enantioselektivitat zwischen deh Bacematen bobachtet werden konnte.
Der Effekt der Temperatur auf die Reaktionsrateingert nur den Zeitverlauf der Reaktion,
welches auf eine hohe Konvertierung hinauslauft.

Dies ist mit der Literatur Gbereinstimmed, wo usthiedliche Wirkungen der Temperatur
auf die Enantioselektivitat beobachtet wurde.

Wie Philips den intermolekularen Beitrag der moleken Struktur beschreibt, hat die
Entropie durchgehend keinen Effekt in dieser Reakti

Der Enthalpieterm ist verhaltnismafig sehr gro3mwolAAS vernachlassigbar ist. Die
Enantioselektivitat der IPG Reaktion kann mit deniperaturdnderung nicht beeinflusst
werden.Stattdessen koénnen der unterschiedlichespegtler, das Losungsmittel und die
beigemischte Wassermenge untersucht werden, um &erteopieeffekt auf die gewilinschte

Trennung der Racemate zu erkennen.
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5.2.1.1 Esterifizierung des Isopropyliden-Glycerins bei  unterschiedlichen

Temperaturen

Der Umsatz und die Selektivitat der Esterifizierwayn IPG wurde in Abhangigkeit von der
Temperatur untersucht. Hierbei wurden die vom Hdest des Enzyms vorgegebenen
Temperaturangaben (Temperaturoptimum 50 °C, Fluka04R bertcksichtigt und
Temperaturen von 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C und B8E& gewahlt.
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Abb. 16 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von IPG bei veiesdbnen Temperaturen.

Im Verlauf der Reaktionszeit (Abb. 16) steigt dem&htz mit der Temperatur an. Auffallig
wird hierbei insbesondere der verstarkte Umsatb0€iC. Wahrend zwischen den Umséatzen
bei 35 °C (von 15 % auf 61 % in vier Stunden), 4@i°C (von 17 % auf 64,67 % in vier
Stunden) und bei 45 °C (von 18 % auf 68,68 % i Banden) kaum Unterschiede zu
erkennen sind, ist die Zunahme des Umsatzes b afid 50 °C sehr grol3. Hier steigen die
Umsatze in den ersten vier Stunden bei 55 °C van%@, auf 78,65 % und bei 50 °C von
36,99 % auf 93 %.

Das enantiomerische Verhaltnis wurde gemal Rakiéldenfolgenden Gleichung bestimmt.
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Abb. 17 Zeitlicher Verlauf des Substratenantiomerentiberssbs (eeS) von IPG bei verschiedenen
Temperaturen.

Der Umsatz und Substratenantiomereniiberschuss @a&) ahnliche Verlaufe. Der eeS

steigt bei einer Temperatur von 35 °C in vier Semsgon 5,63% auf 38,68 %, bei 40 °C von

1,56% auf 45,65% und bei 45°C von 1,5 auf 41,13%B&i 50°C und 55°C ist ein starkerer

Anstieg von eeS zu erkennen. Bei 50 °C steigt é&eon 3,95 % auf 86 % und bei 55 °C

von 2,4 auf 59 % an. Diese Diskrepanz zwischentidéten und hochsten Temperatur ist

hierbei genauso aufféllig wie bei dem Umsatz.
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Abb. 18 Zeitlicher Verlauf des (eeP) von IPG. bei versdbigen Temperaturen.

Der Produktenantiomerentiberschusses (eeP, Abkéll8)bei 50 °C in funf Stunden von
30,46 % auf 0,86 % rapide ab. Im gleichen Zeitrasinkt die eeP bei 55 °C von 32,81 auf
8,19 % und in acht Stunden auf 0,88 % ab. Die éeiBdn fur 35 °C, 40 °C und 45 °C relativ

konstant und unterscheiden sich kaum.
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Abb. 19 Zeitlicher Verlauf der Enantioselektivitdten bersehiedenen Temperaturen.

In der obigen Abbildung (Abb. 19) wird die Enangtektivitat in Abhangigkeit von der
Temperatur dargestellt. Es bestehen keine groRenterddhiede zwischen den
Enantioselektivitaten. Wird der Mittelwert von jed&emperatur berechnet, so wird

ersichtlich, dass die mittlere EnantioselektivR@645 ist.

Der Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Enaptektivitat scheint von der Natur der
Reaktion abzuhé&ngen [Monterde 2002]. Eine ErhdéhdergTemperatur fihrt normalerweise
zu einer Zunahme der enzymatischen Reaktionsrateeumer héheren Endkonvertierung
[Bornscheuer - 1991]. Zur gleichen Zeit nimmt dieaBtioselektivitat haufig ab, wobei ein

Verlust der Enzym-Stabilitdt beobachtet werden Kawakotsch - 1989].

Die Geschwindigkeit einer chemischen Reaktion nimmittsteigender Temperatur zu. Es gilt
die von Van't Hoff aufgestellte RTG-Regel, die liesnt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit
um das zwei bis vierfache steigt, wenn die Reaktemperatur um etwa 10 °C erh6ht wird.
Wie aus den Ergebnissen ersichtlich wird, gilt RIEG-Regel nur fur niedrige Temperaturen.
Die Reaktionsgeschwindigkeit und gleichzeitig demsatz steigen mit zunehmender
Temperatur an. Die Versuchstemperatur 50 °C stéatien Wendepunkt dar, bei dem der
Reaktionsumsatz wieder abfallt. Das kommt dadurcistande, dass mit steigender
Temperatur ab 50 °C die Enzymstruktur zerstort wiBgim Erreichen der kritischen

Temperatur geht die Tertiarstruktur und dadurch bil@ogische Aktivitdt des Proteins

verloren. Diesen Vorgang bezeichnet man als Deieatung.
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5.2.2  Einfluss der Lipasekonzentration auf die enzyatischen Reaktionen

In diesem Kapitel wird der Einfluss der Lipasenneryf den Reaktionsablauf untersucht.
Als Reaktionstemperatur wurden die optimale (500&) niedrigste (35 °C) Temperatur vom

Kapitel 5.2.1.1 gewahlt.

Das Experiment wurde im Batchansatz bei verscheaeinzymmengen (25mg, 50mg,
75mg, 100 mg) durchgefihrt. In einen 20 ml Glas&ollvurden 10 mmol IPG (Racemat) und
30 mmol Vinylacetat (Uberschusskomponente) gefillhs Gesamtvolumen betrug 10 ml,

das Restvolumen wurde mit Hexan aufgefillt. Die Kiea beginnt, wenn die Lipase in der

L6sung suspendiert wird.

5.2.2.1. Umsatz (U) und Selektivitat bei 35 ° C

120 ~
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40 A ——50 mg Lipase

—4— 75 mg Lipase

20 1 e 100 mg Lipase
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Abb. 20 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von IPG mit versdienen Lipasemengen bei 35°C.

Mit der Lipasekonzentration steigt der Umsatz elibkban. In sieben Stunden steigt der
Umsatz mit 25 mg Lipase auf 57 %, mit 50 mg Lipas&85 %, mit 75 mg Lipase auf 96,3 %

sowie mit 100 mg Lipase auf 98,79 % an.
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Abb. 21 Zeitlicher Verlauf des (eeS) von IPG mit verschiglehipasemengen bei 35 °C.

Der Substratenantiomereniberschuss (eeS) steigftaibemit der Lipasekonzentration an.
Bei 35 °C steigt eeS in funf Stunden mit 25 mg kpauf 22,92 %, mit 50 mg Lipase auf
49,59 %, mit 75 mg Lipase auf 75,92 % und mit 1@PLipase auf 86,81 % an.
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Abb. 22 Zeitlicher Verlauf des Enantiomereniiberschusse®)(een IPG bei 35 °C.

Der Produktenantiomereniberschuss (eeP) fallteabesi Stunden bei 100 mg Lipase rapide
von 36,39 % auf 1,05 % ab. Im gleichen Zeitraunkisiler eeP bei 75 mg Lipase von 34,5 %
auf 3,5 % und bei 50 mg Lipase von 36 % auf 12 %.29 mg Lipase fallt die eeP innerhalb
von sieben Stunden von 37 % auf 26 % und in 24d&iuauf 0,97 % sehr langsam ab.
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Abb. 23 Zeitlicher Verlauf der Enatioselektivitaten mit gehiedenen Lipasemengen bei 35°C.

In Abbildung 23 wird deutlich, dass die Enantiokéigtat bei unterschiedlichen
Lipasemengen kaum Anderungen zeigt. Nachdem dieMitrte der Enantioselektivitat von
jeder Lipasemenge berechnet werden, wird deuttless der grof3te Wert mit 25 mg Lipase
2,338 betragt; dann folgen mit 50 mg Lipase 2,308&2,75 mg Lipase 2,3 und mit 100 mg
Lipase 2,284.

5.2.2.2 Umsatz (U) und Selektivitat bei 50 °C
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Abb.24 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von IPG mit veredenen Lipasemengen bei 50 °C.

Auch bei 50 °C steigt der Umsatz mit steigenderyatkonzentration an (Abb. 24). Auffallig

wird hierbei der Umsatz bei 25 mg Lipase. In zelum8en konnte ein Umsatz von 96,66 %
erreicht werden. Die Umsétze bei 50 mg (in 4,5 &wnvon 36 % auf 96 %), 75 mg (in 4,5
Stunden von 19 % auf 98 %) und bei 100 mg Lipase&,6 Stunden von 11,2 % auf 99 %)

zeigen keine grofRen Unterschiede.
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Abb. 25 Zeitlicher Verlauf des eeS von IPG mit verschiedehipasemengen bei 50 °C.

Der Substratenantiomerentiberschuss (eeS, Abb.t@g} bei der Versuchstemperatur von
50 °C in 2,75 Stunden mit 100 mg Lipase auf 91,99r2&4ier Stunden mit 75 mg auf 93,04
%, in 4,5 Stunden mit 50 mg Lipase auf 92,26 % mnzehn Stunden mit 25 mg Lipase auf
22,92 % an.
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Abb. 26 Zeitlicher Verlauf des eeP von IPG mit verschiedebipasemengen bei 50 °C.

In der Abbildung 26 fallt der eeP mit steigenderz¥inkonzentration innerhalb kurzer Zeit
ab. Auffallend ist hierbei der eeP-Verlauf bei 2§ mpase, in zwolf Stunden sinkt der eeP
von 37,72 % auf 1,4 %. Die Differenzen in den eeP3® mg (von 30,46 % auf 0,46 % in
funf Stunden), bei 75mg (von 33,52 % auf 1,4 % i 8tunden) und bei 100 mg Lipasen
(von 34,11 % auf 0,77 % in 3,75 Stunden) sind dgutieringer.
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Abb. 27 Zeitlicher Verlauf der Enatioselektivitaten mit gehiedenen Temperaturen bei 50 °C.

In der obigen Abbildung 27 sind die Enantioselekiigwerte bei unterschiedlichen
Lipasemengen einander &hnlich. Die Mittelwerte d&mantioselektivitditen von jeder
Lipasemenge betragen bei 25 mg Lipasemenge 2,26%0bmg Lipasemenge 2,242, bei 75
mg Lipasemenge 2,238 und bei 100 mg Lipasemengéd22,Die Mittelwerte der

Enantioselektivitaten betragen 2,2475.

Die Enzymkonzentration bestimmt zusammen mit detaliddschen Geschwindigkeits-
konstante gemal v 3 ES (Gl. 3. 12) die Geschwindigkeit der ReaktiomeEVariierung der
Enzymkonzentration fiihrt bei ausreichendem Suligieaschuss immer zu einer Anderung
der Reaktionsgeschwindigkeit. Unter diesen Bedigguariegt praktisch jedes Enzym als ES-
Komplex vor und die Reaktionsgeschwindigkeit bestinsich nach Gleichung (3. 12) direkt

aus der Enzymmenge.
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5.2.3  Veresterung von L-IPG und D-IPG

In diesem Kapitel werden L-und D-IPG einzeln mitrdé/inylacetat in einer Reaktion
eingesetzt, um das Verhalten des Enzyms auf didebeFormen zu untersuchen. Als
Reaktionstemperatur wurde 50 °C gewahlt. 10 mmi#&-und D-IPG wurden mit 30 mmol
Vinylacetat in einen 20 ml Glaskolben eingefilltadDRestvolumen der Reaktionslosung
wurde mit Hexan auf 10 ml aufgefillt und mit eindfagnetriihrer vermischt. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von 50 mg Lipase gestartet.
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Abb. 28 Zeitlicher Konzentrationsverlauf von D-und L-IPGtrAD mg Lipase bei 50 °C.

In der Abbildung 28 wird der Konzentrationsablaoh\w.- und D-IPG gegenubergestellt. Fur
beide Formen sind ahnliche Abnahmen zu erkennennwse getrennt mit dem Vinylacetat

reagieren.
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Abb. 29 Zeitlicher Umsatzverlauf von D-und L-IPG mit 50 ragpase bei 50 °C.

48



Das Umsatzverhalten ist fur L- und D-IPG ebenfalibnlich. Es bestehen keine
bemerkenswerten Unterschiede zwischen den beidenefo wenn sie einzeln mit der Lipase
reagieren.

Um die vmax - und K-Werte zu errechnen wird die integrierte Michadlisnten-Gleichung
verwendet.

Aus der Steigung der Trendlinie und dem Achsenabtgoverden dieymax-und Ky, -Werte

ausgerechnet.\/@]a, =Maximale Reaktionsgeschwindigkeit pro Enzymkoneagian.)

Vmax K.
D-IPG 0,67 (mol/L*h) 0,285 (mol/L)
L-IPG 0,66 (mol/L*h) 0,98 (mol/L)

Tabelle 4  ZusammenstellungmaxundK,, von D- und L-IPG bei 50 °C

Aus Tabelle 4 wird ersichtlich, dass digay -Werte von D- und L-IPG fast identisch sind.

Hingegen zeigen di&,-Werte grol3e Unterschiede. Diese Unterschiede komdaglurch
zustande, dass di€-Werte im Batch-Prozess einen groReren Spielrauberhawas in

Kapitel 5.3 detailliert erklart wird.
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52.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Umesteruugn IPG

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die @sterung des Isopropyliden-Glycerins
(IPG) mit Vinylacetat und dabei die Wirkungen demiperatur und Enzymkonzentration auf
die Enantioselektivitat voBurkholderia cepacid.ipase fur D-und L-IPG untersucht.

Die Verbesserung der Enantioselektivitdt um mehvigeschte Produkte zu erzeugen, wurde
kirzlich von vielen Laboratorien erforscht. Um diegerbesserung zu erreichen, wurden die
physischen Zustdnde des Reaktionsmediums veramuariAcylspender, das Losungsmittel,
der Effekt des Wassergehalts auf die Enzymflexdiiliund die Temperatur sind die
allgemeinen untersuchten Parameter. Unter dieseamietern stellte sich heraus, dass sich
die Enantioselektivitat unregelmafiig mit der Terapar andert, wie in der Literatur sowie in
dieser Arbeit ermittelt. So kann die Schlussfolgeryezogen werden, dass die molekulare
Struktur des Substrates indirekt die Abh&ngigkeit Bnantioselektivitat von der Temperatur
bestimmt, indem sie den Beitrag des enthalpischder centropischen Effektes der

Aktivierungsenergie definiert.

In Kapitel 5.2.2 wurde deutlich, dass die Enzymlantration von 100 mg auf 25 mg, um 75
Prozent gesenkt werden kann. Dementsprechend Iaegsaverlauft auch die
Reaktionsgeschwindigkeit. Die Enantioselektivitdtdért sich nicht auffallend bei einer

Variierung der Lipasemenge oder Temperatur.
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5.3 Vergleich von Batch-und Fed-Batch-Prozess

Zur Bestimmung der Parametevrl%a, und Kn wurde ein Batch-Prozess und ein

Fed-Batch-Prozess (Puls-Experiment) durchgefulmt,nachzuweisen, dass der Fed-Batch-
Prozess bessere Anndherungen als Batch-Prozess zeig

5.3.1 Veresterung von D-IPG im Batch Prozess

Als Reaktionstemperatur wurde 50 °C gewahlt. Dieegterung wurde mit 50 mg Lipase wie
in Kapitel 4.1 beschrieben durchgefuhrt.
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Abb. 30 Zeitlicher Verlauf der Konzentration von D-IPG réld mg Lipase bei 50 °C.

5.3.1.1 Berechnung vonwvnx und K, im Batch-Prozess durch die integrierte
Michaelis-Menten-Gleichung.

Um dievmax- undK-Werte zu errechnen wurde die integrierte Michalenten-Gleichung

(Kapitel 3.2) verwendet.Aus der Steigung der Tregmellund dem Achsenabschnitt werden

die Vimax-, v,'%a,-und Km-Werte ausgerechnet.

(Vrl%a) =Maximale Reaktionsgeschwindigkeit pro Enzymkonzaidn)

\Y% E K
max VMax m

0,67738 mol/Lh 0,677/5 = 0,135 mol/Lh 0,285 mol/L

Tabelle 5  Werte vony gy UndKyvon D-IPG durch integrierte Michaelis-Menten-Glaiclg bei 50 °C
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5.3.1.2 Berechnung vomma und K, im Batch-Prozess durch kleinste Fehlerquadral.

Die Parameteryffaxund Ky von diesem Batch-Prozess wurderch die Methode d
kleinsten Fehlerquadrate von kn Prof. Dr. Bernd Hitzmann berech.
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Abb. 31 Zeitlich idealer Verlauf der Konzentration von-IPG mit 50 mg Lipase bei 50 ©
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Abb. 32 3D Ansicht vonvrl%ax K und FehleiRechnungen im Batch Proz
Km
vmax Vr%ax
0,9 mol/Lh 0,9/5 = 0,18 mol/Lh 0,53 mol/L

Tabelle 6  Werte VONV max undK,von D-IPG durch kleinste Fehlerquadrhts 50 °C.
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5.3.2  Veresterung von D-IPG im Fed Batch Prozess

Die Reaktion beginnt in einem Glaskolben mit einéfolumen von 20 ml. Das
Reaktionsvolumen betrdgt am Anfang der Reaktionn®,5Diese Mischung, die mit einem
Magnetrihrer geridhrt wird, enthalt 5 mmol D-IPG ud® mmol Vinylacetat. Als
Reaktionstemperatur wird wieder 50 °C gewahlt.

Die Reaktion fangt an, wenn 50 mg Lipase in derkReaslosung suspendiert ist.
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Abb. 33 Zeitlicher Verlauf der Enzymkozentration und desR®nsvolumens beim Puls-Experiment.

In Abbildung 34 werden der =zeitliche Verlauf der zgmkonzentration und des
Reaktionsvolumens dargestellt. Mit jedem Puls ningiiet Enzymkonzentration ab und das
Reaktionsvolumen zu. Durch die Probenahme verringieh das Reaktionsvolumen, die
Enzymkonzentration bleibt jedoch konstant.

Nach 0,75h,1h,2h,3h,3,75h,4h, 425504,75 h und 5 h wurde 300 ul grol3e Probe
entnommen. Die Reaktion in der Probe wurde durcheAtrifugieren der Lipase gestoppt.
Nach 1,5 h wurde der Reaktionsmischung eine 1,bdsling aus 0,67 mmol D-IPG und 2,0
mmol Vinylacetat, als erster Puls, hinzugefugt. Peeite und dritte Puls folgte nach zwei
bzw. drei Stunden direkt nach der Probenahme. Wigde darauf geachtet, dass der zweite
und dritte Puls gleich nach den Probenahmen derkti@eakolben zugegeben wurden. Das
Volumen der beiden Pulse, zwei und drei, betrugl 2ums 0,67 mmol D-IPG und 2,0 mmol

Vinylacetat.
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Die nach der funfstindigen Versudurchfihrung erhaltenen zehn Proben wut
gaschromatographisch analyt. In Abbildung 35ist der zeitliche Konzentrationsverle

vom D-IPG des Pul&xperiments grafisch dargeste
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Abb. 34 Zeitlicher Konzentrationsverlauf vom-IPG beim Fed-Batch-Press (Pul-Experiment).

5.3.2.1 Berechnung von vy und K, im Fed-BatchProzess durch kleinste

Fehlerquadrate.

Der Parametef 55 und Ky, von diesem Fed-Batch-Prozess wudiech die Methode d

kleinsten Fehlerquadrate berecl.

‘o

S

oMvwhow

Abb. 35 3D Ansicht vonVmas , Ky und Fehler Rechnungen im FBaich Prozes
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Die in Kapitel 5.3.1 fur den Batch-Reaktor beredbneWerte K= 0,285 mol/L und

Vmax= 0,68 mol/Lh g/rl%a)(:vma)ﬁ = 0,136 mol/hg) werden in Tab.7 mit dé&g -und

Vr%a)( -Werten fur Fed-Batch verglichen.

Vinax (Mol/hg) Kwm (mol/L) Fehler
Batch-Prozess durch integrierte M.-M.-Gleichung 0,135 0,285
Batch-Prozess durch kleinste Fehlerquadrate 0,18 0,53
Fed-Batch-Prozess durch kleinste Fehlerquadrate 770,0 0,259 0,05078

E

Tabelle 7 Max

Vergleich vony

Fed-Batch-Prozess
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Abb. 36

und K, fir Fed-Batch- und Batch-Prozess.
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Gutefunktionale in der Umgebung des Minimums (blenete optimale Parameter).
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In der Abbildung 36 ist die Gutefunktionale in démgebung des Minimums (berechnete
optimale Parameterwerte) dargestellt. Die tiefdi®enen sind rot markiert. In diesen roten

Bereichen hat die Gutefunktionale ungeféahr diectlen Werte. Je kleiner dieser Bereich ist,
desto genauer wird die Berechnung voﬁa, und K. Im Idealfall sollten sich diese rot

markierten Flachen zu einem einzigen Punkt verklein
5.3.3 Zusammenfassung Vergleich von Batch-und FedaBh-Prozess

In diesem Kapitel wurde bewiesen, dass der FedhBRtozess bessere Anndherungen als der
Batch-Prozess zeigt. In Abbildung 36 zeigt, daggy und K, des Batch Prozesses einen

gréReren Spielraum haben als beim Fed-Batch ProZziss Benutzung des Fed-Batch

Prozesses anstelle von Batch Prozessen verbessmit deutlich die experimentelle
Bestimmung der kinetischen Parameter. Die Ermigtlimon viyax erfolgt immer mit einer

hoheren Prazision als vdfy, Die Verbesserung dds,-Wertes beim Puls-Verfahren ist im

Vergleich zum Batch-Reaktor hoher.
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54 Untersuchungen des Parametereinschatzungsfehderdes Michaelis—Menten-
Enzymkinetischen Prozesses im Fed Batch Prozess

Das Ziel dieses Kapitels war den Parametereinsehgsfehler des Michaelis—Menten-
Enzymkinetischen Prozesses genauer zu untersuexgerimentell das Suchgebiet von
kinetischen Parametern durch Fed-Batch Prozessduzieren und die Prozess-Bedingungen
zu finden, die das hochste Vertrauen wahrend desieder-Bewertungsverfahrens ergeben.

5.4.1 Berechnung vorvmna und K, von D-IPG im Fed Batch Prozess

Der Berechnungsprozess der Parameter wurde von BProfHitzmann entwickelt, darauf
basierend wurde von Dr. Patrick Lindner ein Berectgprogramm in Matlab programmiert.
Dieses Programm beginnt mit einem geratenen odérevderechneteK,, und vmax Wert.
Durch den Messablauf in Matlab werden idealere @éit ein neues Experiment von, S
Pulsvolumen ¥ und Pulszeit t bestimmt. Durch ein neues Expertma@nden verbessertg,
und vimax Werte berechnet und diese Werte K und vihax Wiederum erneut ins Matlab-

Programm eingegeben. Dieser Ablauf kann beliebigeeMiiederholt werden.

Kt und Vierr i EBeggerer Werte wvon
Geraten oder Gerechnet Kot und Vi
PROGERAMM
MESSABLAUF ,
5.,V Feed,t EXPERIMENT

Abb. 37 Rechnungsablauf vom Fed-Batch Prozess.

Die fur die Versuchsdurchfihrung variablen Paramsted:
Startvolumen, Startkonzentrationen, Zeiten der &€mahmen, Pulszeit, Pulskonzentrationen

und Pulsvolumen.

Eine detaillierte Beschreibung des experimenteld@signs in Matlab ist in der Arbeit von
Lindner 2006 zu finden.
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Dafur wurden die in Kapitel 5.3.3.1 (Puls Experimewon IPG im Fed Batch Prozess)
berechnetemmaxund Ky, Werte verwendet.
Die angenommenen Rahmenbedingungen fur das duidirgefExperiment sind in der

Tabelle 8 angegeben.

Substrat Volume 10 mmol
Gesamt volumeViotal 10 ml
Anfangs Volumen 2,5ml
Enzymmenge 50 mg
Probe Volume 0,3ml
Entnommene Probezahl 10
viiay (mol/hg) 0,077

Km (Mol/L) 0,259

Tabelle 8 Angenommene Rahmenbedingungen fur dasExpleriment von IPG im Fed Batch Prozess.

5.4.2 Il. Puls Experiment von IPG im Fed Batch Proess

Das Experiment wurde wie in Kapitel 5.3.2 bescherelolurchgeftihrt. Nach 1,25 h, 1,5 h,
2,75 h, 3 h, 3,25 h, 3,5 h, 3,75 h, 4 h, 4,28 h 4yadh wurde jeweils 300 ul grol3e Probe

enthommen.
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Abb.38 Zeitlicher Verlauf der Enzymkonzentration und desiRionsvolumens vom D-IPG.
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In Abbildung 38 sind der zeitliche Verlauf der En#onzentration und des
Reaktionsvolumens dargestellt. Mit jedem Puls ningiiet Enzymkonzentration ab und das
Reaktionsvolumen zu. Durch die Probenahme verringieh das Reaktionsvolumen, die
Enzymkonzentration bleibt jedoch konstant.

Die nach der funfstindigen Versuchsdurchfihrungaleghen zehn Proben wurden
gaschromatographisch analysiert.

5.4.2.1 . Puls Experiment I. Versuch

In Abbildung 39 ist der zeitliche Substrat-Konzatibnsverlauf vom D-IPG des Puls-
Experiments grafisch dargestellt.

25 -
<
IS
E
c
!
g
IS
(]
N
c
(®]
%
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 4,5 5,0
Zeit [h]
Abb.39 Zeitlicher Konzentrationsverlauf vom D-IPG beim Hedtch-Prozess (Puls-Experiment).

Die Parametervmax und Ky, wurden durch die Methode der kleinsten Fehlercatadr

berechnetDurch diese Methode ergeben sich die Wéte 0,35 mol/L undvma= 0,091
mol/h und Fehlerquadrate 0,02118.
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Abb. 40 3D Ansicht vonvmax K und Fehler Rechnungen im Fed-Batch Prozess Il.IPWsrsuch.

5.4.2.2 II. Puls Experiment Il. Versuch

In Abbildung 41 ist der zeitliche Konzentrationdaef vom D-IPG des Puls-Experiments
grafisch dargestellt.
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Abb.41 Zeitlicher Konzentrationsverlauf vom D-IPG beim Hadtch-Prozess Il. Puls Il. Versuch.
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Abb. 42 3D Ansicht vonvpay K und Fehlerrechnungen im Fed-Batch Prozess Il. IRO&rsuch.

In den Abbildungen 40 und 42 ist eine einseitigéoDaation der Krimmung zu sehen. Diese

Deformation kommt hochstwahrscheinlich dadurch and¢, dass der Reaktionmechanismus
nicht genau nach der Michaelis-Menten Kinetik egfol
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[I. Puls Experiment im Fed Batch Prozess ulsExperiment im Fed Batch Prozess
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Abb. 43 3D Ansicht vonVmay Ky und Fehlerrechnungen im Fed-Batch Prozess Il. IPusrschuch.

Bei Betrachtung der tiefsten Ebene in Abbildung wisd ersichtlich, dass das II. Puls

Experiment trotz der Deformation ein kleineres Qsthiet hat als das I. Puls Experiment.
Diese Verminderung des Suchgebiets ¥gnund v betragt beim Il. Puls Experiment ca.

27 Prozent.

Durch die Methode der kleinsten Fehlerquadrate Rawpen wirdK,= 0,23 mol/L, Vmar=
0,055 mol/h und Fehler 0,02169 berechnet.

Im 1. Versuch wurdeK,= 0,35 mol/L undvma= 0,091 mol/h berechnet. Dieser Unterschied

kommt dadurch zu Stande, dass #ig und vpnhax Werte einen grof3eren Spielraum im

Suchgebiet der Kinetischen Parameter haben.
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5.4.3 lll. Puls Experiment von IPG im Fed Batch Praess
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Abb.44 Durch Matlab berechnete ideale Reaktionsbedingufitrestas IIl. Puls Experiment von D-IPG.

Nach 2 und 3 Stunden wurde der Reaktionsmischumg b ml Losung aus 0,67 mmol D-
IPG als erster und zweiter Puls hinzugefiigt. DétedPuls (4,5 ml) erfolgte nach 4,5 Stunden
direkt nach der Probenahme. Nach 1 h, 1,25 h,,125/B h, 3 h, 3,5 h, 3,75 h, 4 h, 4,25 h und
4,5 h wurde jeweils 300 ul groRe Probe entnommen.

Dieses Experiment wurde mit dem Matlab - Programeintal duchgerechnet und durch die

Methode der kleinsten Fehlerquadrate das,undK,,berechnet.

Km (mol/L) Vmayx (mol/hg) Fehler
1. Versuch 1,5329 0,3462 0,2682
2. Versuch 0,9068 0,2092 0,000197
3.Versuch 1,253 0,2797 1,1862
Tabelle 9 K, undvVmaxWerte vom lll. Plus Experement.




YWrmax

“Wrmax 5 = 5
Fehler

Abb. 45 3D Ansicht vonVmax, Ki, und Fehlerrechnungen im Fed-Batch Prozess invéisuch.

[ll. Puls Experiment im Fed Batch Prozess
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[I. Puls Experiment im Fed Batch Prozess I. Puls Experiment im Fed Batch Prozess

Abb. 46 3D Ansicht vonVmay Ky und Fehlerrechnungen im Fed-Batch Prozess.
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Die tiefsten Ebenen der drei Experimente (Abb. Z&gen, dass der rote Bereich vom lIlI.
Experiment gegenuber dem |. Puls-Experiment um @&dnt und gegentber dem Il Puls-
Experiment um 52 Prozent grof3er ist. Die Deforamatier Krimmung erreicht hierbei fast

den Boden.

5.4.4 V. Puls Experiment von IPG im Fed Batch Progss

FEED MEASUREMENTS
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0.3} -500
= 3 = a BX
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Abb. 47 Durch Matlab berechnete ideale Reaktionbedniguffigredas 1V. Puls Experiment von D-IPG.

Nach 2,795 und 3,351 Stunden wurde der Reaktiochong eine 1,5 ml Losung aus 0,67
mmol D-IPG als zweiter und dritter Puls hinzugefUger erste Puls (4,5 ml) erfolgte direkt
nach dem Reaktionsanfang. Nach 1,368 Stunden wwide®roben und nach 4,264 Stunden

werden sechs Proben von je 300 ul entnommen.
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Zeitlicher Konzentrationsverlauf vom D-IPG beim Fedtch-Prozess IV. Puls Experiment.

In Abbildung 48 ist der zeitliche Konzentrationdaef vom D-IPG des Puls-Experiments

grafisch dargestellt.

Dieses Experiment wurde mit dem Matlab - Programemntal duchgerechnet und durch die

Methode der kleinsten Fehlerquadrate vlas,undK,,berechnet.

Ko (Mol/L) Vinax (Molhg) Fehler
1. Versuch 2,3017 0,1837 0,00319
2. Versuch 11,7886 0,6102 0,00289
3.Versuch 5,8846 0,4122 0,00319

Tabelle 10 K., undVmaxWerte vom IV. Plus Experement.

In der Tabelle 10 wird ersichtlich, dass dig Werte stark variieren. Dies kommt dadurch

zustande, dass die graphische Deformation desrSatda Boden erreicht.
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In Tabelle 11 sind die gesamtéf, und vhax —Werte vom D-IPG des Puls-Experiments

dargestellt.

K Vmax Fehler
Batch-Prozess integrierte M-M-Gleichung 0,285 0,135
1. Plus EXP 0,25 0,077 0,05078
2. Plus EXP 1. Versuch 0.35 0,091 | 0,02118
2. Versuch 0,23 0,055 0,02169
3. Plus EXP 1. VersucH 1,5329 0,3462 0,2882
2. Versuch 0,9068 0,2092 | 0,00197
3. Versuch 1,253 0,2797 | 1,1862
4. Plus EXP 1. Versuch 2,3017 0,1837 0,00319
2. Versuch 11,7886 0,6102 | 0,00289
3. Versuch 5,8846 0,4122 | 0,00319

Tabelle.11 Gesamt&,, undvy—Werte vom D-IPG des Puls-Experiments.

Tabelle 11 zeigt, dass di&, und vax Werte von Experiment zu Experiment eine groliere

Schwankungen besitzen. Diese Schwankungen kommehstwiahrscheinlich dadurch
zustande, dass der Reaktionmechanismus nicht gemeu der Michaelis-Menten Kinetik

erfolgt.
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544 Zusammenfassung Parametereinschatzungsfehkges Michaelis—Menten-
Enzymkinetischen Prozesses

Der Parametereinschatzungsfehler des Michaelis-éielBhzymskinetischen Prozesses

wurde in Kapitel 5.4 untersucht.

Durch die experimentellen Wiederholungen wurde édeéormation der dreidimensionalen
Fehlerabbildung deutlich. Diese Deformation komidthstwahrscheinlich dadurch zustande,
dass der Reaktionmechanismus nicht genau nachidaa&lis-Menten Kinetik erfolgt.

Trotz der Deformation wird aus der Abbildung 43i@rdich, dass das Il. Puls Experiment ein
kleineres Suchgebiet als das I. Puls Experimentiase Verminderung des Suchgebiets von
K undvmax betragt beim Il. Puls Experiment ca. 27 Prozent.

Durch die Einbeziehung einer Versuchsplanung helh giezeigt, dass eine bedeutende
Verbesserung in der Bewertungsprazision - obwoblRHPG Enzymatische Reaktion nicht
genau nach dem Michaelis-Menten Enzymkinetik Vedalverlaufen - erzielt werden kann.
Bis zur drittenWiederholung des L-IPG-Puls-Expemtes wird im analytischen Verfahren

der Fischer-Informationsmatrix der Raum nund vy deutlich verkleinert.

Wenn man die tiefsten Ebenen der ersten drei BExjeste aus der Abbildung 46 genauer
betrachtet, wird ersichtlich, dass der rote Berdglebdhlerbereich) vom Ill. Puls Experiment
gegenuber dem | Puls-Experiment um 35 Prozent egdrgiber dem Il Puls-Experiment um
52 Prozent groRer ist. Die Deformation der Krimmungiche in der 3D Ansicht zu sehen
ist, erreicht hierbei fast den Boden. Beim IV. uMd Puls Experiment erreicht die
Deformation die tiefste Ebene, was darin resultidass dieK,, und vpax Werte in einem

gréReren Fehlersuchgebiet liegen.

Deshalb wurde nach einem neuen Experiment in derdtur recherchiert, das genau der

Michaelis-Menten-Kinetik folgt. Im nachsten Kapiteird dieses Experiment vorgestellt.
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5.5 Die Oxidation von L-DOPA durch aus Pilzen isoérter Tyrosinase in das
gefarbte Dopachrom.

Bei dem gewahlten Experiment wurde die Oxidation vib-DOPA in das gefarbte
Dopachrom durciyrosinaseuntersucht, die nach der Michaelis-Menten Gleichablauft
(Abb. 49).

Tyrosinase DD

H— C %H
COO

Dopachrome
L-DOPA

(Amax = 475 nm)

Abb. 49 Die Oxidation von L-Dopa zu Dopachrom.

Fur die Ermittlung der Parameter wurde ein expemt@lees Annaherungsverfahren
aufgestellt, welches genau der Michaelis-Menten ymkinetik folgt. Dieses kinetische
Verfahren ist ausschlie3lich nur fir Enzymreaktiongiltig, die irreversibel sind. Fir eine
gute Anndherung an die realen Parameterwerte Mbemissetzung, dass grobe Schatzungen
der Parameter im Voraus bekannt sein mussen.

In der Tabelle 12 sind einige Werte fir, undvmnaxaus der Literatur gezeigt.

Literatur Km Vinax
Solano-Munoz 1985 0,178+0,025 (mol/L) 1,43+0,12(/ms)
Cabrera-Valladares-2006 0.17 (mM)

McMahona-2007 0,23+0,01(mM) 386 7 (untils/ml)
Xie-2007 0.615 £ 0.010 (mM) 150 £ 2,50( uM/min)

Tabelle 12 K, undvy,a-Werte fur L-Dopa des Pilz8yrosinase
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Die angenommenen Rahmenbedingungen fir das duitirgefExperiment sind in der
Tabelle 13 angegeben.

Substrat Volume 7,1 mmol/L
Gesamt volumeViotal 10 ml

Start Volumen 7,5 ml

Puls Konzentration 14,2 mmol/L
Enzymmenge 50 mg

viax (mol/hg) 0,077

Km (Mol/L) 0,259

Tabelle 13 Fur das Puls Experiment von IPG im Fed Batch Rr®aagenommene Rahmenbedingungen.

5.5.1 Kalibrationsgerade zur Berechnung der Dopactom-Konzentration

Die Umsetzung von L-DOPA in das gefarbte Dopachnenrde spektral-photometrisch
verfolgt. Um die Konzentration berechnen zu kénnearden eine Kalibrationsgerade fur
Dopachrom erstellt. Das L-DOPA wird in bestimte® (hmol/L) Konzentration in das farbig
zusammengesetzte Dopachrome umgewandelt. Von diesenmlosung werden 0,7-10
mmol/L Lésungen mit Puffer verdiinnt und in dem Upe8alphotometrie analysiert.

UV Abs. Wert

y = 0,0868x
R2=0,9997

0 2 4 6 8 10 12

Konzentration von Dopachrom (mmol/L)

Abb. 50 Kalibrationsgerade von Dopachrom.

70



5.5.2  Optimierung vom L-DOPA Experiment

In diesem Kapitel wurde der Einfluss der Temperadier Substratkonzentrationen und der
Enzymmenge auf das L-DOPA Experiment untersucht.

Die katalytische Umsetzung wurde dabei mittels WpétBalphotometrie verfolgt.

Das Experiment wurde im Batchansatz bei Raumterhpe(25 °C) durchgefuhrt. In einem
50 ml Glaskolben wurden 10 mmol L-DOPA in30 ml NB@4-Puffer eingesetzt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 500 fijrosinase (0.5 mg/ml) gestartet. Das
Reaktionsgemisch wurde mittels einer Gilson-Schipumpe bei einer Geschwindigkeit von
ca. 7 ml/min durch die Kivette gepumpt. Die Umsetgwurde spektral-photometrisch

verfolgt.

Abb. 51 Schematische Zeichnung der Umlaufapparatur von IRRO
A: temperiertes Vorratsgefal? mit Rihrfisch,
B: Gilson-Schlauchpumpe,
C: Suprasil-Durchflusskiivette im Spektralphotometer.
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5.5.2.1 Einfluss der Substratkonzentration auf dienzymatische Reaktion

In einer 1 ml Kivette wurden 5,071, 6,0855, 7,1118, bzw. 10,1428 mmol L-DOPA
vorgelegt. Durch Zugabe von 50 pl Lipase wurdeRbBaktion gestartet. Das Gesamtvolumen
der Reaktion lag bei 1 ml.

0,3
-
S o025
£
-~ 0.2
p: ©0,0338
% ois ©0,06762
E : 40,1352
S o1 x0,169
> %0,2029
N
S 005 00,2367
X +0,2705

0

0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit (min)

Abb. 52 Zeitlicher Verlauf der Umsetzung von L-DOPA in Dapaom bei 25 °C und verschiedenen L-
DOPA-Konzentrationen.

Der zeitliche Verlauf der katalytischen ReaktionimsAbbildung 52 dargestellt.
Bei hoheren Produktkonzentrationen bildeten sichtikeh in der L6sung, wodurch die
Messung gestort wurde.
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Abb. 53 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes bei verschieddn®OPA-Konzentrationen.
5.5.2.2 Einfluss der Enzymkonzentration auf die eryznatische Reaktion
In diesem Kapitel wird der Einfluss der Lipasemengéden Reaktionablauf untersucht.

Um die ideale Enzymkonzentration zu ermitteln, veusine 0,4 mmol/L L-DOPA LOsung

mit verschiedenen Lipase-Konzentrationen bei 2i°Reaktion gebracht.

0,45
0,4
0,35
0,3

0,25

——0 pl Enzym

0,2
015 —&—200 pl Enzym

—4—400 pl Enzym
0,1
—»— 600 pl Enzym

Konzentration von Dopachrom
(mmol/L)

0.05 —=— 800 pl Enzym

3
Zeit (min)

Abb. 54 Bestimmung deoptimalen Enzykonzentration bei der Umsetzung vaDQPA.
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Abb. 55 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von L-DOPA beisodtiedenen Enzymkonzentrationen.
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Abb. 56 Zeitlicher Verlauf der Dopachrom-Bildung bei vermdenen Lipasemengen und 25°C.
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Umsatz (%)

Abb. 57
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Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von L-DOPA beisattiedenen Enzymkonzentrationen.
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5.5.2.3 Temperatureinfluss auf die Reaktion

In diesemKapitel wird untersucht, inwieweit eine Veranderutey Temperatur die Reaktion
beschleunigt oder verlangsamt.

0,25
4 02
[e
S
E o1
o
=
©
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c
(]
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0,05
X y 4 x45C
x50 C
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Abb. 58 Zeitlicher Verlauf der Dopachrombildung bei vergdtenen Temperaturen.

Die Reaktionsgeschwindigkeit und gleichzeitig demdatz steigen mit zunehmender
Temperatur an. Die Versuchstemperatur 30 °C s@itn Wendepunkt dar, oberhalb dieser
Temperatur bleibt der Reaktionsumsatz relativ kamtstunterhalb dieser Temperatur nimmt
der Reaktionsumsatz deutlich ab. Der UV-Spektromee fir die Untersuchungen bei
hoheren Temperaturen (ab 25 °C) ungeeignet, weiEdhohung der Konzentration zu einer
Partikelbildung bei dem Dopachrom flihrt und daduvidssfehler resultieren.

120
100
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60
e20C
e30C
aq0cC
x45C
x50 C
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40
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Abb. 59 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von L-DOPA beisattiedenen Temperaturen.
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55.3 Die Oxidation von L-DOPA im Batch Prozess

Um die Parametereinschatzungsfehler des Michaebstdh-Enzymskinetischen Prozesses
zu untersuchen, werden L-DOPA mit der Tyrosinaseeimer Reaktion eingesetzt. Als

Reaktionstemperatur wird 25 °C gewahlt.

5.5.3.1 I. Experiment zur Oxidation von L-DOPA im Batch Prozess

10 ml 7,1 mmol L-DOPA wurde in 0,1 M NaPO4H,O Puffer hergestellt und in einen 50

ml Glaskolben eingefillt. Die Reaktion wurde mi050l Lipase gestartet.

Konzentration von L-DOPA
D

0 10 20 30 40 50 60

Zeit (min)

Abb. 60 Zeitlicher Verlauf der Konzentration von L-DOPA &5 °C.

In der Abbildung 60 ist der Konzentrationsverlaohu.-DOPA dargestellt.
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Abb. 61 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von L-DOPA bei £5 °

Bei der Versuchstemperatur von 25°C steigt nachlgiten der Umsatz auf 98,36 % an.

Um dievmax undK-Werte zu errechnen, wurde die integrierte Miclsa®enten-Gleichung
verwendet (Abb. 62)..

0,45
0,40
0,35

0,30 N

t/u

0,25 N

y=0,1846x + 0,0571
0,20 R2=0,9953

0,15

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2

(1/U)In(1/(1-V)

Abb. 62 Auftragung der integrierten M.-M.-Gleichung derL-B@-Umsetzung bei 25 °C
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Aus der Steigung der Trendlinie und dem Achsenabfchurden dievmax-, vr'%a,-und Km-

Werte berechnet.\/@,anaximale Reaktionsgeschwindigkeit pro Enzymkonesran.)

Vmax= [L-DOPA];-o/Achsenabschnitt
124,343 mmol/L*h
0,1243 mol/L*h
viiax= 0,1243/1,5=0,0828 mol /Lh
Ku = Steigung*Vmax
22,95 mmol/L
0,02295 mol/L

Tabelle 14  VmpaxundKy Werte von 7,01 mmol/L L-DOPA bei 25°C.

5.5.3.2

[I. Experiment zur Oxidation von L-DOPA im Batch Prozess

5 ml 10,1425 mmol L-DOPA wurden mit 4,5 ml 0,1 M#&#04H,0 —Lb6sung in einen 50

ml Glaskolben eingefillt und mit einem Magnetrihvermischt. Die Reaktion wurde mit

500 pul Lipase gestartet.

Damit sollen die berechneteg,ay -, Vr%a,-und Km— Werte vom |. und Il. Batch-Experiment

verglichen werden.

12

10

Konzentration ( L-DOPA)
(@)}

0
0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)
Abb. 63 Zeitlicher Verlauf der Konzentration von L-DOPA #5 °C.

In der Abbildung 63 ist der KonzentrationsverlaohuL.-DOPA bei 25 °C dargestellt.
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Abb. 64 Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von L-DOPA bei 25°C

In Abb.64 ist zu erkennen, dass nach 50 MinuterlUshesatz auf 81,23 % ansteigt.

Unter Verwendung der integrierten Michaelis-Men@leichung wurdemnax Vrl%ay undKp,

kalkuliert (Abb. 65).
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0,75
0,7
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0,5

y =0,5431x-0,1094
0,45 R?=0,9902

0,4
1,4 1,45 1,5 1,55 1,6 1,65 1,7

(1/U)in(1/(1-V))

Abb. 65 VmaxundKy Werte von 10,1425 mmol/L L-DOPA bei 25°C.

80



Aus der Steigung der Trendlinie und dem Achsenabfchurden dievmax-, v,'%a,-und Km-

Werte berechnet.

Vmax = [L-DOPA]-o/Achsenabschnitt
92,71 mmol/L*h
0,09271 mol/L*h
vihax= 0,09271/1,5=0,0618 mol /Lh
Ku = Steigung*Vmax
50,35 mmol/L
0,05035 mol/L

Tabelle 15 VmaxundKy Werte von 10,1425 mmol/L L-DOPA bei 25°C.

55.4 Die Oxidation von L-DOPA im Fed Batch Prozess

554.1 I. Puls Experimente

Kleinster Bgenuert : 1131 91 Stantvelumen : 0.0075 L
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0.08 - i 05k
006 B
1}
0.041 B
05k
002 B
O T ] | | | | |
1} 01 02 03 04 05 06 07 08 08 1 1} 1 2 3 4 5 5}
S=01= 47365 mmol Q=477 | 6477 | G47.7 | G47.7 | B47.7 | G477 | 6477 | G47.7 | G477 | G477 |
20 T T T T T T T T T 2 T T T T T T T T
590 [giL] e PPy 2
E*1 o/l
[g/L] Xy
15+ —%*1000 [ml] 4 151
10 1
a5k B 05+ A
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Abb. 66 Durch Matlab berechnete ideale Reaktionsbedinguiiiggedas I. Puls Experiment zur Oxidation
von L-DOPA
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Die Reaktion fangt mit 4,733 mmol L-DOPA und ein€esamtvolumen von 7,5 ml an.
Gesamtpulsvolumen betragt 2,5 ml und 14,2 mmol/L

Nach 15, 20, 25 und 35 Minuten wurden die Pulse jeoB00 pl und 14,2 mmol/L in die

Reaktionsmischung hinzugefligt. Das Volumen de®erBulses (1. + 2. Puls) betragt 1 ml
und das Volumen der folgenden Pulse betragt 0,5 ml.
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- 0,010
2 17 -
c
<
2 6 1 0000 S
© c
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c
A [ ps— Volum [L D
§ 15 olum [t} + 0008 3
e 14 =
e
S - 0,007
N 13
W
12 0,006
0,0 1,0

0,5
Zeit [h]
Abb.67 Zeitlicher Verlauf der Enzymkonzentration und deaRionsvolumens vom L-DOPA I. Puls Exp.
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Abb.68 Zeitlicher Konzentrationsverlauf von L-DOPA beimd=Batch-Prozess |. Puls Experiment.

Die Parametelvr%a)( und Ky, von diesem Fed-Batch-Prozess wurde durch die Methier

kleinsten Fehlerquadrate berechnet.

K
Vmax Vrl%ay m

0,109 mol/Lh 0,109/5 = 0,218 mol/Lh 0,35 mol/L

Tabelle 16 Werte vonympgy UndKyvon L-DOPA durch kleinste Fehlerquadrate | Puls.Bbes 25 °C.
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5.5.4.2 [I. Puls Experiment zur Oxidation von L-DOFA

kleinster Bgenwert : 32440062 Startvelumen : 00075 L
O ” —— ﬂ —— 1
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Abb. 69 Durch Matlab berechnete ideale Reaktionsbedingufigredas Il. Puls Experiment von L-DOPA.

Die Reaktion fangt mit 4,733 mmol L-DOPA und ein@asamtvolumen von 7,5 ml an. Das
Gesamtpulsvolumen betragt 2,5 ml.

Die Pulszeiten beim Il. Puls Experiment betragen1B) 20, 25 und 45 Minuten. Die in die
Reaktionsmischung hinzugefiigte Pulsmenge betragilE500 pl und 14,02 mmol/L.
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Abb.70 Zeitlicher Verlauf der Enzymkonzentration und deskionsvolumens von L-DOPA II. Puls Exp.
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Abb. 72 Ansicht vonVmax, Km und Fehler Rechnungen vom L-DOPA im Fed-Batch &91l. Versuch.

Die Parameteryff4y und Ky, von diesem Batch-Prozess wurden durch die Mettuete

kleinsten Fehlerquadrate berechnet.

Vmax Vr%ax Km Fehler
2,75 mmol/Lh 2,75/5 = 0,55 mmol/Lh 8 mmol/L 0,54131

Tabelle 17 Werte vonympgy undKyvon L-DOPA durch kleinste Fehlerquadrate Il Pulp Ebei 25 °C.
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Km mol/L Vmax mol/Lh | Fehler
|.Batch-Prozess integrierte ~ M-M-0,02295 0,1243
Gleichung
1. Plus EXP von L-DOPA 0,035 0,109 0,28952
2. Plus EXP von L-DOPA 2,75 8 0,54131

Tabelle.18 Gesamt&,, undvy~Werte vom L-DOPA des Puls-Experiments.

Tabelle 18 zeigt, dass dke, und vhax Werte einen grof3eren Unterschied besitzen. Diese

Unterschide kommen hochstwahrscheinlich dadurchiamde, dass die Untersuchung mit

kleinen Konzentrationen (mmol) den Fehler vergrtRer
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555 Zusammenfassung zur Oxidation von L-DOPA im &d-Batch-Prozess

Das L-DOPA Experiment wurde in einem sehr kleineankentrationsbereich (mmol/l)
durchgefuhrt. Der UV-Spektrometer ist fur Unterawogen in mol Bereichen ungeeignet,
weil die Erh6hung der Konzentration zu einer Sétigybei der gemessenen Wellenlange und
hierdurch zu Messfehlern fihrt.

Im L-DOPA Experiment wurde deutlich, dass die Ustehung mit kleinen Konzentrationen
(mmol) den Fehler vergrolert.

Dieses Experiment wurde mit einem grof3eren Readdioiangvolumen (7,5ml) begonnen.
Damit die Reaktionsldsungen in diesem System uratguiverden mindestens 5 ml der

Reaktionslésung bendtigt.

Die Ideallosung konnte erlangt werden durch die wésdung eines kleineren
Anfangsvolumens und eines groReren PulsvolumereseDReihenfolge konnte aufgrund in

dieser Ausfuhrung schon beschriebenen Problematiit eingehalten werden.

Zur Realisierung dieses Systems sollten folgendkielbeachtet werden:

Die Reaktion des Enzyms sollte genau nach der Mich&enten Kinetik ablaufen.

Das Experiment sollte in grol3en Konzentrationemat/L Bereich durchgefuhrt werden.

Zur Durchfuhrung des Experimentes sollte ein kleiReaktionsanfangsvolumen, eine grol3e
Konzentration des Reaktionsanfangsvolumens und geaf3es Pulsvolumen ausgewéhlt

werden.
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7  Anhang

7.1 Gaschromatographien

An den fur die vorliegende Arbeit verwendeten Gasctatographen GC-14A (Shimadzu) ist
ein Terminal, C-R4AX CHROMATOPAC, der gleichen Famangeschlossen. Die Saule
besteht aus FS-HydrodeB-3P (Heptakis(2,6-di-Omethyl-3-O-pentyl)-R-cya@attin) mit
einer Lange von 25 m und einem Innendurchmessef\@mmm (Macherey-Nagel).

7.1.1 Gerateeinstellungen:

Tragergas bl 1,2 bar
Synthetische Luft 0,65 bar
Make-up Gas 0,5  bar
Injektortemperatur 180 °C
Detektortemperatur 250 °C
Injektionsvolumen 1 pl

7.1.2 Retentionszeiten

Lisemittelpeak

IPGA

1IPG

R
{1 J N L — h

0 H

Flinutes 1o 13

Abb.73 Gaschromatogramm eines Reaktionsansatzes
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(R)-L-IPG 6,13 min

(S)-D-IPG 6,45 min
(R)-L-IPGA 8,24 min
(S)-D-IPGA 8,83 min

7.2 Chemikalien

Pseudomonas cepacia  Firma Fluka

Tyrosinasg EC 1.14.18.1) vom Pilz ist ein Produkt der Sigifisie spezifische Tatigkeit des
Enzyms war 6680 U/mg.)

Vinylacetat Merck

L-, D-3,4-dihydroxyphenylalanine. (L- D-DOPA) Aidh
(S)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol, 1,2, @FROPYLIDENGLYCERIN oder
Solketal Aldrich

NaH2P0O4.H20 Natrium dihydrogen phosphate Monohgdra Fluka

7.3 Gerate bei der Probe Aufarbeitung

Vortexer Heidopf

Zentrifuge Eppendorf

7.4 Fehlerbetrachtungen

Die Fehlerbetrachtung beinhaltet die Abschatzungredler einzelner Messmethoden. Es erfolgt die
guantitative Abschétzung der Einflussfaktoren aafMessergebnisse der Experimente.

Nattrliche Schwankung des biologischen Materials

Temperatur

pH-Wert

Substratanfangskonzentration

Messunsicherheit der gaschromatographischen Analysmit internem Standard
Reproduzierbarkeit der angewendeten Prifmittel

NANENENENEN

Die Geratetoleranzen betragen fir:
Analysenwaage: + 0,00001 g

[Arnold-2005]
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7.4.1 Fehlerbestimmung von benutzten Pipetten

In dieser Diplomarbeit wurden drei Pipetten (ei® 10 von Pipetman und die anderen beide
von Eppendorf 1000ul Pipette) benutzt. Die Feldar,von diesen Pipetten stammen kdnnen,

werden 20-mal mit bestimmter pl Hexanmengg,=0,659 g/ml) gewogen und gerechnet.

100 pl Pipette 200-1000 pl Pipette 1000 pl Pipette
Probe Pipetman (M234880) Ependorf (29361) Epen@ar2677)
(20 pl Hexan) (180 pl Hexan) (300 pl Hexan)

1 0,0119¢g 0,1222 g 0,1921 g

2 0,0123 g 0,1157 g 0,1903 g

3 0,0123 g 0,1157 g 0,1906 g

4 0,0124 g 0,1198 g 0,1909 g

5 0,0130 g 0,1230 g 0,1910 g

6 0,0128 g 0,1200 g 0,1916 g

7 0,0124 g 0,1208 g 0,1928 g

8 0,0123 g 0,1241 g 0,1921 g

9 0,0124 g 0,1240 g 0,1927 g

10 0,0124 g 0,1265 g 0,1928 g

11 0,0125¢g 0,1270 g 0,1923 g

12 0,0124 g 0,1225 g 0,1933 g

13 0,0120 g 0,1260 g 0,1916 g

14 0,0125¢ 0,1241 g 0,1955 g

15 0,0123 g 0,1269 g 0,1950 g

16 0,0123 g 0,1251 g 0,1945 g

17 0,0125¢ 0,1207 g 0,1913 g

18 0,0125¢g 0,1227 g 0,1945 g

19 0,0123 g 0,1229 g 0,1928 g

20 0,0123 g 0,1208 g 0,1916 g
Mittelwert 0,0124 0,122525 0,191965
Standard- 0,000233959 0,000322456 0,000222474
abweichung
Proz. Fehler 1,89% 0,26% 0,12%

Prozentuale Fehler = (Standard abw./Mittelwert)*100
Wie man aus der Tabelle ersehen kann, sind dieeFetlle von Pipetten herkommen,

Prozentual sehr gering.
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7.4.2  Fehler Bestimmung von Gaschromatographie

Fur die Fehlerrechnung der Gaschromatographie wetdeerschiedene (1,5 mol/L, 1mol/L
0,5 mol/L und 0,1 mol/L) Konzentrationen von D-IR@t Hexan vorbereitet. Diese Probe
wird mit Hexan 10-mal verdinnt. Der Grund der Vemndiing ist, kleinere Pickflecke zu
bekommen, sonst werden sie sehr grol3 und laufandiéioe Bildschirm Uber. Jede Probe wird
10-mal in der Gaschromatographie gemessen undhrezec

Probe 1,5 mol/L 1 mol/L 0,5 mol/L 0,1 mol/L 15
(20 Fach verdiinnt
1 55513064 2793489 2307033 1496351 5012325
2 115243704 3056883 2354090 1402050 6170609
3 49346284 2866884 2414942 1467712 6676216
4 38829252 3051905 2558633 1564523 6720889
5 48838380 3384664 2440015 1544980 5881443
6 42656360 3354059 2868697 1605766 6578987
7 53671588 3410224 3113919 1652473 6807490
8 49696026 3773524 2706330 1660062 6747938
9 112881496 3939151 2711789 1756992 5660057
10 44810204 4260893 2866507 1798852 7409116
Mittelwert 61148635,8 3389167,6 2634195,5 1594976,1 6366507
Standard- 28322144,5 478839,488 264007,704 125628,892 6971229,
abweichung
Fehler 46,31 14,12 10,02 7,87 10,85

Prozentuale Fehler = (Standard abw./Mittelwert)*100
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7.5 Einheiten der Enzymaktivitat

Zwei Systeme zur Angabe von Enzymaktivitaten siéagig:

1. die klassische, 1961 eingefuhrenZyme unif definiert als diejenige Enzymmenge, die
unter Standardbedingungen je min ein mol Substretetzt. Reine Enzyme haben auf dieser
Skala gut fassbaspezifische Aktivitatertwa zwischen 5 und 500 units/mg.

2. Die 1972 definiert&l-Einheit "katal' ("kat"), das ist die Enzymaktivitat, ausgedrtckt als
mol umgesetztes Substrat je sec.

Die beiden Systeme sind folgendermal3en miteinagelesppelt:

« 1kat=6.10enzyme units
= 1 enzyme unit = 16,67 x fkat = 16,67 nkat

Aktivitat Volumenaktivitat |Spezifische Aktivitat
pmol/min = uni unit/ml unit/mg
mol/s = katal |katal/ml katal/mg oder

katal/mol oder

mol/(mol*s) (Wechselzah

98



Personliche Daten

Geburtsdatum, -ort
Staatsangehorigkeit

Familienstand

10.2004 - 09.2010

10.2000 — 10.2004

10.1998 — 07.1999
04.1998 — 10.1998
03.1997 — 12.1997
08.1992 — 08.1996

08.1991 — 07.1992
08.1980 — 07.1991

14.01.1972, Arguvan / Turkei
Deutsch — seit 1998 wohnhaft in Deutschland
Ledig

Doktorarbeit in
Institut fur Technische Chemie Hannover
Thema: Bestimmung von Ky und Vp. -Werte durch die
Methode der kleinsten Fehlerquadrate im Puls-System
Studium im Fach Chemie, Universitat Hannover
Diplomarbeit am Institut fir Technische Chemie Hannover
e Schwerpunkt: Biotechnologie / Enzymkinetik

* Thema der Diplomarbeit:
Untersuchungen zur enantioselektiven, enzymatischen

Synthese von IsoPropylidenglyserol in wassrigen und

Uberkritischen Reaktionsmedium

Deutsch-Sprachkurs, DHS - Vorbereitungskurse, Hannover
Deutsch-Sprachkurs, Berlitz, Mittelstufe 2, Hannover
Deutsch-Sprachkurs, Inlingua, Mittelstufe 1, Turkei
Studium im Fach Chemieingenieur
Indnl Universitat / Malatya / Turkei

¢ Diplomarbeit: Herstellung und Industrielle Benutzung

von Olfarben
¢ Studienschwerpunkt: Chemische Ablaufprozesse und

Herstellung von Zucker

Vorbereitungs-Kurse fur die Universitat, Malatya / Turkei

Schulzeit, Malatya / Turkei, Abschluss: Abitur

99



