TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Fachgebiet fur Biotechnologie der Naturstoffe

Selektive biokatalytische Herstellung von Aromastoffen aus Carotinoiden durch

Kombination molekularbiologischer, enzym- und verfahrenstechnischer Methoden

Christoph Nacke

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fur Erndhrung, Landnutzung, Umwelt der Technischen Universitdt Minchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. P. Schieberle
Prifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. W. Schwab
2. Univ.-Prof. Dr. K.-H. Engel

Die Dissertation wurde am 22.07.2010 bei der Technischen Universitat Minchen
eingereicht und durch die Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan flr

Erndhrung, Landnutzung, Umwelt am 24.10.2010 angenommen.






Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum Marz 2007 bis Dezember 2009 in der
Arbeitsgruppe Bioverfahrenstechnik des Karl-Winnacker-Instituts der DECHEMA
e.V. in Frankfurt angefertigt.

Auszlige aus dieser Dissertation wurden bereits zur Vero6ffentlichung eingereicht.

Publikationen

Nacke, C., Schilling, M., Schrader, J. (2009) Folding reporter tags can deliver
misleading results upon chaperone coexpression. Journal of Biotechnology 144,
268-271.

Nacke, C. And Schrader, J. (2011) Liposome based solubilisation of carotenoid
substrates for enzymatic conversion in aqueous media. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic 71, 133-138.

Vortrage
Nacke, C., Schrader, J. (2009) Regiospecific oxidative cleavage of carotenoids. 27.

Jahrestagung der Biotechnologen 2009, Mannheim.

Posterprasentationen

Nacke, C., Schilling, M., Schrader, J. (2009) Carotenoid bioconversion by
regiospecific oxidative cleavage. 27. Jahrestagung der Biotechnologen 2009,
Mannheim.

Nacke, C., Walisko, R., Schilling, M., Schrader, J. (2009) Oxidative cleavage of
carotenoids with the carotenoid cleavage dioxygenase AtCCD1 in a micellar
reaction system. ACHEMA 2009, Frankfurt a. M.

Nacke, C., Schiling M, Schrader, J. (2009) Carotenoid bioconversion by
regiospecific oxidative cleavage. Biotrans 2009, Bern, Schweiz

Auszeichnungen

Posterpreis in der Kategorie ,Biokatalyse®, Biotrans 2009, Bern, Schweiz



Danksagung

Mein Dank gilt meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Wilfried Schwab, fur das
Ubernehmen meiner Betreuung, fiir die Anregungen und Diskussionen im Verlauf
des Projektes und insbesondere fur das offene und unterstitzende Verhéltnis zu
mir als externem Doktoranden. Bei Herrn Prof. Dr. Karl-Heinz Engel und bei Herrn
Prof. Dr. Peter Schieberle bedanke ich mich fir die Mitarbeit in der
Prifungskommission.

PD Dr. Jens Schrader ermdglichte mir die Durchfiihrung der Doktorarbeit am Karl-
Winnacker-Institut der DECHEMA e.V. Thm mdchte ich in besonderer Weise dafur
danken, dass er uns wissenschaftlich hervorragend und fordernd betreute und ein
ausgesprochen loyaler und verlasslicher Gruppenleiter war. Bei M.Sc. Sonja
Huttmann mochte ich mich far ihren grof3artigen Einsatz wahrend ihrer Masterarbeit
bedanken, mit der sie einen wichtigen Beitrag zum Projekterfolg geleistet hat. Den
Kollegen von DECHEMA e.V. und Karl-Winnacker-Institut, insbesondere der
Arbeitsgruppe  Bioverfahrenstechnik, mochte ich fur die hervorragende
Arbeitsatmosphare und die stete Hilfsbereitschaft danken. Besonderer Dank gilt
dabei Dr. Martin Schilling, der Freund und wissenschaftlicher Mentor zugleich war,
Dr. Marco Mirata, von dem ich analytisch und personlich viel gelernt habe, sowie
Robert Walisko, Sevil Zengin, Fenja Kahne und Isabell Schmidt dafir, dass wir in

dieser Zeit so ein eingeschworenes Team waren.

Der Lipoid GmbH mdchte ich fur die Bereitstellung aufgereinigter Phospholipide
danken. Herrn Dr. Christian Christiansen von der Wild Flavours GmbH danke ich
fur die Bereitstellung von Carotinoiden und fir sein Engagement im Rahmen des
projektbegleitenden Ausschusses. Herrn Prof. Dr. Gerhard Sandmann danke ich fur
die Bereitstellung der carotinoidproduzierenden E.coli-Stamme, der IGV GmbH fir
carotinoidproduzierende Algen und daraus hergestellten CO,-Extrakt. Mein Dank
gilt dartiber hinaus der Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungsvereinigungen

,Otto von Guerike® e.V. (AiF), die das Projekt finanziell unterstitzt hat.

Ganz besonderen Dank moéchte ich meinen Eltern aussprechen. Sie haben auf

vielfaltige Weise diesen Schritt moglich gemacht.



Inhaltsverzeichnis 11

INHALTSVERZEICHNIS
1 ZUSAMMENFASSUNG ...uuittnettt ettt e ettt e eet e e et e e ee e e e et e e eea e e eea e e ean e e eaneeeaneannnaaes 1
2 SUMMARY ..ttt ettt e et e ettt e e ettt e e ettt e et e e h e et et a et et b e e e eeba e e e erna s 3
3 N = 10N PR 5
3.1 B-lonon und natirliche Aromastoffe........eiiiiiiii e 5
3.2 Carotinoidbiosynthese und —Spaltung ..............euevemmmiiimiiiiiiiiiiiiees 6
3.2.1 CarotinoidbIOSYNNESE .......ccciieeece e 6
3.2.2 CarotiNOIASPAITUNG . ... veeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeee ettt enneneeennnnne 10
3.2.3 ENZYM AICCDL ... 14
3.3 Vermittlung von Carotinoiden in wassrige Systeme .......ccccooveeevvvviviiiiinneeennn, 18
3.3.1 Physikochemische Eigenschaften von Carotinoiden.............cccoooovvvvevvvnnnnnn. 18
3.3.2 Solubilisierung von Carotinoiden in Emulsionen ..........ccccoovviviiviiiiiiiiinneeenn, 19
3.3.3 Solubilisierung von Carotinoiden in Mizellen.................evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 20
3.34 Solubilisierung von Carotinoiden in LIPOSOMEN ............uvvvvviimirimimmiiniiiiinnnnns 24
3.4 Technische Carotinoidquellen ..., 27
3.4.1 Biomasse als Carotinoidquelle.............ooooieiii i 27
3.4.2 Biochemische Verfligbarkeit der Carotinoide .............cccoovvviiiieiiieeeecciiiiinnn. 29
3.5 Rekombinante Proteinexpression in E. COli ..., 31
3.6 In-situ Produktabtrennung durch organophile Pervaporation..................... 33
3.6.1 Verfahrensprinzip der organophilen Pervaporation.............ccccceeeeeeieeeeeeennn, 33
3.6.2 Kennzahlen zur Beurteilung von Pervaporationsprozessen.............cccc...... 35
3.6.3 Betriebsparameter und ihr Einfluss auf die Trennleistung ................c.c........ 36
AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG ...ccvtuueieetunaaeeeninaaeeeennaeeeesnnaeesesnnnaaaeens 40
ERGEBNISSE UND DISKUSSION .....uiitiiiitieietiae et e eeteeeei e e eei e e eaieeesneeeanaeeennneees 41
5.1 Charakterisierung von Substratvermittlungssystemen fir Carotinoide ...... 41
51.1 Y1741 = o PR 41
5.1.1.1  Eignung von Tensiden zur Vermittlung von Carotinoiden an Enzyme ................ 41
5.1.1.2 Reaktionsbeschleunigung durch Cosolventien: Einfluss der Tensidstruktur....... 45
5.1.1.3 Charakterisierung von Verzdgerungsphasen bei mizellarer Vermittlung............. 48
5.1.1.4  Kinetische Untersuchung der Umsetzung von B-Carotin aus Mizellen ............... 54
5.1.2 [T o0 o] 1= o PP 56
5.1.2.1  Herstellungsverfahren fur transparente Liposomenldsungen..........cccoocvveeeenneeee. 56
5.1.2.2 Einfluss der Phospholipid-ZusammenSetZung.........cooiuuviiiieeeeeiiniiiieieee e 59
5.1.2.3 Imitation der natirlichen Membranumgebung durch Glycolipide ........................ 61
5.1.2.4 Einfluss der Carotinoideinlagerung auf Aggregation und GrolRenverteilung ....... 64
5.1.2.5  Enzymkinetische Parameter fur Carotinoidumsetzungen aus Liposomen.......... 68

51.3 NANOCIMUISIONEN. ettt enaann 69



Inhaltsverzeichnis

5.1.3.1  Kompatibilitdt verschiedener Puffer mit Nanoemulsionen .............cccccccooviiiinnen. 70
5.1.3.2  Umsetzung von Carotinoiden aus NanoemulSionen...........ccocccvveevriieeenniiee e, 71
514 Vergleich der erzielten Reaktionsgeschwindigkeiten ..................ccceevvvnnnnnn. 72
5.1.5 Zusammenfassung: Wahl des Substratvermittlungssystems...................... 73
5.2 Enzymexpression und Enzymcharakterisierung .......ccccoeeeeeiviiiiiiiiiinieeeeceeinnns 75
521 Stabilitdt und AKtivitdt vON ATCCDL ......cooiiiiiiiii e 75
5.2.1.1  Aktivitat in Abhangigkeit vom pH fur verschiedene Substrate ..............ccccceeeeee. 76
5.2.1.2  Stabilitdt unter Reaktionsbedingungen in Abhangigkeit vom pH.............cccc........ 77
5.2.1.3  Einfluss von Proteinmodifikationen auf die AKtVIt&L ............cccoeverieiiiciieeeen, 78
5.2.2 Heterologe Expression unter Coexpression molekularer Chaperone.......... 80
5.2.2.1  Selektion der optimalen Chaperon-Kombination ...........ccccccovvviiiiiieeree s, 81
5222 Chaperon-Induktionszeitpunkt und Induktion kiinstlicher Hitzeschock................ 86
5223 Differenzielle Wirkung von Chaperonen auf Fusionsprotein-Untereinheiten....... 88
5.2.3 Untersuchung alternativer Carotinasen .............cceevieeeiiieeiiiiiiiieeeeeeeeieiinn 94
5231 ENZYM RUCCDL ... ..ttt ettt 95
5.23.2 ENZYM BCIMOZ ...ttt e e r e e e e e 96
5.2.3.3  Substratspektrum VON BCMOZ ...........oeiiiiiiiieiiiie et 98
5234 Untersuchung einer zweistufigen Biotransformation mit AtCCD1 und Bcmo2.. 101
5.24 Zusammenfassung: Enzymexpression und -charakterisierung................. 102
5.3 Biomasse als Substratquelle ... 103
53.1 Rekombinant in E.coli produziertes B-Carotin..........ccccceuvvviiniieeeeeeeiiinnnnnn. 104
5.3.2 Spirulina platensis BiOMASSE.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaeeeeeeeeeeeeeeeeee 106
5.3.2.1 Umsetzung von 3-Carotin aus Spirulina platensis Biomasse..............cccccceevnee 108
5.3.2.2  Verbesserung der Mizellarisierung durch organische Lésungsmittel ................ 110
5.3.2.3 Mizellarisierung nach saurer Hydrolyse von Carotino-Proteinen....................... 112
5.3.3 CO,-Extrakt aus Spirulina-BiomasSe ..........ceeviieeiiiiiiiiiiieee e, 113
5.3.3.1 Umsetzung in Gegenwart von Detergenzien und organischen Cosolventien ... 114
5.34 Biomasse als Substratquelle: Zusammenfassung und Ausblick ............... 116
5.4 In situ-Produktabtrennung durch organophile Pervaporation.................... 117
5.4.1 Auswahl und Charakterisierung der Pervaporationsmembran.................. 117
5.4.1.1  Aufbau untersuchter Pervaporationsmembranen ............cccoceeeeeieeieeeeneeeeseeeeeennn 117
5.4.1.2  Partialflussdichten und Anreicherungsfaktor mit Modellésungen ...................... 120

54.2 Verringerung der Produktinhibition durch in situ Produktabtrennung ........ 123

5.4.3 In situ Produktabtrennung: Zusammenfassung ............ccooeeeveeiiiinneeenneennns 126
55 Demonstrationsanlage im Labormafistab ..........cccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 126
55.1 Aufbau der Demonstrationsanlage ... 127
5.5.2 Eintrag des Cosubstrates Sauerstoff durch Begasung ............cccceevvvennnnn. 129
5.5.3 Biokatalytische Herstellung von B-lonon aus B-Carotin ..........cccccceveveeee... 133

5,54 Demonstrationsanlage: Zusammenfassung und Ausblick......................... 137



Inhaltsverzeichnis \%

6  MATERIAL UND IMETHODEN .....uuiiiiitieiieiiaaeeeeii e e e eeti e e e e eeti s e e e eenn e e eeesnn e eaeennnns 138
6.1 MAEEITAL .o 138
6.1.1 (O 1T 0112 11 o T 138
6.1.2 Medien, Puffer, LOSUNGEN......ccoiii it e e e eanees 139
6.1.2.1 1= 0 1= o PP 139
6.1.2.2 PUFTEE e e e e s et e e e e e s 140
6.1.3 MIKIOOIQaNISIMEN ... 142
6.1.4 o =] 0T SRR 143
6.1.5 Y= 1 SRR 143
6.1.6 ANTKOTPET . 143
6.1.7 Kommerzielle KitS.......ooooo i 143
6.2 (] = L= U UPPPRT 143
6.2.1 Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie...........cccccooooiviiiiiiiin i, 143
6.2.2 Photometrische MESSUNGEN ........cooiviiiiiiiei e anens 144
6.2.2.1 ADSOrPtIONSMESSUNG ...coeeiieieeeeee e 144
6.2.2.2 [ (WT0] £=XSyd=T a4 g =TT U g Vo 144
6.2.3 GasChromatographi ............uuuueeeiiieiiiiiiiiiieiii i 144
6.2.4 Kombinierte Gaschromatographie / Massenspektrometrie (GC/MS)......... 145
6.2.5 INfrarot-SPEKLIOMELET ......cvviiiii e e e e e aanees 145
6.2.6 Dynamische Lichtstreuungsmessung (DLS) ........ccceeevieeeiiiiiiiiiiii e, 145
6.2.7 ENZYMEEAKION ...vveie e e e e e e e e aanees 146
6.2.8 Pervaporationsmodul und KGhlfalle ..., 147
6.2.8.1 Pervaporationsmodul und Kahlfallen ...........ccccccoevvviieeee 147
6.2.8.2 PervaporationsSmembranen............ccccovvvvviiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 147
6.2.9 RasterelektronenmikroSKOPIE ..........ccuuiiiiiiiiiiiiieeiiee e 147
6.2.10  SONSHJE GEIALE......cuuiiiii e et e e e e e e e e 148
6.3 Y711 4 o o L= o 148
6.3.1 Molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden ....................... 148
6.3.1.1  Transformation kompetenter E.coli-Zellen............cccccovviiiiiiiiiii i 148
6.3.1.2 Plasmidpraparation und SEQUENZIEIUNG..........ccevvviiiiiieiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 149
6.3.1.3  Herstellung von Glycerol-KUIUIEN ...........coooiiiiiiiiiiiaee e 149
6.3.1.4  ProteINEXPrESSION ....ciiiiuiiiieiiiieieiittie ettt ettt et e e s st e e s s nnbe e e e ssnbeeeeannbeeeeennees 149
6.3.1.5 Herstellung von Zellysaten und Enzym-Rohextrakten...........c.ccccvvvveveeiiinnnnnen, 150
6.3.1.6  AffinitAitschromatographische Proteinaufreinigung ..........cccoocceeivinieniiee e 150
6.3.1.7  Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-TEeSt ........ccoccvveiviiiieeiiiieeenn 151
6.3.1.8  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und densitometrische Gelanalyse....... 151
6.3.1.9  WESIEIN DIOL .. ... e 153
6.3.1.10 Glutathion-S-Transferase (GST)-AKLVItAISIEST .......coviiiiiiiiiiiiieeiiieeee, 153
6.3.2 In vitro Vermittlung carotinoider Substrate an Enzyme ....................oooo. 154



Inhaltsverzeichnis

6.3.2.1  Solubilisierung von Carotinoiden mittels Mizellen.............ccccveiiiiiiiiiiiiiinennn. 154
6.3.2.2  Solubilisierung von Carotinoiden mittels LipOSOMEN .........c.ccocvveiiiieeenniineeennne. 155
6.3.2.3  Solubilisierung von Carotinoiden in Nanoemulsionen ...........ccccccceevvviiivinnnenenn. 156
6.3.3 Carotinase-AKUVItALSTESTS ...........uviiiiiiiieee e 156
6.3.3.1  Carotinase-Aktivitatstest in Mikrotiterplatten............ccccceeiiiiiieeeeee e, 156
6.3.3.2  Carotinase-Aktivitatstest mit technischen Substraten.............cccccoeviiiiinennn, 158
6.3.3.3  Carotinase-Aktivitatstest im ENzymreaktor ...........ccccccvveeeiiiciiiiereee e 158
6.3.4 Produktabtrennung durch organophile Pervaporation............ccccccevvvvveeene. 161
6.3.5 Analytische Methoden ... 163
6.3.5.1  SPEKrOPNOtOMELIIE . .cciii i e e e e e e 163
6.3.5.2  Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie ...........ccccocvveeiiiiiieinieee e 164
6.3.5.3  GasChromatographi€.........ccoiuiiiiiiiiieeiiiie e 166
6.3.5.4  Kombinierte Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) .................. 166
6.3.5.5 FTIR-MESSUNQEN ....coeviiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeasaesessesssassesesessnnsnnnnes 166
6.3.5.6 RasterelektronenmikroSKOPIE ...........vuveviriiiiiiiiiieiesieieeeeeeeeseeeeeeeseeeeaeseesssesseennnnne 166
6.3.5.7 Dynamische Lichtstreuungsmessung (DLS)........cuuviveieiiieiiieieiieiiiieieeeierenneenennnns 167
6.3.6 Auswertung und DatenprozesSIEIrUNG.........cceeviveriiiieieieeeeeeeiiiiiaaeeeeeeeeeanens 167
6.3.6.1  Auswertung spektrophotometrischer MesSUNgeN........cccceeveeevieeeeeieieeeeeceeeee e 167
6.3.6.2  Auswertung von Versuchen zur organophilen Pervaporation................ccceeeunnn. 168

6.4 SOTIW AT ...t a e 172
LITERATURVERZEICHNIS ...ttt ettt e ettt e et et e et e et e e e e e e e e eea e e eanneeeanneeenns 173
AINHANG ..ttt ettt e ettt e e ettt e e et et e e e e e n e e e nn e e ennans 188
8.1 Karten und multiple cloning sites eingesetzter Plasmide...........ccccccccvveee.. 188
8.1.1 O] [ T P 188
8.1.2 LT P 189
8.1.3 O] I - P 190
8.2 Analysezertifikate PhosSpholipide ... 191
8.2.1 PhosphatidylCholin ...........oooiiiiiiiiii 191

8.2.2 Phosphatidylethanolamin ... 192



Abkurzungsverzeichnis VI

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkirzungen

Abb. Abbildung

ACO Apocarotenoid cleavage oxygenase

Apocarotinal 8’-Apo-B-carotin-8’-al

APS Ammoniumperoxodisulfat

AtCCD1 Arabidopsis thaliana carotenoid cleavage dioxygenase 1

ATP Adenosin-Triphosphat

BCA Bicinchoninsaure

BHT Butylhydroxytoluol

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CCD Carotenoid cleavage dioxygenase

CMC Critical micelle concentration (kritische
Mizellkonzentration)

C-Terminus Carboxyterminales Ende eines Polypeptids

Da Dalton (Masseneinheit) = 1,660538'10 kg

DAD Diodenarray-Detektor

DNA Desoxyribonukleinsaure

DHA Dihydroactinidiolid

EPDM Ethylen-Propylen-Dien-Monomer

EST Expressed sequence tag

FID Flammenionisationsdetektor

FTIR Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie

GC Gaschromatographie

GC-MS Gaschromatographie mit gekoppelter Massenspektrometrie

GST Glutathion-S-Transferase

GVO Gentechnisch verdnderte Mikroorganismen

Hisg Hexahistidin—Tag

HLB Hydrophil-lipophil-Balance eines Tensids



VI Abkurzungsverzeichnis

HPLC Hochleistungs-Fliussigkeitschromatographie (high performance
liquid chromatography)

IPTG Isopropylthiogalaktosid

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

ISPR In-situ product removal, in-situ-Produktabtrennung

KF Kahlfalle

LB Luria-Bertani

Log P Dekadischer Logarithmus des Octanol/Wasser Verteilungs-
koeffizienten einer Substanz

LOX Lipoxygenase

MRNA Messenger RNA

NCED Nine-cis-epoxycarotenoid cleavage dioxygenase

N-Terminus Aminoterminales Ende eines Polypeptids

NusA N-utilizing substance A (Transkriptionsfaktor)

ODx Optische Dichte bei X nm

PBS Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte physiologische
Kochsalzlésung)

PC Phosphatidylcholin

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PDMS Poly-dimethylsiloxan

PE Phosphatidylethanolamin

PEI Polyetherimid

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid, Serinprotease-Inhibitor

POMS Polyoctylmethylsiloxan

ppb Parts per billion

PV Pervaporation

REM Rasterelektronenmikroskopie

R&I- Rohrleitungs- und Instrumentierungs-

RP-18 Umkehrphase mit C,g Alkylkette (reversed phase)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SOC Super optimal broth (SOB) + Glucose

TAE Tris / Acetat / EDTA

TEMED Tetramethylethylendiamin

THF Tetrahydrofuran



Abkurzungsverzeichnis IX

TIC Total ion current (Totalionenstrom)

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100 (p-tert-Octylphenoxy)polyethoxyethanol

tRNA Transfer RNA

Tween 20 Polyoxyethylen-sorbitan-monolaureat

Tween 40 Polyoxyethylen-sorbitan-monopalmitat

Tween 60 Polyoxyethylen-sorbitan-monostearat

Tween 80 Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat

uv Ultraviolett

VP14 9-cis Epoxycarotinoid-spezifische Dioxygenase aus Mais

Formelzeichen

Zeichen Bedeutung Einheit

a Separations- / Trennfaktor

Aw Membranfléache [m?]

B Anreicherungsfaktor

c Konzentration [mol1™]

P Spezifische Dichte [gem™]

g Gramm, Erdbeschleunigung (9,81) [m's?]

i Bevorzugt permeierende Komponente

j Weniger bevorzugt permeierende Komponente

J Massenstrom [gm?#h™

Kcat Wechselzahl (Umsatz Substratmolekule pro [mol's™]
Enzymmolekil pro Zeit)

Kwm Michaelis-Konstante

A Wellenlange [nm]

m Masse (k]

0 Druck [bar]

pp Permeatseitiger Druck [bar]

R Retentat

S Selektivitat



X Abklrzungsverzeichnis

tmax v Zeitraum von Beginn der Reaktion bis zur maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit bzw. Dauer der Lag-Phase

U Unit (umol * min™)

Vmax Maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratsattigung

gemal Michaelis-Menten-Theorem

% (v/v) Volumenprozent

% (W/v) Prozent Anteil in Gewicht pro Volumen
% (wW/w) Gewichtsprozent

Anmerkung:

Die Namen von Gensequenzen (z.B. AtCCD1) sind in kursiver Schreibweise
dargestellt, die Namen der entsprechenden Proteine (z.B. AtCCD1) in normaler
Schreibweise.



Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

B-lonon ist ein Aromastoff mit fruchtig-veilchenartigen organoleptischen
Eigenschaften. Die naturliche Herkunftsform erzielt circa einen um den Faktor 100
hoheren Marktpreis als die synthetische Form und wird insbesondere in der
Nahrungsmittel- und Getrankeindustrie eingesetzt. Bisher existierende Verfahren
zur Gewinnung des natirlichen Aromastoffes waren die Extraktion aus
Veilchenbliten sowie ein biotechnologisches Verfahren zur unspezifischen co-
oxidativen Spaltung von Carotinoiden, bei welchem ein hoher Anteil an
Nebenprodukten entsteht. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines
biokatalytischen Verfahrenskonzeptes zur Herstellung von als natirlich
deklariertem B-lonon durch regiospezifische oxidative Spaltung von B-Carotin. Als
Biokatalysator dienten Enzyme der erst seit wenigen Jahren bekannten Familie der
Carotinoid-spaltenden Dioxygenasen (CCDs). In einem Vorgéangerprojekt wurde der
Biokatalysator mithilfe des Modellsubstrats 8’-Apo-B-carotin-8-al teilweise
charakterisiert und Grundlagen der technischen Carotinoid-Spaltung erarbeitet. Die
vorliegende Arbeit behandelt insbesondere den Transfer auf das ©6konomisch
attraktive, reaktionstechnisch schwer handhabbare Substrat B-Carotin sowie die

technische Umsetzung im Labormaf3stab. Die Arbeit umfasste funf Schwerpunkte:

1. Ermittlung und systematische Untersuchung von Vermittlungsformen fur das
stark hydrophobe Substrat p-Carotin an das Enzym AtCCD1 in dessen
wassriger Wirkumgebung

2. Weitere Charakterisierung und verbesserte rekombinante Expression des
Enzyms AtCCD1 sowie alternativer Carotinasen fir das Verfahren

3. Ermittlung einer selektiven in-situ-Produktabtrennungstechnik fur B-lonon
aus dem laufenden Bioprozess und Bestimmung relevanter Kenngroéf3en

4. Zusammenfihrung der Ergebnisse: ,Proof of concept® fur den integrierten
Bioprozesses anhand einer Demonstrationsanlage im LabormafR3stab

5. Untersuchung der Nutzung von carotinoidhaltiger Biomasse anstatt

kristallinem B-Carotin als Ausgangsstoff fir das Verfahren

Durch angepasste Formulierung konnte mittels liposomaler und mizellarer

Substratvermittiung erstmals die regioselektive enzymatische Spaltung von j-
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Carotin  in  technisch relevantem Umfang erreicht werden. Beide
Substratvermittlungsformen wurden systematisch in Bezug auf ihre Eigenschaften
bei der Vermittlung hydrophober carotinoider Substrate an das Enzym AtCCD1
untersucht. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass sich verschiedene
nichtionische Tenside in ihrer Eignung zur Substratvermittlung unterscheiden und
zur Umsetzung verschiedener Carotinoide jeweils unterschiedliche Tensidspektren
notwendig sind. Der Einfluss der Tensidstruktur auf die Aktivierung der Carotinoid-
spaltung durch wasserlosliche Cosolventien wurde anhand einer Serie strukturell
verwandter Tenside untersucht. Reaktionskinetische Verzdgerungsphasen des
Enzyms AtCCD1 im mizellaren System wurden charakterisiert und Einflussfaktoren
sowie mdgliche Ursachen herausgearbeitet. Im liposomalen Substratvermittlungs-
system wurde der Einfluss der Phospholipidzusammensetzung auf die erzielte
Reaktionsgeschwindigkeit untersucht. Durch den Einsatz von Galaktolipiden in
Liposomen wurde die natirliche Reaktionsumgebung des Enzyms AtCCD1, das in
vivo assoziiert mit der cytoplasmatischen Seite der Thylakoidmembran vorliegt,
nachgebildet und ihr kinetischer Einfluss untersucht. Durch Einsatz synergistisch
wirkender Chaperon-Kombinationen konnte die volumetrische Aktivitat mehr als
verdoppelt werden. Die Untersuchung zeigte weiterhin, dass die Coexpression von
Chaperonen die Faltungsqualitat von Fusionsprotein-Untereinheiten
unterschiedlich, in manchen Féllen sogar im gegensatzlichen Sinn beeinflussen
kann. Ein in-situ-Produktabtrennungsverfahren fir B-lonon mittels organophiler
Pervaporation wurde etabliert und mit Modellésungen charakterisiert. Dabei wurde
ein Aufreinigungsfaktor von >750 erreicht. Die Umsetzung von B-Carotin aus
Biomasse des Cyanobakteriums Spirulina platensis sowie aus CO,-Extrakt dieser
Biomasse zu B-lonon wurde gezeigt und verbessert. Eine Demonstrationsanlage
mit 2,3 Liter Reaktorvolumen wurde aufgebaut und der vollstdndige
Verfahrensablauf ausgehend von kristallinem (-Carotin darin durchgefuhrt. Das
Verfahrensprodukt stellte eine konzentrierte wassrige Losung des Aromastoffs -
lonon dar und enthielt als Nebenkomponenten nur Spuren von a-lonon und einem
experimentell vermeidbaren Stabilisator. Mit dieser Arbeit wurde insbesondere in
zwei Bereichen ein wissenschaftlicher Beitrag geleistet: Einerseits wurde ein neues
Verfahrenskonzept zur biokatalytischen Darstellung eines natirlichen Aromastoffes
entwickelt, andererseits wurde die vesikelbasierte Vermittlung hydrophober

Substrate an Enzyme in wassriger Wirkumgebung systematisch untersucht.
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2 SUMMARY

B-ionone is an aroma compound with fruity violet-like organoleptic properties. It is
used in particular in the foodstuff and beverage industries. The natural form of 8-
ionone has a market price approximately one hundred times higher than the
synthetic form. Up to now, only two processes for the production of the natural form
of this aroma compound were available: On the one hand the extraction from violet
florals, on the other hand a biotechnological process for the non-specific enzymatic
co-oxidative cleavage of carotenoids which, however, leads to the formation of a
high share of side products. The goal of this work was to develop a biocatalytic
process concept for the production of natural labeled B-ionone by regiospecific
oxidative cleavage of B-carotene. The biocatalyst applied was a member of the
relatively new family of carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs). In a previous
project, the biocatalyst was partially characterised using the model substrate 8'-
apo-pB-carotene-8’-al and the basis for a potential technical application was
established. This work focuses on changing the substrate of the biocatalytic
reaction towards B-carotene which is economically highly attractive but particularly
challenging with regard to handling and reaction design. The second goal of this
work was to provide a proof of concept by setting up a fully functional lab scale

model plant. The five core areas of this work were:

1. Determination and systematic investigation of substrate delivery strategies
for the highly hydrophobic substrate B-carotene to the enzyme AtCCDL1 in an
agueous reaction environment

2. Further characterisation and improved recombinant expression of the
enzyme AtCCD1 and of alternative carotenases for the process concept

3. ldentification of a suitable in situ product separation technique for B-ionone
from the ongoing bioprocess and determination of technical parameters

4. Combination of previous results: Proof of concept for integrated bioprocess
by lab scale demonstration plant

5. Investigation of carotenoid containing biomass as potential process substrate

instead of crystalline B-carotene

By adaptation of the substrate delivery, the first regioselective enzymatic cleavage
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of B-carotene at a technically relevant scale could be achieved using micellar and
liposomal systems. Both the micellar and the liposomal substrate delivery system
were investigated systematically with regard to their ability to deliver hydrophobic
carotenoids to the enzyme AtCCD1. Among other things it could be shown that
non-ionic surfactants differ significantly in their suitability for the delivery of
hydrophobic substrates and that for each individual carotenoid only a distinct set of
surfactants permitted successful substrate delivery to the biocatalyst. The influence
of surfactant molecular structure on the activation of carotenoid cleavage by water
soluble cosolvents was investigated using a series of structurally related
surfactants. Kinetic delay phases of the enzyme AtCCD1 in the micellar delivery
system were investigated and potential causes for the phenomenon were identified.
In the liposomal substrate delivery system, the influence of the phospholipid
composition on the reaction velocity was determined. The natural reaction
environment of the enzyme AtCCD1 which is associated with the cytoplasmic side
of the thylakoid membrane in vivo was mimicked by the insertion of galactolipids
into liposome membranes and the kinetic effects were determined. By co-
expressing synergistically working combinations of molecular chaperones, the
volumetric activity could be more than doubled. Additionally, the effect of
chaperones on the individual subunits of fusion proteins was investigated. The
results showed that coexpression of chaperones can affect the folding quality of
fusion protein subunits differently, in some cases even in opposite direction. An in
situ product separation method for B-ionone by organophilic pervaporation was
established and characterised using model solutions. Purification factors for -
ionone of more than 750 were achieved. The conversion of [(-carotene from
biomass of the cyanobacterium Spirulina platensis and from COj-extract of this
biomass was shown and first improvement steps were conducted. A 2.3 L lab scale
demonstration plant was set up and the full process was conducted successfully
using crystalline B-carotene as substrate. The process product was a concentrated
aqueous solution of B-ionone containing as side components only traces of a-
ionone and an experimentally avoidable chemical stabilizer. This work provided a
scientific contribution especially in two areas: Firstly, a new process concept for the
biocatalytic production of a natural labeled aroma compound was developed.
Secondly, the vesicle based delivery of hydrophobic substrates to enzymes in their

aqueous reaction environment was systematically investigated.
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3 EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit stellt die Weiterfihrung und technische Umsetzung von
Forschungsarbeiten dar, die an der Technischen Universitat Minchen (Fachgebiet
Biotechnologie der Naturstoffe, Prof. W. Schwab) und dem Karl-Winnacker-Institut
der DECHEMA e.V. (Arbeitsgruppe Bioverfahrenstechnik, Dr. J. Schrader)
durchgefuhrt wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stellten eine
Grundlage fur die Entwicklung eines biokatalytischen Herstellungsverfahrens fur
den Aromastoff B-lonon aus B-Carotin dar. Im Folgenden sollen der Stand der
Technik zu den zentralen Aspekten des Vorhabens geschildert und die technisch-

wissenschaftlichen Herausforderungen umrissen werden.

3.1 B-lonon und natirliche Aromastoffe

Unter den mdglichen Carotinoid-Spaltprodukten sind insbesondere die lonone
sowie die Rosenketone von grofiem wirtschaftlichem Interesse als Duft- und
Aromastoffe (Veddeler, 2004). Bei B-lonon handelt es sich um eine norisoprenoide
Ci3-Substanz mit fruchtig-veilchenartigen organoleptischen Eigenschaften. 3-lonon
besitzt mit 0,007 ppb eine der niedrigsten bekannten Geruchsschwellen (Buttery et
al., 1971). Norisoprenoide sind durch Carotinoidspaltung entstandene
Verbindungen mit einer Cyclohexen-Gruppe und isoprenoidem Aufbau. Nattrliche
Quelle von B-lonon ist Veilchenblitendl (Viola odorata). Aufgrund der geringen
Ausbeute betragt der Preis fur natirliches B-lonon im industriellen Handel zwischen
500 und 1000 US$/kg. B-lonon wird auch synthetisch hergestellt (Pommer et al.,
1967) und findet in dieser Herkunftsform verbreitet Einsatz als Duftstoff in der
Konsumguterindustrie. Die weltweite Jahresproduktion an synthetischem [-lonon
betrug daher in 2003 zwischen 4000 und 8000 Tonnen (Weltchemieverband ICCA,
SIAR-Profil B-lonon). Der Preis flir synthetisches B-lonon liegt mit rund 10 US$/kg
deutlich unter dem der naturlichen Substanz. Als Aromastoff findet B-lonon bisher
nur selten Einsatz, da als Aromastoffe bevorzugt als natirlich deklarierte
Substanzen verwendet werden und es bisher keinen effizienten Zugang zu

naturlichem -lonon gibt.

Aromastoffe, die aus natirlichen Ausgangsstoffen mit mikrobiellen oder

enzymatischen Methoden hergestellt werden, kdnnen gemalf der européischen und
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US-amerikanischen Gesetzgebung als ,naturlich® deklariert werden und sind damit
in den von Konsumenten stark nachgefragten ,Bio-, oder ,Natur-, Nahrungsmitteln
einsetzbar (EC Flavour Directive 88/388/EEC vom 22.6.1988, US Code of Federal
Regulations 21 CFR 101.22a.3. von 1985). Die Nutzung chemischer
Syntheseschritte fuhrt hingegen zu der weniger nachgefragten Deklaration als
,naturidentisch® (EU) oder ,kunstlich® (USA). Der Anteil naturlicher Aromastoffe an
der Gesamtmenge der Aromastoffe in Getranken betrug im Jahr 2001 in der
Europaischen Union bereits 90% beziehungsweise 80% in den USA. Im Bereich
der nicht milchbasierten Nahrungsmittel betrug der Anteil in beiden Regionen 80%
(Berger et al., 2001). Der Weltmarktumsatz im Aroma- und Riechstoffsektor betrug
2005 rund 16 Milliarden US$ (www.leffingwell.com/top_10.htm).

Aufgrund der kommerziellen Attraktivitat einer biotechnologischen Herstellung von
als naturlich deklariertem B-lonon wurden verschiedene Ansatze dazu publiziert.
Diese verfolgten nahezu alle einen co-oxidativen Carotinoidabbau, bei dem durch
Enzyme wie Lipoxygenase, Lactoperoxidase oder Xanthinoxidase radikalische
Intermediate gebildet werden. Diese Radikale fihren in unspezifischen
Nebenreaktionen zur Spaltung der Carotinoide, wobei die Ausbeute des
gewinschten Produkts naturgemaf niedrig ist (Winterhalter und Rouseff, 2002). In
neueren Arbeiten wird ein Carotinoidabbau zu Aromastoffen durch eine mikrobielle
Peroxidase aus Lepista irina beschrieben, die eine geringe Spezifitat fur die 9,10-
Doppelbindung in B-Carotin zeigt (Zorn et al., 2003). Aus der Patentliteratur kann
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die industrielle Herstellung von
natlrlichem B-lonon bisher auf einem co-oxidativen Verfahren unter Verwendung

von gemahlenem Soja als Enzymquelle durchgefihrt wird (Belin et al., 1998).

3.2 Carotinoidbiosynthese und —spaltung

3.2.1 Carotinoidbiosynthese

Carotinoide sind in Mikroorganismen und Pflanzen gebildete terpenoide
Substanzen, die vielféltige biologische Funktionen besitzen (Britton, 1995, Meyer,
2002). Die rund 700 aktuell bekannten Carotinoidtypen sind zum Uberwiegenden

Anteil aus einem Cy4o — Kohlenstoffgerist aufgebaut und stellen damit Tetraterpene
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dar. Viele Carotinoide sind an ihren Enden C1-C6-zyklisiert (Abb. 1). An den
zyklischen Endgruppen oxyfunktionalisierte Carotinoide werden als Xanthophylle

bezeichnet.

15 14 120 10
2 NN
3 13" 11 '
R/Mlg 20 19 16" 17
R
R=H, O, OH

Abb. 1: Struktur eines Carotinoids / Xanthophylls mit einem Cj-Grundgerist und zwei zyklisierten Enden.

Nummerierung der Kohlenstoffatome gemaf IUPAC.

In der Natur dienen Carotinoide einerseits als Vorlaufermolektle fur Signal- und
Lockstoffe, andererseits sind sie zentraler Bestandteil photoprotektiver Systeme:
Das Hormon Abszisinsaure reguliert das Pflanzenwachstum und wird aus dem
Carotinoid 9-cis-Violaxanthin gebildet (Schwartz et al., 2003). Aus [-Carotin
entsteht das Hormon Stringolacton, welches die Sprossenbildung und Verastelung
in Pflanzen reguliert (Floss und Walter, 2009). Das ausgedehnte konjugierte
m-Elektronensystem von Carotinoiden dient in Bakterien und Pflanzen als
Radikalfanger bei der Photosynthese. Carotinoide dienen durch ihre Fahigkeit zur
Lichtabsorption Uberdies als Licht-Erntemolekile und verleihen dem Photosystem
einen erhdhten Wirkungsgrad (Merchant und Sawaya, 2005, Bergantino et al.,
2003).

Die Biosynthese von Carotinoiden erfolgt durch Kondensation der Cs -
Vorlaufermolekile Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und
Isopentenylpyrophosphat (IPP) zu Geranylpyrophosphat (Abb. 2). Die Addition
weiterer IPP-Molekile durch das Enzym GGPP-Synthase (GGPS) flhrt zunachst
zu Farnesylpyrophosphat und anschlielend zu dem Diterpen
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Das C4 - Grundgerist (Phytoen) von
Carotinoiden wird durch Kondensation von zwei Molekilen GGPP durch das
Enzym Phytoensynthase aufgebaut. Die SchlieBung des ausgedehnten
konjugierten T-Elektronensystems von Carotinoiden erfolgt durch schrittweise
Desaturierung von Phytoen zu (-Carotin und von ¢-Carotin zu Lycopin durch die

Enzyme Phytoen-Desaturase und (-Carotin-Desaturase. In Pflanzen schlief3t die
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stufenweise Desaturierung mehrere cis/trans — Isomerisierungen mit ein, wahrend
sie in Prokaryoten ausschlie3lich Uber trans-lsomere erfolgt (Breitenbach und
Sandmann, 2005). Zyklische Carotinoide entstehen durch Bildung von lononringen

am Lycopin durch Lycopinzyklasen.

*\,CHZOPP )\,CHZOPP Dimethylallylpyrophosphat /
Isopentenylpyrophosphat

IPP

GPS ‘K PP,
MCHZOPP Geranylpyrophosphat

IPP

FPS ‘K PP,

MCHzopp Farnesylpyrophosphat

GGPS ‘K PP
PP,

MMCHZOPP Geranlygeranylpyrophosphat
sr |l

X X X X X Phytoen

S S S B B &-Carotin

A X X X X Lycopin

B-Carotin

Abb.  2: Biosynthese  von  zyklisierten und nicht  zyklisierten  Carotinoid-Grundgeristen  aus
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat (IPP) nach (Cunningham und Gantt,
1998). OPP: Diphosphat (Substituent); PP;: freies Diphosphat; GGPS: Geranylgeranylpyrophosphat-
Synthase; PSY: Phytoen-Synthase; PDS: Phytoen-Desaturase; ZDS: §-Carotin-Desaturase; LCYB: Lycopin-B-
Zyklase.
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Fuhrt die Biosynthese weiter zu den Xanthophyllen, geschieht dies durch
Einbringung sauerstoffhaltiger Substituenten an den endstandigen lononringen von
B-Carotin durch entsprechende Enzyme (Abb. 3). Hydroxylierung an den 3- und 3’
— C-Atomen von B-Carotin durch B-Carotin-Hydroxylase (BHY) fuhrt zur Bildung
von Zeaxanthin. Die Einbringung oder Modifikation weiterer Substituenten fuhrt zu
einem breiten Spektrum weiterer Xanthophylle. So entsteht das Vorlaufermolekul
des Pflanzenhormons Abszisinsdure durch zweistufige Epoxidierung von
Zeaxanthin durch das Enzym Zeaxanthin-Expoxidase (ZEP) Uber das
Zwischenprodukt Antheraxanthin. Einen interessanten Sonderfall stellt das im Pilz
Xanthophyllomyces dendrorhous (anamorph Phaffia rhodozyma) entdeckte Enzym
Astaxanthin-Synthase (ASY) dar, welches an einem der beiden Synthesewege fir
das kommerziell bedeutsame Xanthophyll Astaxanthin beteiligt ist. Fir dieses
Enzym ist eine Doppelfunktionalitat postuliert: einerseits eine Ketolase-Funktion fur
die Synthese von Canthaxanthin aus B-Carotin, andererseits eine Hydroxylase-
Funktion fiir die Uberfiihrung von Canthaxanthin in Astaxanthin (Ojima et al., 20086,
Fraser und Bramley, 2004, Sandmann, 2001).

AR NS NN

I
B-Carotin

BHY ,//

H
|\\\\\\\\\| O\\Cr‘tW J} ASY o
HO Zeaxanthin
VDE 1} ZEP 0 Astaxanthin
OH
o\ % Y SN S
HO Violaxanthin

Abb. 3: Synthese von Xanthophyllen aus B-Carotin. Die Biosynthese wurde in unterschiedlichen Organismen
aufgeklart (Fraser et al., 1998, Fraser und Bramley, 2004, Sandmann, 2001, Ojima et al., 2006) und ist in der
Gesamtheit bisher nur postuliert. ASY: Astaxanthin-Synthase; BHY: B-Carotin-Hydroxylase; CrtW: B-Carotin-
Ketolase; VDE: Violaxanthin-De-Epoxidase; ZEP: Zeaxanthin-Epoxidase. Zweistufige Schritte sind durch

gleichsinnigen Doppelpfeil, reversible Schritte durch gegensinnigen Doppelpfeil gekennzeichnet.



10 Einleitung

3.2.2 Carotinoidspaltung

Die Biosynthese von Carotinoiden und Xanthophyllen ist seit langerer Zeit
biochemisch und genetisch nachvollzogen. Die weitere Prozessierung von
Carotinoiden durch regiospezifische oxidative Spaltung abseits der 15,15’-Bindung
zu Apocarotinoiden wird erst seit wenigen Jahren wieder intensiv untersucht,
nachdem grundlegende wissenschaftliche Durchbriiche erzielt wurden (Schwartz et
al., 1997).

Im Fokus dieser Arbeit stehen oxidative Spaltprodukte von Carotinoiden
(Apocarotinoide) mit attraktiven organoleptischen Eigenschaften. Viele pflanzliche
Aromastoffe weisen eine &hnliche Cjs-norisoprenoide Struktur auf (Bosser und
Belin, 1994). Die lonon-Grundstruktur dieser Aromastoffe deutet auf eine Synthese
durch oxidative Spaltung von Carotinoiden hin. Der Mechanismus einer solchen
Spaltung war lange Zeit umstritten. Postuliert waren die Spaltung durch
Autoxidation, eine unspezifische enzymatische Cooxidation und die spezifische
enzymatische Spaltung (Winterhalter und Rouseff, 2002). Die regiospezifische
enzymatische Spaltung von [(-Carotin zu zwei Molekilen Retinal mithilfe des
Verdauungssystems von Ratten konnte zwar gezeigt werden (Olson und Hayaishi,
1965, Goodman und Huang, 1965), die Aufreinigung und umfassende
biochemische Charakterisierung des Enzyms gelangen jedoch nicht. Erst dreil3ig
Jahre spater konnte mittels Transposon-Tagging das Gen eines verwandten
Enzyms in Mais identifiziert werden (Abb. 4) (Schwartz et al., 1997, Tan et al.,
1997). Die von diesem vpl4 genannten Gen codierte Dioxygenase spaltet die
Substrate 9-cis-Neoxanthin und 9-cis-Violaxanthin an der 11,12-Doppelbindung zu
einem Molekll Xanthoxin und einem Molekil eines Cys-Dialdehyds. Anhand der
nun bekannten Sequenz eines regiospezifisch oxidativ carotinoidspaltenden
Enzyms konnten in den vergangenen Jahren eine grofe Anzahl homologer Gene
aus verschiedenen Organismen kloniert und die entsprechenden eisenhaltigen,
Ham-ahnlichen Enzyme charakterisiert werden (Huang et al., 2009a). Homologe
Dioxygenasen, die wie VP14 spezifisch neben der 9-cis-Doppelbindung von
Epoxycarotinoiden spalten, werden als nine cis epoxycarotenoid dioxygenases
(NCEDs) bezeichnet. Eine weitere verwandte Gruppe von Enzymen aus
Saugetieren und Insekten spaltet Carotinoide zentral an der 15-15’Bindung und ist
damit an der Vitamin A - Synthese beteiligt (von Lintig und Vogt, 2000, Redmond et
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al., 2001). Eine dritte Gruppe von Enzymen wird als carotenoid cleavage
dioxygenases (CCDs) bezeichnet. Sie unterscheiden sich von den NCEDs durch
ein breiteres Spektrum an Substraten (Huang et al., 2009a) bei weiterhin hoher
Spezifitat fur die zu schneidende Doppelbindung und in einigen Fallen durch eine
sich von den NCEDs unterscheidende Schnittposition. Der erste bekannte Vertreter
dieser Gruppe ist das in dieser Arbeit eingesetzte Enzym AtCCD1. Es wurde
mithilfe degenerierter Primer im Genom von Arabidopsis thaliana identifiziert
(Schwartz et al.,, 2001) und spaltet Carotinoide, Apocarotinoide und Xanthophylle
symmetrisch an den 9,10- und 9’,10’-Doppelbindungen. Kurzlich wurde zusatzlich
eine schwach ausgepragte 5,6 / 5,6’ - Schnittaktivitatt von CCD1-Enzymen fir
Lycopin publiziert (Huang et al., 2009a, Vogel et al., 2008). Die oxidative Spaltung
von Carotinoiden durch CCD1-Enzyme flhrt zur Bildung von lononen, die wichtige
Aromakomponenten von Pflanzen darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass das
Transkriptionsniveau von CCD1-Genen mit der Emission von B-lonon in Bliten
korreliert (Simkin et al., 2004).

Neben AtCCD1 wurden im Genom von Arabidopsis weitere CCD-Gene gefunden,
die wiederum der entsprechenden Gruppe von verwandten Enzymen in anderen
Organismen als Namensgeber dienten: AtCCD4, AtCCD7 und AtCCDS8 (Tan et al.,
2003, Huang et al., 2009b). AtCCD?7 katalysiert die asymmetrische 9’,10’-Spaltung
von B-Carotin zu 10’-Apo-B-carotin-10’-al und B-lonon. AtCCD8 schneidet das
Reaktionsprodukt von AtCCD7, 10’-Apo-B-carotin-10’-al an der 13,14-Position zu
13-apo-B-Carotenon und einem Cg-Dialdehyd (Schwartz et al., 2004, Auldridge et
al., 2006a). Die Enzyme der CCD7- und CCD8-Familie kooperieren vermutlich bei
der Synthese eines Pflanzenhormons, das die Sprossenverzweigung reguliert. Die
biochemische Funktion der CCDA4-Familie wurde erst im vergangenen Jahr
weitestgehend aufgeklart. Enzyme der CCD4-Familie besitzen wie CCD1-Enzyme
eine 9,10/9',10’-Schnittaktivitat, weisen jedoch keine Substratpromiskuitdt auf
(Huang et al., 2009b). Es existieren zwei verschiedene Unterklassen der CCD4-

Familie, die verschiedene Substrate umsetzen: B-Carotin und 8’-Apo-f3-carotin-8’-al.

Neben den CCD- und NCED-Enzymen aus Pflanzen und den zentral und dezentral
spaltenden Oxygenasen aus Tieren wurde eine Reihe von VP14-homologen

Enzymen publiziert, die noch keiner Kategorie zugeordnet wurden: LCD aus Bixa
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orellana schneidet symmetrisch die 5,6- und 5,6’-Doppelbindungen in Lycopin,
ZCD aus Crocus sativus schneidet die 7,8- und 7°,8-Doppelbindungen von
Zeaxanthin innerhalb der Safranal-Synthese. Eine Dioxygenase aus dem Pilz
Fusarium fujikuroi schneidet Carotinoide und Apocarotinoide an der 15,15-Position
(Prado-Cabrero et al., 2007), ein cyanobakterielles Enzym hingegen nur
Apocarotinoide an der selben Position (Scherzinger et al., 2006).

HOOCWCOOH Crocetin (Farbstoff, Safran)
A A

HO A S e S X0 Rosafluin (Vorstufe Braunungsmittel)

OWO C9-Dialdehyd

CCD1/7/4

Safranal (Aromastoff, Safran)

;
é/ s
g
VP14
CCDs8
Bcmol, B-Diox1

B-lonon (Aromastoff, Veilchen)

v
"’o: ~ Abszisinsaure (Pflanzenhormon)
COOH
© v
| NN o} 13-Apo-B-Caroten-13-on (Farbstoff)
v
ARSI e Retinal (Vitamin A)

Abb. 4: Spezifische Spaltungsmuster verschiedener Carotinoid-Oxygenasen und Auswahl dabei entstehender,
kommerziell attraktiver Produkte. ZCD und VP14 bilden die Vorstufen der dargestellten Produkte.

Obwohl die CCD-Enzymgruppe vorlaufig als Dioxygenasen bezeichnet wurde
(Chernys und Zeevart, 2000), war der genaue Reaktionsmechanismus trotz

zahlreicher Untersuchungen mit isotopenmarkiertem Sauerstoff lange Zeit unklar.
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Einige Untersuchungen legten einen Monooxygenase-Mechanismus nahe
(Leuenberger et al., 2001), andere deuteten auf einen Dioxygenase-Mechanismus
hin (Juttner und Héflacher, 1985, Li und Walton, 1990, Creelman und Zeevaart,
1984). Die Zuordnung als Dioxygenase wurde trotz deutlicher Hinweise in den
Ergebnissen angezweifelt, da der entstandene Dialdehyd nicht vollstandig
isotopenmarkiert war. Der Grund fir die unvollstandige Markierung des Produkts ist
ein Austausch von *O-Sauerstoffatomen des Dialdehyds mit Wasser. Die
kinetische Analyse dieses Sauerstoffaustausches filhrte zu der verbreiteten

Akzeptanz des Dioxygenase-Mechanismus (Schmidt et al., 2006).

Strukturelle Informationen zu dieser Enzymfamilie waren erstmals zuganglich,
nachdem die Kristallstruktur des apocarotinoidspaltenden Enzyms ACO aus dem
Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 aufgeklart wurde (Kloer et al., 2005).
Die Strukturdaten bestatigten die bis dahin postulierte Komplexierung von Fe?*
durch vier Histidin-Reste im aktiven Zentrum. ACO weist einen durch hydrophobe
Aminosauren geformten Kanal von der Enzymoberflache zum aktiven Zentrum auf.
Es wurde postuliert, dass die Offnung des Substratkanals die Orientierung und

Positionierung der apocarotinoiden Substrate steuert.

Viele der beschriebenen Enzyme wurden in vivo untersucht. Zumeist wurde dabei
ein Komplementierungstest durchgefuhrt, bei dem die Entfarbung von
carotinoidproduzierenden Zellen unter Expression der entsprechenden Oxygenase
beobachtet wurde (von Lintig und Vogt, 2000). Fiur den technischen Einsatz dieser
neuen Enzymklasse sind jedoch auch eingehende Untersuchungen der Aktivitat in
vitro notwendig. Eine photometrische Methode zur Aktivitatsbestimmung von
carotinoidspaltenden Dioxygenasen stellte fur technisch orientierte Untersuchungen
eine wesentliche Erleichterung dar (Schiling et al., 2007). Mithilfe von
Mikrotiterplattenlesern konnten quantitative und kinetische Untersuchungen nun

parallelisiert und zeitnah durchgefihrt werden.

Die biotechnologische Herstellung von Carotinoid-Spaltprodukten war lange Zeit
nur durch cooxidative Spaltung mit Lipoxygenasen (Ben Aziz et al., 1971, Waché et
al., 2002) oder durch direkte Spaltung mit einer Peroxidase aus Lepista irina (Zorn

et al., 2003) moglich. Diese Verfahren filhren jedoch aufgrund fehlender oder
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geringer Regiospezifitat nur zu sehr geringen Ausbeuten. Mit AtCCD1 konnten
Xanthophylle und Apocarotinoide bereits mit einer Ausbeute von >95 % umgesetzt
werden (Schilling, 2008). Fur B-Carotin, den Ausgangsstoff einer moglichen (-
lonon-Produktion, war mit CCD-Enzymen in vitro bisher kein technisch relevanter

Umsatz maoglich.

3.2.3 Enzym AtCCD1

AtCCD1 ist eine eisenhaltige, Ham-ahnliche Dioxygenase, die Carotinoide,
Apocarotinoide und Xanthophylle symmetrisch an den 9,10- und 9,10-
Doppelbindungen spaltet (Abb. 5). Die dabei entstehenden norisoprenoiden Ciz-
Verbindungen besitzen in vielen Fallen attraktive organoleptische Eigenschaften
(Winterhalter und Rouseff, 2002).

AtCCD1 ist in vivo auf der zytoplasmatischen Seite der Chloroplastenmembran
lokalisiert (Auldridge et al., 2006a), in welcher sich die umzusetzenden Substrate
befinden. AtCCD1 ist in den vergangenen Jahren intensiv untersucht und
charakterisiert worden. Wichtige Meilensteine in der Charakterisierung waren die
Aufklarung des Reaktionsmechanismus (Schmidt et al., 2006), der Substrat- und
Regiospezifitat (Schwartz et al., 2001) sowie die Analyse von Inhibitoren und
essentiellen Aminosauren des aktiven Zentrums (Sergeant et al., 2009, Guo et al.,
2008). Erste Arbeiten beschaftigten sich mit Fragen der technischen Einsetzbarkeit
von AtCCD1 und beschrieben die Auswirkungen von Proteinmodifikationen auf die
kinetischen Eigenschaften des Enzyms, seine Expression (Schilling et al., 2007)
sowie Eigenschaften moglicher Substrat-Vermittlungssysteme fur Carotinoide an
AtCCDL1 (Schilling et al., 2008).
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Abb. 5: Schema der symmetrischen oxidativen Spaltung von Carotinoiden durch AtCCD1. Produkte der Reaktion
sind zwei Molekiile B-lonon (R;=H, R,=H) oder eines entsprechenden Derivates und ein Molekil eines C14-
Dialdehyds.

Die Kristallstruktur von AtCCDL1 ist bisher nicht aufgeklart. Sie kann zur Zeit nur in
silico durch homologiebasierte Modellierung mit der Apocarotinoid-Oxygenase ACO
als Vorlage angenahert werden (Kloer et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine solche Modellierung und erste Bewertung der strukturellen Eigenschaften
durchgefiihrt. Zum besseren Verstandnis sind die Ergebnisse in der Einleitung
dargestellt. Abbildung 6 zeigt das Molekilmodell von AtCCD1 nach Modellierung
durch SWISS PROT (Kiefer et al, 2009) mit ACO Chain C als
Modellierungsvorlage. Die Oberflache des Proteins ist nach Polaritat eingefarbt,
wobei blau polare, weil3 neutrale und rot apolare Regionen kennzeichnen. Die
Struktur der Synechocystis Apocarotinoid-Oxygenase ACO weist eine Region mit
hoher Dichte hydrophober Aminosaurereste auf, die fur die Bindung an Substrat
enthaltende Membranen verantwortlich ist. Fur VP14 wurde mittels
Sekundarstrukturanalyse und ortsgerichteter Mutagenese eine amphiphatische
Helix auf der Proteinoberflache identifiziert, die eine notwendige, jedoch nicht
hinreichende Voraussetzung fur die Anlagerung an Membranen darstellt (Tan et al.,
2001). Die Enzymoberflache von AtCCD1 weist ebenfalls eine deutlich abgegrenzte
apolare Region auf, die zur Membranassoziation dienen konnte (Abb. 6). In ACO
befindet sich in der Nahe dieses hydrophoben Bereiches die Offnung eines mit

hydrophoben Resten ausgekleideten Substratkanals (Kloer et al., 2005).
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Erhdhte Dichte apolarer
Seitenketten

Abb. 6: Strukturmodell von AtCCD1 nach Einféarbung der Oberflache nach Polaritat. Blau: polar, weil3: neutral, rot:
apolar. Modell erstellt durch Homologie-Modellierung mittels SWISS PROT (Kiefer et al., 2009) mit der
Kristallstruktur von ACO chain C aus Synechocystis als Vorlage.

Auch im Modell von AtCCD1 kann nahe der apolaren Region die Offnung eines
Kanals gefunden werden, der nahe an das Proteinzentrum fihrt, knapp hinter dem
Proteinzentrum einen Knick aufweist und zu einer zweiten Offnung abseits der
hydrophoben Oberflachenregion fihrt. Die Innenseiten des Kanals weisen eine
erhdhte Dichte apolarer Aminosaure-Seitenketten auf. In Lokalisierung und Struktur
ahnelt der in AtCCDl1 vorgefundene Kanal dem in ACO durch
Rontgenstrukturanalyse ermittelten. Im Modell von AtCCD1 ist der Kanal tiefer und
weniger gekrimmt, was in den unterschiedlichen Substraten der Enzyme
begriindet sein kann. Abbildung 7 zeigt eine Bildfolge bei Anndherung an das
Proteinzentrum durch die Offnung des moglichen Substratkanals nahe der
hydrophoben Oberflachenregion. Abbildungen 7 A bis 7 C sind Teil einer
geradlinigen Annaherung ohne weitere Perspektivanderung. Abbildung 7 D ist
gegenuber Abbildung 7 C zum Ausgang des Kanals hin gedreht.



Einleitung 17

Abb. 7: Kanal im Molekulmodell von AtCCD1. Strukturmodell nach Einfarbung der Oberflache gemaf Polaritat. Blau:
polar, weil3: neutral, rot: apolar. Modelliert mittels SWISS PROT (Kiefer et al., 2009) mit der Kristallstruktur

von ACO aus Synechocystis als Vorlage. A bis C: Geradlinige Anndherung an die Kanal6ffnung ohne

weitere Perspektivdnderung. D: Drehung nach rechts auf den Ausgang des Kanals zu.

Sowohl die Erforschung der Biosyntheseenzyme als auch die Charakterisierung der
Carotinoidspaltungsenzyme erfolgte zumeist mittels in vivo - Untersuchungen. Nur
in einigen Fallen wurden qualitative in vitro - Untersuchungen in mizellaren
Systemen durchgefihrt. Quantitative Studien zum in vitro - Einsatz von
carotinoidspaltenden Oxygenasen wurden nur vor der Identifizierung des VP14-
Gens durchgefiihrt (Goodman et al., 1967). Erst in der jingeren Vergangenheit sind
Untersuchungen zum Einsatz dieser Enzymfamilie in vitro sowie zu geeigneten
Reaktionssystemen erschienen und bildeten eine Grundlage fur den technischen
Einsatz dieser Enzyme (Marasco et al., 2006, Mathieu et al., 2007, Schilling et al.,
2008, Schilling et al., 2007).

Unter anderem aufgrund seiner Unabhangigkeit von teuren Cofaktoren ist die CCD-
Enzymfamilie als technischer Biokatalysator fur die Herstellung als natirlich
deklarierbarer Carotinoid-Spaltungsprodukte wie den lonon-basierten Aromastoffen
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attraktiv (Aguedo et al., 2004, Winterhalter und Rouseff, 2002). Naturliche Aromen
werden vornehmlich in der Lebensmittelindustrie eingesetzt und erzielen die fur
einen wirtschaftlichen biokatalytischen Prozess notwendigen Marktpreise. Die
Biokatalyse muss dabei in vitro erfolgen, da die Akzeptanz flr
Herstellungsverfahren mit gentechnisch veranderten Mikroorganismen (GVO) in der
Lebensmittelindustrie derzeit zu gering ist. Fir das in dieser Arbeit angestrebte
Verfahren sind weitere Untersuchungen notwendig, die die technische
Einsetzbarkeit von AtCCD1 betreffen. Die zu untersuchenden Aspekte lassen sich
in drei Themengebiete einteilen: Reaktionsparameter des Enzyms fur die
Umsetzung von [(-Carotin, enzymkompatible Systeme zur Vermittlung der

hydrophoben Substrate, effektive Enzymexpression.

3.3 Vermittlung von Carotinoiden in wassrige Systeme

3.3.1 Physikochemische Eigenschaften von Carotinoiden

Die carotinoiden Substrate von AtCCD1 sind mit Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten log P (o/w) von 17,5 (B-Carotin) bis 8,9 (8-Apo-B-carotin-
8’-al) stark hydrophob und in Wasser quasi unldslich (Cooper et al., 1997). Selbst in
Tetrahydrofuran, dem besten LoOsungsmittel fur Carotinoide, betragt die
Loslichkeitsgrenze fiir B-Carotin nur 10 gl* (Craft und Soares, 1992). Dariiber
hinaus neigen Carotinoide, insbesondere B-Carotin, in Gegenwart von Wasser zur
Bildung von Mikroaggregaten (Koéhn et al, 2008). Die verschiedenen
Aggregatstrukturen sind weiterhin farbig und weisen batho- oder hypsochrome
Verschiebungen des Absorptionsspektrums auf (Auweter et al., 1999). Kontrolliert
nanoskalig aggregierte Carotinoide konnen durch einen Uberzug aus modifizierter
Starke oder Gelatine hydrokolloidstabilisiert und in wassrigen Medien eingesetzt
werden. Wahrend in der Getrankeindustrie diese Aggregationsneigung von
Carotinoiden zur Beeinflussung und Stabilisierung des Farbeeffektes genutzt wird,
stellt sie fur die biotechnologische Umsetzung eine Herausforderung dar, da
Carotinoide nur in monomolekular solubilisierter Form durch AtCCD1 umgesetzt

werden konnen.
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Enzymatische Umsetzungen von Carotinoiden konnen daher in zwei Formen
stattfinden: in organischen Losungsmitteln, in welchen das Substrat geldst ist, oder
in wassrigen Medien unter Einsatz von Methoden zur Solubilisierung von
Carotinoiden in dieser Umgebung. Fir CCDs ist bisher keine stabile Aktivitat in
einem organischen Losungsmittel beschrieben worden. Aus diesem Grund war ein
zentraler Bestandteil dieser Arbeit die Untersuchung von verschiedenen Verfahren
zur Solubilisierung und Vermittlung carotinoider Substrate an Enzyme in wassriger
Wirkumgebung. Es wurden drei Verfahren untersucht: Die Substratvermittiung
mithilfe von Mizellen, mithilfe von unilamellaren Liposomen und mithilfe von
Nanoemulsionen. Ziel aller Untersuchungen war neben einem besseren
Verstandnis der Vermittlungsformen fur hydrophobe Substrate die Ermittlung der

kinetisch optimalen Verfahrensform.

Carotinoide unterliegen in Gegenwart von Sauerstoff einem autoxidativen Abbau.
Dieser findet auch in organischen Losungsmitteln statt (Mordi et al., 1991, Mordi et
al., 1993) und muss in Untersuchungen zur enzymatischen Carotinoidspaltung

durch entsprechende Kontrollen bertucksichtigt werden.

3.3.2 Solubilisierung von Carotinoiden in Emulsionen

Emulsionen sind makroskopisch homogene Gemische von nicht mischbaren
Flussigkeiten. Sie bestehen aus einer kontinuierlichen Phase, welche Tropfchen
der zweiten, dispers genannten, Phase umgibt. Klassische Emulsionen werden in
der Regel unter Einsatz von 0,5-10 %(w/v) Emulgatoren hergestellt, die die
Grenzflachenspannung an der Oberflache der emulgierten Tropfchen herabsetzen
und die Emulsion thermodynamisch stabilisieren. Die Teilchengrof3e in einer
klassischen Emulsion ist von vielen Faktoren abhangig und liegt normalerweise im
Bereich von 100 bis 1000 nm. Wird eine Ol-in-Wasser (o/w)-Emulsion hergestellt,
lassen sich in der Olphase Carotinoide ohne oder unter geringer Aggregation in
wassrige Reaktionssysteme einbringen. Die effiziente Charakterisierung und
kinetische Verbesserung einer enzymatischen Reaktion zur Carotinoidspaltung
setzt die Moglichkeit zur kontinuierlichen und parallelen Verfolgung mehrerer
Reaktionen voraus. Bisher koénnen Carotinoid-Spaltungsreaktionen nur auf

photometrischem Weg kontinuierlich und parallel verfolgt werden. Aufgrund
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mangelnder Transparenz sind klassische Emulsionen zur Substratsolubilisierung
bei photometrischer Vermessung nicht einsetzbar. Fur diese spezielle Anwendung
werden transparente Emulsionen mit Tropfchendurchmessern kleiner als 300 nm
bendtigt, die aus reaktionskinetischen Griinden eine hohe Carotinoidkonzentration

enthalten und thermodynamisch stabil sein sollten.

Bei Mikroemulsionen handelt es sich um Wasser-Ol-Tensid-Gemische, die optisch
transparent und thermodynamisch weitgehend stabil sind. Sie bilden sich in der
Regel ohne Energiezufuhr und koénnen nur in bestimmten Bereichen des
Dreikomponenten-Phasendiagramms entstehen.  Nano-Solve-Praparate stellen
eine kommerzielle Sonderform von Mikroemulsionen dar, die einen besonders
kleinen  Tropfchendurchmesser von  30-60 nm  aufweist und  mit
selbstemulgierenden Phospholipiden anstatt Tensiden sowie ohne Cosolventien
hergestellt wird (Wadja, 2003). Aufgrund ihrer Stabilitat und Transparenz sowie der
Formulierung ohne denaturierende Inhaltsstoffe sind Nano-Solve-Préaparate aus
biochemischer Sicht fur den Einsatz in enzymkatalytischen Anwendungen

besonders geeignet.

Emulsionen wurden in der Biokatalyse schon friih eingesetzt, fanden jedoch bisher
vor allem Einsatz bei der Reaktion von Lipasen, da diese eine besonders hohe
Stabilitat in nicht-wéssrigen Reaktionsmedien aufweisen (Orlich, 2000). Der Einsatz
von Emulsionen, insbesondere Mikro-/Nanoemulsionen, zur Vermittlung
hydrophober Substrate ist bisher nur wenig beschrieben worden (Blaser und
Schmidt, 2004, Groger et al., 2006). Uber die Vermittlung carotinoider Substrate

mittels Mikro- / Nanoemulsionen ist bisher nichts bekannt.

3.3.3 Solubilisierung von Carotinoiden in Mizellen

Neben (Mikro-) Emulsionen gibt es noch eine Reihe weiterer moglicher Strategien
zur Vermittlung von hydrophoben Substraten an Enzyme in vitro. Im Rahmen dieser
Arbeit sollen zwei Systeme untersucht werden, die aufgrund ihrer Eigenschaften
besonders geeignet als biomimetische Substratvermittlungssysteme erscheinen:
Liposomen und Mizellen. Obwohl es sich bei beiden um vesikulare Systeme
handelt, unterscheiden sie sich grundsatzlich in ihrem Aufbau und
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physikochemischen Verhalten. Abbildung 8 zeigt mal3stabsgerecht den
schematischen Aufbau einer Tensidmizelle und eines unilamellaren Liposoms
sowie ein Molekilmodell des eingesetzten Enzyms AtCCD1. Das Substrat [3-
Carotin und die Orientierung seiner Einlagerung sind ebenfalls dargestellt. Der
Durchmesser einer Polysorbat-Mizelle knapp oberhalb der kritischen
Mizellkonzentration (CMC) betragt rund 9 nm, der Durchmesser ihres hydrophoben
Kerns etwa 2,1 nm (Bester-Rogac, 2007). Die Lange eines [B-Carotin-Molekils
betragt 2,5 nm (Lazrak et al., 1987). Der Liposomendurchmesser von 100 bis 300
nm konnte als einziges Element nicht mal3stabsgerecht dargestellt werden. Der
Durchmesser der Phospholipid-Doppelschicht ist dagegen malistabsgerecht und
betragt flir Phosphatidylcholin circa 4 nm.
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Abb. 8: MaRRstabsgerechte schematische Darstellung des Enzyms AtCCD1 (B), einer carotinoidbeladenen Mizelle (A)
und eines carotinoidbeladenen Liposoms (C). Hydrophobe Bereiche, die die Einlagerung von Carotinoiden
erlauben, sind gelb geféarbt. Der Durchmesser von Liposomen betrégt bei den hier gewahlten Bedingungen
100 bis 300 nm und ist als einziges Element nicht maf3stabsgerecht dargestellt. Der Membrandurchmesser
von Liposomen betragt fur Phosphatidylcholin ca. 4 nm und ist maRstabsgerecht. Quelle Abbildungen
Mizelle und Liposom: Wikimedia Commons.

Als Tensid wird eine Klasse von Molekilen bezeichnet, die einen hydrophilen und
einen hydrophoben Teil besitzen. Aufgrund ihres amphiphilen Charakters lagern
sich Tenside an die Grenzflachen nicht mischbarer Phasen an und reduzieren auf
diese Weise die Grenzflachenspannung. Tenside werden nach ihrem
Ladungszustand in wassriger Lésung kategorisiert. Es gibt anionische, kationische,

zwitterionische und nichtionische Tenside (Fabry, 1991). Tenside werden in einer



22 Einleitung

Vielzahl von technischen Anwendungen eingesetzt, insbesondere als Emulgatoren

und zur Verbesserung der Benetzbarkeit hydrophober Substanzen (Tadros, 2005).

Oberhalb der kritischen Mizellkonzentration (CMC) lagern sich die zuvor molekular
gelosten Tensidmolekile zu spharischen Aggregaten zusammen, die Mizellen
genannt werden. In wassrigen Ldsungen sind die hydrophoben Abschnitte der
Tenside zum Mizellkern hin orientiert, wahrend die hydrophilen Abschnitte die
Grenzflache zum Umgebungsmedium bilden. Der hydrophobe Kern von Mizellen
wird als Pseudophase bezeichnet. In der Pseudophase kdnnen hydrophobe
Substanzen molekular gelost werden (Dwars et al., 2005). Die Aggregationszahl ist
eine tensidspezifische GréfRe und gibt die Anzahl von Tensidmonomeren pro
Mizelle unter Standardbedingungen an. Theoretisch musste eine Erhéhung der
Tensidkonzentration oberhalb der CMC zur Ausbildung weiterer, gleich
dimensionierter Mizellen fihren, wahrend die durch die CMC bestimmte
Konzentration an Monomeren konstant bleibt. Untersuchungen ergaben jedoch,
dass die CMC und die Aggregationszahl von Tensiden von der
Gesamttensidkonzentration (Bhattacharya und Palepu, 2004), der lonenstarke der
Losung (Tadros, 2005), der Temperatur sowie der Konzentration von Cosolventien
(Aramaki et al., 1999, Carnero Ruiz et al., 2003) abhangig sind.

Mizellen sind keine statischen Strukturen, sondern existieren in einem
Gleichgewichtszustand von Mizellzerfall und Mizellaufbau. Das dynamische
Gleichgewicht zwischen den beiden Zustanden wird durch die Relaxationszeit T,
beschrieben, die bei den meisten Tensiden im Millisekundenbereich, bei einigen
Sonderfallen jedoch auch im Minutenbereich liegt (Patist et al., 2002, Rharbi et al.,
1999). Zusatzlich findet ein Austausch von Tensidmonomeren zwischen der Mizelle
und dem Umgebungsmedium statt, der durch die im Mikrosekundenbereich
liegende Relaxationszeit 11 beschrieben wird. Beide Gleichgewichtsprozesse
beeinflussen die Kinetik des Austausches von mizellar solubilisierten Substanzen
zwischen Mizellen (Rharbi und Winnik, 2001).

Die Molekdilstruktur von Tensiden ahnelt der von Phospholipiden, und Mizellen
werden aus diesem Grund als vereinfachte biomimetische Systeme fur nattrliche

Membranen beschrieben (Rehage, 2005, Viparelli et al., 1999). Insbesondere
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nichtionische Tenside eignen sich fir den Einsatz von Mizellen als
Membranmimetika, da sie Ublicherweise nicht denaturierend wirken und

enzymkompatibel sind (Bhairi, 2001).

Mizellen sind zur Solubilisierung von Carotinoiden in wassrigen Losungen geeignet
und konnen fir die Vermittlung hydrophober Molekile an Enzyme in wassriger
Wirkumgebung eingesetzt werden. Mizellare Substratvermittlung wurde bereits in
frihen Untersuchungen zur Funktion carotinoidspaltender Enzyme angewendet
(Olson und Hayaishi, 1965). Die photometrische Messung einer unspezifischen co-
oxidativen Spaltung von mizellar vermittelten Carotinoiden mithilfe einer
Lipoxygenase wurde kurze Zeit spater beschrieben (Ben Aziz et al., 1971) und das
photometrische Messverfahren in der Folgezeit vielfach eingesetzt (Zorn et al.,
2003). Auch bei der Charakterisierung der regiospezifisch spaltenden CCD-Enzyme
erfolgte die Substratvermittlung mittels Mizellen aus nichtionischen Tensiden. Im
Uberwiegenden Teil dieser Untersuchungen wurden jedoch qualitative
Fragestellungen untersucht und keine kinetischen oder quantitativen. Die ersten
systematischen Studien zur Rolle des mizellaren Substratvermittlungssystems bei
der enzymatischen Umsetzung von Carotinoiden erfolgten 2007 und 2008
(Schilling, 2008, Schilling et al., 2008, Schilling et al., 2007). Sie gaben Aufschluss
Uber den kinetischen Einfluss des mizellaren Systems auf die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit und zeigten Wege der Mizell-Umstrukturierung,
die zu erhohten Reaktionsgeschwindigkeiten fihrten. Die Untersuchungen wurden
jedoch mit dem Modellsubstrat 8-Apo-B-carotin-8’-al anstatt dem kommerziell
attraktiven B-Carotin durchgefiihrt und behandelten in vielen Punkten nur Mizellen

aus einem Tensid, dem nichtionischen Triton X-100.

Uber die individuelle Eignung von Tensiden zur Vermittlung hydrophober Substrate
an Enzyme ist in der Literatur bisher wenig bekannt. Insbesondere die Auswahl des
zur Substratvermittlung eingesetzten Vertreters innerhalb einer Tensidklasse
erfolgte in der Literatur hdufig ohne Begriindung. Es wurde davon ausgegangen,
dass innerhalb einer Tensidklasse keine wesentlichen Unterschiede in der Eignung
zur Vermittlung hydrophober Substrate bestehen. Zwei aktuelle Arbeiten (Kim et al.,
2008, Wache et al., 2006) deuten jedoch an, dass nichtionische Tenside sich in

ihrer Eignung zum Vermitteln carotinoider Substrate an Enzyme unterscheiden. Zur
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Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Struktur von Tensiden und ihrer
Eignung zur Substratvermittlung bieten sich Detergenzien-Familien wie die Tween-
Serie an. Die Vertreter der Tensid-Serie unterscheiden sich durch die Lange der
hydrophoben Seitenkette (Tween 20 bis Tween 60), beziehungsweise durch eine
Doppelbindung in der hydrophoben Seitenkette (Tween 80) (Abb. 9). Der
hydrophile Kopf der Tenside besteht aus einem zuféllig polymerisierten

Polyoxyethylen(20)-Sorbitan und ist in allen Fallen gleich.
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Abb. 9: Struktur der Tenside der Tween-Serie. Die Tenside der Serie unterscheiden sich in der Lénge
beziehungsweise der Sattigung der hydrophoben Seitenkette. Der hydrophile Kopf besteht in allen Fallen
aus einem Polyoxyethylen-Sorbitan mit x+y+z = 20.

Die Eignung von Tween-Tensiden zur Vermittlung carotinoider Substrate an
AtCCD1 wurde bereits gezeigt (Schilling, 2008), und das physikochemische
Verhalten dieser Tenside ist umfangreich beschrieben (Bester-Rogac, 2007,
Bhattacharya und Palepu, 2004, Donbrow et al., 1978).

3.3.4 Solubilisierung von Carotinoiden in Liposomen

Liposomen stellen die dritte Klasse von Substratvermittlungsformen dar, die im

Rahmen der Arbeit untersucht wurden. Liposomen sind sphérische Vesikel, die aus
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einer oder mehreren Phospholipid-Doppelschichten aufgebaut sind und in der
Untersuchung von membranassoziierten oder membrangebundenen Proteinen
(Bonk et al., 1997) sowie in der pharmazeutischen Formulierungstechnik (Torchilin,
2005) verbreitet Anwendung finden. Werden Liposomen als Vermittlungsvesikel fur
hydrophobe Substanzen eingesetzt, so befinden sich diese im Gegensatz zu
Mizellen nicht im Kern des Vesikels, sondern im hydrophoben Zentrum der
Lipiddoppelschichten. Der schematische Aufbau eines unilamellaren Liposoms ist
in Abbildung 8 C und die Struktur von Phospholipiden ist beispielhaft anhand eines
L-a-Phosphatidlycholins aus Ei dargestellt (Abb. 10).
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Abb. 10: L-a-Phosphatidlycholin, beispielhafte Struktur mit Oleyl- und Stearyl-Seitenketten. Die Fettsdurereste

stellen den hydrophoben Teil des Molekiils dar, der Cholsaure-Phosphoester den hydrophilen Teil.

Liposomen stellen eine realistische Nachbildung natirlicher Membranumgebungen
dar, da sie wie diese aus Phospholipid-Doppelschichten aufgebaut sind. Die in der
Natur am haufigsten auftretenden Phosphoglyceride sind Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylserin (PS). Dariiber hinaus treten
in der Natur noch haufig Glycolipide auf, bei denen am zentralen Glycerin Uber
Esterbindungen zwei aliphatische Ketten sowie ein Zuckermolekil glykosidisch
gebunden sind. Die Zusammensetzung von Phospholipidvesikeln kann der
Membranzusammensetzung eines nachzuahmenden Zellkompartiments
nachempfunden werden (Latowski et al., 2004, Latowski et al., 2002). Phospholipid-
Doppelschichten kénnen in Abhangigkeit von der Temperatur verschiedene
Aggregatzustande einnehmen. Unterhalb der Phasenibergangstemperatur T,
befinden sich die Phospholipide in der Membran in einem geordneten, gelartigen
Zustand. Oberhalb von T, geht die Doppelschicht in einen ungeordneten,
flussigkristallinen Zustand Uber und wird dabei mechanisch deutlich flexibler. Die
Phasenibergangstemperatur hangt von der Lange und dem Sattigungsgrad der
veresterten Fettsauren ab und liegt fur hochreines PC bei -18°C (Chen et al.,
1980).
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Verschiedene Methoden konnen eingesetzt werden, um beladene Liposomen
herzustellen. Die am weitesten verbreitete Methode ist die Filmmethode
(Yamamoto und Bangham, 1978). Dabei werden Phospholipide und die zu
solubilisierende Substanz in einem organischen L&sungsmittel gelést und
vermischt. Durch anschlieRende Entfernung des Losungsmittels wird ein
homogener Lipidfilm gebildet, in dem die zu solubilisierende Substanz gel6st ist.
Die Resuspension solcher Filme in wassriger Losung fihrt zur Ausbildung von
grof3en, multilamellaren Vesikeln (MLV) mit tblicherweise 5 bis 20 konzentrischen
Lipiddoppelschichten und Durchmessern bis zu 1 pm (Philippot und Schuber,
1995). Phospholipidvesikel mit einem Durchmesser von mehr als 300 nm fuhren
aufgrund von Lichtstreuung zu triben Suspensionen (Taylor et al., 2005). Diese
waren in einem photometrischen Mel3system zur kinetischen Verfolgung von
Carotinoid-Spaltungsreaktionen nicht einsetzbar. Die MLV koénnen durch
Leistungseintrag in metastabile, unilamellare Vesikel (ULV) mit einer definierten
engen GroRenverteilung tberfihrt werden. Ubliche Verfahren fir diesen Schritt sind
die Extrusion der MLV-Suspension durch Membranen mit definierter Porengrél3e,
Hochdruckhomogenisierung oder Beschallung mit einer Ultraschall-Sonotrode
(Hope et al.,, 1986). Die Extrusion birgt den Nachteil, dass Phospholipide und
solubilisierte Substanz die Membran im Verlauf der Extrusion zusetzen und die
entstandene ULV-Suspension keine definierte Konzentration dieser Komponenten

mehr aufweist.

In Abhangigkeit von ihrer Molekulstruktur orientieren sich Carotinoide in den
Phospholipid-Doppelschichten von Liposomen unterschiedlich: B-Carotin wird
parallel zur Membranoberflache in deren hydrophoben Kern eingelagert (Milon et
al., 1986). Mit der p-Carotin-Einlagerung geht eine Absenkung der
Phasenubergangstemperatur T, einher. Dieser Effekt wird von Pflanzen zur
Regulation der Membranfluiditat bei Kéaltestress eingesetzt (Gruszecki, 2004a). An
den endstandigen lononringen oxyfunktionalisierte Xanthophylle durchspannen die
Lipiddoppelschicht nahezu orthogonal zur Membranoberflache und fihren als
,molekulare Nieten“ zu einer deutlichen Versteifung der Membran (Milon et al.,
1986, Strzalka und Gruszecki, 1994).
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Die enzymatische Carotinoidspaltung durch AtCCD1 bei Substratvermittlung mittels
unilamellarer Liposomen konnte mit dem Modellsubstrat 8-Apo-B-carotin-8’-al
gezeigt werden (Schilling, 2008). Bei Verwendung des kommerziell attraktiven
Substrates B-Carotin konnten nur Spuren des Produktes [-lonon nachgewiesen
werden. Das Ergebnis stellte dennoch den ersten bekannten in vitro Umsatz von -
Carotin mittels AtCCD1 dar. Das in den genannten Versuchen eingesetzte
Phospholipidgemisch bestand zu etwa 45 %(w/w) aus Phosphatidylcholin und war
darliber hinaus undefiniert. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
hatten zum Ziel, mit definierten Phospholipidpraparationen die Einflussfaktoren fur

eine verbesserte Umsetzung von 3-Carotin aus Liposomen zu ermitteln.

3.4 Technische Carotinoidquellen

Werden bei der Herstellung von Aromastoffen Substrate nattrlicher Herkunft und
als Katalysator natives Enzym oder ganze mikrobielle Zellen eingesetzt, gelten die
Produkte gemald der europaischen Aromenverordnung als natirlich und kénnen
entsprechende Marktpreise erzielen. Der Marktpreis von kristallinem -Carotin aus
natdrlichen Quellen liegt mit rund 200 €/kg bei Abnahme grof3industrieller Mengen
um etwa den Faktor zehn Uber dem fiur synthetisches [(-Carotin. Fir die
okonomische Bewertung eines biokatalytischen Herstellungsprozesses fur 3-lonon
sind die Kosten des eingesetzten natirlichen Substrats von entscheidender
Bedeutung. Als ,technisches Substrat® wird in diesem Zusammenhang gezielt
gezlichtete oder als Abfallstrom verfiigbare Biomasse bezeichnet, die einen hohen

Gehalt des gewtinschten Substrats aufweist.

3.4.1 Biomasse als Carotinoidquelle

Zur biokatalytischem Umsetzung von Carotinoiden kommen verschiedene Typen
von carotinoidhaltiger Biomasse als technische Substratquellen in Frage:
carotinoidhaltige Trester aus der Saftherstellung sowie carotinoidhaltige Pilz-,
Pflanzen-, Algen- oder cyanobakterielle Biomasse. In zwei Punkten unterscheiden
sich die genannten technischen Substratquellen deutlich: der Gesamtkonzentration
an  Carotinoiden und dem  Carotinoidspektrum. Insbesondere das
Carotinoidspektrum ist fir den technischen Einsatz von Relevanz, da das

eingesetzte Enzym AtCCD1 eine grof3e Bandbreite verschiedener Carotinoide und
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Apocarotinoide spaltet. Hochwertige Aromastoffe entstehen dabei vor allem bei der
symmetrischen 9,10/9’,10’-Spaltung von B-Carotin und Zeaxanthin. Bei Spaltung
von B-Carotin entsteht B-lonon und bei Spaltung von Zeaxanthin 3-Hydroxy-B-

lonon, das holzig-tabakartige organoleptische Eigenschaften aufweist.

Eine de novo Synthese von B-Carotin in rekombinanten Mikroorganismen als
Ausgangsstoff fir die biokatalytische Herstellung von B-lonon stellt fir die
Aromastoffindustrie aufgrund der fehlenden o6ffentlichen Akzeptanz von GVO in
lebensmittelnahen Produktionsprozessen keine gangbare Option dar. Ein als
naturlich deklarierbarer Aromastoff muss aus natirlichen Ausgangssubstanzen
unter Einsatz eines in der Natur auftretenden Enzyms oder Mikroorganismus
hergestellt sein. Langfristig konnte die bereits beschriebene de novo Synthese von
B-lonon in E. coli (Schilling, 2008) oder anderen Organismen jedoch auch fur den
Markt nattrlicher Aromen einsetzbar werden. Bis dahin kann die marktgerechte
Herstellung nur durch Umsetzung von natlrlichem B-Carotin in aufgereinigter Form
oder in Form von Biomasse durch isoliertes, rekombinant hergestelltes Enzym

erfolgen.

Pflanzenbiomasse ist als technisches Substrat fir die Biokonversion von -Carotin
nur eingeschrankt geeignet. Pflanzen beinhalten ein sehr heterogenes Spektrum an
Geweben, von denen in vielen keine Carotinoide akkumuliert werden. Die
carotinoidhaltigen Teile der Pflanze mussten von den ubrigen getrennt werden. Die
Verwendung dieses Biomassetyps ist nur dann sinnvoll, wenn eine bereits zu
einem anderen Zweck abgetrennte Biomasse als Abfallstrom zu einem geringen
Preis erworben werden kann, wie es bei Karottentrester aus der Saftproduktion der
Fall ware. Die Carotinoidkonzentration in Pflanzenbiomasse ist Uberdies gering
(Jaramillo-Flores et al., 2005) und die Lagerbarkeit dieses technischen Substrattyps
begrenzt. Das Carotinoidspektrum von Daucus carota beschrankt sich auf Lycopin
sowie a- und B-Carotin, wobei B-Carotin etwa 65 mol% der enthaltenen Carotinoide

ausmacht (Granado et al., 1992).

Mikroorganismen werden seit der Mitte des 20. Jahrhunderts zur extraktiven
Herstellung von natlrlichem p-Carotin eingesetzt (Bhosale, 2004). Die

Kultivierungs- und Zellerntetechniken sind entsprechend intensiv untersucht und
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optimiert worden. Viele mikrobielle [-Carotin-Produzenten konnen leicht
spruhgetrocknet und damit in eine transportier- und lagerbare Form gebracht
werden (Molina Grima et al., 2003). Insbesondere carotinoidhaltige Cyanobakterien
wie Spirulina platensis und Algen wie Dunaliella salina werden getrocknet weltweit
im dreistelligen Tonnenmalstab pro Jahr als Nahrungserganzungsmittel gehandelt.
Die Kultivierung B-Carotin-produzierender Biomasse kann in klimatisch
beglnstigten Regionen im AulRenbereich und kontinuierlich erfolgen, was niedrige
Produktionskosten erlaubt (Olaizola, 2003). Carotinoidproduzierende Hefen werden
hingegen Ublicherweise in Bioreaktoren kultiviert (Dufosse, 2006). In Tabelle 1 sind
maogliche B-Carotin-Quellen aufgefihrt, deren Verfluigbarkeit einen technischen
Einsatz zur biokatalytischen B-lonon-Herstellung erlauben wirde. Hierbei wurden

nur Organismen ausgewahlt, deren carotinoides Hauptprodukt 3-Carotin ist.

Tab. 1: Mogliche technische B-Carotin-Quellen und aktuell erreichte Substratkonzentration (Bhosale und Gadre,
2002, Orset und Young, 2000, Kim et al., 1997). Wo entsprechende Daten verfligbar waren, ist anstatt

volumetrischer Konzentration der Biotrockenmasseanteil angegeben.

Organismus Typ Carotinoidgehalt Referenz
Blakeslea trispora Pilz 2,16 g*l't Kim, 1997
Rhodotorula glutinis Pilz 250 mg*l-1 Bhosale, 2002
Dunaliella salina Alge 10,35 mg*lt Orset, 2000
Spirulina platensis Cyanobakt. 962 ug*g! (BTM) IGV GmbH, pers. Komm.
Daucus carota Pflanze 73,9 ug*gl (BTM) Jaramillo-Flores, 2005

3.4.2 Biochemische Verfugbarkeit der Carotinoide

Die Verfugbarkeit von Carotinoiden aus Biomasse fir eine enzymatische
Biokatalyse ist bisher kaum untersucht worden. Verdéffentlichte Informationen
bestehen im Wesentlichen aus erndhrungswissenschaftlichen Studien zur
Bioverfugbarkeit von Carotinoiden aus Biomasse im Verdauungssystem. Dabei
steht zumeist die Absorption der Carotinoide im Verdauungstrakt im Vordergrund
und nicht ihre enzymatische Zuganglichkeit. Anhand der verwertbaren Literatur

lassen sich zwei zentrale Herausforderungen fiir die biokatalytische Umsetzung von



30 Einleitung

Carotinoiden aus Biomasse identifizieren: Einerseits muss die haufige
Komplexierung mit Proteinen aufgehoben werden, andererseits muss eine
Mobilisierung der Carotinoide aus den Speicherorten in vivo in Vesikel erfolgen, in

welchen die Carotinoide in enzymatisch zugénglicher Form vorliegen.

Verschiedene Arbeiten beschreiben, dass B-Carotin aus pflanzlichen Quellen
Ublicherweise als Komplex mit carotinoidbindenden Proteinen vorkommt (Milicua et
al.,, 1991, Borowska et al., 2003). Auch fir Cyanobakterien existieren
entsprechende Untersuchungen (Kirilovsky, 2007). Die Zuganglichkeit fir das
Verdauungssystem ist bei komplexierten Carotinoiden sehr schlecht. Eine
Behandlung von pflanzlicher Biomasse fir 30 Minuten mit 4 % Essigsaure fihrte zu
einer Hydrolyse der Carotinoid-Protein-Komplexe und verbesserte die

Extrahierbarkeit von B-Carotin stark (Jaramillo-Flores et al., 2005).

Beim Zellaufschluss von Biomasse kdnnen sich Lipid-in-Wasser-Emulsionen bilden.
Die in den Zellen enthaltenen Carotinoide sind in der hydrophoben Phase des
Zweiphasensystems zu erwarten. Da AtCCD1 in Emulsionen nur geringe Aktivitat
zeigte (Schilling, 2008), ist fiir die biokatalytische Umsetzung die Uberfiihrung der
Emulsion in ein System aus gemischten Mizellen sinnvoll, in dem die AtCCD1-
Aktivitat bereits teilweise optimiert wurde. Der Ubergang der Carotinoide aus
Emulsionstropfen in gemischte Mizellen ist im Rahmen von Untersuchungen zur
intestinalen Carotinoidabsorption untersucht worden. Dabei wurde gezeigt, dass
insbesondere stark hydrophobe Carotinoide wie B-Carotin schlecht aus den Lipid-
Vesikeln in gemischte Mizellen mobilisiert werden kdnnen (Tyssandier et al., 2001,
Milicua et al., 1991). Es ist anzunehmen, dass der Transfer der Carotinoide durch
eine erhdhte Hydrophobizitat des Soluten verbessert wird (Milicua et al., 1991). Der
hydrophile Charakter von wassrigen Ldsungen kann unter anderem durch die
Mischung mit Cosolventien beeinflusst werden. Einige organische Ldsungsmittel
wie Oleylalkohol oder Butylstearat sind biokompatibel und bieten zusatzlich die
Moglichkeit, Carotinoide aus lebender Biomasse zu mobilisieren. Die biokompatible
Extraktion von B-Carotin aus wachsenden Algenkulturen mit solchen Solventien ist
bereits beschrieben (Mojaat et al., 2008) und kénnte in Zukunft genutzt werden, um
das Substrat wahrend einer Biokonversion mit immobilisierten Enzymen

kontinuierlich nachzuproduzieren.
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Die Extraktion von hydrophoben Substanzen mittels Gberkritischem CO, stellt einen
einfachen und im Grof3mal3stab glnstigen ersten Verarbeitungsschritt fir Biomasse
dar. Zwar sind die Investitionen in CO,-Extraktionsanlagen hoher als fir
konventionelle  Ldsungsmittelextration, doch unter Berlucksichtigung der
Energiekosten und der Kosten fur die Losungsmittelbeschaffung und -abtrennung
ergibt sich in vielen Féallen ein Kostenvorteil fir die Extraktion mit superkritischem
CO; (Reverchon und De Marco, 2006). Im Vergleich mit unbehandelter Biomasse
bietet die Verwendung eines CO,-Extraktes einen Vorteil: Durch die Wahl der
Extraktionsbedingungen kann das Spektrum an extrahierten Carotinoiden gesteuert
und auf das Zielsubstrat eingeengt werden (Gamlieli-Bonshtein et al., 2002). Die
CO, - Extraktion von Carotinoiden aus Biomasse fuhrt immer zu einer Mitextraktion
anderer hydrophober Substanzen wie Fettsauren (Wang et al., 2007). Diese
kénnen selbst stabile Vesikel bilden (Apel et al., 2002) und erlauben
maoglicherweise, dass p-Carotin aus CO,-Extrakt auch ohne oder unter geringem

Einsatz von Tensiden oder Phospholipiden umgesetzt wird.

3.5 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

Die Uberexpression von Proteinen in E.coli fiihrt haufig zu einer anteiligen Bildung
von teilweise oder ganz fehlgefaltetem Enzym, welches in aggregierter Form in
Einschlusskérpern (inclusion bodies) vorliegt. Dieses Phanomen tritt besonders
dann auf, wenn es sich um heterologe Expressionen handelt, wie in diesem Fall mit
der pflanzlichen AtCCD1 im bakteriellen Expressionsorganismus E.coli (Hoffmann
et al., 2004). Ursachen fur das Auftreten von inclusion bodies kénnen eine
Uberlastung des zellularen Translations- und Faltungsapparates, ein ungeeignetes
Faltungsmillieu oder nicht durchgefiihrte posttranslationale Modifikationen sein. Das
zu Einschlusskorpern aggregierte Protein kann zwar noch eingeschrankte Aktivitat
besitzen (Doglia et al., 2008), ist aber haufig nur nach einer Proteinrickfaltung
nutzbar (Lilie et al., 1998). Aufgrund der zur Verfiigung stehenden genetischen
Werkzeuge und der umfassenden Charakterisierung wird ein Wechsel des
Expressionssystems fort von E.coli haufig nicht angestrebt. Aus diesem Grund
existieren inzwischen zahlreiche Methoden, um den Anteil an fehlgefaltetem Protein
bei der Expression in E.coli zu verringern: Anpassung der Induktions- und

Expressionsbedingungen (Sorensen und Mortensen, 2005), Codonoptimierung
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durch Gensynthese, die Bereitstellung unzureichend vorhandener tRNAs in E.coli
oder die genetische Fusion mit Ioslichkeitsverbessernden Proteinen (Esposito und
Chatterjee, 2006). Zwei der genannten Methoden zur Reduzierung fehlgefalteten
Proteins sind far das Enzym AtCCD1 bereits beschrieben:
Expressionsbedingungen und Induktion (Schilling, 2008) sowie die Fusion mit
verschiedenen Polypeptiden (Schilling et al., 2007).

Eine weitere Moglichkeit, um bei Uberexpressionen den Anteil korrekt gefalteter
Proteine zu erhdhen, stellt die Coexpression molekularer Chaperone dar (Lee et al.,
2004). Molekulare Chaperone sind Proteine, die die nicht-kovalente Faltung von
anderen Proteinen beziehungsweise den Aufbau makromolekularer Strukturen
unterstitzen. Sie sind dabei nicht Teil der beeinflussten Proteine oder
Proteinkomplexe und wirken haufig synergistisch mit anderen Chaperonen
(Nishihara et al., 1998). Chaperone wirken durch sehr verschiedene Mechanismen
und an unterschiedlichen Punkten der Proteinbiosynthese. Unter anderem wirken
sie als Isomerasen, schitzen exponierte hydrophobe Regionen der naszierenden
Polypeptidkette bei der Translation oder bieten ein definiertes und geschuitztes
Milieu fur die Selbstfaltung neu synthetisierter Polypeptide (Wall und Pluckthun,
1995). Bei zahlreichen Chaperonen ist bekannt, dass sie erst gemeinsam mit
weiteren Chaperonen ihre Wirkung entfalten oder ihre Effizienz dadurch steigt
(Nishihara et al., 1998, Nishihara et al., 2000). Es ist daher sinnvoll, Chaperone zur
Verbesserung der Proteiniberexpression nicht nur einzeln, sondern in bewusst

gewahlten Kombinationen einzusetzen.

Sind E.coli-Zellen Stress-Einflissen wie Temperaturerhéhung, organischen
Losungsmitteln oder Akkumulation von aggregierten Proteinen ausgesetzt, wird
vortbergehend die Synthese von 20-30 sogenannten Hitzeschock-Proteinen (heat
shock proteins, hsps) hochreguliert (Neidhardt und VanBogelen, 1987). Die
Hitzeschockreaktion kann auch chemisch ausgelést werden. Ethanol stellt einen
der effizientesten Ausléser der hsp-Reaktion dar. Die Hochregulation der
Hitzeschock-Antwort wurde bereits bei mehreren Proteiniberexpressionen
eingesetzt, um die Effizienz bereits coexprimierter Chaperone weiter zu verbessern
(Thomas und Baneyx, 1997).
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3.6 In-situ Produktabtrennung durch organophile Pervaporation

3.6.1 Verfahrensprinzip der organophilen Pervaporation

Der Begriff Pervaporation beschreibt einen Prozess zur selektiven Abtrennung von
flichtigen Substanzen aus Gemischen mithilfe nichtporéser Membranen und wurde
bereits 1917 gepragt (Karlsson und Tragardh, 1997). In Abhangigkeit von der Natur
der zu pervaporierenden Komponente wird das Verfahren als hydrophile oder
organophile Pervaporation bezeichnet. Im technischen Einsatz eignet sich das
Verfahren besonders fur die Abtrennung gering konzentrierter Substanzen mit
einem Molekilgewicht < 200 Da (Willemsen et al., 2004). Die organophile
Pervaporation wird in der industriellen Praxis noch sehr selten angewendet,
wahrend die hydrophile Pervaporation bereits Einsatz in so zentralen
Prozesschritten wie der Entwasserung oder Trennung von Ldsungsmitteln findet
(Bowen et al., 2004).

Integrierte Bioprozesse, bei denen ganze Zellen oder isolierte Enzyme als
Biokatalysatoren eingesetzt werden, sind haufig durch eine niedrige Produktivitat
gekennzeichnet. Diese kann durch inhibierende oder toxische Wirkung der
Produkte hervorgerufen werden, die insbesondere bei hydrophoben Molekilen
auftritt. Die organophile Pervaporation ist fur den Einsatz zur in situ -
Produktabtrennung in Bioprozessen besonders geeignet: Die Abtrennung ist auch
bei sehr geringen Konzentrationen der zu trennenden Substanz effektiv. Das
Verfahren bedient sich porenfreier Membranen, die nahezu keinem fouling
unterliegen und keine vorgeschaltete Enzym- oder Zellabtrennung bendtigen.
Uberdies stellt die Membran eine Sterilbarriere zwischen Reaktionsmedium und
Produkt dar (Bengtson und Béddeker, 1995).

Andere in situ - Produktabtrennungsverfahren, die keine Zellabtrennung
voraussetzen, waren der Einsatz von Adsorberharzen oder eine flussig-flissig-
Extraktion mit enzymkompatiblen Losungsmitteln. Der Einsatz von Adsorberharzen
ist neben der Verblockungsgefahr durch ihre begrenzte Selektivitdt und Kapazitat
eingeschrankt (Berger, 1995, Klingenberg und Hanssen, 1988). Enzymkompatible
organische L6sungsmittel sind fur AtCCD1 bisher nicht bekannt und bergen im

technischen Einsatz die Gefahr stabiler Emulsionsbildung und den Nachteil der
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Entsorgung nach Erreichen der maximalen Anzahl Einsatzzyklen. Gegeniber
anderen Abtrennungstechniken weist die Pervaporation den Nachteil geringer
Stofflisse auf. Dieser Nachteil wird durch eine hohe Selektivitat, geringe Neigung
zum fouling und eine leichte Reinigung/Sterilisierung aufgewogen. Die
Einsetzbarkeit von organophiler Pervaporation zur Abtrennung von Aromastoffen
aus Bioprozessen wurde bereits demonstriert, beispielsweise fur die Abtrennung
von Essigsaureestern, Citronellol und Geraniol aus Ceratocystis moniliformis -
Kulturen (Bluemke und Schrader, 2001) oder die Abtrennung von 2-Phenylethanol

aus Kluyveromyces marxianus - Kulturen (Etschmann et al., 2005).

In einem Pervaporationsprozess trennt eine Membran den Feed-Flussigkeitsstrom,
der die abzutrennende Komponente enthélt, von einem Gasraum unter starkem
Unterdruck (Abb. 11).

Flussig

Feed - » Retentat

Pervaporationsmembran

Gasfdrmig
(Unterdruck)

Permeat

Abb. 11: Verfahrensprinzip der Pervaporation

Die treibende Kraft des Prozesses ist die Differenz der Partialdricke der
abzutrennenden Komponente zwischen den beiden Seiten der Membran
(Rautenbach, 1996, Hausmanns, 1999). Die Partialdruckdifferenz entsteht durch
die kontinuierliche Abfiihrung der abzutrennenden Komponente auf der
Permeatseite. Die Selektivitdit des Verfahrens beruht auf einer bevorzugten
Absorption der abzutrennenden Komponente durch die hydrophobe
Pervaporationsmembran. Die abzutrennende Komponente durchquert diffusiv die
Membran und durchlauft auf der Permeatseite aufgrund des herrschenden
Unterdrucks einen Phasenwechsel in den gasférmigen Zustand. Der Permeat-
Gasstrom wird durch Kihlfallen auskondensiert und stellt eine konzentrierte Lésung

der abzutrennenden Komponente dar, die nicht mehr von 6kologisch kritischen
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organischen LoOsungsmitteln getrennt werden muss. Der Transport der
abzutrennenden Komponente an die Grenzschicht zur Membran erfolgt diffusiv. Die
Geschwindigkeit der Absorption der abzutrennenden Komponente durch die
Membran ist abhangig von der Grenzflachenkonzentration dieser Komponente. Um
eine geringe Grenzschichtdicke und Konzentrationspolarisation zu erreichen, wird
eine Pervaporationsmembran bei moglichst hohen Reynoldszahlen tberstromt.

3.6.2 Kennzahlen zur Beurteilung von Pervaporationsprozessen

Die Bewertung eines Pervaporationsprozesses erfolgt grundlegend nach zwei
Kriterien: Trenngute und Stofffluss. Die Trennglute beschreibt die Selektivitat des
Trennprozesses fur die Zielkomponente im Vergleich zu den anderen in der
Feedlosung enthaltenen Komponenten. Der Stofffluss stellt die flachenbezogene

Flussdichte der abzutrennenden Komponente dar (Rautenbach, 1996).

Die Flussdichte Jges beschreibt die Masse an Permeat, die pro Zeiteinheit durch
eine definierte Flache der Pervaporationsmembran dringt. Sie ist abhangig von der

Permeatmasse m,, der Membranflache Ay und der Pervaporationsdauer tpy.
\]ges — mp . AM-l . tPV-l [g . m-2 . h-l] (1)

Der zur Bewertung des Stoffflusses bendétigte Partialfluss der Zielkomponente lasst
sich anhand ihres Konzentrationsanteils w; am Gesamtfluss Jqes berechnen. Der

Gesamtfluss stellt die Summe der Partialfliisse aller Einzelkomponenten dar.
Ji=Jges Wi [g m? h'] )

Der Anreicherungsfaktor B; der Komponente i ist dimensionslos und beschreibt das
Verhaltnis der Konzentration c, p des Stoffes i im Permeat zur Konzentration c, ¢ des
Stoffes i in der Feedlosung. Er ist ein Mal3 fur die neben der reinen Abtrennung
erzielte Anreicherung der Zielkomponente im Permeat. Die Angabe der
verwendeten Konzentrationseinheiten ist notwendig, da mit Massenanteilen
gebildete Anreicherungsfaktoren einen anderen Wert als mit Stoffmengenanteilen

gebildete haben kdnnen.
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Bi=cCip Cift (3)

Die Selektivitat S;; ist ebenfalls dimensionslos und reprasentiert das Verhaltnis der
Partialflussdichten J, und J; eines Stoffpaares. Sie ist ein Mal3 dafir, wie bevorzugt
eine der Komponenten durch die Membran permeiert.

Sii=Jdi' (4)

Die Angabe der verwendeten Konzentrationseinheiten ist fur S;; ebenfalls
notwendig, da auch hier mit Massenanteilen gebildete Selektivitdten einen anderen

Wert als mit Stoffmengenanteilen gebildete annehmen kénnen.

3.6.3 Betriebsparameter und ihr Einfluss auf die Trennleistung

Vier Parameter haben einen wesentlichen Einfluss auf die Trennleistung eines
Pervaporationsprozesses: Temperatur, permeatseitiger Druck, Feedkonzentration

und die Membranbeschaffenheit.

Temperatur:

Der Stofftransport durch die feedseitige Grenzschicht Uber der Membran ist
abhangig von der Viskositat der Losung und dem Diffusionskoeffizienten der
Einzelkomponente. Beide GroRen sind temperaturabhangig (Maltzahn, 2005).
Aufgrund eines erhohten freien Volumens im Membranmaterial steigt mit der
Temperatur auch die Loslichkeit der abzutrennenden Komponente in der
Pervaporationsmembran (Baudot und Marin, 1997). Die Gesamtflussdichte und die
Partialflussdichten steigen mit zunehmender Temperatur an. Der Zusammenhang
wird als diffusionskontrollierter Vorgang durch eine abgewandelte Arrhenius-

gleichung beschrieben.

Ji=Jio € mit A=-ExRM(TTo?) ()

Ea : Aktivierungsenergie der Pervaporation [J-mol™]
R : Allgemeine Gaskonstante [J'mol™K™]
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Die Selektivitat eines Pervaporationsvorgangs wird durch die Temperatur nicht
beeinflusst. In einem nicht temperaturempfindlichen Reaktionssystem kann bei
Bedarf die Gesamtflussdichte durch eine Erhdéhung der Temperatur gesteigert
werden. Kopplungseffekte zwischen Partialflissen von Einzelkomponenten werden

durch erhthte Temperatur allerdings verstarkt.

Permeatseitiger Druck:

Der Druck auf der Feedseite einer Pervaporationsmembran hat nur einen sehr
geringen Einfluss auf die Pervaporationsleistung, da die Loslichkeit wvon
Flussigkeiten in Polymeren nur minimal vom Druck abhangt (Béddeker, 1986). Der
permeatseitige Druck ist jedoch fir die Partialdruckdifferenz, die den Prozess treibt,
von wesentlicher Bedeutung. Auf der Permeatseite einer Pervaporationsmembran
wird Ublicherweise ein moglichst starker Unterdruck aufgebaut. Eine Erh6hung des
permeatseitigen Drucks fuhrt zu einer Abnahme der Partialflussdichte der
abzutrennenden Komponente. Die Abhangigkeit der Partialflussdichte vom
permeatseitigen Druck ist nicht linear, sondern verstarkt sich mit abnehmendem
Druck (Alexandre et al., 2000).

Feedkonzentration:

Die Partialflussdichte der abzutrennenden Komponente ist bei Pervaporation
verdunnter Losungen linear von ihrer Konzentration im Feedstrom abhangig. Der
Partialfluss des Solvens ist hingegen unabhangig von der Feedkonzentration der
abzutrennenden Komponente. Die Konzentration der abzutrennenden Komponente
im Permeat nimmt daher linear mit steigender Feedkonzentration zu (Hausmanns,
1999). Bei Pervaporation hoch konzentrierter Losungen der abzutrennenden
Komponente kommt es zu einer starken Sorption dieser Substanz in der Membran,
was zu einer Membranquellung fihrt. Diese resultiert in einer verringerten

Hydrophobizitat des Polymers und einem erhdhten Wasserfluss (Tian et al., 2005).



38 Einleitung

A

Flul3

[kemh™"] Orgz_a.rﬂnka
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Abb. 12: Idealisierter Zusammenhang zwischen dem Partialfluss von Wasser und organischer Substanz und ihrer

Konzentration in der Feedldsung bei organophiler Pervaporation (Hausmanns, 1999).

Bei der Pervaporation von Gemischen mehrerer permeierender Komponenten
wirken sich die Feedkonzentrationen dieser Komponenten jeweils auf das
Diffusionsverhalten der anderen Komponenten aus. Die Gesamtsorption in der
Membran beeinflusst das Diffusionsverhalten der Einzelkomponenten. Aufgrund
spezifischer Wechselwirkungen zwischen den Gemischkomponenten und dem
Membranmaterial sowie zwischen einzelnen Gemischkomponenten kommt es zu
Flusskopplungseffekten (Boddeker, 1986).

Membranbeschaffenheit:

Zwei Eigenschaften der Membran beeinflussen das Pervaporationsverhalten in
besonderem Maf: die Dicke der Membran und der Aggregatzustand des
Membranpolymers. Die Membrandicke beeinflusst die Gesamtflussdichte und die
Selektivitat in entgegengesetzer Richtung. Je dicker die Membran, desto geringer
die Gesamtflussdichte und desto hoher die Selektivitat. Die Membrandicke muss in
Bioprozessen also der geforderten Permeatreinheit und der
Produktionsgeschwindigkeit der abzutrennenden Substanz angepasst werden. Die
Polymere von Pervaporationsmembranen weisen in der Regel mindestens zwei
Aggregatzustande auf: gummiartig-elastisch und gasartig-kristallin. Im gummiartig-
elastischen Zustand sind die Polymersegmente beweglich. Dies erleichtert die

Sorption von zu trennenden Komponenten, fuhrt aber zum Quellen der Membran
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bei Kontakt mit der Feedlésung. Die Quellung fuhrt zu einer verringerten
Hydrophobizitdt des Polymers und erhdhten Flussdichten (Tian et al., 2005). Im
glasartig-kristallinen Zustand tritt dieser Effekt nicht auf, die Membran ist jedoch

spréder und mechanisch weniger belastbar.
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4 AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit war die Entwicklung eines integrierten
Verfahrenskonzeptes zur biokatalytischen Herstellung von als natirlich
deklariertem B-lonon durch regioselektive oxidative Spaltung von B-Carotin. Ziel der
Arbeit war ein proof of concept in Form einer lauffahigen Demonstrationsanlage im
Labormafistab. Die Bearbeitung der Aufgabe umfasste die notwendigen
Untersuchungen  auf  molekularbiologischer,  enzymtechnologischer  und
verfahrenstechnischer Ebene. Diese Arbeit ist die FortfUhrung der in einem
Vorlauferprojekt geleisteten Arbeiten Gber die Eignung des regioselektiv
carotinoidspaltenden Enzyms AtCCD1 zur Herstellung des Aromastoffes B-lonon
aus dem Modellsubstrat 8’-Apo-B-carotin-8-al (Schmidt et al., 2006, Schilling,
2008). Die Aufgabe umfasste neben der Demonstrationsanlage vier Schwerpunkte:
¢ Ermittlung eines Reaktions- und Substratvermittlungssystems, das erstmalig
die regiospezifische oxidative Spaltung von B-Carotin zu B-lonon durch
AtCCD1 im guantitativen Mal3stab erlaubt.
o Weitere Charakterisierung und verbesserte rekombinante Expression des
Enzyms AtCCD1 sowie moglicher alternativer Carotinasen
e Charakterisierung der organophilen Pervaporation als Verfahren zur
selektiven in situ Produktabtrennung von f-lonon aus dem laufenden
Bioprozess unter Bertcksichtigung der biologischen Produktsicherheit.
e Untersuchung der Nutzung von regenerativen, preisgunstigen
(,technischen®) Substratquellen wie B-carotinreicher Biomasse oder daraus

hervorgehenden Priméarprodukten.

Alle Aufgaben sollten unter Berticksichtigung der Prozesskosten bearbeitet werden,
um den Anforderungen an einen moglichen industriellen Verfahrenseinsatz
Rechnung zu tragen. Zusatzlich zur Entwicklung eines Verfahrenskonzeptes und
dem Aufbau einer Demonstrationsanlage sollten im Rahmen dieser Arbeit
Grundlagenfragen bearbeitet werden, die die weitergehende Charakterisierung der
Enzymfamilie der carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) als technische
Biokatalysatoren betreffen. Dabei sollte insbesondere die Wechselwirkung dieser
Enzymfamilie mit verschiedenen Vermittlungssystemen fir die stark hydrophoben

Substrate untersucht werden.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Charakterisierung von Substratvermittlungssystemen ftr

Carotinoide

Mit den carotinoidschneidenden Dioxygenasen (carotenoid cleavage dioxygenases,
CCDs) steht seit wenigen Jahren erstmals eine Gruppe von Enzymen zur
Verfuigung, die Carotinoide regiospezifisch oxidativ spalten (Huang et al., 2009a).
Die carotinoiden Substrate von CCDs weisen hohe Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten log P (o/w) von 17,5 (B-Carotin) bis 8,9 (8-Apo-B-carotin-
8’-al) auf. Sie sind damit stark hydrophob und in Wasser quasi unléslich (Cooper et
al.,, 1997). Fur die biokatalytische Umsetzung von Carotinoiden stellt ihre
Hydrophobizitat eine Herausforderung dar, da Carotinoide nur in monomolekular
solubilisierter Form durch CCDs umgesetzt werden koénnen. Enzymatische
Umsetzungen von Carotinoiden missen aus diesem Grund entweder in
organischem Losungsmittel stattfinden oder es missen Methoden zur
Solubilisierung von Carotinoiden in wassriger Umgebung eingesetzt werden. Fur
CCDs ist bisher keine stabile Aktivitat in organischem Ldsungsmittel beschrieben
worden. Zentraler Bestandteil dieser Arbeit war daher die Untersuchung von drei
Verfahren zur Solubilisierung und Vermittlung carotinoider Substrate an Enzyme in
wassriger Wirkumgebung. Die untersuchten Verfahren basierten auf Mizellen,

unilamellaren Liposomen und Nanoemulsionen.

Ziel aller Untersuchungen war neben einem besseren Verstandnis der
Vermittlungsformen fir hydrophobe Substrate die Identifikation der am besten
geeigneten Vermittlungsform und die Ermittlung von kinetisch optimalen
Bedingungen fur die Reaktionsfihrung mit AtCCDL1.

5.1.1 Mizellen

5.1.1.1 Eignung von Tensiden zur Vermittlung von Carotinoiden an Enzyme

Zur mizellaren Solubilisierung von hydrophoben Substanzen stehen grundsétzlich
vier Klassen von Tensiden zur Verfiigung: Nichtionische, kationische, anionische

und zwitterionische. Nichtionische Tenside scheinen fur die Substratvermittiung in
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einer enzymatischen Reaktion besonders geeignet, da sie in der Regel nicht
denaturierend wirken (Bhairi, 2001).

Aus diesem Grund wurde die Eignung strukturell nahe verwandter nichtionischer
Tenside (Tween 20 bis 80, Triton X-100) zur Substratvermittlung an native AtCCD1
untersucht. Zusatzlich zu den nichtionischen wurden ein haufig verwendetes
anionisches Tensid (Natrium-Cholat) und ein zwitterionisches Tensid (CHAPS)
untersucht. Die enzymatische Umsetzung aus den beschriebenen Tensidmizellen
erfolgte mit vier verschiedenen Carotinoiden. Neben (-Carotin wurden die
Xanthophylle Zeaxanthin und Astaxanthin sowie das Apocarotinoid 8’-Apo-f3-
carotin-8’-al umgesetzt. Wie in Tabelle 2 dargestellt unterschieden sich die
Substrate in ihrer Hydrophobizitat, dargestellt durch den log P (o/w) - Wert und
bilden das gesamte Hydrophobizitatsspektrum innerhalb der Substrate von AtCCD1
ab.

Tab. 2: Strukturen und Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log P (o/w) der untersuchten Carotinoide.

Name Struktur log P (o/w)
B-Carotin D VY e e VO Y0 Y V7 N \l 17,5
|
OH
Zeaxanthin W 14,8
HO
| OH
Astaxanthin | SOOI 13,3
OH
o]

B-Apo-8'- NN CHO
. 8,9
Carotinal |

Alle Reaktionen zu einem Substrat wurden zeitgleich und mit der selben

Enzyml6sung durchgefiihrt. Der Vergleich von Absolutwerten zwischen Proben mit
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verschiedenen Substraten ist nicht moéglich, da die eingesetzten Zellen getrennt

aufgeschlossen und unterschiedlich lange gelagert wurden.
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Abb. 13: Relativer Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Umsetzung von B-Carotin (A), Zeaxanthin (B),
Astaxanthin (C) und 8’-Apo-B-carotin-8’-al (D) mit nativer AtCCD1. Eingesetzte Substratkonzentration: 4,8
UM. Tensidkonzentration: 80 mM (in allen Féllen oberhalb der CMC). Alle Proben eines Substrats wurden mit
der selben Enzymlésung vermessen. Vergleich zwischen Werten, die mit verschieden Substraten gewonnen
wurden, sind nicht méglich, da die eingesetzten Zellen aus der selben Charge stammten, jedoch getrennt

aufgeschlossen und unterschiedlich lange gelagert wurden.

Die Ergebnisse in Abbildung 13 zeigen fir jedes der getesteten Substrate ein
unterschiedliches Spektrum von Tensiden, welche zur enzymatischen Umsetzung
geeignet ist. Auch innerhalb der strukturell sehr ahnlichen Gruppe der Tween-
Tenside bestehen fur ein einzelnes Substrat mitunter sehr deutliche Unterschiede
in der Eignung zur Vermittlung an AtCCD1 (Abb. 13 A,B).

Innerhalb der nichtionischen Tenside ist insbesondere das Ergebnis fur Triton X-
100 interessant. Wahrend die Vermittlung von 8’-Apo-B-carotin-8’-al an AtCCD1
mit diesem Tensid sehr gut gelingt, werden [-Carotin und die Xanthophylle

Zeaxanthin und Astaxanthin nicht beziehungsweise nur schlecht umgesetzt.
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Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der HLB-Wert des Tensids fur die
Vermittlung der besonders hydrophoben bizyklischen Carotinoide entscheidend ist.
Der HLB-Wert beschreibt das Verhaltnis der Molmassen des hydrophilen und des
lipophilen Anteils eines Molekiils. Die in Tabelle 3 dargestellten HLB-Werte von
Tensiden der Tween-Serie sind mit 15 bis 16,7 hoher als der von Triton X-100 mit
13,5. Der HLB-Wert ist wunter anderem ein Indikator fir die
Hydrophobizitatsdifferenz zwischen dem hydrophoben Kern einer Mizelle und dem
umgebenden Medium (Tadros, 2005). Die Daten zeigen, dass im untersuchten
System ein HLB-Wert >15 notwendig ist, um besonders hydrophobe Substanzen
wie bizyklische Carotinoide monomolekular zu solubilisieren. Mit einem log P (o/w)
von 8,9 und 13,3 sind 8’-Apo-B-carotin-8’-al und Astaxanthin deutlich hydrophiler
als die Ubrigen getesteten Substrate (log P (o/w) 14,8 bis 17,5) und kdnnen mit

allen nichtionischen Tensiden monomolekular an AtCCD1 vermittelt werden.

Tab. 3: Physikalische Daten der auf Eignung zur Substratvermittlung untersuchten Tenside (Sigma Detergent Guide,

Editon 2008).
Tensid CMC [mM] My HLB Typ
Tween 20 0,060 1228 16,7 nichtionisch
Tween 40 0,027 1277 15,6 nichtionisch
Tween 60 0,021 1309 14,9 nichtionisch
Tween 80 0,012 1310 15 nichtionisch
Triton X-100 0,55 625 13,5 nichtionisch
Na-Cholat 12 431 18 kationisch
CHAPS 6 615 10 zwitterionisch

In Fallen, in denen der HLB-Wert des eingesetzten Tensids nicht hoch genug war,
um das carotinoide Substrat erfolgreich zu vermitteln, fand mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Ausbildung kristalliner Carotinoid-Nanopartikel statt.
Tensidhaltige Dispersionen solcher Partikel kdnnen tber lange Zeit stabil sein und
zeichnen sich gegeniber einer monomolekularen Ldsung durch eine
charakteristische Veranderung im Absorptionsspektrum aus (Auweter et al., 1999).
Die spektrale Verdnderung aufert sich bei Carotinoiden durch einen Farbwechsel
von gelb (monomolekular) zu rot (nanokristallin) und war in nicht umsetzbaren

Tensid-Carotinoid-Kombinationen durchweg zu beobachten. In Abbildung 14 ist
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beispielhaft ein mizellares Solubilisat von Astaxanthin in CHAPS (A) und Natrium-
Cholat (B) abgebildet. Wahrend Astaxanthin bei Vermittlung mit Natrium-Cholat -
Mizellen zigig umgesetzt wurde (Abb. 13 C), fand bei Vermittlung mit CHAPS-
Mizellen keine Reaktion statt. Die Ausbildung von Astaxanthin-Aggregaten ist
Ubrigens auch fir die charakteristische Farbanderung von Hummer wahrend des
Kochens verantwortlich (Buchwald und Jencks, 1968).

Abb. 14: Mizellare Solubilisate von 0,24 mM Astaxanthin in
(A) CHAPS und (B) Natrium-Cholat. Tensidkonzentration 98
mM.

Wahrend die Nanokristallisation von Carotinoiden in der Getrankeindustrie von
hohem Nutzen zur Einstellung von Farbeffekten ist, muss sie fur die biokatalytische
Umsetzung von Carotinoiden vermieden werden, da die Carotinoide in
nanokristalliner Form nicht mehr fir eine enzymatische Umsetzung durch AtCCD1

zur Verfiigung stehen.

5.1.1.2 Reaktionsbeschleunigung durch Cosolventien: Einfluss der

Tensidstruktur

Bei mizellarer Substratvermittiung an AtCCD1 kann die Reaktionsgeschwindigkeit
gesteigert werden, indem wasserldsliche organische Cosolventien wie aliphatische
Alkohole zum Reaktionsmedium gegeben werden. Die fur die maximale Aktivierung
notwenige Cosolvenskonzentration ist umgekehrt proportional zum log P (o/w) -
Wert des eingesetzten Cosolvens (Schilling et al., 2007). FUr ein detaillierteres
Verstandnis dieses Effektes ist es von Interesse, ob die Aktivierung durch
Beeinflussung des Enzyms oder der mizellaren Substratvermittlungsvesikel
geschieht. Fuhren graduelle Veranderungen auf Tensidseite zu einer Veréanderung
des Aktivierungseffektes, so muss dieser mizellseitig begrindet sein. Um den

Einfluss der Tensidstruktur auf die Aktivierung durch organische Cosolventien zu



46 Ergebnisse und Diskussion

untersuchen, wurde die nichtionische Tween-Tensidgruppe gewahlt, deren
Vertreter sich durch die Lange der hydrophoben Seitenkette (Tween 20 bis Tween
60) beziehungsweise durch eine Doppelbindung in der hydrophoben Seitenkette
(Tween 80) unterscheiden (Abb. 15). Der hydrophile Kopf der Tenside besteht aus
einem zuféllig polymerisierten Polyoxyethylen(20)-Sorbitan und ist in allen Fallen
gleich. Um Vergleichbarkeit der Daten mit den publizierten Ergebnissen zu
gewahrleisten, wurde das Modellsubstrat 8’-Apo-B-carotin-8’-al eingesetzt. Die
Substratkonzentration betrug 48 ppM bei einem konstanten molaren
Substrat/Tensid-Verhaltnis von 1:338. Es wurde nicht modifizierte AtCCD1
eingesetzt und wahrend des Zellaufschlusses kein Tensid zur Enzymsolubilisierung
zugegeben. Abbildung 15 zeigt, dass die zur maximalen Aktivierung notwendige
Cosolvenskonzentration mit der Lange der hydrophoben Seitenkette des Tensids

ansteigt.
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Abb. 15: Einfluss der Tensidstruktur auf die Beschleunigung der Carotinoidspaltung durch wasserlésliche
organische Cosolventien. Substrat: 8’-Apo-B-carotin-8’-al. Enzym: AtCCD1 (nativ). Die Lange der
hydrophoben Seitenkette von Tween-Tensiden bestimmt die Cosolvenskonzentration, bei der eine maximale
Aktivierung stattfindet. Das Vorhandensein einer ungesattigten C-C-Bindung in der aliphatischen

Seitenkette von Tween verhindert die Vermittlung des Substrates an das Enzym.

Das Vorhandensein einer Doppelbindung in der hydrophoben Seitenkette im Fall
von Tween 80 verursacht, dass das Substrat kaum noch in umsetzbarer Form an
AtCCD1 vermittelt werden kann. Der gegenuber Abbildung 13 D deutlichere
Unterschied ruhrt aus einer zehnfach héheren Substratkonzentration in Abbildung
15 her. FUr die Umsetzung von Zeaxanthin wurde der gleiche Effekt sowohl in

Bezug auf den Einfluss der Lange als auch in Bezug auf den Einfluss der Sattigung
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der hydrophoben Tensid-Seitenkette gemessen. Allerdings stieg die maximal
erreichbare Aktivierung nicht linear mit der Lange der hydrophoben Seitenkette.

Die Daten untermauern die publizierte Hypothese (Schilling et al., 2007), dass die
Aktivierung der Carotinoidumsetzung mit AtCCD1 aus nichtionischen Tensiden auf
einer Umstrukturierung der Mizellen durch Zugabe des organischen Cosolvens
beruht. Die Anwesenheit wasserltslicher organischer Cosolventien erniedrigt die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Tensidmolekilen und erhéht die CMC
(Carnero Ruiz et al., 2003). Infolge der erh6hten CMC sinkt die Aggregationszahl
Nagg Von Mizellen nichtionischer Tenside, und der Abstand des Substrates im
hydrophoben Mizellkern von der Mizelloberflache verringert sich (Bhattacharya und
Palepu, 2004). Mdglicherweise existiert ein fur AtCCD1 optimaler Abstand des
Substrates von der Vesikeloberflache. Da Mizellen aus Tensiden mit langerer
hydrophober Seitenkette einen gréf3eren Durchmesser haben, missen sie durch
entsprechend hdohere Konzentrationen organischer Cosolventien kinstlich
verkleinert werden, um den mdglichen optimalen Abstand zwischen Substrat und
Vesikeloberflache zu erreichen. Eine Veranderung der Vesikeloberflache selbst und
eine dadurch veranderte Enzym-Mizell-Interaktion kénnen nicht die Ursache fur das
Phanomen darstellen, da der hydrophile Tensidteil in allen Fallen gleich ist.

Die kommerziell vertriebene Form von Tween 80 stellt ein racemisches Gemisch
der cis- und trans- Isomere dar. Der hydrophobe Kern einer aus ihnen gebildeten
Mizelle ist offenbar anders beschaffen, so dass die Umsetzung von 8’-Apo-f3-
carotin-8’-al und Zeaxanthin aus diesen Mizellen nicht in signifikantem Mal3 mdglich
ist. Aus den veréffentlichten Daten zu CMC, Aggregationszahl, Mizelldurchmesser
und Gibbs-Enthalpie der Mizellbildung (Glenn et al.,, 2005) lasst sich der
zugrundeliegende Unterschied zu Tween 20, 40 und 60 nicht ablesen. Messungen
zu Durchmesser und Abgrenzung des hydrophoben Kerns von Tween 80—Mizellen

im Unterschied zu anderen Vertretern der Tween-Familie liegen bisher nicht vor.
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5.1.1.3 Charakterisierung von  Verzdgerungsphasen bei mizellarer
Vermittlung

Die Spaltung von Carotinoiden aus Mizellen nichtionischer Tenside durch AtCCD1
folgt nicht immer der Michaelis-Menten-Kinetik. Stattdessen tritt in manchen Fallen
eine Verzogerung der Reaktion auf. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wird
nicht bei der maximalen Substratkonzentration zu Anfang der Reaktion erreicht,
sondern zu einem spateren Zeitpunkt (Schiling et al, 2008). Als
Verzogerungsphase wird im Folgenden die Zeit tnmax v bis zum Erreichen der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit vmax definiert. Bisher konnte nicht geklart
werden, ob das Auftreten solcher Verzogerungsphasen enzym- oder mizellseitig
begriindet ist, also auf einer Produktaktivierung von AtCCD1 durch den gebildeten
Ci7-Dialdehyd oder auf einer Umstrukturierung und verzégerten Penetration der
Mizellen durch AtCCD1 beruht. Es existieren bisher kaum detaillierte Analysen
solcher Effekte fir andere Enzyme. Nur fur den Einsatz von Phospholipasen mit
reversen Mizellen wurden Verzégerungsphasen von bis zu 86 Minuten beschrieben
und auf den Einfluss von Grenzflachenstruktur und -hydrophobizitat hin untersucht
(Yamazaki et al., 2004).

Die Hypothese einer Produktaktivierung durch den Cj7-Dialdehyd konnte nicht
direkt Uberpruft werden. Die Substanz ist in Reinform nicht zu beziehen und eine
praparative Aufreinigung war aufgrund der Instabilitdt der Substanz nicht
erfolgreich. Aus diesem Grund wurden Untersuchungen durchgefuhrt, um das
Phanomen der Verzégerungsphasen zu charakterisieren und Hinweise zu erhalten,
ob das Phdnomen enzymseitig oder mizellseitig verursacht wird. Untersucht wurde
der Einfluss von pH und organischen Cosolventien sowie das Auftreten von
Verzdgerungsphasen bei der Umsetzung von Xanthophyllen, deren Spaltung zur
Bildung eines kiirzeren C14-Dialdehyds fihrt. AuRerdem wurde untersucht, ob eine
Carotinoid-Oxygenase aus Mus musculus (Bcmo2), die die gleiche Regiospezifitat
wie  AtCCDl1 aufweist, unter  identischen Bedingungen ebenfalls
Verzbgerungsphasen zeigt.

Verzogerungsphasen sind bei enzymatischen Reaktionen sehr selten. Es musste
deshalb sichergestellt werden, dass die Verzogerung nicht die Folge einer
langsamen physikochemischen Gleichgewichtseinstellung bei der Mischung der

Reaktionskomponenten ist. Bei Tween-Mizellen andern sich durch Verdinnung und
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Anwesenheit von Cosolventien zum Beispiel die CMC und die Aggregationszahl
(Bhattacharya und Palepu, 2004). Die Dauer solcher Relaxationseffekte liegt
Ublicherweise unterhalb einer Minute, und sie sind als Ursache fur die
beobachteten Verzdgerungsphasen sehr unwahrscheinlich (Patist et al., 2002). Um
den Einfluss physikochemischer Prozesse auszuschlieRen, wurden alle
Reaktionskomponenten aul3er der Enzyml6sung vorab gemischt und temperiert.
Bei sofortigem Start der enzymatischen Reaktion und nach dreiBigminttiger
Inkubation vor der Enzymzugabe traten keine Veranderungen des beschriebenen

Verzogerungseffektes auf.

Auftreten von Verzdgerungsphasen bei Umsetzung von Xanthophyllen mit AtCCD1
und der murinen Carotinoid-Oxygenase Bcmo2

Astaxanthin (36 pM) wurde bei 37°C aus Tween 40 - Mizellen (12 mM) in
Mikrotiterplatten umgesetzt und der Reaktionsverlauf Uber die Abnahme der
Substratabsorption wie in Abschnitt 6.3.3.1 beschrieben verfolgt. Alle Komponenten
wurden vor der Messung auf 37°C temperiert. Die Pipettierung und Vermengung
der Reaktionskomponenten erfolgte automatisch, um Mischeffekte zu vermeiden.
AtCCD1 und Bcmo2 waren nicht modifiziert und wurden in Form von Zellextrakten
eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden Extrakte der entsprechenden Leervektor-
transformierten Zellen eingesetzt. AtCCD1 zeigte bei Verwendung des
Xanthophylls Astaxanthin als Substrat weiterhin die von Schilling beschriebene
Verzogerungsphase, wahrend Bcmo2 die hochste Reaktionsgeschwindigkeit zu
Anfang der Reaktion erreicht (Abb. 16).
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Abb. 16: Spaltung von Astaxanthin aus Tween 40 - Mizellen mit nicht modifizierter AtCCD1 (A) und nicht
modifizierter Bcmo2 (0). Carotinoidkonzentration: 38 uM. Tween 40 - Konzentration: 12 mM. Die Reaktion
erfolgte bei 37°C nach automatischer Pipettierung und Vermengung, um Mischeffekte zu vermeiden. Alle

Komponenten wurden vor der Reaktion auf 37°C temperiert.

Das Ergebnis zeigt, dass das Auftreten von Verzdgerungsphasen bei der
Umsetzung von mizellar vermittelten Carotinoiden spezifisch fur das Enzym
AtCCD1 ist. Der Effekt muss in einer direkten Veranderung des Enzyms oder in der
AtCCD1-Mizell-Interaktion begriundet sein. Eine direkte Wirkung auf AtCCD1 in
Form einer Produktaktivierung durch gebildeten Dialdehyd ist unwahrscheinlich, da
bei der Umsetzung von 8-Apo-B-carotin-8’-al (Schilling et al., 2008) und dem hier

eingesetzten Astaxanthin (Tab. 2) verschiedene Dialdehyde gebildet werden.

Einfluss von Cosolventien auf Verzogerungsphasen

Zu Verzogerungsphasen bei der Umsetzung von Carotinoiden aus nichtionischen
Tensiden sind bisher nur wenige Einflussfaktoren bekannt: Das eingesetzte Tensid
ist entscheidend fur das Auftreten von Verzdgerungsphasen und sowohl die
Enzymkonzentration als auch die Substratkonzentration beeinflussen die Dauer der
Verzdgerungsphase (Schilling et al., 2008). In den publizierten Untersuchungen
wurde die maximale Reaktionsgeschwindigkeit zwar zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, jedoch immer bei einem konstanten Anteil an umgesetztem Substrat
von 17 £ 2 % vorgefunden (Schilling, 2008). Die Messungen waren alle bei einer
Cosolvenskonzentration von 10% (w/v) Ethanol durchgefuhrt worden. In der
vorliegenden Arbeit wurden Messungen mit variabler Cosolvenskonzentration

durchgefuhrt, um festzustellen, ob die eingesetzte Cosolvenskonzentration die
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Dauer der Verzogerungsphase beeinflusst. Zeaxanthin (48 pM) in Tween 40-
Mizellen (16 mM) wurde bei 37°C in 20 mM Tris pH 9,0 mit nativer AtCCD1
gespalten. Beim Zellaufschluss wurde kein Tensid zur Enzymsolubilisierung
eingesetzt. Alle Komponenten wurden vor der Reaktion temperiert und die
Messung bei 490nm photometrisch in Mikrotiterplatten verfolgt. Um Mischeffekte zu
vermeiden, erfolgten Pipettierung und Vermengung automatisch. Als
Negativkontrollen wurden Extrakte von mit Leervektor transformierten und identisch
kultivierten E.coli-Zellen eingesetzt. Die Bestimmung von tnax v erfolgte durch
Ermittlung der maximalen Steigung tUber 10 Datenpunkte (Zeitabstand 55 s) bei
linearer Interpolation und nach Subtraktion des Reaktionsverlaufs der
entsprechenden Kontrolle. Der Substratumsatz bei zum Erreichen vmax wurde

bezogen auf die Anfangsabsorption der Probe bei 490 nm errechnet.
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Abb. 17: A: Reaktionsverlaufe fir verschiedene Konzentrationen des organischen Cosolvens Ethanol. Umsetzung
von Zeaxanthin (48 pM) in Tween 40-Mizellen (16 mM) durch nicht modifizierte AtCCD1 in 20 mM Tris pH 9,0
bei 37°C. Die Messung der Substratkonzentration erfolgte photometrisch bei  490nm.
B: Einfluss der Cosolvenskonzentration auf die Lange der Verzégerungsphasen bis zum Erreichen von tmaxv
bei der Umsetzung von Zeaxanthin aus Tween 40 - Mizellen.

Die Dauer der Verzbgerungsphase ist linear mit der eingesetzten
Cosolvenskonzentration korreliert. Der Anteil an umgesetztem Substrat beim
Erreichen der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit betragt im Ethanol-freien
Reaktionssystem ca. 39% und sinkt durch Zugabe von 18% (w/v) Ethanol nahezu
linear auf 9% (Abb. 17). Die Gegenwart von organischen Cosolventien verursacht

bei mizellaren Lésungen eine Reihe von Veranderungen, die als solvophobische
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Effekte  bezeichnet werden und offensichtich das Ph&nomen der
Verzdgerungsphasen beeinflussen. Die zentrale Ver&dnderung von Mizellen in
Gegenwart von organischen Cosolventien ist die Erhdéhung des Reichardt-
Parameters Er, der ein Mal3 fur die Polaritat der Mizell-Grenzflache darstellt (Moya
et al., 2007). Die erhohte Polaritat verursacht im untersuchten System eine
Verkurzung der Verzdgerungsphase. Die Ursache fur die Verkirzung konnte eine
erleichterte Enzym-Mizell-Anlagerung sein. Bei einer statistischen Anzahl von 0,7
Substratmolekilen pro Mizelle stellen die initiale Anlagerung von AtCCD1 an eine
Mizelle und der Wechsel zwischen Mizellen wichtige Einflussfaktoren fur die
Reaktionsgeschwindigkeit dar.

Einfluss des pH auf Verzogerungsphasen

Der pH-Wert einer Lésung beeinflusst Struktur und Grél3e von darin enthaltenen
Mizellen. Sowohl die Aggregationszahl als auch die Hydratation pro Masseneinheit
Tensid verringern sich mit ansteigendem pH (Bloor et al., 1970). Um einen
maoglichen Zusammenhang zwischen pH und Verzdgerungsphasen bei der
Umsetzung von Carotinoiden aus Mizellen zu identifizieren, wurden Umsétze bei
verschiedenen pH durchgefuhrt und tmax v SOwie der Anteil umgesetzten Substrats
bei vmax ermittelt. Astaxanthin (36 uM) wurde bei 37°C aus Tween 40 - Mizellen (12
mM) mit nativer AtCCD1 in Mikrotiterplatten umgesetzt und der Reaktionsverlauf
Uber die Abnahme der Substratabsorption wie in Abschnitt 6.3.3.1 beschrieben
verfolgt. Alle Komponenten wurden vor der Messung auf 37°C temperiert.
Pipettierung und Vermengung der Reaktionskomponenten erfolgten automatisch.
Es wurden Puffer gewahlt, deren pKa-Werte maximal +1 vom zu puffernden pH-
Wert abwichen. Die eingesetzten Puffer waren: Ethanolamin (pH 10,5 / 9,5), Tris
(pH 9/ 85/ 8/ 7,5), BisTris (pH 6,5 und Acetat (pH 55 / 4,5). Die
Pufferkonzentration betrug in allen Fallen 75 mM. Die durch Titration auf den Ziel-
pH verschiedenen Gesamtionenstarken wurden durch Zugabe von Natriumchlorid
auf den minimal moglichen Einheitswert von 150 mM angeglichen. Die Bestimmung
von tmax v erfolgte durch Ermittlung der maximalen Steigung tber 10 Datenpunkte
(Zeitabstand 59 s) bei linearer Interpolation und nach Subtraktion des
Reaktionsverlaufs der entsprechenden Kontrolle. Der Substratumsatz bis zum
Erreichen von vmax wurde bezogen auf die Anfangsabsorption der Probe bei 510

nm errechnet.
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Abb. 18: A: Reaktionsverlaufe fur verschiedene pH bei der Umsetzung von 38 pM Astaxanthin aus Tween 40 -
Mizellen (12 mM) mit AtCCD1 (nativ) bei 37°C. Pufferkonzentration: 75 pM, Gesamtionenstérke mit
Natriumchlorid auf 150 mM eingestellt. Pipettierung und Vermengung automatisch, um Mischeffekte zu
vermeiden.

B: Einfluss des pH-Wertes auf die kinetischen Verzégerungsphasen. Darstellung fiir zwei Bezugssysteme:
Zeit bis zum Erreichen der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (0) und Substratumsatz (e) bei Erreichen
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit.

Die Reaktionsverlaufe zeigen, dass bei den untersuchten pH innerhalb des
Messzeitraums keine wesentliche Denaturierung des Enzyms statt fand (Abb. 18
A). Stabilitatsuntersuchungen unterstiitzen die Beobachtung (Abschnitt 5.2.1.2). Mit
Ausnahme der Kurve fir pH 10,5 naherten sich alle Absorptionskurven
asymptotisch dem Wert -0,8 an (volle Messdauer nicht dargestellt). Die Kurve fir
pH 6,5 néherte sich asymptotisch dem Wert -0,72. Alle Kurven weisen den
sigmoidalen Verlauf einer Reaktion mit Verzégerungsphase auf. Mit zunehmend
alkalischem pH verkirzt sich die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit leicht (Abb. 18 B). Der Anteil an umgesetztem Substrat
bei Erreichen der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit verandert sich hingegen
aufgrund unterschiedlicher Reaktionsgeschwindigkeiten deutlich und besitzt ein
Maximum von 35% bei pH 7,5 (Abb. 18 B). Zu alkalischen pH hin verringerte sich
der Anteil an umgesetztem Substrat bei Erreichen von vpmax, wahrend tynax v hahezu
konstant blieb. Da der pH-Wert die Aggregationszahl und damit den mittleren
Mizelldurchmesser wie anfangs beschrieben beeinflusst, ist das beobachtete
Optimum der Reaktionsgeschwindigkeit maoglicherweise in einem optimalen

Mizelldurchmesser begrindet. Der Abstand des carotinoiden Substrats von der



54 Ergebnisse und Diskussion

Mizelloberflache wird durch den Mizelldurchmesser bestimmt. Moglicherweise
besteht in Analogie zum Einfluss der Tensidstruktur (Abschnitt 5.1.1.2) ein far
AtCCD1 optimaler Abstand des Substrates von der Vesikeloberfliche. Die von
Schilling (2008) publizierte Konstanz des Anteils an umgesetztem Substrat bei
Erreichen von vma Qilt nur bei konstantem pH. Aus kinetischer Sicht ist die
Reaktionsfihrung bei pH-Werten zwischen 7,5 und 8,5 sinnvoll, da hier eine hohe

Reaktionsgeschwindigkeit bis in Bereiche >30% Substratumsatz erzielt wird.

5.1.1.4 Kinetische Untersuchung der Umsetzung von B-Carotin aus Mizellen

Maximale Solubilisierungskapazitat von Tween 40 - Mizellen fiir B-Carotin

Die enzymatische Carotinoidspaltung ist im technischen Einsatz in aller Regel
substratlimitiert, weil eine Reaktionsfihrung in organischem L&ésungsmittel mit
Carotinasen bisher nicht méglich ist und Substratvermittlungsvesikel nur begrenzte
Konzentrationen von Carotinoiden monomolekular solubilisieren kénnen. Fir eine
effiziente Biokatalyse ist es deshalb wichtig, die maximale Kapazitdt des
eingesetzten Substrat-Vermittlungssystems zu kennen. Fur die biokatalytische
Herstellung von B-lonon aus B-Carotin mittels AtCCD1 wurden Tween 40 - Mizellen
als am besten geeignete Substratvermittiungsvesikel ermittelt. Die Bestimmung des
maximalen molaren Verhaltnisses von [(-Carotin zu Tensid, bei welchem noch
stabile Mizellen gebildet werden, erfolgte bei Bedingungen der enzymatischen
Reaktion. Bei konstanter Tensidkonzentration von 16 mM in 50 mM Tris pH 8,5
(Gesamtionenstarke 146 mM) wurde die solubilisierte Konzentration von 3-Carotin
variiert und nach 24 Stunden Lagerung bei 25°C das Auftreten von Prazipitation
optisch und durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt. Unter den
beschriebenen Bedingungen koénnen stabile Mizellen bis zu einem molaren

Verhaltnis von B-Carotin zu Tween 40 von 1 : 11,8 gebildet werden.

Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und vyax

Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte durch Messung der erzielten
Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Substratkonzentrationen bei einem
Substrat/Tensid-Verhaltnis kleiner 1:11,8. Die Messungen erfolgten mit GST-
fusionierter AtCCD1, da diese Modifikation fir den Einsatz in einer

Demonstrationsanlage am besten geeignet ist (Abschnitt 5.2.1.3). Die Messungen
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wurden bei 37°C und konstanter Tensidkonzentration von 16 mM in 50 mM Tris pH
8,5 (Gesamtionenstarke 146 mM) durchgefihrt. Die Veranderung der
Reaktionsgeschwindigkeit mit der Substratkonzentration zeigt den erwarteten
Verlauf (Abb. 19 A). Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurden die
Datenpunkte nach der Methode von Hanes aufgetragen und eine lineare
Interpolation durchgefihrt (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Bestimmung der enzymkinetischen Parameter Ky, kcar und vuax fir die Umsetzung von B-Carotin aus Tween
40 - Mizellen durch GST-AtCCD1 in 50 mM Tris pH 8,5 bei 37°C. Die Verfolgung der Reaktion erfolgte
photometrisch bei 490 nm in Mikrotiterplatten. Alle Reaktionsanséatze wurden gleichzeitig und mit der selben
Enzymcharge vermessen. Alle Messungen wurden dreifach durchgefiihrt.
A: Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit tiber der Substratkonzentration. B: Hanes-Plot (cs*vr™ (iber cs)

der Daten in A und linearer Fit durch die Datenpunkte. Der Korrelationskoeffizient R” betrug 0,87.

Anhand der Geradengleichung konnten erstmals die kinetischen Parameter fir die
Umsetzung von mizellar dargereichtem B-Carotin durch AtCCD1 bestimmt werden:
Kyv = 0,97 mM | kear = 0,62 min™ und Vyax = 1,06 pM- min™. Der Vergleich der
kinetischen Parameter des eingesetzten Reaktionssystems mit anderen industriell
eingesetzten Enzymprozessen zeigt, dass die Spaltung von B-Carotin in -lonon

durch AtCCD1 trotz aller erzielten Verbesserungen langsam ablauft.
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5.1.2 Liposomen

Liposomen kénnen in Bezug auf den Durchmesser und die Anzahl Ubereinander
liegender Lipiddoppelschichten sehr verschieden sein. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein definierter Typ von Liposomen untersucht: Unilamellare Liposomen mit
einem maximalen Durchmesser von 300 nm. Die Beschrankung auf unilamellare
Liposomen erfolgte aufgrund des Einsatzes als Substratvermittlungsvesikel. Bei
multilamellaren Liposomen (multilamellar vesicles, MLV) steht nur das in der
aulBersten Lipiddoppelschicht solubilisierte Substrat fir eine enzymatische
Umsetzung durch AtCCD1 zur Verfigung, bei unilamellaren Liposomen hingegen
das gesamte Substrat. Die Beschrankung auf Liposomen mit niedrigem
Durchmesser ist bedingt durch die eingesetzte Analysetechnik. Um eine hohe
Anzahl von Zeitreihen-Untersuchungen mit entsprechenden Kontrollen in Drei-
oder Vierfachbestimmung durchfiihren zu kénnen, mussten die Liposomenlésungen
transparent und in 96-Well-Mikrotiterplatten photometrisch vermessbar sein. Nur
Liposomen mit einem Durchmesser < 300 nm bilden transparente Lésungen und
erlauben eine photometrische Verfolgung der Carotinoid-Spaltungsreaktion (Taylor
et al., 2005).

5.1.2.1 Herstellungsverfahren fir transparente Liposomenlésungen

Im Vergleich zu Tensidmizellen sind das physikochemische Verhalten und die
Handhabung von Liposomen deutlich komplizierter, da sie sehr unterschiedliche
Strukturen ausbilden kénnen und thermodynamisch nicht stabil sind (Deems, 2000,
Sackmann und Feder, 1995). Um die Eignung von Liposomen zur
Substratvermittiung an AtCCD1 zu untersuchen, musste ein Verfahren zur
reproduzierbaren Herstellung transparenter unilamellarer Liposomen mit
definiertem Carotinoidgehalt gefunden werden. Die einzelnen Schritte des
Herstellungsverfahrens sind in Abschnitt 6.3.2.2 beschrieben. In diesem Kapitel
sollen Eigenschaften des Herstellungsverfahrens beschrieben und einige
praktische Hinweise zur erfolgreichen Herstellung carotinoidbeladener Liposomen
gegeben werden.

Die Herstellung von Liposomen mit der Filmmethode nach (Bangham, 1963) fuhrt
zu multilamellaren Vesikeln mit einer breiten Gréf3enverteilung. Jedoch lassen sich

die multilamellaren Vesikel durch Energieeintrag in unilamellare Vesikel umwandeln
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(large unilamellar vesicles, LUV) und zu SUV (small unilamellar vesicles)
verkleinern (Abb. 20). Gleichzeitig nimmt die Breite der Grél3enverteilung ab und
mit ihr der Polydispersitatsindex der Suspension (Huang, 1969). Die Energiezufuhr
kann mit verschiedenen Methoden erfolgen: Ultraschallbehandlung mit einer
Sonotrode, Extrusion durch eine Membran oder Hochdruckhomogenisierung sind
die haufigsten. Die Homogenisierung ist reproduzierbarer, erfordert aber deutlich
grolRere Probenvolumina. Zudem ist die Variation des Leistungseintrags beim
Einsatz von Homogenisatoren im kleinen Mal3stab schwieriger. Die Extrusion fuhrt
zu einem Verlust von Phospholipid und Carotinoid in der Extrusionsmembran. Aus
diesem Grund erfolgte die Umwandlung von MLV in ULV in den dargestellten

Untersuchungen mittels Ultraschall.

MLV LUV SuUv
100-1000 nm 1000 nm ab 10 nm

Abb. 20: Schematische Darstellung von Struktur und GréfRenordnung multi- und unilamellarer Vesikel.

Der minimal notwendige Leistungseintrag zur Herstellung monolamellarer
Liposomen wurde untersucht. Dazu wurden Proben einer nicht carotinoidhaltigen
Liposomenlésung nach unterschiedlichen Beschallungszeiten entnommen und ihre
PartikelgroRenverteilung mittels dynamischer Lichtstreuungsmessung (dynamic
light scattering, DLS) untersucht. Die Sonifizierung erfolgte bei einer Schalleistung
von 50 W und Pulsen von 0,5 s mit Pausen von 1,5 s in einem auf 20°C
temperierten Wasserbad. Die sonifizierten MLV bestanden aus 40 mol%
Phosphatidylcholin und 60 mol% Phosphatidylethanolamin bei einer Gesamt-
Lipidkonzentration von 150 pM. Der durchschnittliche Liposomendurchmesser
verringerte sich durch den Eintrag der ersten 1,5 kJ * ml™* von 7380 auf 170 nm und
nahm durch den Eintrag weiterer 10,5 kJ * ml™* weiter auf 96 nm ab (Abb. 21). Der
Polydispersitatsindex p ist ein Mal3 fur die Breite der Molmassenverteilung einer
Partikelmenge. Er nahm nicht wie fur die Sonifizierung von MLV erwartet ab,

sondern blieb konstant um 0,5.
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Abb. 21: Veranderung des durchschnittlichen Liposomendurchmessers (¢) und des Polydispersitatsindexes (0) mit
der durch eine Ultraschall-Sonotrode eingetragenen Energie. Schalleistung: 50 W mit Pulsen von 0,5 s und
Pausen von 1,5 s. Die Beschallung erfolgte in einem auf 20°C temperierten Wasserbad mit einer 150 uM
Phospholipidlésung in 20 mM Tris pH 8,5 und einer Zusammensetzung von 40 mol% Phosphatidylcholin und
60 mol% Phosphatidylethanolamin.

Phospholipidmembranen kénnen in zwei Aggregatzustanden vorliegen, in denen
Carotinoide unterschiedlich gut l6sbar sind: Geordnet und gelartig oder chaotisch
und flussigkristallin (Korger, 2005). Die Phasenlubergangstemperatur Ty, hdngt vom
Phospholipidtyp ab und steigt mit der Lange und dem Sattigungsgrad der Fettsaure
(Szoka und Papahadjopoulos, 1980).

47 A

T

Abb. 22: Schematische Darstellung der Struktur einer Phospholipidmembran in den zwei Phasenzustédnden gelartig
und flussigkristallin. Angegebene Schichtdicken gelten fir reine Phosphatidylcholin-Membranen in Wasser
(Korger, 2005).

Um Kiristallisation der Carotinoide innerhalb der Lipidphase zu vermeiden, muss bei
der Herstellung carotinoidhaltiger Liposomen darauf geachtet werden, dass die
Temperatur stets deutlich oberhalbo der Phasenubergangstemperatur des
Phospholipidgemisches liegt (Korger, 2005). Dies gilt insbesondere wahrend des

Abdampfens des organischen Ldsungsmittels bei der Filmbildung, wo die
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Verdampfungsenthalpie den entstehenden Lipidfilm abkidhlt. Dartuber hinaus ist
gegebenenfalls temperierte Pufferlosung bei der Losung des Lipidfims zu

verwenden.

5.1.2.2 Einfluss der Phospholipid-Zusammensetzung

Um Carotinoide aus Liposomen umzusetzen, muss AtCCD1 diese aus der
Membran der Vermittlungsvesikel beziehen. Dies geschieht vermutlich durch
Anlagerung von AtCCD1 an die Liposomenoberflache mittels einer hydrophoben
Region auf der Enzymoberflaiche (Abschnitt 3.2.3). Die in naturlichen
Lipidmembranen am haufigsten auftretenden Phospholipide sind
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin. Der Einfluss der
Lipidzusammensetzung von ULV auf die Eignung zur Vermittlung carotinoider
Substrate an AtCCD1 wurde untersucht. Dazu wurden mit 0,5 mM [B-Carotin oder
0,5 mM Zeaxanthin beladene ULV (Gesamtlipidkonzentration 2 mM) mit variabler
Zusammensetzung aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin erzeugt.
Als Ausgangsmaterial dienten hochaufgereinigte Phospholipide, die von der Firma
Lipoid GmbH zur Verfigung gestellt wurden. Die erzielte Reaktionsgeschwindigkeit
bei Umsetzung mit GST-fusionierter AtCCD1 wurde in Dreifachbestimmung
photometrisch bei 490 nm gemessen. Die Reaktion fand bei 37°C in 50 mM Tris pH
8,5 statt. Fiur beide untersuchte Substrattypen existiert jeweils eine optimale
Zusammensetzung von Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin. Fir die
Vermittlung von B-Carotin lag das Optimum bei 40 mol%, fur die Vermittlung von
Zeaxanthin bei 50 mol% Phosphatidylcholin (Abb. 23). Die verbleibenden Anteile
bestanden jeweils nur aus Phosphatidylethanolamin. Mit steigendem Anteil an
Phosphatidylcholin waren unterschiedliche Verlaufe zu beobachten: Die Vermittlung
des Xanthophylls Zeaxanthin gelang mit steigendem Phosphatidylcholin-Anteil
unverandert gut, wahrend die Vermittlung des hydrophoberen (-Carotin quasi-
linear schlechter wurde und mit ULV aus reinem Phosphatidylcholin nicht mehr
maoglich war (Abb. 23).
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Abb. 23: Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung fiir die Spaltung von 0,5 mM (8-
Carotin (A) und 0,5 mM Zeaxanthin (0) durch GST-AtCCD1. Die unilamellaren Liposomen bestanden aus
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin bei einer Gesamt-Lipidkonzentration von 2 mM in 50 mM
Tris pH 8,5. Die Messung erfolgte bei 37°C und wurde in Mikrotiterplatten photometrisch bei 490 nm verfolgt.
Kontrollen mit nicht carotinoidbeladenen Liposomen wurden mitgefihrt und sind von den dargestellten

Datenreihen abgezogen.

Die Verlaufe der Reaktionsgeschwindigkeiten zeigen, dass eine geeignete
Lipidzusammensetzung gewéhlt werden muss, um stark hydrophobe Substrate wie
B-Carotin an Enzyme wie AtCCD1 zu vermitteln. Die Verwendung kommerziell
erhaltlicher, undefinierter Lipidgemische kann zu einem deutlich schlechteren
Ergebnis fuhren, wie der Vergleich mit Literaturdaten zeigt (Schilling, 2008). Dort
konnten bei der Umsetzung von liposomal vermitteltem B-Carotin mit AtCCD1 nur
Spuren von B-lonon per GC-MS nachgewiesen werden.

Das unterschiedliche Verhalten des Systems fur p-Carotin und das polar
substituierte Zeaxanthin beruht mdglicherweise auf der unterschiedlichen
Einlagerung dieser Molekile in Lipiddoppelschichten. Xanthophylle lagern sich
orthogonal zur Membran ein, durchspannen sie und wirken mit ihren polaren
Kopfgruppen als ,molekulare Nieten® (Strzalka und Gruszecki, 1994). Die
Lipidmembran wird dadurch steifer (Gruszecki, 2004b). Das vollkommen unpolare
B-Carotin wird dagegen oberflachenparallel in die hydrophobe Mitte der
Lipiddoppelschicht eingelagert und verandert die Steifigkeit kaum (Socaciu et al.,
2000). Fur eine Umsetzung von B-Carotin muss AtCCD1 deshalb die Oberflache
der Lipiddoppelschicht penetrieren, was das unterschiedliche Verhalten bei
Liposomen mit hohem Phosphatidylcholin-Anteil erklaren kdnnte.
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Abb. 24: Schematische Darstellung der Orientierung von B-Carotin (A) und Zeaxanthin (B) in Lipidmembranen.

Nicht mit allen Lipidzusammensetzungen war die Herstellung carotinoidbeladener
Liposomen mdglich: Die Einlagerung stark hydrophober Substanzen in Liposomen
destabilisiert diese und flhrt dazu, dass bei Einlagerung von B-Carotin unterhalb
von 30 mol% Phosphatidylcholin und bei Zeaxanthin unterhalb von 40 mol%

Phosphatidylcholin keine stabilen ULV mehr herstellbar sind.

5.1.2.3 Imitation der nattrlichen Membranumgebung durch Glycolipide

Anhand der Phospholipidzusammensetzung von Liposomen kdnnen die
Membranen bestimmter Zellkompartimente nachempfunden werden. Dies erlaubt
eine weitgehende Imitation der in vivo-Wirkumgebung von Proteinen. AtCCD1
befindet sich in vivo auf der cytoplasmatischen Seite der Chloroplastenmembran
(Auldridge et al., 2006a). Charakteristisch fur die Chloroplastenmembran in
Arabidopsis thaliana ist ein hoher Gehalt an Glycolipiden, insbesondere dem in
Abbildung 26 B dargestellten Monogalactosyldiacylglycerol (Dormann et al., 1999).
Die Membranen der Chloroplastenfraktion von Arabidopsis thaliana enthalten rund
75 mol% Galaktolipide, wobei 21 mol% auf Digalactosyl- (DGDG) und 54 mol% auf
Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) entfallen (Bonaventure et al., 2003). Im
Gegensatz zu DGDG bildet MGDG in Lipiddoppelschichten invers hexagonale
Strukturen aus (Latowski et al., 2002) (Abb. 25).

Sy il

Abb. 25: Schematische Darstellung einer Phospholipid-Doppelschicht ohne (A) und mit (B) durch

Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) gebildete invers hexagonale Strukturen (Latowski et al., 2002).
Mogliche Einlagerungsorte von B-Carotin in den zwei Typen von Lipidmembranen sind schematisch

dargestellt (rote Symbole).
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Es wurden Untersuchungen mit dem Ziel durchgefiuihrt, die natirliche
Membranumgebung von AtCCD1 in vitro durch MGDG enthaltende Liposomen zu
imitieren. Ziel war, eine erhéhte spezifische Aktivitat von AtCCD1 zu erreichen.
Hierzu wurden Liposomenlésungen mit einer Gesamt-Lipidkonzentration von 5 mM
hergestellt, die verschiedene Anteile MGDG enthielten. Der verbleibende Antell
bestand gemanR den Ergebnissen aus Abschnitt 5.1.2.2 aus Phosphatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin im optimalen Verhaltnis von 50:50 mol%. Die Liposomen
enthielten 0,2 mM B-Carotin beziehungsweise Zeaxanthin und waren in 50 mM Tris
pH 8,5 geldst. Die Reaktion erfolgte mit GST-fusionierter AtCCD1, wurde bei 37°C
durchgefiihrt und bei 490 nm photometrisch verfolgt. Entsprechende
Negativkontrollen mit nicht carotinoidbeladenen Mizellen gleicher
Zusammensetzung wurden mitgefuhrt und die Absorptionsverlaufe von denen der
Umsatze subtrahiert. MGDG-Anteile von mehr als 30 mol% wurden nicht getestet,
da die Stabilitat daraus gebildeter unilamellarer Vesikel zu gering war, um
Verféalschungen sicher auszuschlieRen. Das liposomale Substratvermittiungssystem
zeigte fur das vollkommen unpolare Substrat B-Carotin erneut ein anderes
Verhalten als fir das Xanthophyll Zeaxanthin, welches an den endstandigen
lononringen polare Substituenten tragt. Die volumetrische Aktivitat von AtCCDL1 bei
der Spaltung von liposomal vermitteltem B-Carotin wurde durch MGDG-Anteile
zwischen 10 und 20 mol% um etwa 70% erhéht (Abb. 26 A). Bei der Spaltung von
Zeaxanthin verringerte sich die volumetrische Aktivitat von AtCCD1 mit
zunehmendem MGDG-Anteil konstant. Da in allen Reaktionsansatzen dieselbe
Enzymlésung mit unbekannter Konzentration eingesetzt wurde, reprasentieren die
Daten gleichzeitig auch die Veranderung der spezifischen Aktivitat von AtCCD1 im

jeweiligen System.
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Abb. 26: A: Einfluss des Anteils von Monogalactosyl-Diacylglycerol (MGDG) auf die Eignung von unilamellaren
Liposomen fir die Substratvermittlung von B-Carotin (A) und Zeaxanthin (0) an AtCCD1. Der Lipidanteil
neben MDGD war zusammengesetzt aus 50 mol% Phosphatidylcholin  und 50 mol%
Phosphatidylethanolamin. Gesamt-Lipidkonzentration: 5 mM. Carotinoidkonzentration: 0,2 mM.
B: Struktur des Glycolipids Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG)

Ein a@hnlicher Effekt von MGDG wurde fur das Enzym Violaxanthin-Deepoxidase
beschrieben (Latowski et al., 2004), welches ebenfalls ein carotinoides Substrat

besitzt, das mittels Liposomen an das Enzym vermittelt werden kann.

Die getesteten Substrate werden an verschiedenen Orten in die Lipiddoppelschicht
eingelagert. Es wurde daher die Hypothese formuliert, dass der positive Effekt von
MGDG auf die Vermittlung von B-Carotin an AtCCD1 auf einer Verdnderung der
raumlichen Lage des Substrates in Bezug auf das Enzym beruht. In den Regionen
revers hexagonaler Struktur, die durch MGDG hervorgerufen werden, ist die
Schichtdicke der Membran (Latowski et al., 2002) und damit auch der Abstand des
in der Membranmitte eingelagerten [(-Carotins zur Oberflache verringert.
Moglicherweise ist die Entfernung des Substrates zur Vesikeloberflache fur die
Effizienz der Carotinoidspaltung durch AtCCD1 ausschlaggebend. Der fehlende
Effekt auf die Umsetzung von Zeaxanthin kann mit dessen
membrandurchspannender Orientierung begriindet werden, die unabh&ngig vom
Membranaufbau einen guten Zugang von AtCCD1 zum Substrat gewahrleistet. Die
Hypothese ware in Ubereinstimmung mit der Beschleunigung der Reaktion aus
Mizellen durch organische Cosolventien, welche neben einer verringerten

Grenzflachenpolaritat eine Verringerung des Mizelldurchmessers hervorruft.
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5.1.2.4 Einfluss der Carotinoideinlagerung auf  Aggregation und

GroRRenverteilung

Die Auswirkung von Carotinoideinlagerung in Phospholipidmembranen ist auf
molekularer Ebene Dbereits beschrieben. Carotinoideinlagerung fuhrt zu
signifikanten Veranderungen der molekularen Ordnung, der Permeabilitat und der
molekularen Symmetrie der Lipidmembran (Socaciu et al., 2000, Socaciu et al.,
2002). Um die Eignung von Liposomen als Substratvermittiungsvesikel fir stark
hydrophobe Carotinoide bewerten zu konnen, wurde der Einfluss der
Carotinoideinlagerung auf makroskopischer Ebene untersucht. Dabei wurde wieder
zwischen den Effekten durch Einlagerung von mafig hydrophoben Xanthophyllen
und Effekten durch Einlagerung von stark hydrophobem (-Carotin unterschieden.

Fur beide Carotinoidtypen sowie fur nicht beladene Liposomen wurde mittels
dynamischer Lichtstreuungsmessung (DLS) der erreichte Durchmesser der ULV
sowie die Aggregationsneigung gemessen. Die erhaltenen Daten wurden durch
rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen abgesichert. Die untersuchten
ULV bestanden aus 90 mol% Phosphatidylcholin  und 10 mol%
Phosphatidylethanolamin bei einer Gesamt-Lipidkonzentration von 5 mM und einer
Carotinoidkonzentration von 0,2 mM in 50 mM Tris pH 8,5 | = 146 mM. Die
eingetragene Energiemenge bei der Sonifizierung betrug 12 kJ * mlI™ mit einer
Zeitdifferenz bis zur DLS-Messung von 15 min. Um Stdrungen durch Schwebstoffe
zu vermeiden, wurden die ULV-L6sungen vor der DLS-Messung 3 min bei 16 000 g

zentrifugiert.

Die Einlagerung von (-Carotin veranderte den durchschnittichen ULV-
Durchmesser wie erwartet kaum: Liposomen ohne Carotinoid besal3en einen
durchschnittichen Durchmesser von 18 nm, Liposomen mit eingelagertem [3-
Carotin 19 nm (Abb. 27). Die Versteifung von Lipidmembranen durch Xanthophylle
aufgrund ihrer Orientierung orthogonal zur Membranflache (,molekulare Niete®)
wirkt sich hingegen deutlich auf den erhaltenen Liposomendurchmesser aus: Er
war bei gleichem Energieeintrag um den Faktor 2,3 erhoht und betrug
durchschnittlich 44 nm.
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Abb. 27: GroRenverteilung der unilamellaren Liposomen in Abhé&ngigkeit von der Carotinoideinlagerung. Ohne
Carotinoid: rot (e). 0,2 mM Zeaxanthin: blau (A). 0,2 mM B-Carotin: griin (m). Gesamt-Lipidkonzentration 5
mM (90 mol% Phosphatidylcholin, 10 mol% Phosphatidylethanolamin). GréRenverteilung berechnet nach
Signalanzahl.

Nicht nur in Bezug auf die erhaltene Gro3e sondern auch in Bezug auf die Stabilitat
der Liposomen rufen B-Carotin und das Xanthophyll Zeaxanthin unterschiedliche
Effekte hervor. Die Einlagerung von B-Carotin in die Phospholipid-Doppelschicht
reduzierte die Stabilitdt der hergestellten SUV deutlich. Wenige Minuten nach der
Sonifizierung setzte eine Aggregation zu grol3eren Vesikeln ein, wahrend die
Anzahl von SUV abnahm. Funfzehn Minuten nach Sonifizierung waren zwei Peaks
bei 45 nm und bei 350 nm in der GroRenverteilung zu erkennen (Abb. 28).
Dreiunddreif3ig Minuten nach Sonifizierung waren nahezu keine Liposomen mit
Durchmessern um 45 nm mehr vorhanden. Es existierte eine sehr breite Verteilung
von grofRen Vesikeln mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 800 nm. Mit
Zeaxanthin beladene und nicht carotinoidbeladene Liposomen zeigten Uber den
Messzeitraum keine Veranderung der Grof3enverteilung.
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Abb. 28: GroRenverteilung mit B-Carotin (0,2 mM) beladener unilamellarer Liposomen in Abhéangigkeit von der
Lagerungsdauer. 15 min nach Sonifizierung: rot (e). 33 min nach Sonifizierung: grun (m). Gesamt-
Lipidkonzentration 5 mM (90 mol% Phosphatidylcholin, 10 mol% Phosphatidylethanolamin).

GroRenverteilung berechnet nach Signalintensitat.
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Die mittels DLS gemessene Aggregation B-Carotin-haltiger Liposomen wurde
durch zusatzliche elektronenmikroskopische Aufnahmen abgesichert. Stark
verdiinnte Liposomenlésungen wurden auf Aluminium-Probentrager getropft, bei
10°C vakuumgetrocknet und anschlieBend unter Vakuum lichtbogen-
kohlebedampft. Die Temperatur des Probenhalters blieb dabei unterhalb von 20°C.
REM-Aufnahmen wurden sofort nach Herstellung der Proben durchgefuhrt. Fir
charakteristische Regionen der Probe wurde mittels energiedispersiver

Rontgenspektroskopie (EDX) die Elementzusammensetzung bestimmt.

Sechzehn Minuten nach Sonifizierung B-Carotin enthaltender Liposomen waren
sowohl einzelne SUV, als auch grof3ere Vesikel zu erkennen (Abb. 28). Die mittels
DLS gemessenen SUV mit 19 nm mittlerem Durchmesser wirden bei der
gewahlten VergroRerung etwa 0,5 mm grol3 abgebildet und sind als kleine helle
Punkte auf der Trageroberflache zu erkennen. Die durch Aggregation entstandenen
groReren Vesikel besalRen im REM-Bild einen Durchmesser von 300 bis 400 nm
und entsprachen damit den DLS-Daten. Eine Stunde nach Sonifizierung waren bei
gleicher Auflosung wesentlich mehr und gréRere aggregierte Vesikel zu erkennen
(Abb. 28). In Ubereinstimmung mit den DLS-Daten war die GréRenverteilung breiter
und besal’ ein Maximum um 700 - 900 nm. Es waren wenige SUV als kleine helle

Punkte zu erkennen.
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Abb. 29: REM-Aufnahmen von B-Carotin-haltigen Liposomen wahrend der Aggregation. (A): 15 min nach
Sonifizierung. (B): 60 min nach Sonifizierung. Gesamt-Lipidkonzentration (90 mol% Phosphatidylcholin, 10
mol% Phosphatidylethanolamin): 5 mM. B-Carotin: 0,2 mM.
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Eine scharfere Abbildung, insbesondere der SUV mit mittlerem Durchmesser um 20
nm war mit der verfigbaren Graphitstaub-Beschichtungstechnik nicht moglich. Um
sicherzustellen, dass sowohl die kleinen hellen Punkte als auch die deutlich
sichtbaren Strukturen Phospholipidvesikel darstellen, wurde ihre
Elementzusammensetzung mittels EDX bestimmt. Nur in den beschriebenen
Regionen wurde ein deutliches Phosphor-Signal erhalten. Alkalimetalle, wie sie fur
Salzkristalle charakteristisch sind, wurden in den Elementzusammensetzungen

nicht vorgefunden.

5.1.2.5 Enzymkinetische Parameter fur Carotinoidumsetzungen aus

Liposomen

Das Enzym AtCCD1 weist eine hohe Substratpromiskuitat auf und setzt neben
verschieden funktionalisierten C4o-Carotinoiden auch Apocarotinoide mit niedrigerer
Kettenlange um. Der Umsatz verschiedener Carotinoide durch CCDs wurde in der
Vergangenheit von verschiedenen Autoren zumeist qualitativ und stichprobenartig
beschrieben (Auldridge et al., 2006b). Die Untersuchungen erfolgten zum Tell
mithilfe von in vivo - Komplementationstests, teilweise aber auch in vitro bei
mizellarer Substratvermittlung und unterschieden sich in Bezug auf die Temperatur
und die Zusammensetzung der Reaktionslosungen deutlich. Im Jahr 2008 wurde
erstmals eine geordnete quantitative Untersuchung der strukturellen
Substratpraferenz von AtCCD1 in vitro im mizellaren System durchgefihrt
(Schilling, 2008). Die Untersuchung erfolgte mit einer Serie von Carotinoiden, die
sich in Bezug auf die Funktionalisierung der endstéandigen lonon-Ringe
unterschieden und beinhaltete dartber hinaus auch ein asymmetrisches,
apocarotinoides Substrat. Die Ergebnisse zeigten, dass bei mizellarer
Substratvermittlung Vuax einer Spaltung von Cgyo-Carotinoiden durch AtCCD1 mit
dem Oxyfunktionalisierungsgrad zunimmt. Die Spaltung von [(-Carotin konnte
photometrisch nicht nachgewiesen werden. Der Umsatz des Czo-Apocarotinoids 8'-
Apo-B-Carotin-8’-al erfolgte schneller als alle C4o-Carotinoide aufR3er Astaxanthin.
Der dieser Staffelung zugrunde liegende Mechanismus ist bisher unbekannt und
kann im Enzym oder im mizellaren Substratvermittlungssystem begriindet sein.

Um weitere Informationen Uber das kinetische Verhalten von AtCCDL1 in vitro zu
gewinnen, wurden mit der gleichen Serie von Carotinoiden die kinetischen

Parameter Ky, kcat und Vyax bei liposomaler Substratvermittiung ermittelt. Die
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Reaktion erfolgte mit aufgereinigter, GST-fusionierter AtCCD1 und Liposomen aus
reinem Phosphatidylcholin. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 4
dargestellt. Die Strukturformeln der Substrate sind in Abschnitt 5.1.1.1 dargestellit.

Tab. 4: Kinetische Parameter bei Umsetzung verschieden funktionalisierter C4-Carotinoide beziehungsweise eines
asymmetrischen C30-Apocarotinoids aus Liposomen mit aufgereinigter GST-AtCCD1. Fir alle Substrate

wurde ein gleiches molares Carotinoid/Phospholipid-Verhéltnis eingesetzt.

Substrat Ky [UM] Vuax [MIM*min-t] ke [mint]
8-Apo-B-carotin-8'al 19,3 0,13 0,016
Astaxanthin 14,6 0,36 0,044
Zeaxanthin 94,1 11 0,133
Canthaxanthin 11,3 0,02 0,002
B-Carotin - - .

Die kinetischen Parameter zeigen eine gegentber der Substratvermittlung mittels
Mizellen veranderte Staffelung. Insbesondere das asymmetrische, verkirzte Cszo-
Substrat 8’-Apo-B-Carotin-8’-al wurde bei liposomaler Vermittlung wesentlich
schlechter umgesetzt. Carotinoide werden in Phospholipidmembranen in
Abhangigkeit von ihrer Struktur und Funktionalisierung unterschiedlich eingelagert
(Milon et al.,, 1986, Strzalka und Gruszecki, 1994). Mdoglicherweise ist die
veranderte Staffelung der kinetischen Parameter der Carotinoidserie in den
unterschiedlichen Einlagerungsorten und -orientierungen der Carotinoide
begrindet. Die Umsetzung von [B-Carotin konnte photometrisch nicht detektiert

werden.

5.1.3 Nanoemulsionen

Nanoemulsionen stellen die dritte Vermittlungsform fir Carotinoide dar, die
untersucht wurde. Es wurden Praparate vom Typ NanoSolve der Firma Lipoid
GmbH eingesetzt. Gegenuber Emulsionen mit groRerem Partikeldurchmesser und
konventionellen Nanoemulsionen zeichnen sie sich durch eine hohere Stabilitat,

beliebige Verdunnbarkeit in Wasser und insbesondere durch Transparenz im
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sichtbaren Wellenlangenbereich aus. Transparenz und Verdinnbarkeit waren
notwendige Voraussetzungen, um die Carotinoidvermittlung mit diesem System in
Mikrotiterplatten photometrisch untersuchen zu kdnnen. Die Messung in
Mikrotiterplatten war eine notwendige Voraussetzung fur die Vermessung einer
ausreichend hohen Anzahl an Replikaten bei quantitativen oder kinetischen
Untersuchungen. Daruber hinaus erlauben Mikrotiterplatten die parallele
Vermessung breiter Parameterfelder bei der Optimierung von

Reaktionsbedingungen.

5.1.3.1 Kompatibilitat verschiedener Puffer mit Nanoemulsionen

Nanoemulsionen konnen durch starke Anderungen des pH oder Veranderungen
der Elektrolytkonzentration destabilisiert werden. Fur die Umsetzung von 8’-Apo-B-
carotin-8’-al und [(-Carotin wurden bei AtCCD1 optimale pH-Werte von 7,5
(Schilling, 2008) respektive 8,5 (Abschnitt 5.2.1.1) ermittelt. Als optimale Puffer im
mizellaren Reaktionssystem wurden fur 8’-Apo-B-carotin-8’-al 100 mM PBS
(Schilling, 2008) und fur B-Carotin 20 mM Tris (Daten nicht dargestellt) ermittelt.

Die Stabilitat der zur Verfigung stehenden NanoSolve-Praparationen mit 8'-Apo-[3-
carotin-8’-al und [B-Carotin wurde fir verschiedene Puffertypen und pH-Werte
untersucht. Die Nanoemulsionen wurden mit dem jeweiligen Solvens auf 10%
verdinnt und dber 24 h bei 30°C gelagert. Puffer mit zweiwertigen lonen wie
Phosphat-basierte  Puffer verursachten eine durch Tribung erkennbare
Destabilisierung. Nicht destilliertes Leitungswasser fiuhrte ebenfalls zur
Destabilisierung, wahrend vollentsalztes Wasser fur beliebige Verdinnungen
verwendet werden konnte (Abb. 30). Puffer mit einwertigen lonen wie Tris konnten
bis 20 mM eingesetzt werden, ohne innerhalb von 24 Stunden Destabilisierung
hervorzurufen. Alle Untersuchungen zur Verwendung von Nano-Solve-Préaparaten

wurden aus diesem Grund mit 20 mM Tris pH 8,0 durchgefthrt.
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Abb. 30: Durch Tribung erkennbare Destabilisierung von auf 10% (v/v) verdiinnter Nano-Solve-Praparation von 8’-
Apo-B-carotin-8’-al durch verschiedene wéassrige Losungsmittel nach 24 h Lagerung bei 30°C. (A) 100 mM
PBS pH 7,5. (B) Leitungswasser. (C) 20 mM Tris pH 7,5. (D) Vollentsalztes Wasser.

5.1.3.2 Umsetzung von Carotinoiden aus Nanoemulsionen

In der Literatur sind bisher keine Angaben dariber zu finden, ob CCDs in
organischen Losungsmitteln oder in Ol-in-Wasser-Emulsionen eingesetzt werden
konnen. Es wurde deshalb untersucht, ob die Spaltung des Modellsubstrats 8’-Apo-
B-carotin-8’-al und des Prozess-Substrats (-Carotin unter Verwendung von
transparenten Nanoemulsionen (NanoSolve) moglich ist. Dartber hinaus wurde
untersucht, ob die Beimischung von wasserldslichen organischen Cosolventien
eine Umstrukturierung der o/w-Emulsion verursacht, die analog zum mizellaren

System zu einer erhdhten Reaktionsgeschwindigkeit fuhrt.

Die Reaktion erfolgte mit Zellextrakt GST-AtCCD1 exprimierender E.coli in
vollentsalztem Wasser bei 30°C und wurde photometrisch bei 510 nm (3-Carotin)
und 535 nm (8’-Apo-B-carotin-8’-al) verfolgt. Als Kontrollen wurden Ansatze ohne
Substrat und Ansatze mit Zellextrakt Leervektor-transformierter und identisch
kultivierter Zellen mitgefuhrt. Der Zellaufschluss erfolgte ohne Tensid zur
Solubilisierung des Enzyms. Die Absorptionsverlaufe der Reaktionen wurden um
die Absorptionswerte der Kontrollen rechnerisch korrigiert. Alle Reaktionen
erfolgten parallel unter Verwendung der selben Enzymcharge.

Die Spaltung von 8-Apo-B-carotin-8’-al aus Nanoemulsionen war maglich, verlief
jedoch sehr langsam (Abb. 31). Die volumetrische Aktivitat Gber die ersten 60
Minuten betrug 12 uM * h?* gegeniber 36 pM * h™ bei mizellarer
Substratvermittlung, gleicher Enzymkonzentration und um 60% niedrigerer
Substratkonzentration in der mizellaren Reaktion. Die Zugabe von wasserléslichem
organischem Cosolvens fuhrte zu keiner Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit,

jedoch zu einer geringfigig schnelleren Denaturierung des Enzyms. Die
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enzymatische Spaltung von (-Carotin aus Nanoemulsionen war mit den

eingesetzten Messmethoden nicht feststellbar (Abb. 31).

Carotinoid [uM]
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Abb. 31: Reaktionsverlaufe der Umsetzung von Carotinoiden aus transparenten Nanoemulsionen (NanoSolve) mit
GST-AtCCD1 und Effekt von organischem Cosolvens auf die Reaktionsgeschwindigkeit. (0) 120 mM B-
Carotin; (e) 120 mM 8’-Apo-B-carotin-8’-al; (x) 120 mM 8’-Apo-B-carotin-8’-al mit 10 %(v/v) Ethanol. Reaktion
bei 30°C, Vermessung photometrisch bei 510 nm (B-Carotin) und 535 nm (8’-Apo-B-carotin-8’-al). Kontrollen

ohne Enzym sowie mit Zellextrakt von Leervektor exprimierenden Zellen wurden mitgefiihrt und verrechnet.

5.1.4 Vergleich der erzielten Reaktionsgeschwindigkeiten

Der Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten fur die drei Substratvermittlungs-
systeme bei gleicher Substrat- und Enzymkonzentration war nur mit dem in allen

drei Systemen umsetzbaren Modellsubstrat 8’-Apo-B-carotin-8’-al moglich.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit den drei Vermittlungssystemen sehr
unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten erzielt werden (Abb. 32). Die
Substratvermittlung mittels Nanoemulsion filhrte mit 0,46 pM*min™ zu einer sehr
langsamen Reaktion. Bei mizellarer Substratvermittlung wurde unter identischen
Bedingungen mit 3,61 uM*min eine knapp achtmal hohere

Reaktionsgeschwindigkeit erzielt.
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Abb. 32: Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die Spaltung von 144 uM 8’-Apo-B-carotin-8’-al mit AtCCD1
aus den drei untersuchten Substratvermittlungssystemen. Alle Reaktionen wurden parallel mit der selben
Enzymcharge bei 30°C durchgefuhrt und bei 510 nm photometrisch verfolgt. Es wurden die fur die
Umsetzung von 8’-Apo-B-carotin-8’-al optimalen Parameter des jeweiligen Darreichungssystems gewahlt.
Mizellen: 0,1 %(w/v) Triton X-100, 10 %(v/v) Ethanol. Liposomen: 100 mol% Phosphatidylcholin,

Nanoemulsion: Vorlésung in vollentsalztem Wasser. Reaktionspuffer: 20 mM Tris pH 8,8.

5.1.5 Zusammenfassung: Wahl des Substratvermittlungssystems

Fur den Transfer in eine Demonstrationsanlage im LabormaRstab musste aus den
getesteten Substratvermittlungssystemen das am besten geeignete ausgewahlt
werden. Ausschlaggebend war dabei die Eignung zur Vermittlung des besonders
hydrophoben Zielsubstrates B-Carotin und nicht des Modellsubstrates 8’-Apo-[3-

carotin-8’-al, welches fur einen kommerziellen Einsatz zu teuer ist.

Die Substratvermittiung durch Nanoemulsionen bietet gegeniber den anderen
Verfahren den Vorteil, dass mit ihr die hochsten Carotinoidkonzentrationen
monomolekular solubilisiert werden kodnnen. Die eingesetzten Nano-Solve-
Praparate wiesen eine B-Carotin-Konzentration von 24 mM auf, wahrend bei
mizellarer Solubilisierung mit Tween 40 bisher ein maximales molares Verhaltnis
von 3-Carotin zu Tween 40 von 0,085 erreicht wurde (siehe Abschnitt 5.1.1.4). Bei
einer realistischen maximalen Tensidkonzentration von rund 50 mM koénnen in
Tween 40-Mizellen nur rund 4,25 mM und damit deutlich niedrigere B-Carotin-
Konzentrationen solubilisiert werden. Jedoch wurde in mehreren Versuchen bei

Substratvermittlung durch Nanoemulsionen keine biokatalytische 9,10-/9’,10’-
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Spaltung von B-Carotin, sondern nur von 8-Apo-B-carotin-8’-al beobachtet. Die
Moglichkeiten zur Variation der Reaktionsbedingungen sind bei Substratvermittlung
mit Nanoemulsionen geringer als bei Mizellen oder Liposomen. Die Grinde hierfur
sind einerseits die externe Herstellung der Nano-Solve-Préaparate durch ein
Unternehmen, andererseits zeigen Ol/Wasser-Emulsionen ein sehr komplexes
Phasenverhalten (Orlich, 2000). Dieses setzt einer Verdnderung der
Reaktionsbedingungen ohne Destabilisierung der Emulsion enge Grenzen. Aus
diesem Grund wurde die Substratvermittiung durch Nanoemulsionen fir eine

Demonstrationsanlage nicht in Betracht gezogen.

Liposomen stellen unter den getesteten Substratvermittiungsformen die beste
Imitation der naturlichen Wirkumgebung von AtCCD1 dar. Das liposomale
Substratvermittlungssystem ermdoglichte in dieser Arbeit erstmals eine in vitro-
Spaltung von B-Carotin. Die erzielten Reaktionsgeschwindigkeiten konnten durch
Anpassung der Phospholipidzusammensetzung sowie durch Einbringung von
Galaktolipiden in die Membran um etwa eine GroRenordnung gesteigert werden. Im
Vergleich zu Tensidmizellen sind das physikochemische Verhalten und die
Handhabung von Liposomen jedoch deutlich komplizierter, da Liposomen sehr
unterschiedliche Strukturen ausbilden kénnen und thermodynamisch nicht stabil
sind (Deems, 2000, Sackmann und Feder, 1995). Die Untersuchungen zur Eignung
von Liposomen fiur die Vermittlung verschiedener carotinoider Substrate zeigten,
dass gerade das langfristig angestrebte Substrat B-Carotin besonders ungeeignet
fur liposomale Vermittlung ist. Die Einlagerung dieses besonders hydrophoben
Substrates in die Phospholipidmembran verursachte eine beschleunigte

Aggregation und Koaleszenz der Liposomen.

Im Gegensatz dazu ermdglicht das mizellare Substratvermittlungssystem die
hochsten Reaktionsgeschwindigkeiten und zeichnet sich in der Herstellung und
Handhabung durch gré3ere Robustheit aus. Ausgehend von den Erkenntnissen mit
Liposomen konnte auch mit diesem Vermittlungssystem die biokatalytische
Umsetzung von B-Carotin erreicht werden. Von allen untersuchten
Substratvermitlungssystemen ist das mizellare am umfangreichsten charakterisiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zuséatzliche Eigenschaften des mizellaren

Systems beschrieben: Universell geeignete Tenside fir die Vermittlung von
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carotinoiden Substraten gibt es nicht. Fur jedes Substrat wurde ein individuelles
Spektrum an geeigneten Tensiden vorgefunden. Die Geschwindigkeit der
enzymatischen Reaktion kann vermittlungsseitig durch die Hydrophobizitat des
wasserbasierten Mediums gesteigert werden. Innerhalb einer Familie von strukturell
ahnlichen Tensiden wurde der Einfluss von Ladnge und Séattigung der hydrophoben
Tensidseitenkette auf die beschriebene Reaktionsaktivierung durch Cosolventien
untersucht. Die Ergebnisse deuten auf die Existenz eines optimalen Abstands
zwischen Vesikeloberflache und dem Substrat im hydrophoben Kern hin.
Enzymatische Umsetzungen von Xanthophyllen aus Mizellen weisen
Verzogerungsphasen auf. Es konnte gezeigt werden, dass diese enzymspezifisch
sind und dass ihre Dauer sowohl durch den pH-Wert als auch durch die
Hydrophobizitat des Mediums gesteuert werden kann.

Insgesamt erlaubt das mizellare System eine Variation der Reaktionsparameter in
einem deutlich weiteren Rahmen als die anderen Vermittlungssysteme. Die
Materialkosten und der Arbeitsaufwand fur die Herstellung optimal gestalteter
mizellarer Carotinoid-Solubilisate liegen deutlich unter denen fir liposomale
Carotinoid-Solubilisate. Aus den geschilderten Grinden wurde fir den
Demonstrationsprozess im Labormalistab die Substratvermittlung mit Mizellen

ausgewahlt.

5.2 Enzymexpression und Enzymcharakterisierung

5.2.1 Stabilitat und Aktivitat von AtCCD1

Fur einen effektiven Einsatz von AtCCD1 als technischer Biokatalysator ist eine
genaue Kenntnis der Enzymeigenschaften notwendig. Dabei sind die Bedingungen
fur optimale Aktivitat und Stabilitét von besonderem Interesse. Zahlreiche
Eigenschaften von AtCCD1 sind in den vergangenen Jahren untersucht und
charakterisiert worden (siehe Abschnitt 3.2.3). Viele dieser Arbeiten wurden jedoch
mit dem Modellsubstrat 8’-Apo-B-carotin-8’-al durchgefiihrt. Fir die angestrebte
biokatalytische Herstellung von B-lonon aus B-Carotin ist es daher notwendig zu
wissen, ob mit Modellsubstraten wie Apocarotinoiden oder Xanthophyllen
gewonnene Daten auf die Umsetzung von B-Carotin Ubertragbar sind. Weiterhin

mussen mdogliche negative Einfluisse auf die Aktivitat aufgrund von
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Proteinmodifikationen zur Expressionsverbesserung dberprift und vermieden

werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher folgende Untersuchungen
bezilglich der Stabilitat und Aktivitat von AtCCD1 durchgefihrt: Einerseits die
Bestimmung des pH-Wertes fir maximale spezifische Aktivitat bei Umsetzung von
B-Carotin sowie von Xanthophyllen, andererseits die Bestimmung der Stabilitat des
Enzyms unter Reaktionsbedingungen in Abhangigkeit vom pH-Wert. Auf3erdem
wurden die Auswirkungen verschiedener N- und C-terminaler Modifikationen auf die
erzielbare volumetrische Aktivitat bei der Expression und auf die spezifische

Aktivitat von AtCCD1 gegentber B-Carotin untersucht.

5.2.1.1 Aktivitat in Abhangigkeit vom pH fur verschiedene Substrate

Die spezifische Aktivitat von AtCCD1 in Abhéngigkeit vom pH-Wert wurde bereits
fur das Modellsubstrat 8’-Apo-B-carotin-8’-al, vermittelt durch Triton X-100-Mizellen,
untersucht (Schilling, 2008). Fir den Einsatz zur biokatalytischen Herstellung von
B-lonon aus B-Carotin muss Uberprift werden, ob der Verlauf der spezifischen
Aktivitat fur verschiedene pH bei Umsetzung des Prozessubstrates sich ahnlich
verhalt wie bei Umsetzung des Modellsubstrates. Verédnderungen des pH-Wertes
konnen die Struktur des Substratkanals von Enzymen verdndern und aufgrund
elektrostatischer Absto3ung die Affinitat zu stark hydrophilen oder hydrophoben
Substraten beeinflussen (Tsai et al., 2002). Aul3erdem muss untersucht werden, ob
das zur Umsetzung von B-Carotin benétigte Tensid Tween 40 fir einen veranderten
Zusammenhang von pH und Aktivitdt sorgt. Die Untersuchungen erfolgten gemaf
Abschnitt 6.1.2.2 und 6.3.3 mit nicht modifizierter AtCCD1 bei einer
Substratkonzentration von 48 pM in 8 mM Tween 40 - Mizellen. Der pH-Wert bei
maximaler spezifischer Aktivitdt ist fir drei sehr verschieden hydrophobe
Carotinoide aus Tween 40 - Mizellen gleich und betragt 8,0 (Abb. 33). Fir die
Umsetzung von Apocarotinoiden aus Triton X-100-Mizellen ist ein optimaler pH von
7,0 publiziert (Schilling, 2008).
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Abb. 33: Spezifische Aktivitat von nicht modifizierter AtCCD1 in Abhangigkeit vom pH-Wert fir drei unterschiedlich
hydrophobe Substrate: B-Carotin (e), Zeaxanthin (o) und Astaxanthin (A). Die Reaktion erfolgte bei einer

Substratkonzentration von 48 pM bei Substratvermittlung in 8 mM Tween 40 - Mizellen.

5.2.1.2 Stabilitat unter Reaktionsbedingungen in Abhangigkeit vom pH

Um eine hohe Volumen-Zeit-Ausbeute zu erzielen, ist es notwendig, einen
biokatalytischen Prozess unter mdglichst geringem zeitlichem Aktivitatsverlust zu
fuhren. Fir AtCCD1 wurden bereits verschiedene Lagerungsbedingungen im
Hinblick auf Puffer und Tenside untersucht (Schilling, 2008). Ziel der hier
dargestellten Untersuchungen war die Bestimmung der Stabilitdit von AtCCD1 in
Abhangigkeit vom pH-Wert unter Reaktionsbedingungen (erhdhte Temperatur,
Anwesenheit von Tensiden und Puffersalzen). Das Ergebnis sollte klaren, ob der
pH-Wert fir maximale Stabilitat unter Reaktionsbedingungen sich vom pH-Wert fir
maximale Aktivitdt gegenlber B-Carotin (Abschnitt 5.2.1.1) unterscheidet. Als
Substrat wurde Astaxanthin gewahlt, da damit innerhalb der Xanthophylle die
stabilsten mizellaren Lésungen gebildet werden kdnnen. Die Untersuchung wurde
mit nicht modifizierter AtCCD1 bei 48 pM Substratkonzentration in 8 mM Tween 40
- Mizellen durchgefuhrt. Die Lagerung erfolgte bei 20°C im entsprechenden Puffer
(Abschnitt 6.1.2.2) bei einer Tensidkonzentration von 8 mM. Zur Reaktion wurden
40 pL Enzymlésung entnommen und mit 40 pL Puffer sowie 20 pL entsprechend
hoher konzentrierter mizellarer Substratlésung vermischt. Die Reaktion wurde
photometrisch verfolgt, alle Komponenten wurden vor der Messung temperiert. Als
Kontrollen dienten gleich inkubierte Zellextrakte Leervektor-exprimierender E.coli.
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Die spezifische Aktivitat ist in diesem Fall auf die Gesamtproteinkonzentration im
Zellextrakt bezogen. Alle Proben wurden mit demselben Zellextrakt angesetzt. Die
pH-Werte  fur maximale spezifische  Aktivitdt und  Stabilitat  unter
Reaktionsbedingungen fallen zusammen (Abb. 34). Nach 222 Stunden Lagerung
bei pH 8,0 in 50 mM Tris bei einer Gesamtionenkonzentration von lges = 100 M
sind noch 52 % der spezifischen Aktivitat von AtCCD1 erhalten.
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Abb. 34: Stabilitdt von nicht modifizierter AtCCD1 unter Reaktionsbedingungen in Abh&ngigkeit vom pH-Wert.
Lagerungsdauer: Oh (m), 30h (A), 145h (0), 172h (o) und 222h (A). Substratkonzentration: 48 pM in 8 mM
Tween 40 - Mizellen. Lagerung bei 20°C im entsprechenden Puffer (Abschnitt 6.1.2.2) bei einer

Tensidkonzentration von 8 mM.

5.2.1.3 Einfluss von Proteinmodifikationen auf die Aktivitat

Die Fusion mit Polypeptiden zum Zweck der erleichterten Aufreinigung oder
verbesserten Loslichkeit (Cabrita et al., 2006) kann zu reduzierten spezifischen
Aktivitaten von Enzymen fuhren. Dieser Nachteil wird unter Umstanden durch den
erzielten Vorteil, zum Beispiel eine héhere Konzentration von léslichem Protein,
uberkompensiert (Schilling et al., 2007). Unter Verwendung des Modellsubstrats 8'-
Apo-B-carotin-8’-al in Triton X-100-Mizellen wurde bereits gezeigt, dass die Fusion
mit Glutathion S-Transferase (GST) oder dem Transkriptionsfaktor NusA zu
deutlich verringerten spezifischen Aktivitaten fuhrt. Im Fall von GST-AtCCD1 wurde
jedoch eine deutlich gesteigerte volumetrische Aktivitat festgestellt, die von einem
erhohten Anteil an l6slich exprimiertem Enzym herrihrt (Schilling et al., 2007). Die

Substrate Zeaxanthin und B-Carotin stellen in den spéter untersuchten technischen
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Substraten die Hauptcarotinoide dar und weisen eine vom Apocarotinoid deutlich
verschiedene Gro3e und Hydrophobizitat auf. Aufgrund dieser Unterschiede in den
Substrateigenschaften besteht die Mdglichkeit einer unterschiedlichen Interaktion,
insbesondere mit sehr grof3en Fusionspartnern wie GST (26,3 kDa) und NusA (64,6
kDa). Es wurden Untersuchungen mit denselben AtCCD1-Modifikationen
durchgefuihrt, um zu bestimmen, ob die Verdnderung der AtCCD1-Aktivitat durch
Fusion fur Zeaxanthin und B-Carotin anders ausgepragt ist. Die eingesetzten
Plasmide (Tab. 5) stammten aus dem vorangegangenen Projektabschnitt und
waren ausgehend von einem Konstrukt (pGEX4T-1::AtCCD1) des Projektpartners
(Prof. Wilfried Schwab, TU Minchen, Biotechnologie der Naturstoffe) kloniert und

durch Sequenzierung auf Richtigkeit gepruft worden.

Tab. 5: Eingesetzte Plasmide zur Uberexpression verschiedener Modifikationen von AtCCD1 in E. coli.

Plasmid Protein terrl:;nal terr(;;nal [li\:ljmzli]
pET29a::AtCCD1nat AtCCD1 - - 60,9
pET29a::AtCCD1 AtCCD1-His6 S-Tag His6 66,0
pGEX4T-1::AtCCD1 GST-AiCCD1 GST - 87,2
pET43a::AtCCD1 NusA-AtCCD1 NusA His6 125,5

Die Untersuchungen erfolgten bei Substratvermittlung durch 16 mM Tween 40 -
Mizellen mit lysierten und zentrifugierten Zellextrakten. Die
Gesamtproteinkonzentration in Zellextrakten wurde mittels Bicinchonin-Test
ermittelt. Die Bestimmung der Enzymkonzentration erfolgte anhand SDS-PAGE
und densitometrischer Analyse. Als Kontrolle wurden Extrakte von Zellen
eingesetzt, die mit dem jeweiligen Leervektor transformiert und identisch kultiviert
waren. Die Fusion mit gro3en Polypeptiden wie NusA und GST fuhrte auch bei
Umsetzung von Zeaxanthin und dem Zielsubstrat 3-Carotin zu einer Verringerung
der spezifischen Aktivitatt um rund 60 % (Abb.35 B). Aufgrund der
I6slichkeitsverbessernden Wirkung war die Konzentration ldslich exprimierten
Enzyms mit diesen Fusionsproteinen jedoch deutlich hdher (Abb. 35 A). Die
Modifikation von AtCCD1 mit C- beziehungsweise N-terminalem Polyhistidin- und

S-Tag fuhrte bei nahezu unveranderter spezifischer Aktivitat zu erhohter
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volumetrischer Ausbeute. Ursache ist mdglicherweise die verbesserte Loslichkeit
aufgrund der eingefiihrten hydrophilen Modifikationen.
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Abb. 35: Volumetrische (A) und spezifische (B) Aktivitat verschiedener Modifikationen von AtCCD1 bei Umsetzung
von 48 uM Zeaxanthin (weiB) und 48 pyM B-Carotin (grau) aus 16 mM Tween 40 - Mizellen.

GST-AtCCD1 stellt fir die biokatalytische Spaltung von p-Carotin in B-lonon die am
besten geeignete Modifikation dar, da bei Expression in E.coli die volumetrische
Aktivitat am hdchsten ist. Der Einfluss von fusionierten Polypeptiden auf die
Aktivitat von AtCCD1 erwies sich als nahezu unabhangig von GrofR3e und
Hydrophobizitat des Substrats.

5.2.2 Heterologe Expression unter Coexpression molekularer
Chaperone

Die heterologe Expression von AtCCD1 in E.coli fihrt zu einem Anteil von Uber
90% teilweise oder ganz fehlgefaltetem Enzym, welches in aggregierter Form in
Einschlusskorpern (inclusion bodies) vorliegt. Aufgrund der genetischen und
biochemischen Einflussméglichkeiten wird ein Wechsel des Expressionssystems
haufig nicht angestrebt. Es existieren inzwischen zahlreiche Methoden, um den
Anteil an fehlgefaltetem Protein bei der Expression in E.coli zu verringern (Baneyx,
1999, Sorensen und Mortensen, 2005). Zur Uberexpression von AtCCD1 sind
bisher nur wenige Arbeiten veroffentlicht worden. Schilling et al. (2007) konnten
durch N-terminale Fusion des Enzyms mit l6slichkeitsverbessernden
Tragerproteinen wie dem Transkriptionsfaktor NusA oder Glutathion-S-Transferase

(GST) eine deutliche Erhéhung der volumetrischen Aktivitdt im Kulturmedium um
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ca. 100% erzielen. Dabei wurde eine verringerte molare Aktivitdt des Enzyms durch
einen erhdhten Anteil an korrekt gefaltetem und I6slichem Enzym Uberkompensiert.
Durch Optimierung der Expressionsbedingungen konnten weitere Verbesserungen
der spezifischen Aktivitat erreicht werden, wobei insbesondere die
Expressionstemperatur grof3en Einfluss auf die Faltungsqualitdt zeigte. Die
funktionale Uberexpression von AtCCD1 im eukaryotischen Expressionssystem
Pichia pastoris gelang bisher nicht (Schilling, 2008).

Die Coexpression von molekularen Chaperonen stellt eine Mdglichkeit dar, um bei
Uberexpressionen den Anteil korrekt gefalteter Zielproteine zu erhohen (Fink,
1999). Aus diesem Grund wurden verschiedene Kombinationen von Chaperonen
auf eine erhdhte volumetrische Aktivitat der coexprimierten AtCCD1 oder deren
Modifikationen untersucht. Nach Selektion einer geeigneten Chaperon-Kombination
wurde die Coexpression mit AtCCD1 optimiert, um keine zellularen Ressourcen fur
die Expression uberschissiger Chaperone zu binden. Weiterhin wurde versucht,
durch physiologischen Stress zellulare Systeme zu aktivieren, die die
Chaperonwirkung unterstitzen. Zuletzt wurde untersucht, wie zuverlassig sich die
Faltungsqualitat von Passagierproteinen anhand der Aktivitat damit fusionierter
Tragerproteine (tags) beurteilen I&sst.

5.2.2.1 Selektion der optimalen Chaperon-Kombination

Chaperone wirken durch sehr verschiedene Mechanismen und an sehr
unterschiedlichen Punkten der Proteinbiosynthese. Bei zahlreichen Chaperonen ist
bekannt, dass sie erst gemeinsam mit weiteren Chaperonen ihre Wirkung entfalten
oder ihre Effizienz steigt (Nishihara et al., 1998, Nishihara et al., 2000). Es ist daher
sinnvoll, Chaperone zur Verbesserung der Proteintiberexpression nicht nur einzeln,
sondern in bewusst gewahlten Kombinationen einzusetzen.

Aus diesem Grund wurden finf Kombinationen von Chaperonen auf Verbesserung
der spezifischen und volumetrischen Aktivitat von verschiedenen AtCCDI1-
Modifikationen getestet. Die zur Chaperon-Coexpression eingesetzten Plasmide
waren Teil des Chaperone Coexpression Kits von Takara Bio Inc (#3340, Version
0906).
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AtCCD1 getrennte Induktion der Chaperon-Gruppen. Die Selektionsmarker sind ebenfalls von allen

eingesetzten AtCCD1-Expressionsplasmiden verschieden.

Die eingesetzten Chaperone wirken an den folgenden Stellen der
Proteinbiosynthese (Wall und Pluckthun, 1995): GroEL und GroES (Chaperonin,
Hsp70-Gruppe) bilden grol3e, oligomere Komplexe und ermdglichen im Inneren des
Komplexes die selbstandig ablaufende Fertigfaltung von Proteinen. DnaK und DnaJ
(Hsp60-Gruppe) binden an hydrophobe Bereiche der an den Ribosomen
naszierenden Polypeptidkette und verhindern dadurch die Aggregation dieser
Gruppen. GrpE (Hsp60-Gruppe) stimuliert die Freisetzung der Polypeptidkette aus
den Ribosomen. Tig (,Trigger Faktor®, chaperonahnlicher Faktor) erhdht auf bisher
nicht bekannte Weise die Wirkung von GroEL/ES und wirkt alleine durch

Anlagerung an das Zielprotein aggregationsverhindernd.
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Tab. 6: Daten der eingesetzten Plasmide zur Chaperon-Coexpression. Cm: Chloramphenicol. Quelle: Takara

Chaperone Coexpression Kit Manual.

Plasmid Chaperone Promoter Induktor Resistenz
Dna K/J
araB L-Arabinose
pG-KJE8 GrpE . Cm
Pzt-1 Tetracyclin
Gro ES/EL
pGro7 Gro ES/EL araB L-Arabinose Cm
Dna K/J
pKJIE7 araB L-Arabinose Cm
GrpE
Gro ES/EL .
pG-Tf2 Tig Pzt-1 Tetracyclin Cm
pTfl6 Tig araB L-Arabinose Cm

Da die Expression von Chaperonen zellulare Ressourcen bindet, gehen damit eine
verdnderte  Wachstumskinetik  sowie  haufig eine  Verringerung  der
Zielproteinkonzentration und Veradnderung der spezifischen Aktivitdt einher. Die
Kriterien fur die Auswahl der optimalen Chaperon-Kombination sind vom
beabsichtigen Einsatz des exprimierten Enzyms abhangig. Soll das Enzym
aufgereinigt und gegebenenfalls immobilisiert eingesetzt werden, muss eine
maoglichst hohe spezifische Aktivitat erreicht werden. Soll das Enzym in Form eines
Zellextraktes, also im Uberstand aufgeschlossener und zentrifugierter
Expressionszellen, eingesetzt werden, ist eine moglichst hohe volumetrische
AtCCD1-Aktivitat zu erzielen. Im der Demonstrationsanlage ist die Verwendung von
AtCCD1 in Form von Zellextrakt vorgesehen, da gezeigt wurde, dass die
enthaltenen Zellbestandteile keine Nebenreaktion hervorrufen (Schilling, 2008). Die
Aufreinigung des Enzyms wirde die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens erheblich
einschranken. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei der Expression eine
maoglichst hohe volumetrische Aktivitét erzielt werden sollte, wird in den folgenden

Abschnitten haufig Bezug auf diese Grél3e genommen.

Alle mdglichen Kombinationen von AtCCD1-Modifikationen (nativ, His-Tag, NusA-
Tag, GST-Tag) und Chaperon-Gruppen wurden durch Cotransformation von E.coli
BL21 DE3 hergestellt. Die erhaltenen Stamme wurden unter identischen
Bedingungen kultiviert, induziert und geerntet. Die Bestimmung der volumetrischen
und spezifischen Aktivitaten erfolgte nach 5, 10, 16,5 und 22 Stunden mit 12 mM 8’-
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Apo-B-carotin-8’-al in  Triton X-100-Mizellen bei 10 %(v/v) Ethanol. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde durch einen Bicinchonin (BCA) - Test mit 10
Kalibrierpunkten ermittelt. Der AtCCD1-Anteil an der Gesamtproteinkonzentration
wurde durch SDS-PAGE, Coomassie-Blau-Farbung und anschlieBende
densitometrische Auswertung bestimmt. Als Bezugsgrof3e fir die Berechnung der
spezifischen Aktivitat diente die Proteinkonzentration von AtCCD1 im durch
Aufschluss und Zentrifugation gewonnenen Zellextrakt. Die spezifische Aktivitat
liefert aus diesem Grund eine Aussage Uber die Faltungsqualitat in Bezug auf den
l6slichen Enzymanteil. Die Standardabweichungen der spezifischen und
volumetrischen Aktivitaten aus drei parallelen Messreihen wurden gemaf der
Fehlerfortpflanzungsgesetze ermittelt und enthalten die Standardabweichungen
aller enthaltenen Faktoren in entsprechender Gewichtung. Abbildung 37 zeigt
beispielhaft die volumetrische Aktivitat von GST-AtCCD1 zu verschiedenen
Zeitpunkten bei Coexpression verschiedener Chaperon-Gruppen und bei

Expression ohne Chaperone.
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Abb. 37: Volumetrische Aktivitdt von GST-AtCCD1 uber die Expressionsdauer bei Coexpression verschiedener
Chaperon-Gruppen. Weil3: 5h, grau: 10h, schraffiert: 16,5h, schwarz: 22h Expressionsdauer. Expression bei
20°C in 100 ml LB-Medium in 500 ml Erlenmeyer-Kolben ohne Schikane. Gemeinsame Induktion von
AtCCD1- und Chaperon-Expression bei O.D.g0=0,6. Substrat: 12 mM 8’-Apo-B-carotin-8’-al in Triton X-100
Mizellen. Puffer: Tris 20 mM pH 8 mit 10% (v/v) Ethanol.
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Die volumetrische Aktivitdt nach 22 Stunden Expression bei 20°C wurde fiur alle
mdoglichen Kombinationen von AtCCD1-Modifikationen und Chaperon-Gruppen
ermittelt (Abb. 38). Die Untersuchung ermdglichte einerseits die Selektion der
optimalen Chaperon-Kombination fur die Expression der fir den Modellprozess
ausgewahlten Enzymvariante. Andererseits gaben die Daten einen Hinweis auf die
Interaktion von ldslichkeitsverbessernden Tréagerproteinen und coexprimierten
molekularen Chaperonen.

Volumetrische AtCCD1-

Aktivitat [umol * L™ * min]
o
w
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Q
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Abb. 38: Vergleich der erzielten volumetrischen Aktivitaten fir verschiedene Kombinationen von Chaperon-Gruppen
und AtCCD1-Modifikationen. Expressionsdauer: 22h. Expression bei 20°C in 100 ml LB-Medium in 500 ml
Erlenmeyer-Kolben ohne Schikane. Gemeinsame Induktion von AtCCD1- und Chaperon-Expression bei

0.D.610=0,6. Substrat: 12 mM 8’-Apo-B-carotin-8’-al in Triton X-100 Mizellen. Puffer: Tris 20 mM pH 8 mit 10%
(v/v) Ethanol.

Die hochste volumetrische AtCCD1-Aktivitat wurde durch Coexpression von GST-
AtCCD1 und den Chaperonen GroES und GroEL erreicht. Die Coexpression der
Chaperone fuhrte gegenuber der Expression ohne Chaperone zu einer Erhéhung
der volumetrischen Aktivitat um den Faktor 2,4. GroEL und GroES bilden grof3e,
oligomere Komplexe und bewirken durch Bereitstellung eines hydrophilen Milieus in

ihrem Inneren die selbstandige Fertigfaltung von Proteinen (Horwich et al., 2007).
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Die Coexpression von GroEL und GroES fuihrte bei allen AtCCD1-Modifikationen
und bei nativer AtCCD1 zu einer Erh6hung der erzielten volumetrischen Aktivitat.

Es fallt auf, dass besonders grofR3e Verbesserungen der volumetrischen Aktivitat bei
AtCCD1-Modifikationen mit grof3en Fusionspartnern auftraten, die mit GroEL/ES
coexprimiert wurden: GST-AtCCD1 (23 kDa) und NusA-AtCCD1 (62 kDa). Die
Daten deuten darauf hin, dass zwei Faktoren zusammenkommen muissen, um
erhohte volumetrische Aktivitat zu erzielen: Einerseits die Fusion mit einem stark
|6slichkeitsverbessernden Tragerprotein, wodurch die Ld&slchkeit des eigentlich
membranassoziierten Enzyms (Tan et al., 2001) bei hoher
Gesamtproteinkonzentration gesteigert wird. Andererseits die Coexpression mit
geeigneten Chaperonen, die eine korrekte Faltung der Fusionsproteine durch

Bereitstellung eines geeigneten Faltungsmillieu erméglichen.

Die ermittelten Werte flr die spezifische Aktivitdt wiesen eine ahnliche Variation
auf, wie die in Abbildung 38 dargestellten Werte fur die volumetrische Aktivitat.
Dabei traten eine erhohte volumetrische und eine erhohte spezifische Aktivitat
haufig, jedoch nicht immer, zusammen auf. Bei der als optimal ermittelten
Coexpression von GST-AtCCD1 mit GroEL/ES ist die spezifische Aktivitat
gegenuber der Expression ohne Chaperone um 52% erniedrigt (siehe Abschnitt
5.2.2.3). Die durchschnittliche Faltungsqualitat der I6slichen Fusionsproteine wurde
durch Chaperon-Coexpression demnach verringert, wobei die Konzentration an
Uberhaupt geléstem Fusionsprotein stark zunahm (Ergebnis nicht dargestellt). Die
l6slichen Produkte einer Proteiniberexpression sind nicht notwendigerweise
vollstandig gefaltet und besitzen uneingeschrankte Funktionalitéat. Vielmehr stellen
sie ein Kontinuum an Faltungs-Zustanden dar (Gonzalez-Montalban et al., 2007).
Die Coexpression von GroEL/ES fuhrte offenbar zu einer Verschiebung dieses
Kontinuums an Faltungszustanden. Mehr GST-AtCCD1-Molekile sind soweit
gefaltet, dass sie l0slich sind, wobei sich die durchschnittliche spezifische

Carotinaseaktivitat der lI6slichen Enzyme verringert hat.

5.2.2.2 Chaperon-Induktionszeitpunkt und Induktion kunstlicher Hitzeschock

Sind E.coli-Zellen Stress-Einflussen wie Temperaturerhbhung, organischen

Ldsungsmitteln oder Akkumulation von aggregierten Proteinen ausgesetzt, wird
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vorubergehend die Synthese von 20-30 sogenannten Hitzeschock-Proteinen (heat
shock proteins, hsps) hochreguliert (Neidhardt und VanBogelen, 1987). Ethanol
stellt einen der effizientesten Ausloser der hsp-Reaktion dar. Die Hochregulation
der Hitzeschock-Antwort wurde bereits bei mehreren Proteiniberexpressionen
eingesetzt, um die Effizienz bereits coexprimierter Chaperone zu verbessern
(Thomas und Baneyx, 1997). Um das Potential einer kinstlichen heat shock-
Induktion fur die heterologe Uberexpression von AtCCDL1 in E.coli zu untersuchen,
wurde GST-AtCCD1 mit und ohne 3 %(v/v) Ethanol im Kulturmedium exprimiert. Es
wurden Stamme ohne Chaperon-Plasmid und mit pGro7 cotransformierte Stamme
eingesetzt und die Wirkung der Hitzeschock-Reaktion verglichen. Entgegen der
vertffentlichten Daten wurde sowohl ohne als auch mit Chaperon-Coexpression
eine deutliche Verringerung der volumetrischen Aktivitat bei der GST-AtCCD1-
Expression festgestellt (Abb. 39 A). Die spezifischen Aktivitaiten wurden ebenfalls
nicht durch die Hitzeschock-Reaktion verbessert, sondern blieben nahezu
unverandert. Die Induktion eines kinstlichen Hitzeschocks ist damit fir die

AtCCD1-Uberexpression nicht sinnvoll.
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Abb. 39: Effekt von kiinstlich induzierter Hitzeschock-Reaktion (A) sowie verschiedener Induktionsstrategien (B) auf
die volumetrische Aktivitat von GST-AtCCD1. Expression bei 20°C in 100 ml LB-Medium in 500 ml
Erlenmeyer-Kolben ohne Schikane. A: Expression ohne Chaperone mit (o) und ohne (A) 3 %(v/v) Ethanol.
Coexpression von GroEL/ES mit (x) und ohne (0) 3 %(v/v) Ethanol. B: Induktion der Chaperon-Expression
einmalig bei ODgr=0,8 mit 0,25 g/L Arabinose (weil3); einmalig bei ODgy=0,8 mit 0,5 g/L Arabinose (grau);
nach Inokulierung auf ODgy=0,1 und bei ODgy=0,8 mit je 0,25 g/L Arabinose (schwarz).

Der Zeitpunkt und die Starke der Induktion von coexprimierten Chaperonen
besitzen deutlichen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von Zellen und die

Effizienz der Proteintberexpression (Blum et al., 1992, Kohda, 2002). GST-AtCCD1
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exprimierende und GroEL-GroES coexprimierende Zellen wurden mit
verschiedenen Induktionsstrategien kultiviert. Die Induktorkonzentrationen wurden
innerhalb des angegebenen Bereiches im Handbuch der Chaperonplasmide
gewahlt. Die Induktion der Enzymexpression wurde nicht variiert und erfolgte bei
0.D.600=0,8 %= 0,2. Die Chaperon-Induktion erfolgte in zwei verschiedenen
Induktorkonzentrationen (0,25 g * L™ beziehungsweise 0,5 g * L™ Arabinose)
zusammen mit der Enzyminduktion oder sowohl bei Inokulierung als auch bei
Enzyminduktion mit 0,25 g * L™ Die zweistufige Induktion verbesserte die
volumetrische Aktivitat fur AtCCD1 um 46% (Abb. 39 B). Die Bereitstellung von
Faltungshelfermolekilen vor Beginn der Uberexpression und eine
Konzentrationserhdhung wéahrend der Coexpression erhéhten das Wirkpotential
von GroES und GroEL bei der Uberexpression von GST-AtCCD1.

5.2.2.3 Differenzielle Wirkung von Chaperonen auf Fusionsprotein-
Untereinheiten

Fur den Einsatz im Modellprozess wurde eine Modifikation von AtCCD1

ausgewahlt, die N-terminal mit dem sehr gut wasserldslichen Entgiftungsenzym

Glutathion-S-Transferase  (GST) fusioniert ist. GST-AtCCD1 stellt ein

Fusionsprotein dar, dessen Untereinheiten jeweils messbare katalytische Aktivitat

besitzen (Abb. 40).

Apo-8'- B-
CDNB'GSHU * carotenal U lonon

ed €¢
62 kDa

GST AtCCD1

Abb. 40: Schematische Abbildung des Fusionsenzyms GST-AtCCD1, das eingesetzt wurde, um die unterschiedliche
Wirkung von Chaperonen auf die Faltungsqualitat der Untereinheiten des Fusionsenzyms zu untersuchen.
CDNB: 1-Chloro-2,4-dinitrobenzol. GSH: L-Glutathion.
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Fur die angestrebte Loslichkeitsverbesserung des Fusionsenzyms ist es notwendig,
dass neben der Carotinase-Untereinheit auch die GST-Untereinheit optimal gefaltet
ist. Die Auswahl coexprimierter Chaperone und die Festlegung der
Expressionsbedingungen  geschah  bisher allein  basierend auf der
Carotinaseaktivitat. Es wurde davon ausgegangen, dass die Faltungsqualitat von
AtCCD1 direkt mit der Faltungsqualitdt des Fusionspartners GST korreliert. In der
Literatur wird die Verwendung von Fusionspartnern mit leicht messbarer Aktivitat
wie GST oder GFP (green fluorescent protein) als Faltungs-Reporter-Tag mehrfach
beschrieben (Martinez-Alonso et al., 2007, Waldo et al., 1999), wobei jedoch als
Kriterium fur korrekte Faltung des Passagierproteins die Léslichkeit und nicht eine

tatsachlich gemessene Aktivitat herangezogen wird.

Test-Messungen der GST-Aktivitat deuteten darauf hin, dass der Faltungszustand
der Fusions-Untereinheiten durch Chaperon-Coexpression nicht immer in der
selben Richtung und im selben Maf3 beeinflusst wurde. Aus diesem Grund wurden
Versuchsreihen durchgefiihrt, um anhand von GST-AtCCD1 eine mogliche
differentielle Wirkung von Chaperonen auf die Untereinheiten von Fusionsproteinen
zu untersuchen. E.coli BL21 DE3 wurde mit pGEX4T-1::AtCCD1 (GST-AtCCD1-
Expressionsvektor) und Chaperon-Expressionsvektoren (siehe Abschnitt 5.2.2.1)
cotransformiert und bei 20°C in LB-Medium kultiviert. Die Induktion von AtCCD1-
und Chaperon-Expression erfolgte gleichzeitig bei O.D.go0 = 0,8. Die spezifische
Aktivitat der AtCCD1- und GST-Untereinheiten wurde photometrisch in der spaten
exponentiellen Phase (16,5 Stunden) und der stationdren Phase (22 Stunden)
bestimmt, um Einflisse durch unterschiedliche Zustdnde des Zellmetabolismus
auszuschlieBen. In Abbildung 41 sind die spezifischen Aktivitaten der beiden
Untereinheiten von GST-AtCCD1 bei Coexpression verschiedener Chaperon-

Gruppen dargestellt.
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Abb. 41: Spezifische Aktivitdt der AtCCD1- (oben) und GST- (unten) Untereinheiten nach Coexpression mit
verschiedenen Chaperon-Gruppen. Eine Kontrolle ohne Chaperon-Coexpression ist fur jede Untereinheit

dargestellt.

Die Chaperon-Gruppen 1 (DnaK-DnaJ-GrpE + GroEL-GroES) und 3 (DnaK-DnaJ-
GrpE) reduzierten die spezifische Aktivitat der AtCCD1-Untereinheit des
Fusionsproteins, wahrend die Aktivitat der GST-Untereinheit erhoht wurde. Die von
diesen Chaperon-Gruppen hervorgerufenen Effekte sind von besonderem
Interesse, da ein Einfluss auf die spezifische Aktivitdt zweier Untereinheiten in
entgegengesetzter Richtung beobachtet wurde. Chaperon-Gruppe 2 (GroEL-
GroES) reduzierte die spezifische Aktivitat beider Untereinheiten, wéahrend
Chaperon-Gruppe 5 (Trigger Faktor) die spezifische Aktivitdt der GST-Untereinheit
erhohte, jedoch keinen Einfluss auf die AtCCD1-Untereinheit austbte. Nur

Chaperon-Gruppe 4 (GroES-GroEL + Trigger Faktor) verursachte eine koordinierte
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Erhohung der spezifischen Aktivitaten beider Untereinheiten des Fusionsproteins.
Eine synergistische Wirkung von GroEL/ES-Chaperonen und dem chaperon-
ahnlichen Trigger Faktor wurde bereits flur andere Modellproteine mit
Aggregationsneigung publiziert (Kandror et al., 1997). Trigger Faktor kann einen
Komplex mit GroEL bilden und erhoht dessen Affinitat fur inkorrekt gefaltete
Proteine (Kandror et al., 1995).

Da es sich bei den untersuchten Enzymen um Fusionspartner handelt, ist der
direkte Vergleich von Veranderungen in der spezifischen Aktivitat ohne die
fehlerbehaftete separate Bestimmung der jeweiligen Enzymkonzentrationen
maoglich: Wenn kein proteolytischer Abbau oder eine Spaltung der Fusion erfolgen,
sind aquimolare Konzentrationen der beiden Fusionspartner vorhanden. Mittels
western blot und anschlielendem immunhistochemischem Nachweis tber einen
polyklonalen,  C-terminal HRP-gekoppelten  Anti-GST-Antikbrper  wurde
nachgewiesen, dass kein Abbau und keine Spaltung der Fusion vor und wahrend

des enzymatischen Tests stattfanden (Abb. 42).

kDa
80_|
60—

50_
40
30—

20—

Abb. 42: Kontrolle auf proteolytischen Abbau oder Spaltung des Fusionsproteins. Western blot nach
immunhistochemischer Farbung mittels polyklonalem, HRP-gekoppeltem Anti-GST-Antikérper. M: Marker.
C: Kontrolle ohne Chaperon-Coexpression. 1: Coexpression DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL/ES. 2: GroEL/ES. 3:
DnaK, Dnal, GrpE. 4: GroEL/ES, Trigger Faktor. 5: Trigger Faktor. Das Ergebnis zeigt, dass vor und wahrend
des enzymatischen Tests keine Proteolyse oder Spaltung stattfanden. GST und AtCCD1-Untereinheiten

waren daher in aquimolaren Konzentrationen vorhanden.

Durch Bildung des Verhaltnisses von volumetrischer GST-Aktivitat zu
volumetrischer AtCCD1-Aktivitdt kann eine unterschiedliche Wirkung von
Chaperonen auf die Faltungsqualitat von Fusionsenzym-Untereinheiten bewertet
werden, ohne die Gesamtproteinkonzentration, die Fusionsenzymkonzentration
oder den Anteil an Fusionsenzym im Zellextrakt einzurechnen. Die

Verhaltnisbildung aus den Aktivitdten eines Fusionsenzyms stellt eine einfache und
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zuverlassige Form der internen Standardisierung fir die Konzentrationen der
Fusionsenzym-Untereinheiten dar, welche auf anderem Weg schwer zu erreichen

ist.

Das Verhaltnis der volumetrischen Aktivitaten (Agst / Aaiccpi) wurde normalisiert,
indem es fur die Expression von GST-AtCCD1 ohne Coexpression von
Chaperonen auf 1 gesetzt wurde. Die Coexpression von Chaperonen verénderte
das Verhaltnis (Acst / Aatccp1) um einen Faktor von bis zu 2,93 (Tab. 7). Die Werte
fur (Acst / Aaiccp1) erlauben nicht die Ermittlung der Chaperon-Gruppe mit der
hochsten spezifischen Ausbeute an GST- und AtCCD1-Aktivitat. Werte von (Agst /
Aaiccp1), die <1 beziehungsweise >1 sind, zeigen jedoch, dass Chaperon-
Coexpression die biologische Aktivitat von Fusionsprotein-Untereinheiten
unterschiedlich und nicht in gleichem Malf3 und in gleicher Richtung beeinflusst, wie
von (Martinez-Alonso et al., 2007, Waldo et al., 1999) postuliert.

Tab. 7: Verhéltnis von volumetrischer GST-Aktivitat (Agst) zu volumetrischer AtCCD1-Aktivitat (Aaicco1) nach 22
Stunden Expressionszeit, normalisiert auf das Verhaltnis ohne Chaperon-Coexpression. Durch Bildung des
Aktivitatsverhéltnisses zweier fusionierter Enzyme zur Untersuchung der Chaperonwirkung kénnen
Konzentrationseffekte ausgeschlossen werden. Das Verhéltnis zeigt an, in welchem Maf} die Faltung der
Fusions-Untereinheiten unterschiedlich von den Faltungsbedingungen beeinflusst wird. Es zeigt nicht die

Orientierung des Einflusses an, die in Abb. 41 dargestellt ist.

Chaperon-Gruppe Agst ! Aatcept
1 DnaK DnaJ GrpE GroEL/ES 1,98 + 0,14
2 GroEL/ES 1,60 + 0,08
3 DnaK DnaJ GrpE 2,93 £ 0,20
4 GroEL/ES Trigger Faktor 1,08 + 0,22
5 Trigger Faktor 1,39 + 0,18
C Ohne 1+014

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchung unterstitzen die Theorie eines
Kontinuums an Zwischenstufen zwischen korrekt gefalteten und nicht korrekt
gefalteten Polypeptiden in loslichen Zellfraktionen (Gonzalez-Montalban et al.,
2007). Bei aquimolaren Konzentrationen der Fusionspartner kbnnen verschiedene

Verhéltnisse von (Acst / Aawccpr) nur durch Zwischenstufen von biologischer
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Aktivitat erklart werden. Die Zwischenstufen kénnen entweder das Ergebnis von
teilweiser Aggregation sein (Nomine et al., 2001) oder von Subpopulationen
teilgefalteter und eingeschrankt aktiver Proteine. Eine Einschrankung verbleibt
jedoch: Mit der zur Verfiigung stehenden Messmethodik ware es nicht moglich zu
detektieren, wenn eine fehlgefaltete Untereinheit A an das aktive Zentrum einer

Untereinheit B binden und diese blockieren wiirde.

Die Veranderung der spezifischen Aktivitaten beider Untereinheiten von GST-
AtCCD1 wurde nicht durch Komplexbildung mit Chaperonen hervorgerufen. Die
Inkubation von Fusionsenzymen aus Zellen ohne Chaperon-Coexpression mit
Zellextrakten Chaperon-exprimierender Zellen veranderte die spezifischen
Aktivitaten der Fusionsenzym-Untereinheiten nicht (Abb. 43). Die gewahlte
Inkubationsdauer von 5 min war deutlich hoher als die Relaxationszeit von Hsp70-
Chaperonen, die bei 25°C in Anwesenheit von ATP rund 0,4 s betragt (Schmid et
al., 1994).
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Abb. 43: Inkubation von unabh&ngig exprimiertem GST-AtCCD1-Fusionsenzym mit Chaperonen. Spezifische
Aktivitat von AtCCD1- (schwarze Balken) und GST-Untereinheit (weiRe Balken) nach 5 min Inkubation mit
Chaperon enthaltenden Zellextrakten. Die spezifische Aktivitat beider Untereinheiten wird durch Inkubation

mit Chaperonen nicht signifikant verandert.

Zusammenfassend wurde fur die Expression von GST-AtCCD1 im Hinblick auf den
Einsatz in einer Demonstrationsanlage festgestellt: Die durchschnittliche
spezifische Aktivitat beider Fusions-Untereinheiten sank durch Coexpression der

ausgewahlten Chaperon-Kombination GroEL-GroES leicht. Die verringerte
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durchschnittliche spezifische Aktivitdt wurde jedoch durch eine deutlich erhdhte
Konzentration an geléstem Fusionsprotein tberkompensiert. Die Funktionalitat der
GST-Untereinheit konnte gezeigt werden. Die Moglichkeit zur
affinitaitschromatographischen Aufreinigung und der I6slichkeitsverbessernde Effekt

durch GST sind damit gewahrleistet.

Zu Fusionsproteinen im Allgemeinen kann zusammengefasst werden: Die
Verwendung sogenannter Faltungs-Reporter-Tags sollte mit Vorsicht erfolgen. Die
Verdnderung der Faltungsqualitdt solcher hinzugefligter Polypeptide durch
modifizierte Faltungsbedingungen ist nicht immer gleichsinnig und gleich stark wie
die Veranderung der Faltungsqualitat des Passagierproteins. Sofern mdglich, sollte
der Faltungszustand des Passagierproteins durch  Messung seiner
biologisch/chemischen Aktivitat kontrolliert werden. Besitzt ein Passagierprotein
keine messbare Aktivitdt, sollten alternative Methoden zur Kontrolle des
Faltungszustandes eingesetzt werden. So erlauben die fluorimetrische
Lichtstreuungsmessung (Nomine et al.,, 2001) oder die fourier-transformierte
Infrarotspektroskopie (FTIR) (Doglia et al., 2008) die Messung der Monodispersitat
beziehungsweise die Packungsstruktur aufgereinigter Proteine und konnten in

Kombination fur diesen Zweck eingesetzt werden.

5.2.3 Untersuchung alternativer Carotinasen

Aktuelle Veroffentlichungen deuten an, dass die natirlichen Substrate von
Enzymen der CCD1-Gruppe nicht Cso-Substrate wie (-Carotin, das Zielsubstrat
dieser Arbeit, sind (Floss et al., 2008), sondern Czp-Apocarotinoide. Aus diesem
Grund wurde nach einem Vertreter der CCD1-Familie gesucht, der eine Ausnahme
zu dem genannten Postulat darstellt und bevorzugt C4o-Substrate umsetzt. Ziel war
die Ermittlung einer Carotinoid-Dioxygenase, die eine hdhere spezifische Aktivitat
fur das allgemein von CCDs sehr langsam umgesetzte 3-Carotin besitzt. Fur die
CCD1 aus Rosa damascena ergaben Untersuchungen zur Substrat-Promiskuitat,
dass entgegen des ublichen Verhaltens von CCD-Enzymen Cyo-Carotinoide
bessere Substrate als Cgsp-Apocarotinoide darstellen (Huang et al., 2009a).
Zusatzlich zur Suche nach einem Vertreter der CCD1-Enzymgruppe, der mit
hoherer Aktivitat als AtCCD1 B-Carotin spaltet, wurde die Suche nach alternativen
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Enzymen auf prokaryotische und aus Vertebraten stammende Enzyme
ausgeweitet. Ziel war, ein Enzym zu finden, das entweder AtCCD1 in der
Biokonversion von [-Carotin ersetzt oder in Kombination damit eingesetzt werden
kann. Ein solches Enzym muss als Hauptsubstrat B-Carotin und als Aktivitat

mindestens eine asymmetrische oxidative 9,10-Spaltungsaktivitat besitzen.

RdCCD1 wurde in Bezug auf seine Aktivitat gegentber dem Zielsubstrat 3-Carotin
sowie dem Xanthophyll Zeaxanthin untersucht. Das murine Enzym Bcmo2 ist
bisher kaum charakterisiert und wurde deshalb umfassender untersucht: Das pH-
Optimum und eine madgliche Aktivierung durch organische Cosolventien wurden
bestimmt und eine zweistufige B-Carotin-Umsetzung zusammen mit AtCCD1

gepruft.

5.2.3.1 Enzym RdCCD1

Das Gen RACCD1 wurde im Expressionsplasmid pGEX4T-1 vom Projektpartner
(Prof. Wilfried Schwab, TU Mtuinchen, Biotechnologie der Naturstoffe) zur Verfiigung
gestellt. Es wurden sowohl die volumetrische Aktivitdt als auch die spezifische
Aktivitat von AtCCD1 und RACCD1 fir B-Carotin und Zeaxanthin verglichen. Beide
CCDs wurden mithilfe desselben Plasmids und unter identischen Bedingungen
exprimiert. Die Untersuchungen erfolgten bei Substratvermittlung in 16 mM Tween
40 - Mizellen mit durch Lyse und Zentrifugation erhaltenen Zellextrakten. Die
Gesamtproteinkonzentration in Zellextrakten wurde mittels Bicinchonin-Test
ermittelt. Die Bestimmung der Enzymkonzentration erfolgte anhand SDS-PAGE
und densitometrischer Analyse. Als Kontrolle wurden Extrakte von Zellen
eingesetzt, die mit dem jeweiligen Leervektor transformiert und identisch kultiviert
waren. Bei Umsetzung des Zielsubstrats B-Carotin konnten keine signifikanten
Unterschiede in der spezifischen Aktivitat und der volumetrischen Aktivitat bei der

Expression festgestellt werden (Abb. 44 A und B).
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Abb. 44: Volumetrische (A) und spezifische (B) Aktivitat von GST-AtCCD1 und GST-RdCCD1 bei Umsetzung von 48
UM Zeaxanthin (schraffiert) und 48 uM B-Carotin (grau) aus 16 mM Tween 40 - Mizellen.

Da das Enzym RACCD1 fir den beabsichtigten Modellprozess im Labormafistab
keine signifikanten Vorteile hinsichtlich Enzymgewinnung oder Aktivitat gegeniber
B-Carotin bietet, wurde von einer weiteren Verwendung des Enzyms abgesehen.
Das bisher eingesetzte Enzym AtCCD1 ist wesentlich umfangreicher charakterisiert
und aus diesem Grund fir den beabsichtigen Einsatz besser geeignet.

5.2.3.2 Enzym Bcmo2

Die Suche nach einem Vertreter der CCD1-Enzymgruppe, der mit héherer Aktivitat
als AtCCD1 B-Carotin spaltet, war bisher nicht erfolgreich. Aus diesem Grund
wurde die Suche nach alternativen Enzymen auf prokaryotische und aus
Vertebraten stammende Enzyme ausgeweitet. Das murine Enzym Beta-carotene
monooxygenase 2 (Bcmo2) schneidet all-trans B-Carotin asymmetrisch an der
9,10-Position und prozessiert keine apocarotinoiden Substrate, fir welche CCD1-
Enzyme ublicherweise die hochste Aktivitat zeigen (Kloer und Schulz, 2006).
Bcmo2 und seine Homologe in anderen Vertebraten sind in vivo Teil eines
alternativen Vitamin A - Synthesewegs (Biesalski et al., 2007). Der erste Vertreter
dieser Enzymgruppe wurde 2000 aus Gallina (Huhn) isoliert (Wyss et al., 2000).
Unter Einsatz von EST-Datenbanken gelang die Isolierung der cDNA von Bcmo2
aus dem Mausgenom (Kiefer et al.,, 2001). Bcmo2 tragt zwar die Information
Monooxygenase im Namen, der Reaktionsmechanismus ist jedoch noch nicht

endgultig geklart (Kloer und Schulz, 2006). Die Zuordnung erfolgte bisher aufgrund
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von Sequenzhomologie. Aufgrund der relativen Neuheit und der Unklarheit tGber
den Reaktionsmechanismus des Enzyms ist noch keine einheitliche Nomenklatur
etabliert. Es existieren neben Bcmo2 noch die Bezeichnungen 3-diox2 und BCO2,

an dieser Stelle soll aber die Bezeichnung aus dem aktuellen Review zu dieser
Enzymfamilie verwendet werden (Biesalski et al., 2007). Das untersuchte murine
Bcmo2-Gen wurde von PD Dr. Johannes von Lintig, Universitat Freiburg, Institut fur
Biologie | (Zoologie) zur Verfigung gestellt. Es handelte sich um das native, nicht
modifizierte Gen im Expressionsplasmid pBAD. Die korrekte Klonierung in das

Plasmid war durch Sequenzierung uberpruft worden.

Ziel der Untersuchung von Bcmo2 war, dieses Enzym in einem zweistufigen
enzymatischen Verfahren mit AtCCD1 einzusetzen (siehe Abschnitt 5.2.3.4). Dabei
sollte eine schnelle asymmetrische Spaltung von B-Carotin durch Bcmo2 erfolgen
und das entstehende Apocarotinoid durch AtCCD1 weiter umgesetzt werden. Um
den kombinierten Einsatz von AtCCD1 und Bcmo2 zu untersuchen, musste
zunachst bestimmt werden, inwiefern sich die Reaktionsbedingungen der beiden
Enzyme decken. Dies gilt insbesondere fur den pH-Wert der Reaktion und den
Einsatz von organischen Cosolventien, mit denen die Aktivitdit von AtCCD1 im
mizellaren System deutlich erhéht werden kann. Der Einfluss des pH-Wertes auf
die spezifische Aktivitat bei 30°C wurde in 20 mM Pufferlésung mit 14 mM Tween
40 - Mizellen bestimmt. Als Substrat wurde 36 uM Astaxanthin eingesetzt, da in
Vorversuchen damit die hochste Aktivitdt und die geringste Standardabweichung
ermittelt wurden. Die maximale spezifische Aktivitdt bezogen auf das
Gesamtprotein im Zellextrakt wurde bei pH 8,7 erreicht. Die pH-Optima von
AtCCD1 (pH 8,2) und Bcmo2 erlauben einen gemeinsamen Einsatz (Abb. 45 A). Im
mizellaren Substratvermittlungssystem mit Tween 40 wurde fir Bcmo2 keine
Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Zugabe organischer Cosolventien
gemessen (Abb. 45). Statt dessen tritt Denaturierung des Enzyms auf. Das
Ausmald der Enzymdenaturierung steigt mit ansteigender Hydrophobizitdt des
Cosolvens, dargestellt durch den Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log P
(o/w) (Abb. 45 B, C).
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Abb. 45: Spezifische Aktivitat von Bcmo2 bezogen auf die Gesamtproteinkonzentration im Zellextrakt in
Abhéangigkeit vom pH-Wert in einer 20 mM gepufferten Reaktionslésung (A) und in Abhé&ngigkeit von der
Konzentration und Hydrophobizitdt von Cosolventien, dargestellt durch log P (o/w) (B): Methanol (A),
Ethanol (e), 2-Propanol (0), 1-Propanol (A), Butanol (x). Staffelung der Hydrophobizitat der eingesetzten
Cosolventien nach log P (o/w)-Wert (C).

Bei Verwendung desselben mizellaren Substrat-Vermittlungssystems mit AtCCD1
trat eine deutliche Aktivierung der Carotinoidspaltung durch Cosolventien auf,
wahrend mit Bcmo2 keine Aktivierung stattfand. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die Aktivierung der AtCCD1-Aktivitat durch wassermischbare
organische Cosolventien in einer Veranderung der Enzym-Mizell-Interaktion oder
rein enzymseitig begrindet ist und nicht in einer Veranderung des mizellaren

Systems.

5.2.3.3 Substratspektrum von Bcmo2

Fur Bcmo2 sind bisher nur all-trans-p-Carotin und Lycopin als Substrate publiziert
(Biesalski et al., 2007). Uber weitere Substrate sowie tber mogliche strukturelle
Praferenzen und Einschrankungen ist nichts bekannt. Um den Einfluss von
Kettenldnge, Substitution der lonon-Ringe und allgemeiner Hydrophobizitat von
Carotinoiden auf die Umsetzbarkeit durch Bcmo2 zu untersuchen, wurden
enzymatische Reaktionen mit einer Serie von unterschiedlich stark

oxyfunktionalisierten Carotinoiden und einem Apocarotinoid durchgefiihrt. Die
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Reaktionen wurden photometrisch in Mikrotiterplatten verfolgt. In allen
Reaktionsansatzen wurde die selbe Charge Enzymlosung eingesetzt. Die
Enzymkonzentration wurde mittels SDS-PAGE und densitometrischer Analyse
ermittelt. Fur jedes  Substrat  wurden Dreifachbestimmungen  der
Reaktionsgeschwindigkeit bei 8 verschiedenen  Substratkonzentrationen
durchgefuihrt und die kinetischen Systemparameter kcat und Ky durch Auftragung
nach Hanes ermittelt (Cornish-Bowden und Eisenthal, 1974). Es wurde in allen
Reaktionsanséatzen ein konstantes molares Verhdltnis von Tween 40 zu Substrat
von 500 eingehalten, um einen mdglichen kinetischen Einfluss des surface dilution
Effektes (Dennis, 1973) auszuschlielen. Die Spaltung von B-Carotin erfolgte zu
langsam, um kinetische Daten mit ausreichend kleinem Fehler aufzunehmen. Der
Abbau von B-Carotin wurde aber per GC-MS und HPLC bestatigt. Die in Tabelle 8
dargestellten Werte fur kcar und Ky sind naturgem&fd in ihrer absoluten Hohe
spezifisch fur das untersuchte Reaktionssystem. Sie stellen dennoch eine
verlassliche Aussage Uber die relative Hohe der Aktivitaten von Bcmo2 gegeniber

den untersuchten Substraten dar.
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Tab. 8: kcar und Ky-Werte fir Bcmo2-Umsétze der untersuchten Substrate aus Tween 40 - Mizellen. In allen
Reaktionsanséatzen wurde ein molekulares Verhéltnis von Tensid zu Substrat von 500 eingesetzt. Die
dargestellten  Werte unterliegen experimentellen Fehlern, die aufgrund der eingesetzten

Regressionsfunktionen aber nicht in Form einer Standardabweichung darstellbar sind.

Carotinoid Kear [Mind] Ky, [uM]

OH
‘\\\\\\\\\‘ 21,6 17,7
o Astaxanthin

(0]

OH

R e VO 0 T T 21,3 49,4

HO Zeaxanthin

OH
W\\M\w 15 30,6
HO Lutein

M 8,5 1577

& Canthaxanthin

o
‘\\\\\\\\ H 1,9 48,7
8'-Apo-B-Carotin-8'-al
\

\\\\\\\\\\ n.b. n.b.

B-Carotin

Der Vergleich mit bereits vertffentlichten Daten dieser Art zu AtCCD1 (Schilling,
2008) zeigt einen zentralen Unterschied zwischen den Enzymen auf: Wéahrend
AtCCD1 8-Apo-B-carotin-8’-al am zweitschnellsten nach Astaxanthin umsetzt, wird
das Apocarotinoid von Bcmo2 nur sehr langsam gespalten. Die Symmetrie des
Substratmolekils scheint auf die Aktivitat von Bcmo2 einen entscheidenden
Einfluss zu haben. Eine sterische Hinderung ist in Anbetracht der kleineren
Molekulgrofie von 8’-Apo-B-carotin-8’-al gegenuber Xanthophyllen
unwahrscheinlich. Unter den (Ubrigen Carotinoiden ist die ermittelte
Reaktionsgeschwindigkeit vom Oxyfunktionalisierungsgrad abhangig.

Mit den in Tabelle 8 dargestellten Daten wurde erstmalig die Aktivitat von Bcmo2
gegeniber Xanthophyllen und insbesondere gegenluber einem Apocarotinoid
gezeigt. Die regiospezifische 9,10-Spaltung von 8-Apo-B-carotin-8’-al war zwar
sehr langsam, gegenuber den mitgefihrten Kontrollen aber eindeutig. Die fir
AtCCD1 und Bcmo2 ermittelten Ergebnisse stitzen die postulierten Funktionen in
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vivo, die fur AtCCD1 Cgp-Apocarotinoide und fur Bcmo2 Cyo-Xanthophylle als

Hauptsubstrate zuordnen (Biesalski et al., 2007).

5.2.3.4 Untersuchung einer zweistufigen Biotransformation mit AtCCD1 und

Bcmo?2

Mit Bcmo2 steht ein Enzym zur Verfuigung, fur das Cgo-Xanthophylle in vivo die
Hauptsubstrate darstellen und das Apocarotinoide nur sehr langsam umsetzt (Kloer
und Schulz, 2006). Eine zweistufige Biotransformation mit Bcmo2 und AtCCD1
wurde untersucht, um festzustellen, ob der kombinierte Einsatz der beiden Enzyme
zu schnellerer Reaktion fuhrt als bei Einsatz eines einzelnen Enzyms (Abb. 46 A).
Der beabsichtigte Effekt war eine synergistische Wirkung von Bcmo2 und AtCCD1:
Bcmo2 schneidet B-Carotin zu B-lonon und B-Apo-10’-Carotinal. AtCCD1 setzt das
entstehende Apocarotinoid zu einem weiteren Molekil B-lonon und einem Ciy-
Dialdehyd um und verhindert auf diese Weise einerseits eine mogliche
Produktinhibition von Bcmo2 und andererseits die Blockade von Bcmo2 durch die

sehr langsame Umsetzung von entstandenen Apocarotinoiden.

Der pH-Wert wurde mit 9,0 optimal fir Bcmo2 gewahlt, da der oxidative 9,10-
Schnitt von B-Carotin geschwindigkeitsbestimmend fiir die Gesamtreaktion ist. Die
Reaktion wurde bei 30°C mit 48 uM B-Carotin in Tween 40 - Mizellen durchgefuhrt.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen, mit Chloroform
extrahiert und per HPLC unter Verwendung externer Standards vermessen.
Aufgrund von ungenauer Pipettierung unterschieden sich die Substrat-
Anfangskonzentrationen der Reaktionsansatze geringfugig. Die [-Carotin-
Konzentration wurde daher auf den Zeitpunkt 0:00 normalisiert und ist in %
angegeben (Abb. 46 B). Der kombinierte Reaktionsansatz mit Bcmo2 und AtCCD1
enthielt jeweils die halbe molare Konzentration beider Enzyme im Vergleich zu den

Umsatzen mit einem Enzym.
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Abb. 46: (A) Schematische Abbildung des zweistufigen Verfahrens zur biokatalytischen Herstellung von B-lonon aus
B-Carotin. (B) Umsetzung von 48 pyM B-Carotin aus Tween 40 - Mizellen mit AtCCD1 (0), Bcmo2 (A) und der
Kombination beider Enzyme bei jeweils halber molarer Konzentration (e). Negativkontrolle mit Zellextrakt
Leervektor-transformierter E. coli (A).

Durch den kombinierten Einsatz von Bcmo2 und AtCCD1 konnte in den ersten drei
Stunden der Reaktion kein beschleunigter Umsatz von B-Carotin festgestellt
werden. Die Abnahme der B-Carotin-Konzentration in der Negativkontrolle beruht
auf autoxidativem Carotinoidabbau. In den ersten drei Stunden der Reaktion war
den Ergebnissen von Abschnitt 5.2.1.1 nach mit keiner signifikanten Denaturierung
der Enzyme zu rechnen, die das Ergebnis verfalscht hatte. Nach 22 Stunden
Reaktionszeit war bei kombiniertem Enzymeinsatz weiterhin kein erhdhter -
Carotin-Umsatz festzustellen. Eine Synergie beim kombinierten Einsatz von Bcmo2

und eines CCD-Enzyms zur Umsetzung von (3-Carotin konnte nicht gezeigt werden.

5.2.4 Zusammenfassung: Enzymexpression und -charakterisierung

In Abschnitt 5.2.1 wurden fir das Verfahrenskonzept relevante, bisher unbekannte
Eigenschaften von AtCCD1 bestimmt. Der pH-Wert fir maximale spezifische
Aktivitdt gegeniber drei unterschiedlich oxyfunktionalisierten Cgo-Carotinoiden lag
in allen Fallen bei 8,0 und damit um 1,0 tiber dem von Schilling ermittelten Wert fur
Cso-Apocarotinoide. Der pH-Wert far maximale Stabilitat unter
Reaktionsbedingungen wurde ebenfalls bestimmt und betrug pH 8,0. Nach 222

Stunden Lagerung bei Reaktionsbedingungen wurde eine spezifische Restaktivitat
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von 52 % ermittelt. Der Einfluss von fusionierten Polypeptiden auf die spezifische
Aktivitat von AtCCD1 gegenuber verschieden hydrophoben Substraten erwies sich

als nahezu unabhangig von Substratgro3e und —hydrophobizitat.

In Abschnitt 5.2.2 wurde die Expression unter Coexpression molekularer
Chaperone untersucht. Hauptaugenmerk waren die Ermittlung der optimalen
Chaperon-Kombination sowie der genaue Einfluss von Chaperonen auf die
spezifischen Aktivitaten der fusionierten Polypeptid-Untereinheiten. Es wurde eine
optimale Chaperon-Kombination identifiziert, die eine um den Faktor 2,4
verbesserte volumetrische Aktivitdt bei der Expression ermdglichte. Die Wirkung
von Chaperonen auf Fusionsprotein-Untereinheiten wurde untersucht und eine
unterschiedlich  ausgepragte, manchmal sogar gegensinnige  Wirkung

nachgewiesen.

Da nach aktuellen Veroéffentlichungen Cgyo-Substrate nicht die Hauptsubstrate von
AtCCD1 darstellen (Floss et al., 2008, Floss und Walter, 2009) wurden in Abschnitt
5.2.3 die alternativen Carotinasen RdCCD1 und Bcmo2 untersucht, um
maoglicherweise effektivere Biokatalysatoren zu identifizieren. RACCD1 wies in
Bezug auf spezifische Aktivitdit und Expressionsausbeute keine wesentlichen
Unterschiede zu AtCCD1 auf. Das murine Enzym Bcmo2 wurde charakterisiert. Die
spezifischen Aktivitaten gegeniber verschiedenen Cszp- und Cgo-Carotinoiden
deuten auf Xanthophylle als in vivo Substrate des Enzyms hin. Fir das angestrebte
Verfahrenskonzept erwies sich Bcmo2 jedoch weder alleine noch in einem

zweistufigen Verfahren mit AtCCD1 besser geeignet als AtCCDL1.

5.3 Biomasse als Substratquelle

Die Herstellung von als ,natirlich® deklarierbaren Aromastoffen erfordert Substrat
natirlicher Herkunft. Der Marktpreis von kristallinem [-Carotin aus naturlichen
Quellen liegt bei Abnahme groRindustrieller Mengen mit 150-200 €/kg deutlich Gber
dem fur synthetisches [-Carotin. Die Wirtschaftlichkeit eines biokatalytischen
Herstellungsprozesses fur B-lonon hangt in hohem Mal3 von den Kosten des
eingesetzten natlrlichen Substrats ab. Die Nutzung von carotinoidhaltiger

Biomasse als Ausgangsmaterial wirde neben einem mdglichen 6konomischen
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Vorteil auch nicht-monetare Vorteile bei der Vermarktung des natirlichen
Aromaproduktes bieten.

Verschiedene Typen von carotinoidhaltiger Biomasse kommen als Substratquelle
fur das beabsichtigte Modellverfahren im Labormalfistab in Frage: Carotinoidhaltige
Trester aus der Saftherstellung sowie carotinoidhaltige Pilz-, Pflanzen-, Algen- oder
cyanobakterielle Biomasse. Zwei Kriterien waren bei der Auswahl des eingesetzten
Biomassetyps malgeblich: Die Konzentration an Carotinoiden und das
Carotinoidspektrum im jeweiligen Biomassetyp. Insbesondere Punkt zwei ist fir den
technischen Einsatz von Relevanz, da das eingesetzte Enzym AtCCD1 eine grol3e
Bandbreite verschiedener Carotinoide und Apocarotinoide spaltet. Hochwertige
Aromastoffe entstehen jedoch vornehmlich bei der symmetrischen 9,10/9°,10’-
Spaltung von B-Carotin und Zeaxanthin, wobei B-lonon beziehungsweise 3-
Hydroxy-B-lonon erzeugt werden. Um die grundsétzliche Durchfiihrbarkeit der in
vitro - Umsetzung von [B-Carotin aus Biomasse zu zeigen, wurde zunachst die
Nutzung von Carotinoid produzierenden E. coli - Zellen untersucht. AnschlieRend
wurde die enzymatische Umsetzung von Carotinoiden aus Cyanobakterien-

biomasse untersucht und erste Verbesserungsschritte durchgefuhrt.

5.3.1 Rekombinant in E.coli produziertes B-Carotin

Die de novo Synthese von [(-Carotin in rekombinanten Mikroorganismen als
Ausgangsstoff fir die biokatalytische Herstellung von B-lonon stellt fir die
Aromastoffindustrie aufgrund der gultigen Auslegung der europdaischen
Aromenverordnung und der Konsumentenhaltung keine gangbare Option dar.
Langfristig kbnnte die bereits beschriebene de novo Synthese von 3-lonon in E. coli
(Schilling, 2008) oder anderen Organismen jedoch auch fur den Markt nattrlicher
Aromen einsetzbar werden. Bis dahin kann die marktgerechte Herstellung nur
durch Umsetzung von naturlichem (-Carotin in aufgereinigter Form oder in Form
von Biomasse mit isoliertem, rekombinant exprimiertem Enzym erfolgen. Um die
Durchfuhrbarkeit der in vitro - Umsetzung von B-Carotin aus Biomasse zu zeigen,
wurde zunachst die Nutzung von B-Carotin produzierenden E. coli - Zellen
untersucht. Diese Herangehensweise stellt die kleinste Verdnderung gegenuber

dem haufig verwendeten in vivo Komplementations-Test in E. coli (Cunningham
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und Gantt, 2007) dar, in welchem die symmetrische 9,10 / 9’,10’-Spaltung von [3-
Carotin bereits gezeigt wurde (Schwartz et al., 2001). Die eingesetzten (3-Carotin
bildenden E. coli - Stamme wurden von Prof. Gerhard Sandmann, Universitat
Frankfurt, zur Verfligung gestellt. Sie waren mit einem Plasmid transformiert,
welches den Biosynthesecluster von Erwinia herbicola flr [B-Carotin
beziehungsweise Zeaxanthin beinhaltete. Die eingesetzte AtCCD1-Modifikation war
GST-AtCCD1. Die Zellpellets wurden gemischt, gemeinsam sonifiziert und die
Reaktion bei 30°C in 20 mM Tris pH 7,5 durchgefuhrt. Die Reaktionsldsung wurde
mit dem halben Probenvolumen Chloroform extrahiert und der Extrakt per GC/MS
auf die Reaktionsprodukte B-lonon und 3-Hydroxy-B-lonon analysiert. Fir beide
Carotinoide konnten die entsprechenden Produkte nachgewiesen werden. Die
Umsetzung von Zeaxanthin erfolgte schnell und vollstandig: Die Reaktionslésung
entfarbte sich, und es trat gegeniber der Kontrolle im Totalionenchromatogramm
ein neuer Peak auf (Abb. 47 A). Die Substanz konnte durch Datenbankvergleich
anhand des Massenspektrums als 3-Hydroxy-B-lonon identifiziert werden
(Abb. 47 B).
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Abb. 47: (A) Totalionenchromatogramm einer GC/MS-Analyse der Reaktionsprodukte von Lysat GST-AtCCD1
exprimierender E. coli mit Lysat Zeaxanthin bildender E. coli (oben). Als Kontrolle (unten) diente das Lysat
mit dem Leervektor pGEX-4T-1 transformierter und identisch kultivierter Zellen. (B) Massenspektrum zum
Zeitpunkt 14,1 min. Das Produkt konnte anhand seiner Retentionszeit und des Massenspektrums identifiziert

werden.
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Die Umsetzung von [B-Carotin aus E. coli Biomasse fihrte zu einem sehr
schwachen B-lonon-Signal, das erstbei der lonenspur m/z = 177 deutlich erkennbar
ist (Abb. 48 A). Anhand der Retentionszeit und durch Vergleich des
Massenspektrums (Abb. 48 B) konnte die Substanz als B-lonon identifiziert werden.

Die Reaktionslosung entfarbte sich nicht, der Umsatz war demnach nicht

vollstandig.
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Abb. 48: (A) lonenchromatogramm von m/z=177 fir GC/MS-Analyse der Reaktionsprodukte von Lysat GST-AtCCD1
exprimierender E. coli mit Lysat B-Carotin bildender E. coli (oben). Als Kontrolle diente das Lysat mit dem
Leervektor pGEX-4T-1 transformierter und identisch kultivierter Zellen (unten). (B) Massenspektrum zum
Zeitpunkt 10,7 min. Das Produkt konnte anhand seiner Retentionszeit und dem Massenspektrum
identifiziert werden.

5.3.2 Spirulina platensis Biomasse

Nach umfangreicher Literaturrecherche wurde Biomasse der Blaualge Spirulina
platensis als zu untersuchender Biomassetyp ausgewahlt. Die Biomasse dieses
Organismus ist fir den beabsichtigen Einsatz als Substratquelle bei der
biokatalytischen Herstellung von natirlichem B-lonon besonders geeignet. Im
Gegensatz zu vielen anderen Biomassetypen sind in Spirulina platensis nur die
zwei bendtigten Carotinoide wertbestimmend: B-Carotin und Zeaxanthin (Tab. 9).
AulRRerdem sind geringe Konzentrationen von Lutein vorhanden, woraus bei 9,10-
Spaltung die Aromastoffe 3-Hydroxy-a-lonon und 3-Hydroxy-p-lonon entstehen. Die
Anzahl und die maximal mdgliche Konzentration von Nebenprodukten sind bei

Einsatz dieses Biomassetyps besonders gering.
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Tab. 9: Carotinoidgehalt von Spirulina platensis Biomasse bezogen auf die Trockensubstanz. Quelle: IGV Institut fur

Getreideverarbeitung GmbH, persdnliche Kommunikation. TS: Trockensubstanz.

Konzentration

Carotinoid [mg /100 g TS]
Zeaxanthin 80,8
B-Carotin 96,2
Lutein 10,4

Bei Spirulina platensis handelt es sich um ein halophiles, phototrophes
Cyanobakterium, das in natura in alkalischen Sufwasservorkommen in Sud- und
Ostafrika wachst. Die Kultivierung in Photobioreaktoren und die Techniken zur
konsumgutergerechten Zellernte sind intensiv untersucht und optimiert worden
(Travieso et al., 2001, Morist et al., 2001). Die kontinuierliche Kultur ist mdglich und
wird im sogenannten Raceway-Verfahren auch industriell durchgefihrt (Jimenez et
al., 2002). Der CO;-Bedarf von Spirulina in der industriellen Kultur ist sehr hoch und
wird in Farmen in Kalifornien und auf Hawaii Uber Druckbegasung des
Kulturmediums gedeckt. Eine parallele Nutzung zur industriellen CO,-Fixierung ist
denkbar. In getrockneter Form ist Spirulina Biomasse fur ein Naturprodukt
hervorragend technisch handhabbar und lagerungsbestandig und kann damit leicht

in industrielle Versorgungsketten eingebunden werden (Kumar et al., 1995).

Abb. 49: Wendelférmige mehrzellige Strukturen (A) und getrocknete pulverférmige Biomasse (B) von Spirulina

platensis. Quelle von A: www.spirulina.com.
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Bisher findet Spirulina platensis vor allem Anwendung als
Nahrungserganzungsmittel: Das Cyanobakterium besitzt mit rund 60 %(w/w) den
hdchsten bekannten Proteingehalt eines Nahrungsmittels und enthalt hohe
Konzentrationen an Vitaminen und Mineralien. Aufgrund dieser Eigenschaften wird
Spirulina unter anderem auch von der europaischen Weltraumbehodrde ESA als
kultivierbare Nahrungsquelle bei interplanetaren Reisen erforscht (Godia et al.,
2004). Die untersuchte Spirulina platensis Biomasse wurde von der IGV GmbH,

Nuthetal, zur Verfligung gestellt.

5.3.2.1 Umsetzung von B-Carotin aus Spirulina platensis Biomasse

Die biokatalytische in vitro - Umsetzung von Carotinoiden aus cyanobakterieller
Biomasse ist bisher nicht untersucht. Welche Prozessierungsschritte notwendig
sind, um die enthaltenen Carotinoide enzymatisch zuganglich zu machen, kann nur
in begrenztem Umfang anhand von Arbeiten zur Bioverfugbarkeit von Carotinoiden
aus Algen abgeleitet werden. Cyanobakterien wie Spirulina platensis akkumulieren
Carotinoide nahezu ausschlie3lich innerhalb von Membranen. Die Carotinoide
werden als Protein-Carotinoid-Komplexe in der photosynthetischen Membran, der
Zellmembran und der Zellwand akkumuliert (Hirschberg und Chamovitz, 1996). Die
zwei zentralen Herausforderungen fir eine biokatalytische Umsetzung der
Carotinoide sind daher einerseits der Zellaufschluss und die Freilegung
carotinoidhaltiger Membranen aus dem Zellinneren, andererseits die Trennung der
Protein-Carotinoid-Komplexe, um eine enzymatische Umsetzung der Substrate zu

ermoglichen.

Zunachst wurden Untersuchungen zur Umsetzung von B-Carotin aus Spirulina
platensis  durchgefuhrt, in denen die Biomasse allein durch ein
Zellaufschlussverfahren behandelt wurde. AnschlieRend wurden Mal3hahmen zur
Verbesserung der Reaktionsausbeute durchgefuhrt, die eine verbesserte
Mobilisierung des Carotinoids aus seinen Depots (Abschnitt 5.3.2.2) oder eine
verbesserte Substratzuganglichkeit durch Hydrolyse der Carotinoid-Protein-

Komplexe (Abschnitt 5.3.2.3) verfolgten.

Der Aufschluss von Cyanobakterien-Zellen fuihrt in der Regel zur Bildung einer

Lipid-in-Wasser-Emulsion. Da AtCCD1 in Emulsionen nur geringe Aktivitat zeigte,
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ist fur die biokatalytische Umsetzung die Uberfiihrung der Emulsion in ein System
aus gemischten Mizellen sinnvoll, in dem die AtCCD1-Aktivitat bereits optimiert
wurde. Der Ubergang von Carotinoiden und Carotinoid-Protein-Komplexen aus
Biomasse-Emulsionen in  gemischte Mizellen  durch  Zugabe von
Tensidkonzentrationen oberhalb der jeweiligen CMC wurde bereits nachgewiesen
und in einigen Aspekten charakterisiert (Tyssandier et al., 2001, Milicua et al.,
1991).

Zum Aufschluss der Spirulina-Zellen wurde aufgrund der geringen bendtigten
Probenvolumina Ultraschall eingesetzt. Im technischen Malstab ist dieses
Verfahren nicht praktikabel und kann durch Hochdruckhomogenisation ersetzt
werden. Da es sich bei beiden Methoden um kavitative Zellaufschlussverfahren
handelt, sind Ergebnisse zwischen ihnen bei Berlicksichtigung des spezifischen
Leistungseintrags und systemspezifischer Parameter tbertragbar (Chisti und Moo-
Young, 1986). Getrocknete Spirulina platensis Biomasse wurde in 50 mM Tris pH
8,5 suspendiert und bei 20 W Schallleistung mit einem Gesamtenergieeintrag von
2,4 kJ * mI™* in Intervallen von 0,5 s Beschallung und 0,5 s Pause in einem 20°C
Wasserbad aufgeschlossen. Nach der Zelllyse wurde 8 mM Tween 40 zugegeben
und die Mizellarisierung fur 60 min bei 40°C und 1400 rpm in einem
ReaktionsgefalR-Schiuttler durchgefuhrt. Die Reaktion erfolgte fir 14 Stunden bei
30°C und 1000 rpm in geschlossenen 2 ml - Kunststoffgefa3en mit Lysat AtCCD1
exprimierender E.coli. Die Konzentrationen von B3-Carotin, Zeaxanthin und B3-lonon
wurden per HPLC unter Verwendung externer Standards bestimmit.

Innerhalb der Versuchszeit wurden rund 18 % des vorhandenen (-Carotins und
rund 35 % des vorhandenen Zeaxanthins umgesetzt (Abb. 50 A und B). Die B-
lonon-Konzentration stieg im selben Zeitraum von 1,8 mg * I'* auf 6,8 mg * I'* (Abb.
50 C). Es wurden geringe Verluste beider Carotinoide durch Autoxidation oder

unspezifische Reaktion mit Lysatbestandteilen festgestellt.
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Abb. 50: Verdanderung der Konzentrationen von -Carotin (A), Zeaxanthin (B) und B-lonon (C) nach 14 h Inkubation
von aufgeschlossener Spirulina platensis Biomasse mit Lysat von GST-AtCCD1 exprimierenden E. coli-
Zellen. Grau: GST-AtCCD1. Gepunktet: Kontrolle mit Leervektor-transformierten Zellen. Reaktion bei 30°C
und 1000 rpm. Die Carotinoide wurden nach Zellaufschluss fir 60 min bei 40°C und 1400 rpm mit 8 mM
Tween 40 solubilisiert.

5.3.2.2 Verbesserung der Mizellarisierung durch organische Lésungsmittel

Der Ubergang von Carotinoiden aus Emulsionstropfen in gemischte Mizellen wurde
bereits im Rahmen von Untersuchungen zur intestinalen Absorption von
Carotinoiden untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass insbesondere stark
hydrophobe Carotinoide wie 3-Carotin schlecht aus den Lipid-Vesikeln in gemischte
Mizellen mobilisiert werden kdnnen (Tyssandier et al., 2001). Es ist anzunehmen,
dass der Transfer der Carotinoide durch eine Hydrophobisierung des Soluten
verbessert wird. Die Hydrophobizitat von Wasser kann unter anderem durch die

Mischung mit Cosolventien beeinflusst werden.

Es wurden Untersuchungen zur Auswirkung von organischen Ldsungsmitteln auf
die Mizellarisierung und Biokonversion von Carotinoiden aus Spirulina Biomasse
durchgefuhrt. Getestet wurden mit Ethanol ein wassermischbares L&sungsmittel
und mit Oleylalkohol und Butylstearat zwei nicht wassermischbare, biokompatible
Lésungsmittel. Die Losungsmittelzugabe erfolgte nach dem Zellaufschluss und vor
dem Mizellarisierungsschritt. Es wurde jeweils eine Lésungsmittelkonzentration von
27 % (v/v) wahrend der Mizellarisierung eingestellt, die zu einer Konzentration von
10 % (v/v) wahrend der enzymatischen Reaktion fuhrte. Die
Reaktionsbedingungen entsprachen ansonsten den in Abschnitt 5.3.2.1

geschilderten. Die Reaktion wurde nur 14 h durchgefihrt, weshalb die
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beschriebenen Umsatze nicht die maximal erreichbaren Werte darstellen.
Negativkontrollen wurden wie bereits beschrieben mitgefiuihrt und anhand von ihnen
autoxidativer oder unspezifischer Carotinoidabbau aus den Umsatzen
herausgerechnet. Fur B-Carotin konnte mit allen getesteten Ldosungsmitteln eine
verbesserte Mizellarisierung und damit ein erhéhter Umsatz innerhalb von 14
Stunden erreicht werden (Abb. 51 A). Fur Zeaxanthin wurde nur mit dem
wassermischbaren Cosolvens Ethanol eine deutliche Verbesserung des Umsatzes
erzielt (Abb. 51 B).
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Abb. 51: Umsatz nach 14h der Carotinoide B-Carotin (A) und Zeaxanthin (B) aus Spirulina platensis Biomasse bei
Einsatz verschiedener organischer Ldésungsmittel wahrend der Mizellarisierung.
Lésungsmittelkonzentration: 27 % (v/v) wéhrend Mizellarisierung, 10 % (v/v) wahrend Reaktion. H20O:
Wasser, EtOH: Ethanol, OA: Oleylalkohol (cis-9-Octadecen-1-ol), BS: Butylstearat.

Moglicherweise beruht der erhohte Umsatz von Zeaxanthin auf einer erhohten
Reaktionsgeschwindigkeit infolge einer Umstrukturierung des mizellaren Systems
durch das Cosolvens (Schiling et al., 2007). In hier nicht dargestellten
Untersuchungen wurde beobachtet, dass die Beschleunigung der AtCCD1-
Reaktion nur bei Xanthophyllen und Apocarotinoiden, nicht jedoch bei B-Carotin
auftritt. Da ein erhdhter Zeaxanthin-Umsatz nur mit einem wassermischbaren
Cosolvens erreicht wurde, ist moglicherweise nicht eine verbesserte
Mizellarisierung, sondern eine schnellere Reaktion des ohnehin leichter zu
mizellarisierenden Zeaxanthins (Tyssandier et al., 2001) die Ursache. Die
Maoglichkeit zur Mobilisierung von B-Carotin aus cyanobakterieller Biomasse mithilfe
biokompatibler organischer Losungsmittel wie Oleylalkohol und Butylstearat ist in

mehrfacher Hinsicht erfreulich: Die kontinuierliche biokompatible Extraktion von (3-
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Carotin aus wachsenden Grinalgenkulturen mit solchen Solventien ist bereits
beschrieben (Mojaat et al., 2008). Das Verfahren konnte in Zukunft genutzt werden,
um eine kontinuierliche Carotinoidbiokonversion mit einer kontinuierlichen

Substratdarstellung zu koppeln.

5.3.2.3 Mizellarisierung nach saurer Hydrolyse von Carotino-Proteinen

Verschiedene Arbeiten beschreiben, dass [(-Carotin in natirlichen Quellen
Ublicherweise als Komplex mit carotinoidbindenden Proteinen vorliegt (Milicua et
al., 1991, Borowska et al., 2003). Auch fur Cyanobakterien wie Spirulina existieren
entsprechende Arbeiten (Kirilovsky, 2007). Die Zuganglichkeit fur das
Verdauungssystem ist bei komplexierten Carotinoiden sehr schlecht. Eine
Hydrolyse von Carotino-Protein-Komplexen und Auflésung der Membranstrukturen
ist durch Inkubation der Biomasse fur 30 Minuten mit 4 % Essigsaure mdglich und
verbessert die Extrahierbarkeit von B-Carotin stark (Jaramillo-Flores et al., 2005).
Es wurde untersucht, ob eine Inkubation von Spirulina-Biomasse unter
hydrolytischen Bedingungen wéahrend des Zellaufschlusses gefolgt von einer
Neutralisierung vor der enzymatischen Reaktion zu einer verbesserten Carotinoid-
Mizellarisierung und -umsetzung fuhrt. Alle Ubrigen experimentellen Parameter
wurden wie in Abschnitt 5.3.2.2 gewahlt. Die Inkubation in Essigsdure wahrend
Zelllyse und anschlieBende Neutralisierung nach der Mizellarisierung

verschlechterte die Umsetzung beider Carotinoide deutlich (Abb. 52).
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Abb. 52: Umsatz der Carotinoide B-Carotin (A) und Zeaxanthin (B) aus Spirulina platensis Biomasse bei
Zellaufschluss und Mizellarisierung in 4 % (v/v) Essigséure. Einsatz verschiedener organischer
Loésungsmittel wahrend der Mizellarisierung. Lodsungsmittelkonzentration: 27 % (v/v) wahrend
Mizellarisierung, 10 % (v/v) Endkonzentration wahrend Reaktion. H20: Wasser, EtOH: Ethanol, OA:
Oleylalkohol (cis-9-Octadecen-1-ol), BS: Butylstearat.

Die HPLC-Ergebnisse der mitgefuhrten Negativkontrollen zeigten, dass die
Carotinoidkonzentration durch die hydrolytische Inkubation mit Essigsdure nicht
signifikant abnahm. Maoglicherweise wurde das Tensid durch die Mizellarisierung
bei saurem pH hydrolysiert und die Ausbildung carotinoidbeladener Vesikel konnte

nicht mehr stattfinden.

5.3.3 CO,-Extrakt aus Spirulina-Biomasse

Die Geschwindigkeit der biokatalytischen Umsetzung von B-Carotin aus Spirulina-
Biomasse zu B-lonon ist niedrig. Dies ist einerseits in der grundsatzlich niedrigen
Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms AtCCD1 begriindet, andererseits aber auch
in der niedrigen Substratkonzentration, die beim Einsatz von Biomasse als Substrat
vorherrscht. Durch den Einsatz von carotinoidhaltigen Primarprodukten kénnte
gegenuber dem Einsatz von Biomasse eine hohere Substratkonzentration erreicht
werden, ohne dabei die Substratkosten soweit zu erhéhen, wie es bei Verwendung

von Kristallinem natirlichem B-Carotin der Fall ware.

Die Extraktion von hydrophoben Substanzen mittels tberkritischem CO,, stellt einen
einfachen ersten Verarbeitungsschritt fur Biomasse dar. Durch die Wahl der

Extraktionsbedingungen kann das Spektrum an extrahierten Carotinoiden gesteuert



114 Ergebnisse und Diskussion

werden (Gamlieli-Bonshtein et al., 2002). Das Cyanobakterium Spirulina platensis
enthalt nur die beiden Carotinoide B-Carotin und Zeaxanthin sowie geringe
Konzentrationen von Lutein. Durch Verwendung eines CO,-Extraktes kann das
Carotinoidspektrum weiter auf 3-Carotin eingeengt werden. In Tabelle 10 sind die

Konzentrationen der im CO,-Extrakt enthaltenen Carotinoide aufgefthrt.

Tab. 10: Carotinoidgehalt des CO,-Extrakt aus Spirulina platensis Biomasse bezogen auf die Trockensubstanz (TS).

Quelle: IGV Institut fur Getreideverarbeitung GmbH, persénliche Kommunikation.

Konzentration

Carotinoid (mg /100 g TS]
B-Carotin 8948

Zeaxanthin 482
Echinenon 218

Die Trockenmasse-Konzentration von B-Carotin war im CO, - Extrakt um den
Faktor 93 hoher als in Spirulina platensis Biomasse. Das molare Verhaltnis von (3-
Carotin zur Summe anderer Carotinoide und das daraus resultierende maximale
Verhaltnis von B-lonon zu Nebenprodukten ist im CO, - Extrakt mit 12,8 : 1

wesentlich héher als in Biomasse mit 0,76 : 1.

5.3.3.1 Umsetzung in Gegenwart von Detergenzien und organischen

Cosolventien

Die Umsetzung von CO, - Extrakt aus Spirulina platensis Biomasse mit GST-
AtCCD1 wurde untersucht. Verschiedene  Zusammensetzungen  des
Reaktionssystems wurden parallel getestet, um den Effekt von nichtionischem
Tensid und von wassermischbarem organischem Cosolvens auf die enzymatische
Reaktion zu bestimmen. Der CO; - Extrakt wurde entweder unverandert, mit 16 mM
Tween 40 oder mit 10 %(v/v) Ethanol umgesetzt. Die B-Carotin-Konzentration
betrug in allen Ansatzen 90 pM. Im Reaktionsansatz mit Tensid wurde keine
Mizellarisierung durchgefihrt, sondern der CO,-Extrakt mit dem Tensid in THF
gelost und das Losungsmittel unter Vakuum abgezogen. Der entstandene

Tensidfilm wurde in Reaktionspuffer gel6st. Als Negativkontrollen wurden
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Reaktionsansatze mit Zellextrakten Leervektor-transformierter und identisch
kultivierter Zellen angesetzt und der in diesen Proben gemessene, unspezifische
Carotinoidverlust rechnerisch berticksichtigt. Die B-Carotin-Konzentration wurde
nach dreifacher Aceton-Extraktion mittels HPLC unter Verwendung externer

Standards ermittelt.

Alle drei Reaktionszusammensetzungen fuhrten Uber 8,5 Stunden zu einem
enzymatischen B-Carotin-Umsatz zwischen 12 und 18 % (Abb. 53). Der Einsatz
von 16 mM Tween 40 verringerte den Umsatz, der Einsatz von 10 % (v/v) Ethanol
als Cosolvens fuhrte Gber 8,5 Stunden zu keiner Verénderung. Fir die Umsetzung
von [(-Carotin durch AtCCD1 notwendige vesikelbildende Substanzen sind

offensichtlich bereits im CO, - Extrakt enthalten.
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Abb. 53: Umsatz des CO, - Extrakt aus Spirulina platensis nach 8,5 h ohne Zusatzstoffe (weif3), mit 16 mM Tween 40
(grau) und mit 10 %(v/v) Ethanol (schwarz). Reaktion: 30°C und 1000 rpm in 50 mM Tris pH 8,5. B-Carotin-
Konzentration: 90 uM.

Die CO; - Extraktion von Carotinoiden aus Spirulina Biomasse fuhrt immer zu einer
Mitextraktion anderer hydrophober Substanzen wie Fettsauren. Aus Spirulina
werden insbesondere Palmitinsdure, Linolensdure und Linolsdure mitextrahiert
(Wang et al., 2007). Fettsauren kdnnen spontan stabile Vesikel bilden (Apel et al.,
2002) und sind mdglicherweise die Ursache daflr, dass $-Carotin aus CO,-Extrakt
von Spirulina platensis auch ohne Einsatz von Tensiden oder Phospholipiden
umgesetzt wird.

Der innerhalb der Reaktionszeit umgesetzte Anteil an B-Carotin erscheint bei
Verwendung von CO,-Extrakt als Substratquelle deutlich niedriger als bei
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Verwendung von aufgeschlossener Biomasse (siehe Abschnitt 5.3.2). In den
Untersuchungen zur Umsetzung von CO,-Extrakt wurde jedoch eine hohere [3-
Carotin-Konzentration eingesetzt und die Reaktion nur 8,5 anstatt 14 Stunden
durchgefihrt. Die Berechnung der umgesetzten Stoffmenge pro Zeit zeigt, dass die
Geschwindigkeiten der B-Carotin-Spaltung aus aufgeschlossener Biomasse (1,97
pmol - I - h™) und CO,-Extrakt (1,89 pmol - I'* - h™) bei gleicher Enzymkonzentration
in der selben GroRenordnung sind. Die Ahnlichkeit der Werte beruht auf dem
Substratiiberschuss, der in beiden Reaktionen bis zum Ende der Messung

vorherrschte.

5.3.4 Biomasse als Substratquelle: Zusammenfassung und Ausblick

Die Nutzung preisgunstiger, sogenannter ,technischer” Substratquellen wie
carotinoidhaltige Biomasse fur die biokatalytische Herstellung von B-lonon aus -
Carotin ist moglich. Die erzielten Reaktionsgeschwindigkeiten und -ausbeuten
waren fir ein nur teilweise definiertes Reaktionssystem uberraschend hoch. Durch
Einsatz verschiedener biokompatibler organischer Lésungsmittel konnte der
Ubergang des stark apolaren Substrats B-Carotin in gemischte Mizellen deutlich
verbessert und der erzielte Umsatz mehr als verdoppelt werden. Fir das polar
substituierte Substrat Zeaxanthin war eine Erhohung des Umsatzes nur mithilfe
eines einzigen wassermischbaren kurzkettigen Alkohols méglich. Anders als im Fall
von B-Carotin beruht dieser Effekt vermutlich nicht auf verbesserter
Mizellarisierung, sondern auf einer erhdhten Reaktionsgeschwindigkeit analog zu
dem in Mizellen beschriebenen Effekt. Auch der Einsatz von COj-Extrakt aus
Spirulina platensis Biomasse zur biokatalytischen Herstellung von [-lonon ist
moglich. Der Extrakt enthalt bereits die fir einen biokatalytischen 3-Carotin-Umsatz
notwendigen Substanzen zur monomolekularen Solubilisierung des Carotinoids in
Pufferlosung. Gegenluber dem Einsatz von kristalinem Substrat entfallen die
Kosten fir Tensid zur Mizellarisierung sowie der Arbeitsaufwand fur die Herstellung
mizellarer Carotinoidlésungen. Die Einkaufskosten fir carotinoidhaltige Biomasse
sind schwierig anzugeben. Nur wenige Angaben sind o6ffentlich zugéanglich. Bei
einem Biomassepreis fiir Spirulina im Bereich von 6 - 8 US$/kg (Vonshak, 1997) ist
die Preisdifferenz gegenuber kristallinem naturlichen B-Carotin maf3geblich von der

erzielten B-Carotin-Konzentration in der Biomasse abhangig. Die Wirtschaftlichkeit
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des Einsatzes von technischen Substratquellen hangt dariiberhinaus von den
Kosten fur weitere Komponenten der Reaktionslosung ab, deren Bedarf wiederum
vom Carotinoidgehalt und der notwendigen Prozessierung der eingesetzten
Biomasse abhangt. Langfristig ist zu erwarten, dass eine vollstandige in vivo
Synthese  fur natlrliches  B-lonon  mittels  gentechnisch  veranderter
Mikroorganismen am Markt durchsetzbar ist. Cyanobakterien (Blaualgen) bieten
sich als Plattform fir ein solches Verfahren an. Sie sind in der Lage, hohe
Carotinoidkonzentrationen unter geringem Kaultivierungsaufwand zu bilden und
konnen gleichzeitig fur die politisch geférderte CO,-Fixierung eingesetzt werden. Es
sind bereits carotinoidspaltende Oxygenasen aus Cyanobakterien publiziert (Kloer
et al., 2005), bei denen eine hohe Chance auf funktionale Uberexpression in

carotinoidbildenden Cyanobakterienstammen besteht.

5.4 In situ-Produktabtrennung durch organophile Pervaporation

5.4.1 Auswahl und Charakterisierung der Pervaporationsmembran

Die organophile Pervaporation wird in der industriellen Praxis noch sehr selten
angewendet, wahrend die hydrophile Pervaporation bereits in weit verbreiteten
Prozesschritten wie der Entwéasserung oder Trennung von Losungsmitteln
eingesetzt wird (Bowen et al., 2004). Organophile Pervaporationsmembranen sind -
insbesondere im Labormal3stab - entsprechend schwierig zu bekommen. Fir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen standen drei Membrantypen
zur Verfugung: ,2420G/V-1“ und ,2421G/V-2“ (GMT Membrantechnik, Rheinfelden)
und L,POMS/PEI* (GKSS Forschungszentrum Geesthacht GmbH). Die
Charakterisierung der Pervaporationsmembranen umfasste folgende Schritte:
Bestimmung des Durchmessers der aktiven Membranschicht, Bestimmung der
Flussraten aller Komponenten sowie des Aufreinigungsfaktors fur 3-lonon aus einer

prozessahnlichen Modelldsung.

5.4.1.1 Aufbau untersuchter Pervaporationsmembranen

Bei allen drei Membranen handelte es sich um Membranen mit einem

zweischichtigen Stitzsystem und einer aktiven Schicht aus einem Polysiloxan. Der
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grundlegende Aufbau der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten organophilen
Pervaporationsmembranen ist in Abbildung 54 A dargestellt.

Aktive Schicht (geschlossen)

Stutzschicht 0
Utzschicht (poros) +S|—O R, PDMS

CH3

[
> Rl——Si—O+R2 POMS
. | n

CgH17

A Vlies B

Abb. 54: (A) Schematischer Aufbau einer Komposit-Pervaporationsmembran. (B) Polymertypen der aktiven

Schichten untersuchter Membranen. PDMS: Polydimethylsiloxan. POMS: Polyoctylmethylsiloxan.

Die Membran ,POMS/PEI“ des GKSS-Forschungszentrums Geesthacht besal3 eine
aktive Schicht aus Polyoctylmethylsiloxan (POMS), welche auf einer Stitzschicht
aus Polyetherimid (PEI) aufgebracht war. Der Durchmesser der aktiven
Trennschicht war mit 10 pm angegeben. Die Membranen der GMT
Membrantechnik Rheinfelden wiesen aktive Schichten aus PDMS (2420G/V-1)
beziehungsweise POMS (2421G/V-2) auf. Die Durchmesser der aktiven Schichten
waren fur diese Membranen nicht angegeben. Die Strukturformeln der beiden
Materialien fir die aktive Schicht sind in Abbildung 54 B dargestellt.

Die Dicke der aktiven Schicht ist ein zentrales Charakteristikum einer
Pervaporationsmembran und beeinflusst die Diffusion, den Fluss und die
Selektivitat der Membran stark (Groot et al., 1992). Die Dicke der aktiven Schichten
wurde fur alle verwendeten Membrantypen elektronenmikroskopisch bestimmt
beziehungsweise  Uberprift. Die  Pervaporationsmembran der GKSS-
Forschungszentrums Geesthacht GmbH ,POMS/PEI“ betrug 12 ym und wich damit
um etwa 2 pm von der Spezifikation ab. Sie wies eine sechsfach hohere Dicke der

aktiven Schicht auf als die Membranen der Firma GMT Membrantechnik mit 2 - 2,5
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pm (Abb. 55 bis 57). Die Dicke der pordsen Stutzschichten unterschied sich
zwischen den Membranen deutlich. Die Membran 2421G/V-2 wies mit 80 um die
grofte Stutzschichtdicke auf, wahrend 2420G/V-1 und POMS/PEI Membranen mit

32 um und 40 pum dinnere Stitzschichten besal3en.

Vlies Stiitzschicht Aktive Schicht Aktive Schicht

e =
41.‘
e

AccV SpotMagn Det WD Exp |—— 100um
200kV50 200x SE 113 6 F438_003

AccV SpotMagn Det WD Exp b 10um
200kv 30 3500x SE 90 10  F438_003

Abb. 55: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der POMS/PEI-Membran (GKSS Forschungszentrum
Geesthacht GmbH). Die aktive Schicht ist im Aufnahmebereich durch das Knicken der Membran teilweise
abgeldst. Aktive Schicht: d; = 12 uM, Stitzschicht: d; = ca. 40 um, Vlies: Schichtdicke nicht vermessen.

Vlies Stiitzschicht Aktive Schicht Aktive Schicht Stiitzschicht

AccV SpotMagn Det WD Exp b—— 100 um AccV SpotMagn Det WD Exp b———— 5um
200kVY 50 200x SE 107 2 F438_001 200KV 30 5000x SE 107 5 F438_001

Abb. 56: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der 2420G/V-1 Membran (GMT Membrantechnik, Rheinfelden).
Aktive Schicht: d, = 2-2,5 pM, Stltzschicht: d, = 32 uym, Vlies: Schichtdicke nicht vermessen.
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Vlies Stiitzschicht Aktive Schicht Aktive Schicht Stitzschicht

AccV SpotMagn Det WD Exp |——— 200 um AccV SpotMagn Det WD Exp }——— 50um
200kv50 100x SE 95 1 F438_002 200KV 45 500x SE 96 3 F438_002

Abb. 57: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der 2421G/V-2 Membran (GMT Membrantechnik, Rheinfelden).
Aktive Schicht: d; = 2-2,5 pM, Stiitzschicht: d, = 80 pm, Vlies: Schichtdicke nicht vermessen.

5.4.1.2 Partialflussdichten und Anreicherungsfaktor mit Modelldsungen

Mit allen drei Membrantypen wurden Untersuchungen zur Bestimmung der
Flussraten verschiedener Komponenten und der resultierenden Selektivitat
durchgefiihrt. Zweck war, diejenige Membran zu identifizieren, die am besten fir
das Modellverfahren im Labormaf3stab geeignet war. Die Untersuchungen erfolgten
mit Modellésungen, in denen die Zusammensetzung einer Reaktionslésung
nachgebildet war. Dabei war insbesondere die sehr niedrige Produktkonzentration
bei biokatalytischer Herstellung von B-lonon zu beriicksichtigen. Mit 9,6 mg * I*
wurde die B-lonon-Konzentration eingesetzt, die bei einer Ublichen
Substratkonzentration von 50 yM B-Carotin im mizellaren Reaktionssystem nach
50% Umsatz vorherrschen wuirde. In Abhéangigkeit von der gewabhlten
Substratquelle  und dem  Substratvermittiungssystem werden bei der
biokatalytischen Herstellung von B-lonon aus [-Carotin organische Cosolventien
zugegeben. Die Modellésung enthielt aus diesem Grund 10 %(v/v) Ethanol.
Cosolventien reduzieren die Trennleistung organophiler Pervaporationsprozesse
aufgrund des Kopplungseffektes (Huang und Feng, 1992, Verhoef et al., 2007).
Basis der Modellésung war 20 mM Tris pH 8,5. Die Messung der [-lonon-
Konzentration erfolgte gaschromatographisch unter Verwendung interner und
externer Standards, die Messung der Ethanolkonzentration mittels HPLC und
externem Standard. Die Untersuchungen wurden bei 30°C und einem
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Volumenstrom (iber die 0,099 m? groBe Membran von 157 I'h™ durchgefiihrt. Der

Druck auf der Permeatseite betrug 0,2 mbar.

Abbildung 58 A =zeigt, dass der Membrantyp ,POMS/PEI“ bei der selben
Feedkonzentration deutlich hohere Partialflussdichten der Zielsubstanz (-lonon
erlaubt als die Membrantypen 2420G/V-1 und 2421G/V-2.
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Abb. 58: (A) Partialflussdichte von B-lonon sowie (B) Gesamtflussdichte (gefllite Symbole) und Partialflussdichten
von Wasser (ungefiillte Symbole) und Ethanol (Kreuze) fir die drei untersuchten Pervaporationsmembranen
(2420G/V-1: m, O, X; 2421G/V-2: A, A, x; POMS/PEL: e, o, +).

Um die Eignung einer Membran fir den Prozesseinsatz zu bewerten, muss die
Partialflussdichte der Zielsubstanz im Verhéltnis zur Partialflussdichte des
Losungsmittels - in diesem Fall Wasser - und der Gesamtflussdichte bewertet
werden. Die Partialflussdichte des Losungsmittels Wasser ist insbesondere bei der
Abtrennung extrem gering konzentrierter Komponenten von Interesse, da sie im
niedrigen Konzentrationsbereich unabhangig von der Feedkonzentration der
abzutrennenden Komponente ist (siehe Abschnitt 3.6.3). Sie beeinflusst den
erzielten Aufreinigungsfaktor daher stark. In Abbildung 58 B sind die ermittelten
Partialflussdichten fur Wasser und Ethanol sowie die Gesamtflussdichte fir die drei
untersuchten Membranen aufgetragen. Die Wasserflussdichten aller untersuchten
Membranen waren wie erwartet unabhangig von der Feedkonzentration der
organischen Komponente. Die Daten zeigen auflerdem zu Beginn des
Pervaporationsprozesses allgemein deutlich erh6hte Flussdichten. Dieser Effekt

beruht auf der Quellung der Membranen mit der zu pervaporierenden Lésung vor
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Beginn des Vakuumaufbaus. Die Kompression der Membran durch den Aufbau des
Druckgradienten fuhrt zu temporar erhdhten Flussdichten. Die mittleren
Gesamtflussdichten der drei Membranen unterscheiden sich stark: 2420G/V-1 und
2421G/V-2 wiesen mit 1063,4 gm?Zh™ und 7285 gm?h® deutlich hohere
Gesamtflussdichten als die POMS/PEI Membran mit 95,5 gm*h™ auf. Die hoheren
Gesamtflussdichten der GMT-Membranen sind in erster Linie eine Folge der rund
sechsfach dinneren aktiven Schicht dieser Membranen. Der Unterschied in den
Gesamtflussdichten innerhalb der GMT-Membranen beruht auf der Hydrophobizitéat
des Membranmaterials. Die Membran 2420G/V-1 wies einen um rund 31 %
hoheren Gesamtfluss auf als 2421G/V-2. Das Material der Membran 2421G/V-2
(POMS) ist aufgrund der darin enthaltenen Octylketten deutlich hydrophober als
das Material von 2420G/V-1 (PDMS). Die Hydrophobizitdt sorgt bei gleicher
Schichtdicke fur eine geringere Partialflussdichte von Wasser und eine héhere

Selektivitat fur die organische Komponente.

Die verschiedenen Flussdichten der abzutrennenden Komponente, des
Losungsmittels und  dritter Komponenten fihren zu  verschiedenen
Zusammensetzungen des in der Kdihlfalle ausgefrorenen Produktes. Der
Aufreinigungsfaktor B beschreibt die Erhéhung der B-lonon-Konzentration im
Permeat gegentber dem Retentat. Fur das anschlieRende downstream processing
der Permeatldsung ist ein hoher Aufreinigungsfaktor von erheblichem Vorteil. Dabei
wird im untersuchten System eine mdglichst geringe Abtrennung des Cosolvens
Ethanol bei gleichzeitig hohem Aufreinigungsfaktor flr B-lonon angestrebt. Der
Anreicherungsfaktor ergibt sich aus der Steigung der interpolierten Gerade bei
Auftragung der Permeat- Uber der Retentatkonzentration der abzutrennenden
Komponente. Mit der Membran POMS/PEI der GKSS GmbH konnte ein deutlich
hoherer Aufreinigungsfaktor von rund 770 erzielt werden als mit Membranen der
Firma GMT (Abb. 59 A), mit denen Werte von 19 (2420G/V-1) und 43 (2421G/V-2)
erzielt wurden. Die fur das Cosolvens Ethanol ermittelten Anreicherungsfaktoren
sind fur alle drei untersuchten Membranen &hnlich und mit 4,9 bis 6,4

vergleichsweise niedrig.
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Abb. 59: Konzentration von (A) B-lonon und (B) Ethanol im Permeat in Abh&ngigkeit von der Konzentration im
Retentat fiir die drei untersuchten Membranen: 2420G/V-1 (m), 2421G/V-2 (A),POMS/PEI (¢). Die Steigung der
interpolierten Geraden reprasentiert den Aufreinigungsfaktor der Komponente bei Einsatz der jeweiligen

Membran.

Zusammenfassend ist die Membran ,POMS/PEI* (GKSS Forschungszentrum
Geesthacht GmbH) am besten geeignet zur pervaporativen in situ
Produktabtrennung bei der biokatalytischen Herstellung von B-lonon aus -Carotin
mittels AtCCD1. Aufgrund der sehr dicken aktiven Schicht dieser Membran ist sie
fur die Abtrennung extrem niedrig konzentrierter, fllchtiger organischer
Komponenten besonders geeignet. Die mit dieser Membran erzielbare
Gesamtflussdichte ist niedrig, aufgrund des sehr geringen Wasser- und
Ethanolflusses aber mit einem sehr hohen Aufreinigungsfaktor verbunden. Da die
Reaktionsgeschwindigkeit des eingesetzten Biokatalysators niedrig ist, stellt die
geringe Partialflussdichte von B-lonon kein Hindernis fir den Einsatz der Membran

dar.

5.4.2 Verringerung der Produktinhibition durch in situ
Produktabtrennung

Primares  Ziel der  organophilen Pervaporation im angestrebten
Demonstrationsprozess ist die Produktabtrennung und gleichzeitige -aufreinigung
als erster Schritt des downstream processing. Fur das eingesetzte Enzym AtCCD1
ist die Inhibition durch das Reaktionsprodukt 3-lonon beschrieben (Schilling, 2008).

Ein erhoffter Zusatzeffekt der in situ Produktabtrennung ist deshalb die Vermeidung
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von Produktinhibition bei der enzymatischen Reaktion. Um die Produktabtrennung
aus einer laufenden Biokonversion zu demonstrieren und eine mogliche
Verringerung der Produktinhibition zu untersuchen, wurde das Modellsubstrat 8’-
Apo-B-carotin-8’-al mit GST-AtCCD1 bei mizellarer Substratvermittiung umgesetzt
und die Reaktionslésung durch die Pervaporationseinheit zirkuliert. Die
Untersuchung wurde mit dem Modellsubstrat durchgefihrt, weil damit eine
wesentlich hohere Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Eine schnelle Reaktion
ist notwendig fur ein ausreichend kleines Verhéaltnis von Mess-Standardabweichung
zu den gemessenen Wertveranderungen. Die Reaktion (V = 0,5 I) wurde in 20 mM
Tris pH 8,0 bei 30°C in einer abgedichteten Glasflasche (V = 1 I) durchgefihrt. Als
Kontrolle diente die Reaktion der mizellaren Substratidsung mit Lysat Leervektor-
transformierter und identisch exprimierter Zellen. Die Pervaporation erfolgte mit
0,099 m? POMS/PEI-Membran bei einem Volumenstrom von 157 'h™. In Abbildung
60 A sind die Verlaufe der Substratkonzentration fur Versuche mit und ohne
Pervaporation sowie fir den Kontrollversuch dargestellt. Die Verlaufe von
enzymatischen Umséatzen mit und ohne Produktabtrennung durch Pervaporation

verlaufen sehr &hnlich.
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Abb. 60: Umsetzung des Modellsubstrats 8’-Apo-B-carotin-8’-al mit und ohne Produktabtrennung durch organophile
Pervaporation. (A) Substratkonzentration in Reaktion ohne Pervaporation (A), mit Pervaporation (A) und
Kontrollversuch (0). Das Erreichen von stabilem permeatseitigem Druck >0,2 mbar ist mit Pfeil
gekennzeichnet. (B) Produktmasse: Kumuliert in Permeat und Retentat bei Reaktion mit Pervaporation (A);
im Retentat bei Reaktion mit Pervaporation (A); in der Reaktionsldsung bei Reaktion ohne Pervaporation (o);

in der Reaktionsldésung bei Kontrollversuch (o).
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In Abbildung 60 B sind die Produktmassen im jeweiligen System fur Versuche mit
und ohne Pervaporation dargestellt. Die theoretisch erreichbare Produktmasse (3-
lonon lag bei 7,4 mg. Bei Versuchen mit Produktabtrennung durch Pervaporation
wurden die Produktmassen im Retentat und Permeat summiert, bei Versuchen
ohne Produktabtrennung ist nur die Masse in der Reaktionsldsung angegeben. Bei
Umsetzung mit Pervaporation wurde der erwartete Verlauf beobachtet. Die
kumulative Produktmasse wies einen asymptotisch ansteigenden Verlauf mit einem
Maximum zwischen sechs und sieben mg auf. Bei Umsetzung ohne Pervaporation
wurde nur eine maximale Produktmasse von 1,5 mg erreicht, die nach 2 Stunden
langsam abnahm. Die Abnahme der gemessenen Produktmasse deutet auf einen
konstanten Verlust des sehr flichtigen B-lonons im System hin, der mit hoher

Wahrscheinlichkeit durch die Abdichtung des Reaktionsgefal3es stattfand.

In Abbildung 61 ist der Verlauf der Substratkonzentration im Zeitraum 1 bis 2,5
Stunden bei Umsetzung mit und ohne Pervaporation vergroRert dargestellt. Im
dargestellten Zeitfenster lag der permeatseitige Druck stabil bei 0,14 mbar. Die
Substratkonzentration war noch so hoch, dass keine Substratlimitierung zu
erwarten war. Die durch lineare Interpolation ermittelte Steigung der
Konzentrationskurve war bei Reaktion mit Pervaporation nur um 16% steiler als
ohne Pervaporation. Die Produktabtrennung beschleunigt die Reaktion durch

Verhindern einer Produktinhibition kaum.
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Abb. 61: Verlauf der Substratkonzentration bei Umsetzung von 8’-Apo-B-carotin-8’-al durch GST-AtCCD1 mit (A) und
ohne (o) Produktabtrennung durch Pervaporation. Der Zeitraum 1 bis 2,5 Stunden wurde gewahlt, weil der

permeatseitige Druck in dieser Phase < 0,2 mbar und die Substratkonzentration noch ausreichend hoch war.
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Es ist zu erwarten, dass der positive Effekt der in situ Produktabtrennung gréf3er
ware, wenn hdhere Substratkonzentrationen eingesetzt wirden, wie es bei
Verwendung von CO»-Extrakt aus Biomasse mdglich ware. Fir die Reaktion von
AtCCD1 im mizellaren System ist das Auftreten von Produktinhibition ab 50 uM [3-
lonon beschrieben (Schilling, 2008). Die in diesem Versuch eingesetzte
Substratformulierung erlaubte nur eine maximale theoretische Produktkonzentration
von 72 uM bei 100% Umsatz.

5.4.3 In situ Produktabtrennung: Zusammenfassung

Fur drei zur Verfugung stehende organophile Pervaporationsmembranen wurden
folgende technische Parameter ermittelt: Durchmesser der aktiven Schicht,
Gesamt- und Partialflussdichten der Einzelkomponenten von prozessahnlichen
Modellésungen sowie der Anreicherungsfaktor fir -lonon. Anhand der ermittelten
Parameter wurde der am besten geeignete Membrantyp ausgewahlt. Mit diesem
wurde aus prozessahnlichen Modelldsungen ein Aufreinigungsfaktor fur B-lonon
von rund 770 bei gleichzeitig hoher Selektivitdt erreicht. Mit dem am besten
geeigneten Membrantyp wurde eine moégliche Abnahme der Produktinhibition von
AtCCD1 durch in situ Produktabtrennung untersucht. Es konnte nur eine geringe
Abnahme der Produktinhibition gezeigt werden. Der Grund fur die nur geringe
Verbesserung war, dass das eingesetzte mizellare Substratvermittlungssystem nur
vergleichsweise niedrige Substratkonzentrationen erlaubte. Es ist zu erwarten, dass
die Verringerung von Produktinhibition ausgepragter ware, wenn hoher

konzentrierte Substratquellen eingesetzt wirden.

5.5 Demonstrationsanlage im Labormalfistab

Ziel dieser Arbeit war ein proof of concept fir die selektive biokatalytische in vitro
Herstellung des natirlichen Aromastoffs (3-lonon aus B-Carotin. Dazu sollte eine
Demonstrationsanlage im Labormafistab aufgebaut werden. Die einzelnen
Prozesschritte waren bisher nur getrennt untersucht worden und mussten dazu in
kompatibler Form verbunden und betrieben werden. Zun&chst sollen die
konstruktiven Eigenschaften der Demonstrationsanlage beschrieben und

technische Besonderheiten erlautert werden. AnschlieRend soll anhand des
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Sauerstoffeintrags durch Begasung gezeigt werden, wie die
Regelungsmadglichkeiten eines Enzymreaktors zur weiteren Verbesserung der
Reaktionsgeschwindigkeit eingesetzt werden kdénnen. AbschlieRend werden die
Ergebnisse der ersten selektiven biokatalytischen Herstellung von B-lonon aus (-

Carotin im Labormaf3stab dargestellt.

5.5.1 Aufbau der Demonstrationsanlage

Die Auslegung und der technische Aufbau der Demonstrationsanlage erfolgten in
Anlehnung an vorangegangene Arbeiten zur biotechnologischen Produktion von 2-
Phenlyethanol durch Ganzzell-Biotransformation unter Einsatz organophiler
Pervaporation (Etschmann, 2004), (Maltzahn, 2005).

Als Enzymreaktor wurde ein 2,3 | Glaskorper-Bioreaktor mit Temperatur- und
Ruhrerdrehzahlregelung eingesetzt. Die auf 30°C temperierte Reaktionslésung im
Enzymreaktor wurde kontinuierlich durch das Pervaporationsmodul zirkuliert. Auf
der Permeatseite des Pervaporationsmoduls wurde der Gasstrom Uber zwei
Edelstahl-Rohrleitungen in einen Kollektor geleitet, in welchem der permeatseitige
Druck gemessen wurde. Aus dem Kollektor wurde der Gasstrom durch eine
Flussigstickstoff-gekihlte Kuhlfalle geleitet, in welcher sich Gase mit Siedepunkt
oberhalb der Kdihlfallentemperatur niederschlugen. Zur Messung von
Permeatmenge und -zusammensetzung wurden die Kuhlfallen in regelmafigen

Absténden ausgetauscht.

B-lonon lagert sich sehr bereitwillig in hydrophobe polymere Substanzen ein - eine
Eigenschatft, die technisch bei der Parfumierung von Scheuermitteln oder bei der
Duftfreisetzung in Waschmitteln genutzt wird (Michael, 1990, Hoshino und Sakurai,
2002). Fir die technische Umsetzung der biokatalytischen B-lonon-Herstellung
stellte diese Eigenschaft eine Herausforderung dar. Die Verwendung von
Polymeren in einer Demonstrationsanlage lasst sich - insbesondere bei flexiblen
Leitungen - kaum vermeiden. Der Einsatz konventioneller Chemie- oder
Pharmatechnik-Schlauche fihrte zu deutlichen Produktverlusten durch Diffusion
von B-lonon in die Kunststoffkomponenten der  Anlage. Durch
Sorptionsuntersuchungen mit zahlreichen Schlauchtypen und durch weitgehenden
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Verzicht auf Kunststoffteile in der Anlage konnte der Produktverlust minimiert
werden. Der flr die Forderung der Reaktionsldsung am besten geeignete Schlauch
war ein doppelwandiger Schlauch mit einer AuRenwandung aus PVC und einer
Innenwandung aus Perfluorethylenpropylen (FEP). Dieser Schlauchtyp wies nur
eine minimale Einlagerung von B-lonon aus gefdrderten Modellésungen auf. In
Abbildung 62 ist das Rohrleitungs- und Instrumentierungsschema der

Demonstrationsanlage gemal DIN 10628 dargestellt.
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Abb. 62: Rohrleitungs- und Instrumentierungsschema der Demonstrationsanlage im Labormafistab. P1:
Schlauchquetschpumpe, P2: Vakuumpumpe, K1: Druckluftkompressor, Kol: Kollektor, KF: Kuhlfalle, V1:
Drehschieberventil, V2-3: Nadelventile, CI 101: Sauerstoffsensor, TIC 102: Temperatursensor und -
regeleinheit, FI 103: Gasflusssensor, Pl 201: Drucksensor grob, PIR 202: Drucksensor fein, 1-2: PVC-
Verbundschlauche mit den Langen 301 cm und 164 cm, 3-4: Flexible Vakuum-Rohrleitungen.

Beim Betrieb der Demonstrationsanlage wurde eine sehr niedrige Ruhrerdrehzahl

von 150 rpm gewahlt, da die Denaturierungsgeschwindigkeit geléster Proteine
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linear mit der Ruhrerdrehzahl zunimmt (Colombie et al., 2001). Aul3erdem wurde
die Rihrerdrehzahl niedrig gewahlt, um ein Uberschaumen zu vermeiden. Die
bisher untersuchten Reaktionslésungen neigten zum Teil stark zur Schaumbildung,
da sie im Fall mizellarer Substratvermittlung hohe Konzentrationen an Tensid und
im Fall aufgeschlossener Cyanobakterienbiomasse hohe Konzentrationen an
Protein enthielten.

5.5.2 Eintrag des Cosubstrates Sauerstoff durch Begasung

In Bioreaktoren erflllt der Ruhrer neben der Durchmischung des Reaktorinhalts
eine weitere Aufgabe: Die Steuerung des Gaseintrags. Fur die Spaltung von einem
Mol B-Carotin durch AtCCD1 werden zwei Mol molekularer Sauerstoff bendtigt.
Eine hohe Konzentration an geldéstem Sauerstoff ist daher Voraussetzung fur eine
effiziente Biokatalyse. Durch die Begrenzung der Ruhrerdrehzahl auf 150 rpm
konnte nur ein geringer Sauerstoffeintrag durch den Rudhrer erfolgen. Zur
Vermeidung einer Sauerstofflimitation wurde zuséatzlich Sauerstoff Uber das
Begasungssystem des Fermenters eingetragen.

Wie eine hohe Ruhrerdrehzahl fuhrt in Tensid- oder proteinhaltigen Losungen auch
eine hohe Begasungsrate zu Schaumbildung. Es musste aus diesem Grund ein
Weg gefunden werden, mit hoher Effizienz nur kleine Volumenstrome Gas in das
Reaktionsgemisch einzutragen. Die Verwendung konventioneller Ringloch-Sparger
fuhrte in Voruntersuchungen schon bei geringen Volumenstromen zum
Uberschaumen, wobei aufgrund des hohen Blasendurchmessers nur ein geringer
Sauerstoffeintrag stattfand. Die Sauerstofftransportrate OTR (oxygen transfer rate)

ist fur den Ubergang von der Gas- in die Flussigphase definiert als

OTR = kLa ' (C*oz - Coz)

wobei c'o; die maximale Geldstsauerstoffkonzentration und co, die tatséchlich
geloste  Sauerstoffkonzentration  darstellen. Der Term kia wird als
volumenbezogener Sauerstoffibergangskoeffizient bezeichnet und ist ein Mal3 fur
die Effizienz des Sauerstoffeintrags. Der Faktor k. stellt die Stoffibergangszahl des

Gas/Flussigkeitssystems dar und a die volumenbezogene Phasengrenzflache. Da
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der k a-Term proportional zur volumenbezogenen Phasengrenzflache ist, wird der
Gaseintrag mit sinkendem mittlerem Blasendurchmesser immer effizienter. Es
wurde aus diesem Grund ein Verfahren gesucht, um reproduzierbar moglichst

kleine Gasblasen zu erzeugen.

Als geeignetes Verfahren wurde die Begasung mittels eines gaspermeablen
Membranschlauchs ermittelt. Eine 10 cm lange, vom Fermenterdeckel aus
gespeiste Schleife des Membranschlauchs (Membrana Acurel #6114) wurde
unterhalb des Blattrihrers im Enzymreaktor angebracht (Abb. 63). Bei 150 rpm
Ruhrerdrehzahl filhrte die Begasung mit 20 cm®*min™ mittels Membranschlauch zu
einem feinen Blasennebel mit einem mittleren Blasendurchmesser unterhalb von

1 mm.

% %V\ Befestigungsgewinde

Gewindetyp M8

= Fermenterport

Edelstahl-Rohrleitung

di=3 mm

Membranschlauch
/ |=10cm

Abb. 63: Schematischer Aufbau des zur Begasung eingesetzten Membranschlauch-Elements. Befestigung und

Gasspeisung erfolgten mittels der Gewinde Uiber den Fermenterdeckel.

Der Effekt des Gaseintrags mittels Membranschlauch auf die Umsetzung von
mizellar vermitteltem B-Carotin durch AtCCD1 wurde untersucht. Die Reaktion
erfolgte bei einer Substratkonzentration von 48 uyM ohne Betrieb der
Pervaporationseinheit. Die Bestimmung der Substrat- und Produktkonzentration
erfolgte per HPLC unter Verwendung externer Standards. Der Eintrag von Druckluft
mittels Membranschlauch fuhrte zu einer deutlichen Beschleunigung der
biokatalytischen Umsetzung um ca. 75 % (Abb. 64 A). Der Gaseintrag verursachte

allerdings in der Kontrolle mit Lysat Leervektor-transformierter Zellen einem leicht
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beschleunigten unspezifischen Carotinoidabbau, vermutlich aufgrund von
Autoxidation durch gel6sten Sauerstoff. Die beschleunigte enzymatische Reaktion
spiegelt sich auch im Verlauf der Produktkonzentrationen wieder. Der Eintrag von
Sauerstoff durch Druckluftbegasung fuhrt zu einer schneller ansteigenden B-lonon-

Konzentration in der Reaktionslésung (Abb. 64 B).
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Abb. 64: Verlauf der (A) Substrat- und (B) Produktkonzentration in der Reaktionslésung bei Umsetzung von mizellar

vermitteltem B-Carotin mit GST-AtCCD1 in der Demonstrationsanlage ohne Betrieb der

Pervaporationseinheit. Umsetzung ohne Gaseintrag tiber Membranschlauch: o. Umsetzung mit 20 cm®min™

Drucklufteintrag iber Membranschlauch: e. Kontrollversuch mit Lysat Leervektor-transformierter Zellen und
Gaseintrag: A. Aufgrund geringer Unterschiede in der Anfangskonzentration des Substrats erfolgte die

Darstellung in (A) normalisiert.

Nach neun Stunden Reaktionsdauer war ein Abfall der B-lonon-Konzentration in
der Reaktionslosung zu beobachten. Anhand des Verlaufes der
Substratkonzentration war erkennbar, dass die Reaktionsgeschwindigkeit ab
diesem Zeitpunkt deutlich abnahm, die Reaktion aber weiterlief. Der Abfall der
Produktkonzentration in der Reaktionslosung ist eine Folge des Austrags des sehr
flichtigen Produktes (Dampfdruck 1,32 Pa bei 298 K) durch den Gasstrom im
Enzymreaktor. Die in Abbildung 64 B dargestellten Daten sind demzufolge
Uberlagert mit einem nicht bestimmten Produktaustrag durch gas phase stripping.
Bei Einsatz der Pervaporationseinheit sind eine Abtrennung des Produkts direkt
nach seiner Entstehung und eine sehr niedrige transiente Produktkonzentration zu
erwarten. Der Verlust durch Gasaustrag ist in einem solchen Fall wesentlich
geringer. In Folgeexperimenten mit Pervaporation konnte mittels adsorberbasierter

Abluftanalytik kein B-lonon in der Abluft nachgewiesen werden.



132 Ergebnisse und Diskussion

Die Messung der Sauerstoffsattigung in der Reaktionslosung wahrend der ersten
zehn Stunden ergab eine geringere Differenz der Geldstsauerstoff-Konzentrationen
in Reaktionen mit und ohne Gaseintrag als erwartet (Abb. 65). Bei einem
Gaseintrag von 20 cm®*min® war die Sauerstoffkonzentration gegeniiber der
Umsetzung ohne Gaseintrag im Durchschnitt um 15 % erhoht. Zu Beginn der
Reaktion sank die Sauerstoffkonzentration im Versuch mit Begasung stark ab.
Moglicherweise war die reaktionsbedingte Sauerstoffzehrung in diesem Zeitraum
hoher als der Stoffubergang von Sauerstoff in die Reaktionsldsung. Eine
Begrindung fur das nur sehr kurze und schwache Auftreten dieses Effektes in der
Reaktion ohne Sauerstoffeintrag kann nicht gegeben werden. Insgesamt kann mit
der gewahlten Sauerstoffeintragsmethode noch keine vollstéandige Sattigung der
Reaktionslosung mit Sauerstoff wahrend der Reaktion erreicht werden. Es besteht

noch immer die Mdglichkeit einer Limitierung der Reaktion durch Sauerstoff.
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Abb. 65: Verlauf der Sauerstoffsattigung in der Reaktionslosung bei Umsetzung von mizellar vermitteltem B-Carotin

mit GST-AtCCD1 in der Demonstrationsanlage ohne Betrieb der Pervaporationseinheit. Umsetzung ohne
Gaseintrag: (o). Umsetzung mit 20 cm®min™ Drucklufteintrag tiber Membranschlauch: (e).

Die eingesetzte Druckluft enthielt nur 21 % Sauerstoff. Durch die Verwendung von
reinem Sauerstoff zur Begasung konnte die Effizienz der biokatalytischen
Umsetzung weiter gesteigert werden, ohne durch erhdhten Gaseintrag eine starke
Schaumbildung zu verursachen. Eine Verwendung von Reinsauerstoff birgt jedoch

die Gefahrt einer verstarkten Autoxidation des Substrats.
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5.5.3 Biokatalytische Herstellung von B-lonon aus f-Carotin

Ziel dieser Arbeit war, die biokatalytische in vitro Herstellung von B-lonon aus -
Carotin  einschlie3lich  einer geeigneten  Produktabtrennung in  einer
Demonstrationsanlage im Labormal3stab zu zeigen. Eine lauffahige
Demonstrationsanlage wirde nach aktuellem Kenntnisstand das erste selektiv-
biokatalytische Herstellungsverfahren fiur als natlrlich deklariertes (-lonon
darstellen. Ein entsprechender Versuch wurde aufgrund der praziser definierten
Reaktionszusammensetzung mit mizellar vermitteltem nattrlichem B-Carotin anstatt
von Biomasse oder CO,-Extrakt durchgefihrt. Die Reaktion erfolgte bei einer
Substratkonzentration von 48 pM bei einem Gasvolumenstrom von 20 cm®*min™ mit
Druckluft als eingetragenem Gas. Die Pervaporation erfolgte mit einer POMS/PEI-
Membran bei einem permeatseitigen Druck von 0,2 mbar und einer Feed-
Forderrate von 73 | * h™. Die Bestimmung der Substrat- und Produktkonzentration
erfolgte per HPLC unter Verwendung externer Standards.

Der Verlauf der kumulativen Substrat- und Produktstoffmengen zeigt, dass die
Reaktion erfolgreich durchgefuhrt werden konnte (Abb. 66 A). Wie die
Zusammensetzung der kumulierten B-lonon-Stoffmenge im System (Abb. 66 B)
zeigt, wurde im Messzeitraum > 95 % des entstandenen Produktes in situ aus der

laufenden Reaktion abgetrennt.
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Abb. 66: (A) Verlauf der kumulierten Produkt- und Substratstoffmengen bei Umsetzung von mizellar vermitteltem B-
Carotin mit GST-AtCCD1 in der Demonstrationsanlage bei Betrieb der Pervaporationseinheit. B-Carotin: (e),
B-lonon: (A). (B) Zusammensetzung der kumulativen Produktmasse {ber die Reaktionsdauer.
Reaktionsldsung: weil3, Kuhlfalle (KF) 1: schwarz, KF 2: hellgrau, KF 3: dunkelgrau, KF 4: horizontal
schraffiert, KF 5: vertikal schraffiert, KF 6: diagonal schraffiert.
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Das in Kuhlfallen aus dem Gasstrom ausgefrorene Permeat wurde mittels HPLC
und GC-MS auf seine Zusammensetzung untersucht. Die Analysen ergaben, dass
das Pervaporationsprodukt eine weitestgehend reine konzentrierte wassrige
Ldsung von B-lonon darstellte (Abb. 67). Insbesondere flr die sensorische Qualitat
des Produktes abtragliche Verunreinigungen wie Indol aus dem Lysat
aufgeschlossener E. coli — Zellen wurden nicht detektiert. Als Nebenkomponenten
wurden nur Spuren von Butylhydroxytoluol (BHT) und a-lonon gemessen. BHT ist
ein experimentell vermeidbarer Stabilisator aus dem zur Mizellformulierung
eingesetzten Tetrahydrofuran. a-lonon entsteht mit hoher Wahrscheinlichkeit

wahrend der Lagerung und Analytik durch Isomerisierung aus 3-lonon.
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Abb. 67: GC-MS-Totalionenchromatogramm von Hexan-Extrakt des Permeats bei Umsetzung von B-Carotin mit GST-
AtCCD1 in der Demonstrationsanlage. BHT (Butylhydroxytoluol ) und B-lonon wurden anhand von Standards

verifiziert. a-lonon wurde durch Abgleich mit einer MS-Fragmentierungsdatenbank identifiziert.

Die symmetrische 9,10 / 9,10’ - Spaltung von B-Carotin durch AtCCD1 flhrt
theoretisch zu zwei Mol B-lonon pro Mol B-Carotin. In Abbildung 66 A kann dieses
Verhdltnis nicht wiedergefunden werden. Es tritt offensichtlich ein Verlust von B-
lonon in der eingesetzten Demonstrationsanlage auf. Drei Faktoren spielen fur den
Produktverlust vermutlich eine Rolle: Produktaustrag durch den Gasstrom wahrend
der Kihlfallenwechsel, Verlust durch Diffusion in Membran und Schlauchleitungen
sowie chemischer und enzymatischer Produktabbau durch Inhaltsstoffe der

Reaktionslésung.
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Um den Verlauf der Reaktion und der Produktabtrennung darstellen zu koénnen,
mussten die eingesetzten Kuhlfallen regelmafiig getauscht und ihr Inhalt analysiert
werden. Wahrend des Austausches von Kihlfallen wurde die Pervaporationseinheit
mithilfe von Ventilen vom Enzymreaktor getrennt und bellftet. Nach Tausch der
Kihlfalle musste zunachst ein ausreichendes Vakuum im Kdihlfallenabschnitt
aufgebaut werden, um die Ventile wieder zu 6ffnen und die in situ
Produktabtrennung fortzusetzen. Die Zeit vom Beginn des Kuhlfallenwechsels bis
zum Wiedererreichen eines permeatseitigen Drucks von 0,2 mbar betrug 10 — 12
min (Abb. 68). In diesem Zeitraum fand keine Produktabtrennung statt und Teile

des gelosten Produkts wurden durch den Gasstrom ausgetragen.
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Abb. 68: Ausschnitt des permeatseitigen Druckverlaufs bei biokatalytischer Spaltung von B-Carotin zu -lonon in der

Demonstrationsanlage. Zeitachse technisch bedingt von rechts nach links.

Die Bestimmung des Aufreinigungsfaktors bei Pervaporation unter realen
Prozessbedingungen konnte nicht auf dem ublichen Weg erfolgen: Die Auftragung
der Permeat- Uber der Retentatkonzentration fuhrte aufgrund der fortlaufenden
Nachproduktion von B-lonon zu einem nichtlinearen Verlauf der Datenpunkte (Abb.
69 A). Die Datenpunkte sind infolge der Nachproduktion in Abszissenrichtung
verschoben. Der Datenpunkt mit der héchsten lononkonzentration ist aufgrund von
Membranquellung bei Beginn der Pervaporation zuséatzlich in negativer
Ordinatenrichtung verschoben. Abbildung 69 B zeigt die errechneten

Anreicherungsfaktoren fur die nacheinander eingesetzten Kihlfallen. Die zu Beginn
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der Reaktion eingesetzten Kuhlfallen enthalten hohe Massen von [(-lonon im
Retentat. Der errechnete Aufreinigungsfaktor fur diese Kihlfallen war gering, da
aufgrund der noch hohen Reaktionsgeschwindigkeit eine hohe transiente 3-lonon-
Konzentration in der Reaktionslosung vorlag. Bei geringer Retentatkonzentration
werden  Bereiche abgebildet, in denen nur noch eine geringe
Reaktionsgeschwindigkeit vorherrschte. Diese kommen dem Modell6sungssystem
am nachsten. Der Aufreinigungsfaktor nahert sich dort einem Wert von 140 an.
Wahrend die B-lonon-Flussraten unter Prozessbedingungen vergleichbar mit den
Flussraten bei Modellésungen waren, ist der erzielte Aufreinigungseffekt geringer.
Mit einem Aufreinigungsfaktor von rund 140 stellt die organophile Pervaporation
dennoch eine wertvolle Kombination von in situ Produktabtrennung und

Aufreinigung dar.
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Abb. 69: Abschétzung des erzielten Aufreinigungsfaktors fiir B-lonon bei Pervaporation aus enzymatischer
Umsetzung von B-Carotin in der Demonstrationsanlage. (A) Aus der Auftragung der Permeat- tber der
Retentatkonzentration ist aufgrund der fortlaufenden Nachproduktion von B-lonon kein Aufreinigungsfaktor
bestimmbar. (B) Aufreinigungsfaktoren fir die im Lauf der Reaktion nacheinander eingesetzen Kihlfallen.
Bei geringer Retentatkonzentration werden Bereiche abgebildet, in denen nur noch eine geringe

Reaktionsgeschwindigkeit vorherrscht. Der Aufreinigungsfaktor nahert sich dort einem Wert von 140 an.

Insgesamt wurde innerhalb der Reaktionszeit von zehn Stunden ein Umsatz von 38
mol % erreicht. Da trotz laufender pervaporativer Produktabtrennung noch eine
Produktkonzentration im Retentat gemessen wurde, war die Aktivitdt des Enzyms
bei Abbruch der Messung noch teilweise vorhanden (Abb. 69 A). Bei verlangerter
Reaktionsdauer wurden in Biokonversionen ohne Pervaporation bereits Ausbeuten

um 60 mol % B-Carotin erreicht (siehe Abschnitt 5.5.2). Durch eine verbesserte
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Reaktionsfihrung kann der Substratumsatz mit hoher Wahrscheinlichkeit erhoht
werden. Zentrale Ansatzpunkte zur reaktionskinetischen Verbesserung wéaren die
Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Eintrag von Reinsauerstoff sowie
eine enzymschonende Thermostatisierung des Bioreaktors. In den dargestellten
Versuchen erfolgte die Temperaturregelung Uber Heizstébe, die Warme uber kleine
und sehr heil3e Oberflachen in das System eintrugen und zur teilweisen
Denaturierung des Enzyms fuhrten. Durch die bendtigte Verdampfungsenthalpie
fand auf der Permeatseite der Pervaporationsmembran eine standige Kihlung statt,
die durch Warmeeintrag im Enzymreaktor ausgeglichen werden musste.
Zusammen mit dem Warmeverlust an die Umgebung war ein relativ hoher

permanenter Energieeintrag notwendig.

5.5.4 Demonstrationsanlage: Zusammenfassung und Ausblick

Der vollstandige Verfahrensablauf einer selektiven biokatalytischen Herstellung von
B-lonon  ausgehend von  kristallinem  [(3-Carotin  konnte in  einer
Demonstrationsanlage mit 2,3 | Reaktorvolumen erstmalig durchgefiuihrt werden.
Das Verfahrensprodukt war eine konzentrierte wassrige Lésung von B-lonon, die
keine messbaren Konzentrationen sensorisch stérender Verunreinigungen wie
Indol enthielt. Als Nebenkomponenten wurden nur Spuren von a-lonon sowie des
experimentell vermeidbaren Stabilisators Butylhydroxytoluol gemessen. Mithilfe der
in situ Produktabtrennung durch organophile Pervaporation konnten im
Messzeitraum > 95 % des entstandenen [(-lonon aus der laufenden Reaktion
abgetrennt werden. Mittels eines selbst entworfenen gaspermeablen Membran-
schlaucheinsatzes wurde ein kontinuierlicher Eintrag des Cosubstrats Sauerstoff in
die Reaktionslosung ohne Uberschaumen erreicht. Die erhohte transiente
Geldstsauerstoffkonzentration fihrte zu einer Beschleunigung der biokatalytischen
Umsetzung um rund 75 %, die Daten zeigten jedoch trotz aktivem Gaseintrag eine
Limitierung der Reaktion durch Sauerstoffmangel an. Durch eine verbesserte
Reaktionsfihrung und angepasste technische Ausfihrung des Reaktors kann eine
Erhdhung des Substratumsatzes erwartet werden. Zentrale Ansatzpunkte sind
dabei einerseits eine enzymschonendere Thermostatisierung Uber den
Reaktormantel und andererseits eine Verbesserung des Sauerstoffeintrags durch
Einsatz von Reinsauerstoff anstatt Druckluft zur Begasung.
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6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien von den Firmen Fluka,
Riedel de Haen, Sigma Aldrich (alle Taufkirchen, Deutschland), Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Bis auf
kristallines B-Carotin und 8’-Apo-B-carotin-8’-al wurden kristalline Carotinoide bzw.
Xanthophylle sowie Emulsionen von B-Carotin und Marigoldextrakten (Tagetes
erecta) von der Firma Wild Flavours Berlin GmbH & Co. KG zur Verfligung gestellt.
Teilweise oder ganz aufgereinigte Phospholipide aus Ei bzw. Soja sowie
Nanoemulsionen (Nano-Solve) von (3-Carotin und 8’-Apo-B-carotin-8’-al wurden von
der Firma LIPOID GmbH, Ludwigshafen, Deutschland zur Verfugung gestellt.
Carotinoidhaltige cyanobakterielle Biomasse (Spirulina platensis) sowie einen CO,-
Extrakt davon stellte die IGV Institut fur Getreideverarbeitung GmbH, Nuthetal,
Deutschland, zur Verfugung.

Die Extrakte und Emulsionen der Firma Wild Flavours Berlin GmbH sind fur den
Einsatz als Lebensmittelzutat zugelassen und bestehen gemalR Lebensmittel-
kennzeichnungsverordnung aus folgenden Inhaltsstoffen: Totalextrakt aus Tagetes,
Invertzuckersirup, Zitronensaureester von Mono- und Diglyceriden von Fettsduren,
a-Tocopherol.

Fur die eingesetzten Phospholipide und Nanoemulsionen der Firma LIPOID GmbH

wurden Analysezertifikate zur Verfligung gestellt, die im Anhang aufgefuhrt sind.

Tabelle 11: Eingesetzte Phospholipid-Préaparationen (Lipoid GmbH)

Bezeichnung Zusammensetzung Quelle
E PE Phosphatidylethanolamin, rein Ei
S 100 Phosphatidylcholin, rein Soja

53,8% (w/w) (Lyso-) Phosphatidylcholin
16,6% (w/w) Phosphatidylethanolamin
69,9% (w/w) (Lyso-) Phosphatidylcholin
8,4% (w/w) Phosphatidylethanolamin

S 45 Soja

S75 Soja
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Die von der IGV Institut fir Getreideverarbeitung zur Verfliigung gestellte Biomasse
aus Spirulina sowie der CO,-Extrakt davon wurden von der IGV GmbH beziglich
ihres Carotinoidgehaltes untersucht und folgende Analysewerte ermittelt. Die
Trockensubstanzgehalte sind in den Angaben nicht bertcksichtigt und betrugen fir
die Biomasse 94,4% und den CO,-Extrakt 63,8%.

Tabelle 12: Carotinoid-Analysewerte der Spirulina platensis Biomasse.

Substanz Konzentration [mg/100g]
Beta-Carotin 90,8
Zeaxanthin 76,2
Lutein 9,8
Gesamt 176,8

Tabelle 13: Carotinoid-Analysewerte des CO,-Extraktes von Spirulina platensis Biomasse.

Substanz Konzentration [mg/100g]
Beta-Carotin 5708,8
Zeaxanthin 307,4
Lutein 0
Echinenon 140,2
Gesamt 6156,4

6.1.2 Medien, Puffer, Losungen

6.1.2.1 Medien
LB-Medium / LB-Agar:

10 g/L Trypton
5 gL Hefeextrakt
10 g/L NaCl
15g/L Agar agar (nur fur Herstellung LB-Agar)
pH 7,0
SOC-Medium
20 g/L Trypton
5 gL Hefeextrakt
0,5g/L NacCl

2,5 mM KCI
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1 mM MgCl,
2 mM D-Glucose
6.1.2.2 Puffer
PBS-Puffer
1,8 mM KH,PO4
10 mM Na,HPO,
140 mM NacCl
2,7 mM KCI
pH 7,4
Tris-Puffer
20 mM Tris

pH 7,4 sofern nicht anders angegeben

Puffer fir Bestimmung pH-Optima:

Die Pufferstarke betrug in allen Fallen 100 mM. Die Gesamtionenstarke wurde mit
NaCl auf 200 mM eingestellt. Die Pufferzubereitung erfolgte bei 20°C, die Werte fir
pH wund lonenstarken sind fiar die Einsatztemperatur 30°C berechnet.
Thermodynamisch korrekte Pufferzusammensetzungen wurden mithilfe eines
Programms der berechnet

University of Liverpool

(http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html).

pH Puffersubstanz Pufferkonzentration NaCl-Konzentration

4 Essigsaure 6 g/L 10,58 g/L
4,5 Essigsaure 6 g/L 9,19 g/L
5 Essigsaure 6 g/L 7,58 g/L
5,5 Essigsaure 6 g/L 6,53 g/L
6 Bis-Tris 20,09 g/L 7,03 g/L
6,5 Bis-Tris 20,09 g/L 8,45 g/L
7 Bis-Tris 20,09 g/L 10,04 g/L
7,5 Tris Base 12,14 g/L 6,83 g/L
8 Tris Base 12,14 g/L 8,12 g/L
8,5  Tris Base 12,14 g/L 9,76 g/L
9 Tris Base 12,14 g/L 10,91 g/L


http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html
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9,5 Ethanolamin
10 Ethanolamin

Elektrophoresepuffer:

6,11 g/L 8,32 gL
6,11 g/L 9,93 g/L

a) SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

b)

Probenpuffer (5x)

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

Laufpuffer

Farbeldsung

Entfarbelésung

Western Blotting

Transfer-Puffer

Blockier-Puffer

PBST

0,25 M Tris-Base

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

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

pH 6,8

1,5M Tris-Base

pH 8,8

0,5M Tris-Base

pH 6,8

0,125 M Tris-Base

1,25 M Glycin

0,5% (w/v) SDS

pH 8,3

0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
50% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure

20% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure

3,03 g/L Tris-Base

14,4 g/L Glycin

2,5% (w/v) Rinderserumalbumin Fraktion V
in PBST

PBS

500 pL/L Tween 40
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Puffer flr Affinitatschromatoqgraphie

a) GST-Affinitatschromatographie

Binde- und Waschpuffer 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM NaHPO,
1,8 mM KH,;PO,

Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI
10 mM Glutathion (reduziert)
pH 8,0

b) Polyhistidin-basierte Affinitatschromatographie

Ni-Beladung der S&aulen 100 mM NiSO,4

Ni-Elution von S&aulen 50 mM EDTA

Binde- und Waschpuffer 20 mM Na,HPO,
500 mM NacCl
pH 7,4

Elutionspuffer 20 mM NayHPO4
500 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 7,4

6.1.3 Mikroorganismen

Escherichia coli - Stamme:

BL21(DE3) Novagen, Darmstadt
DH5a Invitrogen, Karlsruhe
JM101 pACCAR16AcrtX Prof. Sandmann, Univ. Frankfurt
JM101 pACCAR25AcrtX Prof. Sandmann, Univ. Frankfurt
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6.1.4 Plasmide

Die zur Selektion eingesetzten Antibiotikakonzentrationen in Flissigmedium und
Agar waren gleich und sind jeweils angegeben. Plasmidkarten und Karten der

multiple cloning sites sind im Anhang dargestellt.

Plasmid Antibiotikum / Konzentration Quelle

pPET29 a Kanamycin (30 mg/L) Novagen, Darmstadt
pPET43 a Ampicillin (50 mg/L) Novagen, Darmstadt
pGEX-4-T-1 Ampicillin (50 mg/L) GE Healthcare, Miinchen
6.1.5 Marker

SDS-PAGE: Unstained Molecular Weight Marker #SM0431 (Fermentas)
Western blot: Chemichrome Western Control (Sigma-Aldrich)

Roti-Mark Western HRP-Konjugat (Carl Roth)

6.1.6 AntikGrper

Invitrogen Anti-GST-(C-terminal), HRP (horseradish peroxidas) gekoppelt

6.1.7 Kommerzielle Kits

Plasmidpraparation: GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
Proteinquantifizierung: BCA Protein Assay Kit (Pierce)
Western blot Proteingréfl3en-

standard und Transferkontrolle: RotiMark Western (Carl Roth)

6.2 Gerate

6.2.1 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie

Steuerungseinheit: Shimadzu SCL-10 A

Pumpen: Shimadzu LC-10 AT

Detektoren: a) Dioden-Array-Detektor: Shimadzu SPD-M10A
b) UV-Detektor: Shimadzu SPD-20 A
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c) Brechungsindex-Detektor: Shimadzu RID-10A
Saulen: a) Kombinierte Carotinoid- und Dialdehyd-Analytik:
Alltech Prevail C18 (250 x 4,6 mm, Partikelgro3e 5 um)
Vorsaule: Alltech AllGuard C18 (7,5 x 4,6 mm, PartikelgroRe 5 um)
b) Kombinierte Carotinoid- und B-lonon-Analytik:
Alltech Prevail C18 (250 x 4,6 mm, Partikelgrof3e 10 um)
Vorsaule: Alltech AllGuard C18 (7,5 x 4,6 mm, PartikelgroRe 5 pum)
c) Ethanol-Analytik:
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Partikelgrof3e 2 um)
Vorsaule: Carbo-P Cartridge (30 x 4,6 mm, Partikelgrof3e 2 pum)

6.2.2 Photometrische Messungen

Temperatur:

30°C (AtCCD1- und Bcmo2-Assay sofern nicht anders
angegeben; Fluoreszenzmessungen)
37°C (BCA-Test)

6.2.2.1 Absorptionsmessung

Mikrotiterplatten-Lesegerate: Genios (Tecan, Osterreich)

Filter (Gerat Genios): 510, 560, 590 nm
Infinite 200 + Dispenser Unit (Tecan, Osterreich)

Kilvetten-Spektrophotometer:  UV-1700 PharmaSpec (Shimadzu, Japan)

6.2.2.2 Fluoreszenzmessung

Mikrotiterplatten-Lesegerat: Infinite 200 (Tecan, Osterreich)

6.2.3 Gaschromatographie

Gaschromatograph:

Saule:

Injektor:
Mobile Phase:
Detektor:

Detektortemperatur:

Druck:

Shimadzu GC17A

J&W Scientific DB Wax extended temperature range
L = 30m, dinnen = 0,25 mm, dem = 0,25 um

Split-Injektor (Splitverhaltnis 1:15), Temperatur 220°C
Helium

Flammenionisationsdetektor (FID)

270°C

100 kPa
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Saulenfluss:
Gesamtfluss:
Temperatur-Programm:

Injektionsvolumen:

1 ml/min

19 ml/min

100°C - (15°C/min) - 200°C, 5 min isokratisch
3ul

6.2.4 Kombinierte Gaschromatographie / Massenspektrometrie (GC/MS)

Gaschromatograph:

Saule:

Injektor:
Mobile Phase:
Druck:
Saulenfluss:
Gesamtfluss:

Temperatur-Programm:

Shimadzu GC17A

ValcoBond VB-5 (5% Phenyl- / 95% Methypolysiloxan)
L = 30m, dinnen = 0,25 mm, dim = 0,25 um

Alltech, Deutschland

Split-Injektor (Splitverhaltnis 1:22), Temperatur 220°C
Helium

67,5 kPa

1 ml/min

25 ml/min

80°C - (8°C/min) - 240°C, 5 min isokratisch

GC/MS-Schnittstellentemperatur: 270°C
Scan range MS: 40 — 400 m/z

Injektionsvolumen:

3ul

6.2.5 Infrarot-Spektrometer

Nicolet 5 PC FT-IR (Nicolet, Frankreich)
Material fur Herstellung Presskristalle: KBr

6.2.6 Dynamische Lichtstreuungsmessung (DLS)

Alternative Bezeichnung: Photonenkorrelations-Spektroskopie (PCS).
Gerat: Nano ZS (Malvern)

Klvetten: Polystyrol, 4 ml, Verschlusskappe

Messtemperatur: 25°C

Dispersionsmittel: Reinstwasser; Berechnete Viskositat bei 25°C: 0,8872 cP

Brechnungsindizes:

Betriebsmodus:

Wasser 1,330
Phospholipide 1,370
170° Rickstreuung
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6.2.7 Enzymreaktor

Verbindungsschlauche:

a) Flexibler Schlauch in Schlauchquetschpumpe
EPDM/PP-Chemieschlauch 8,0 x 11,1 mm
Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
Getestet, aber verworfen:
PharMed Hose 4,0 x 8,0 mm
Saint-Gobain Performance Plastics, Charny, Frankreich
b) Starrer Schlauch fiir Komponentenverbindung
PVC-FEP-Schlauch 6,4 x 9,5 mm
Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
Getestet, aber verworfen:
Teflon-Schlauch 5,0 x 7,0 mm
Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
PVC-Schlauch 8,0 x 11,0 mm
Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland

Schlauchquetschpumpe: Evoline VC ISM912 C, Ismatec GmbH, Schweiz

Sauerstoffeintrag Uber Membranschlauch:

Membranschlauch: Membrana Acurel Nr. 6114; Charge 03036
Lange: 10 cm
Gas: Druckluft
Volumenstrom: 0,02 I/min
Einbautiefe: 1 cm Uber Reaktorboden
Fermenter:
Typ: Bioengineering KLF 2,4 | (Glas)
Impeller: Bioengineering BioB 128/012 B1 EG2
Angetrieben von unten
Heizstébe: 2x Bioengineering Mod. 33519, je 250 W max.
Temperatursonde: Bioengineering Mod. Pt100

0O,-Sonde: Mettler-Toledo InPro 6800 320mm L&nge
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6.2.8 Pervaporationsmodul und Kuhlfalle

Vakuumpumpe: RV3, Edwards High Vacuum Int., Crawley/Sussex, UK
Drucksensor 1: DI 200, Leybold Vakuum GmbH, Kdln
Messbereich: 0,1 — 200 mbar
Anzeigegeréat 1: Piezovac PV 20, LD Systeme GmbH & Co. KG, Hirth
Drucksensor 2: Baratron 627B11MDE1B, MKS Instruments, Andover, UK
Messbereich: 0,01 — 1 mbar
Anzeigegerat 2: PR4000 S2V1N, MKS Instruments Deutschland GmbH
Messchreiber: Servogor 124, NGI Norma Goertz Instruments GmbH,

Wiener Neustadt, Osterreich

6.2.8.1 Pervaporationsmodul und Kuhlfallen

Pervaporationsmodul: Prototypenmodell der Firma GKSS FZ Geesthacht
GmbH (Lapostolet-Resch, 2001)
Nutzbare Membranflache: 0,099 m?

Kuhlfallen: Sonderanfertigung, KGW-Isotherm

6.2.8.2 Pervaporationsmembranen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden grundsatzlich Kompositmembranen eingesetzt,
die aus einem Stitzgewebe, einer Verbindungsschicht und der aktiven Schicht

aufgebaut waren. Die eingesetzten Membrantypen waren:

Produktname Material der aktiven Schicht  Hersteller
1. 2420 G/V-1 Polydimethylsiloxan (PDMS) GMT Membrantechnik
Rheinfelden
2. 2420 G/V-2 Polyoctylmethylsiloxan (POMS) GMT Membrantechnik
Rheinfelden
3. POMS/PEI Polyoctylmethylsiloxan (POMS) GKSS Forschungsz.
Polyethermimid Geesthacht GmbH

6.2.9 Rasterelektronenmikroskopie

Rasterelektronenmikroskop: XL 40, Philipps, Hamburg
Energiedispersives Rontgenspektroskop: EDAX CDU Leap-Detektor
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Detektortyp EDX: Si(Li)

Material Probenhalter: Aluminium

6.2.10 Sonstige Gerate

Spektrophotometer: Perkin EImer Lambda 25 UV/VIS, temperierbar,

8 Messzellen
Shimadzu UV-1700 PharmaSpec, temperierbar,
6 Messzellen
Ultraschall-Sonotrode: Branson W-250 D
Zentrifugen: Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorfgefalie)
Sigma 6K15 (Falcon-Réhrchen)
Kontron Centrikon H-401 (Zentrifugenbecher 500 ml)
Homogenisator: Emulsiflex C3, Avestin Inc., Ottawa, Kanada

6.3 Methoden

6.3.1 Molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden

6.3.1.1 Transformation kompetenter E.coli-Zellen
Ersttransformationen kommerziell erworbener, kompetenter E. coli — Zellen
erfolgten mittels Temperatur-Schock nach folgendem Protokoll:
e 20 pl kompetenter Zellen in einem 1,5 ml-Eppendorfgefald mit 1 pl
Plasmidpraparation (entspr. 5-10 ng DNA) versetzen, vorsichtig mischen und
30 min auf Eis inkubieren
e Inkubation fur 70 s bei 42°C in Thermoblock
e Uberfilhrung auf Eis, Zugabe 980 pl SOC-Medium
e Inkubation fiir 60 min bei 37°C, 1000 rpm in Thermoblock
e Ausplattierung von 10 und 100 ul auf LB-Agarplatten, die das entsprechende
Selektionsantibiotikum enthielten
e Inkubation bei 37°C fur 12 h
e Selektion eines Klones fir die Expression, Herstellung eines Glycerol-Stocks

davon
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Co-Transformationen von kompetenten, Carotinase exprimierenden E.coli erfolgten
mittels Elektroporation nach folgendem Protokoll:

e Mischung von 40 pl elektrokompetenten Zellen mit 1 pl Plasmidpraparation
(entspr. 5-10 ng DNA) in auf —20°C gekuhlter Elektroporationskuvette
(Spaltbreite 1 mm)

e Elektroporation mit 1,8 kV, 25 pF, 200 Q

e Zugabe von 1 ml SOC-Medium und Inkubation fir 90 min in 1,5 ml-
Eppendorfgefal’ bei 37°C, 200 rpm im Thermoblock

e Ausplattierung von 10 und 100 ul auf LB-Agarplatten, die das entsprechende
Selektionsantibiotikum enthielten,

e Inkubation bei 37°C fir 12 h

e Selektion eines Klones fir die Expression, Herstellung eines Glycerol-Stocks

davon

6.3.1.2 Plasmidpraparation und Sequenzierung

Um Plasmide fir Neutransformationen zu vermehren, wurden E. coli DH5a mit dem
jeweiligen Plasmid transformiert und bei 37° und 200 rpm in LB-Medium bis zu
einer O.D.ggo von 2,0 kultiviert. Die Plasmidpraparation erfolgte mithilfe eines Kits
(Genelute Mini / Midi Prep Kit, Sigma, Taufkirchen). Die Sequenzierung wurde mit
bereits beschriebenen Primern (Schilling, 2008) von der Firma SRD, Bad Homburg,
durchgefuhrt.

6.3.1.3 Herstellung von Glycerol-Kulturen

E. coli wurde in LB-Medium bis zur mittleren exponentiellen Phase kultiviert und
750 pl davon zu 250 pl steriler, wassriger 80% (w/v) Glycerol-Losung in
Schraubdeckel-Cryokulturgefallen gegeben. Nach kurzem, intensivem Mischen
wurden die Gefalde in flissigem Stickstoff gefroren und bei —80°C gelagert. E. coli
BL21 (DE3)-Expressionsstamme wurden vor der Kultivierung jeweils frisch

transformiert und Glycerol-Kulturen nur zur spateren Uberprifung angelegt.

6.3.1.4 Proteinexpression

Fur Proteinexpressionen wurden E. coli BL21 (DE3) jeweils frisch mit den
entsprechenden Plasmiden transformiert. Es wurden Vorkulturen in 10 ml LB-

Medium in 50 ml Erlenmeyerkolben angesetzt und in Gegenwart des jeweiligen
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Selektionsantibiotikums bei 37°C und 200 rpm fur 10h kultiviert. Hauptkulturen
wurden in 2I-Erlenmeyerkolben in 400 ml LB-Medium angesetzt. Es wurde auf eine
0.D.g00 von 0,1 angeimpft und bei 30°C und 200 rpm bis zu einer O.D.goo von 0,4
kultiviert und anschlieend die Inkubatortemperatur auf die jeweilige
Expressionstemperatur eingestellt. Bei einer O.D.goo Von 0,6 + 0,1 wurde mit der
entsprechenden Konzentration IPTG bzw. L(+)-Arabinose induziert und bei 18°C
und 200 rpm fir die angegebene Zeit exprimiert. Die Zellernte nach Ende der
Expression erfolgte durch Zentrifugation fur 12 min bei 5200g und 4°C. Geerntete

Zellen wurden ohne weitere Waschschritte sofort bei —20°C eingefroren.

6.3.1.5 Herstellung von Zellysaten und Enzym-Rohextrakten

Bei —-20°C gelagerte Zellpellets wurden mit dem angegebenen Volumen
Reaktionspuffer bzw. Bindepuffer auf Eis aufgetaut und durch vortexen
resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mmol/l PMSF erfolgte der Aufschluss der Zellen
bei 4°C entweder mithilfe einer Sonotrode (Volumina < 20 ml) oder eines

Hochdruck-Homogenisators (V > 20 ml).

Sonotrode: Es wurde eine Beschallungsspitze mit 5 mm Durchmesser eingesetzt.
Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Sonifizierung bei einer Leistung von 30
W und einer Gesamtbeschallungsdauer von 120 s. Die Beschallung erfolgte in

Intervallen von 0,5 s mit Pausen von jeweils 0,5 s.

Hochdruck-Homogenisierung:  Der  Zellaufschluss  erfolgte  bei  einem
Homogenisierungsdruck von 100 000 kPa fur insgesamt funf Passagen. An das
Homogenisator-Auslassventil war ein  Warmetauscher mit 4°C Betriebstemperatur
angeschlossen.

Zur verbesserten Solubilisierung der heterolog exprimierten Carotinasen wurde,
sofern nicht anders angegeben, 0,3 % (w/v) Na-Cholat zugegeben, geschuttelt und
fur 10 min auf Eis inkubiert. Zur Gewinnung von Enzym-Rohextrakt wurden die

Lysate anschlief3end fur 8 min bei 16100 g zentrifugiert.

6.3.1.6 Affinitdtschromatographische Proteinaufreinigung

Affninitatschromatographische Proteinaufreinigungen erfolgten mithilfe eines Akta

Explorer FPLC-Systems (Amersham Biosciences) mit einer Standard-Flussrate von
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1 ml/min. Der Aufschluss der Zellen erfolgte im jeweiligen Bindepuffer. Enzym-
Rohextrakte wurden mithilfe der Probenpumpe 3 mal Uber die entsprechende
Affinitatssaule geleitet und die verbleibende Fraktion als Durchfluss aufbewahrt. Die
Saulen wurden mit 5 Saulenvolumina Bindepuffer gewaschen und das gebundene
Protein mithilfe des Elutionspuffers eluiert. Im Fall von Hisg-modifizierten Proteinen
wurde ein Elutionsmittelgradient eingesetzt, um unspezifisch gebundenes,
histidinreiches Protein vorab zu eluieren. Die Sammlung des Eluats erfolgte in
Fraktionen zu 2 ml. Die Uberwachung der Aufreinigung erfolgte anhand der
Absorption des Saulen-Ausflusstromes bei 280 nm. Fraktionen, die aufgereinigtes
Hisg-modifiziertes Protein enthielten, wurden vereinigt und durch Ultrafiltration in
Zentrifugenréhrchen mit 30 kDa Grof3enausschluss in Reaktionspuffer umgepuffert.

Der minimal zu erreichende Verdunnungsfaktor fir den Elutionspuffer betrug 100.

6.3.1.7 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Test

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte aufgrund seiner
Unempfindlichkeit  gegenuber  hohen  Tensidkonzentrationen mit  dem
Bicinchoninsaure- (BCA) Test. Konzentrationsbestimmungen erfolgten mit einem
kommerziell erhaltlichen BCA-Assay-Kit (Pierce, USA) in Mikrotiterplatten. Dabei
wurde Fraktion V von Rinderserumalbumin (BSA) als Standard eingesetzt. Die
Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung nach einer Inkubationsdauer von 20
min bei 37°C. Zur Erstellung der 8-Punkt-Kalibriergeraden wurden BSA-

Konzentrationsstandards in einem Bereich von 0 bis 2000 pg/ml mitgeftuhrt.

6.3.1.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und densitometrische
Gelanalyse

In Abhéangigkeit von der GrolRe des Zielproteins wurden 10% und 15% SDS-
Polyacrylamidgele fur die elektrophoretische Trennung von Proteinmischungen

eingesetzt. Die Zusammensetzung der Gele war wie folgt:
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10% SDS-PA-Gel 15% SDS-PA-Gel

Trenngel

Puffer 1,25 ml 1,25 ml

H,O 5,645 ml 4,4 ml

Poly-/Bisacrylamid 29:1, 40% 2,5 ml 3,75 ml

10 % SDS 100 pl 100 pl

1,5 % APS 500 ul 500 pl

TEMED 5 pl 5 pl

Sammelgel

Puffer 1,67 ml 1,67 ml

H.O 3,77 mi 3,77 mi

Poly-/Bisacrylamid 29:1, 40% 0,83 ml 0,83 ml

10 % SDS 67 pl 67 pl

1,5 % APS 333 ul 333 ul

TEMED 5 pl 5 pl

Zu analysierende Proteinldsungen wurden mit 5x Probenpuffer versetzt und durch 5
min Erhitzen auf 95°C denaturiert. Gele wurden sofern nicht anders angegeben mit
10 pl Probe pro Tasche beladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei
200V fur 40 min (10% Gele) bzw. 60 min (15% Gele). Die Gele wurden fir 60 min
in einem Bad mit Coomassie-Losung gefarbt und anschlief3end fur in einem Bad mit
Entfarbelosung (Wasser, 10% (v/v) EtOH, 20% (v/v) Eisessig) mit mehrmaligem
Wechsel der Lésung entfarbt, bis die Proteinbanden ausreichend kontrastiert
waren. Die Bestimmung der Reinheit analysierter Proteine erfolgte mittels
densitometrischer Gelanalyse (BioDoc Analyze Software, Biometra). Die Linearitat
der Farbung mit der Proteinkonzentration wurde mit definierten Proben von BSA
kontrolliert. Die automatische Bestimmung der Molektlmasse einer Bande anhand
des Retentionsfaktors erfolgte anhand des ProteingroRenmarkers. Die
Konzentration eines Proteins in der untersuchten Lésung wurde errechnet, indem
ihr densitometrisch ermittelter Anteil am Gesamtprotein mit der aus dem BCA-Test
bekannten Gesamtproteinkonzentration multipliziert wurde. Molare Konzentrationen
fur die Berechnung enzymkinetischer Parameter wurden Uber die molare Masse

des Proteins berechnet.
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6.3.1.9 Western blot

Der Nachweis von Glutathion-S-Transferase-gekoppelten Proteinen erfolgte mithilfe
polyklonaler Kaninchen Anti-GST-HRP-Antikorper (Invitrogen, Gottingen). Zur
Bestimmung der GrolRen markierter Proteine und zur Kontrolle von Elektrotransfer
und Farbereaktion wurde ein ProteingréRenmarker eingesetzt, der selbst Uber
einen ebenfalls HRP-gekoppelten Nachweisantikdrper markiert wird (Roti-Mark
Western, Carl Roth). Nach Auftrennung per SDS-PAGE wurden die Proteine
gemal dem Herstellerprotokoll elektrophoretisch aus dem Gel auf eine PVDF-
Membran (BioRad) transferiert. Der Elektrotransfer erfolgte bei konstant gehaltener
elektrischer Flussdichte von 5,5 mA/cm? in 4°C Transferpuffer fur 1,5 Stunden. Die
Membran wurde dreimal mit Tris-Puffer gespult und eine Stunde in Blockier-Puffer
geschwenkt. AnschlieRend wurde die Membran finfmal mit Tris-Puffer gespult und
fur 1,5 Stunden in 25 ml Blockierpuffer mit 1:5000 verdinntem Anti-GST-HRP-
Antikdrper und 1:1000 verdinntem Anti-Marker-HRP-Antikérper unter schwenken
inkubiert. Die Membran wurde dreimal mit Tris-Puffer gespult und anschlieRend in
25 ml Entwicklungslosung (TMB Substrat Solution, Sigma) geschwenkt, bis
deutliche Banden zu sehen waren. Die Farbereaktion wurde durch Spllen mit
destilliertem Wasser gestoppt und die Membran zwischen zwei Filterpapieren

getrocknet.

6.3.1.10 Glutathion-S-Transferase (GST)-Aktivitatstest

Die Bestimmung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat von GST-fusionierten
Proteinen erfolgte photometrisch in Mikrotiterplatten Uber einen 1-Chlordinitro-
benzol (CDNB) — Test. Pro Mikrotiterplattenvertiefung wurden 10 pl Enzym-
Rohextrakt und 90 ul direkt vorher angesetzter Test—Reagenz vermischt und bei

25°C die Absorption bei 340 nm Wellenlange tGber 20 min vermessen.

Zusammensetzung der Test-Reagenz:
94,5 % (v/v) PBS
2,5 % (v/iv) Ethanol
203 mg/l 1-Chlordinitrobenzol (CDNB)
615 mg/l Glutathion (reduziert)

Molarer Extinktionskoeffizient von CDNB (340 nm): 9,6 mM™*cm™



154

Material und Methoden

6.3.2 In vitro Vermittlung carotinoider Substrate an Enzyme

Die eingesetzten Substratvermittlungsformen waren fur alle untersuchten Enzyme

grundséatzlich gleich und unterschieden sich nur in Typ und pH-Wert des

eingesetzten Puffers oder Zusatzstoffen wie gegebenenfalls angegeben.

6.3.2.1 Solubilisierung von Carotinoiden mittels Mizellen

Die Solubilisierung von Carotinoiden in mizellaren Losungen erfolgte durch einen

vierstufigen Prozess:

Vorlésung des carotinoiden Substrats in organischem Ldsungsmittel
(THF, stabilisiert)

Mischung der organischen Losung von Carotinoid mit reinem Tensid.
Insbesondere bei der Loésung von hohen Carotinoidkonzentrationen oder
stark hydrophoben Carotinoiden wie B-Carotin muss die Mischung bei
erhohter Temperatur erfolgen und wurde bei 50°C in einem Wasserbad
durchgeflhrt. Die Zugabe der organischen Carotinoidldsung erfolge direkt
in die viskose Tensidphase hinein. HerabflieRen an der GefalRwand hatte
die Verdampfung von Ldsungsmittel und Bildung von Carotinoid-
Mikrokristallen zu Folge. Diese wirkten wahrend der Entfernung des
Losungsmittels als Kristallisationskeime und fiihrten zu einem Ausfallen
des Substrats.

Entfernung des organischen Losungsmittels im Rotavapor. Wahrend des
Prozesses muss gewahrleistet sein, dass durch den Entzug der
Verdampfungsenthalpie die Phasentbergangstemperatur des Tensids
(,Cloud point, insbesondere Tenside der Tween-Serie) nicht
unterschritten wird. Die Entfernung des LdOsungsmittels erfolgte aus
diesem Grund bei 50°C Wasserbadtemperatur, 230 mbar und 30 rpm
Rotationsgeschwindigkeit.

Zugabe von Puffer und Ausbildung carotinoidbeladener Mizellen. Puffer
und Tensid-Carotinoid-Mischung wurden vor der Mischung auf 50°C
erwarmt, um oberhalb der Phasenibergangstemperatur der Tenside zu
bleiben. Nach intensivem Mischen wurden die Losungen visuell auf
Prazipitation Uberprift, mit Stickstoff Uberschichtet und unter

Lichtausschluss bei Raumtemperatur gelagert.
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6.3.2.2 Solubilisierung von Carotinoiden mittels Liposomen

Die Solubilisierung von Carotinoiden in Liposomenlésungen erfolgte durch einen

vierstufigen Prozess, einschlie3lich einer GréRenvereinheitlichung der Vesikel:

Vorlésung des carotinoiden Substrats in THF (stabilisiert)

Mischung der organischen Lésung von Carotinoid mit reinen
Phospholipiden  (Lipoid GmbH, Ludwigshafen) beziehungsweise
Galaktolipiden (Nutfield Nurseries, Grol3britannien). Insbesondere bei der
Lésung von hohen Carotinoidkonzentrationen oder stark hydrophoben
Carotinoiden wie B-Carotin muss die Mischung bei erhéhter Temperatur
erfolgen und wurde bei 50°C in einem Wasserbad durchgefihrt.
Entfernung des organischen Ldsungsmittels durch Stickstoffbegasung
und anschlieende 60 min bei 230 mbar Unterdruck. Wahrend des
Prozesses muss gewahrleistet sein, dass durch den Entzug der
Verdampfungsenthalpie die Phasenibergangstemperatur der
Lipidmischung (insbesondere bei hohem Phosphatidylethanolamin-Anteil)
nicht unterschritten wird. Die Entfernung des Ldsungsmittels durch
Stickstoffbegasung erfolgte deshalb in einem 50°C Wasserbad, die
Vakuumtrocknung in einem auf 50°C erwarmten Aluminium-
Probenstéander.

Zugabe von Puffer und Ausbildung carotinoidbeladener Mizellen. Puffer
und Lipid-Carotinoid-Mischung wurden vor der Mischung auf 50°C
erwarmt, um oberhalb der Phasenlibergangstemperatur der
Phospholipide zu bleiben. Durch intensives Mischen wurden die
carotinoidhaltigen Lipid-Schichten von den GefaBwanden abgeldst und in
multilamellare Vesikel Uberfihrt. Die multilamellaren Vesikel wurden
mithilfe einer Sonotrode in kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar
vesicles, SUV) uberfiihrt, um vorher innenliegende Lipid-Doppelschichten
enzymatisch  zugdnglich zu machen und eine photometrisch
vermessbare, optisch transparente Losung zu erhalten. Eine weitere
Vereinheitlichung der PartikelgroRenverteilung durch Extrusion wurde
nicht durchgefuhrt, da durch Rickstand im Filter die Lipidkonzentrationen
undefiniert werden. Mittels dynamischer Lichtstreuungsmessung
(alternative Bezeichnung: Photokorrelations-Spektroskopie (PCS)) wurde

die Partikelgré3enverteilung der Liposomenpraparation bestimmit.
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e Sonifizierte Losungen wurden visuell auf Prazipitation Gberproft, mit
Stickstoff Uberschichtet und unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur

fur maximal 24h gelagert.

6.3.2.3 Solubilisierung von Carotinoiden in Nanoemulsionen

Im Gegensatz zu Emulsionen mit gro3eren Partikeldurchmessern, sind Mikro- und
Nanoemulsionen thermodynamisch nahezu stabil und optisch transparent. 8’-Apo-
B-carotin-8’-al beziehungsweise B-Carotin enthaltende Nanoemulsionen wurden
von der Firma Lipoid GmbH, Ludwigshafen, bereitgestellt. Die durchschnittliche
TeilchengroRe betrug in diesen Praparationen 78,7 nm (B-Carotin)
beziehungsweise 77,1 nm (8-Apo-B-carotin-8’-al). Die Carotinoidkonzentration in
den Préaparationen betrug 1% (w/w). Die wesentlichen Inhaltsstoffe der
Praparationen (Konzentrationsangaben kdnnen aus Geheimhaltungsgrinden nicht
gegeben werden) waren:

Glycerin

Capryl- und Capron-Triglyceride

Sojaphospholipide

Carotinoid (B-Carotin oder 8-Apo-B-carotin-8’-al)

Tocopherol

6.3.3 Carotinase-Aktivitatstests

6.3.3.1 Carotinase-Aktivitatstest in Mikrotiterplatten

Carotinase-Aktivitatsmessungen  fir  Expressions-Untersuchungen und  zur
kinetischen Charakterisierung von Enzymvarianten oder  Substrat-
Vermittlungssystemen wurden, sofern nicht anders angegeben, immer mit dem

gleichen Test in Mikrotiterplatten durchgefuhrt:

In Reaktionspuffer solubilisiertes Carotinoid 10 ul
Reaktionspuffer 60 - x pl
Organisches Cosolvens X ul
Enzym-Rohextrakt bzw. Losung aufgereinigten Enzyms 20 pl

Gesamtvolumen 100 pl
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Die eingesetzten Carotinoid-Solubilisate in Reaktionspuffer hatten, sofern nicht
anders angegeben, folgende Zusammensetzung:
a) Mizellare Carotinoidlésung: 80 mmol/l Tensid, 0,64 mmol/l Carotinoid
b) Liposomale Carotinoidlosung: 5 mmol/l Phospholipide, 0,2 mmol/l
Carotinoid
c) Carotinoid-Nanoemulsion: 0,5 mmol/l Carotinoid

Der Reaktionsfortschritt wurde photometrisch anhand der Substratabnahme
verfolgt. Die Messung erfolgte nicht im Absorptionsmaximum des jeweiligen
Substrates, sondern bathochrom versetzt. Auf diese Weise wurden Uberlagerungen
mit dem Absorptionsspektrum des bei der Reaktion entstehenden Dialdehyds
vermieden (Schilling, 2008). Die Absorptionsspektren von Carotinoiden variieren
deutlich in Abhangigkeit vom Losungsmittel und dem Anteil monomolekular geloster
Molekile (Auweter et al., 1999). Die Absorptionsspektren der Carotinoide in der
jeweiligen Vermittlungsform wurden deshalb vor den Experimenten bestimmt und
sichergestellt, dass die beabsichtigte Messwellenldange im Absorptionsspektrum
enthalten war. Sofern nicht anders angegeben, wurden Carotinoid-
Spaltungsexperimente bei folgenden Wellenlangen vermessen:

8’-Apo-B-carotin-8’-al 510 nm

B-Carotin 490 nm
Zeaxanthin 490 nm
Astaxanthin 510 nm
Canthaxanthin 510 nm
Cryptoxanthin 510 nm
Retinal 490 nm

Zur Bestimmung des autoxidativen Carotinoidabbaus wurden Kontrollanséatze
mitgefuhrt, in denen Zellextrakt von Leervektor tragenden E.coli eingesetzt wurde.
Die Zellen waren unter identischen Bedingungen kultiviert und induziert worden.
Die Gesamtproteinkonzentration pro Ansatz wurde in Ansétzen mit und ohne
Carotinasen gleich gehalten.

Die Reaktionstemperatur betrug, sofern nicht anders angegeben, 30°C.

Die Mikrotiterplatten wurden nach der Mischung der Reaktionskomponenten
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maschinell im Lesegerat fur 10 s bei maximaler Intensitat geschuttelt, bevor die
Datenaufzeichnung begann. Alle Messungen wurden mit Deckel durchgefihrt. Das
Material der Mikrotiterplatten und Deckel war herstellerseitig fur photometrische

Messungen bei A > 300 nm freigegeben.

6.3.3.2 Carotinase-Aktivitatstest mit technischen Substraten

Zum Aufschluss der Cyanobakterienzellen wurde aufgrund der geringen benétigten
Probenvolumina Ultraschall eingesetzt. Getrocknete Spirulina platensis Biomasse
wurde in 50 mM Tris pH 8,5 suspendiert und mit einem Gesamtenergieeintrag von
2,4 kJ/ml in Intervallen von 0,5 s Beschallung und 0,5 s Pause in einem 20°C
Wasserbad aufgeschlossen. Nach der Zellyse wurde 8 mM Tween 40 zugegeben
und die Mizellarisierung fur 60 min bei 40°C und 1400 rpm in einem
Reaktionsgefal3-Schuttler durchgefiuhrt.

Die Reaktion erfolgte fir 14 Stunden bei 30°C und 1000 rpm in geschlossenen 2 mli
KunststoffgefaRen mit Lysat AtCCD1 exprimierender E.coli BL21 DE3. Die
Konzentrationen von B-Carotin, Zeaxanthin und B-lonon wurden per HPLC unter
Verwendung externer Standards bestimmt. Dazu wurden Proben genommen, 10
min bei 16000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand per HPLC vermessen.
Das entstandene Pellet wurde dreimal in Aceton resuspendiert und 5 min bei 50°C
und 1500 rpm in einem Schiuttelinkubator extrahiert. Als Negativkontrolle wurde
derselbe Ansatz mit Lysat Leervektor-transformierter und identisch kultivierter

Zellen durchgefuhrt.

6.3.3.3 Carotinase-Aktivitatstest im Enzymreaktor

a) Carotinase-Aktivitatstests im Enzymreaktor mit B-Carotin als Substrat
Carotinase-Aktivitatstests im Enzymreaktor wurden, sofern nicht anders

angegeben, mit folgender Zusammensetzung durchgefihrt:

Zellysat in Reaktionspuffer 320 ml

Mizellare B-Carotin-Lésung 80 ml

Gesamtvolumen 400 ml
Zusammensetzung der mizellaren B-Carotin-Lésung: 250 mg/I B-Carotin

10 % (w/v) Tween 40
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Temperatur: 30°C (alle Komponenten vorgewarmt)
Impellerdrehzahl: 150 rpm

O,-Eintrag durch Begasung: Mit Druckluft, gemafl Versuchsangaben
Abluftkiihlung: 4°C

Innendruck im Enzymreaktor: 1 bar

Der Reaktionsfortschritt wurde anhand der Abnahme der Substratkonzentration und
der Zunahme des Produktes B-lonon verfolgt. Der autoxidative Carotinoidabbau
wurde in Kontrollmessungen mit Lysat von Leervektor tragenden Zellen gemessen
und vom Ergebnis subtrahiert. Die in den Kontrollversuchen eingesetzten Zellen
waren unter identischen Bedingungen kultiviert und exprimiert worden wie die
Zellen in enzymatischen Umsetzungen. Die in den Kontrollversuchen eingesetzte
Gesamtproteinkonzentration wurde gleich gewahlt, wie in den enzymatischen

Umsetzungen.

Zu den Probennahmezeitpunkten wurde Uber ein Septum im Reaktorboden mit
einer Spritze 1 ml der Reaktionsldsung aus dem Enzymreaktor entnommen und die
Reaktion mit 1 ml Ethanol gestoppt. Die Probenaufarbeitung erfolgte in drei
Schritten:
e Zentrifugation der mit Ethanol versetzten Reaktionslésung bei 18100 g und
4°C fur 2 min, Entnahme des Uberstandes
e Vermischung des Zellpellets mit 500 pl Aceton, Extraktion im Thermoblock
bei 50°C, 1500 rpm fur 5 min
e Zentrifugation bei 18100 g, 4°C fiir 2 min, Entnahme des Uberstandes
¢ Vermischung des Zellpellets mit 500 ul Aceton, Extraktion im Thermoblock
bei 50°C, 1500 rpm fir 5 min
e Zentrifugation bei 18100 g, 4°C fir 2 min, Entnahme des Uberstandes

In allen Proben wurden unter Verwendung eines externen Standards (3 Punkte) per
HPLC die Konzentration von p-Carotin und B-lonon in Dreifachbestimmung
ermittelt. Die drei Messwerte fiir einen Probennahmezeitpunkt (Uberstand der

Reaktionslosung + Aceton-Extrakte 1 und 2 aus dem Zellpellet) wurden addiert.
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b) Carotinase-Aktivitatstest mit 8’-Apo-B-carotin-8’-al als Substrat zur
Charakterisierung der in situ Produktabtrennung mittels Pervaporation

Zur Charakterisierung der in situ Produktabtrennung von B-lonon aus einer
enzymatischen Umsetzung wurden Versuche mit dem Modellsubstrat 8’-Apo-B-
carotin-8’-al durchgefiihrt. Dieses wird durch die verwendeten Carotinasen mit
hoherer Geschwindigkeit umgesetzt, wodurch héhere transiente
Produktkonzentrationen entstehen. Die Untersuchung des Pervaporationsverhalten
aus einer Reaktionsbriihe wird auf diese Weise erleichtert. Die Reaktion wurde
nicht im Enzymreaktor durchgefiihrt, sondern in einem 1000 ml Becherglas, dessen
Offnung mit Parafilm abgedichtet wurde. Die Reaktionslésung wurde mit einem
Magnetriihrer gertihrt, ein aktiver Sauerstoffeintrag fand nicht statt.
Reaktionsansatze zur enzymatischen Spaltung des Modellsubstrates 8’-Apo-f-
carotin-8’-al enthielten 10 % (v/v) Ethanol, da die enzymatische Umsetzung des
Modellsubstrats in Gegenwart dieser Cosolvenskonzentration beschleunigt ist
(Schilling et al., 2007).

Carotinase-Aktivitatstests im Becherglas wurden mit folgender Zusammensetzung

durchgefuhrt:
Zellysat in Reaktionspuffer 250 ml
Ethanol 50 ml
Tris-Puffer (20 mM, pH 7,4) 182 ml

Mizellare 8-Apo-B-carotin-8’-al -Lésung 17,24 mi

Gesamtvolumen 500 ml

Mizellare 8’-Apo-B-carotin-8’-al -L6sung: 2,2 mmol/l 8’-Apo-B-carotin-8’-al
10 % (w/v) Tween 40

Temperatur: 30°C (alle Komponenten vorgewarmt)
Magnetriihrergeschwindigkeit: 300 rpm

Der Reaktionsfortschritt wurde anhand der Abnahme der Substratkonzentration

verfolgt. Der autoxidative Carotinoidabbau wurde in Kontrollmessungen mit Lysat
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von Leervektor tragenden Zellen gemessen und vom Ergebnis subtrahiert. Die in
den Kontrollversuchen eingesetzten Zellen waren unter identischen Bedingungen
kultiviert und exprimiert worden wie die Zellen in enzymatischen Umsetzungen. Die
in den Kontrollversuchen eingesetzte Gesamtproteinkonzentration wurde gleich
gewahlt, wie in den enzymatischen Umsetzungen.

Zu den Probennahmezeitpunkten wurde 5 ml der Reaktionslésung aus dem
Enzymreaktor entnommen und die Reaktion mit 2,5 ml THF gestoppt. Die Proben
wurden 2 min bei 18100 g und 4°C zentrifugiert und im Uberstand die
Substratkonzentration per HPLC mit externem Standard (3 Punkte) vermessen.

6.3.4 Produktabtrennung durch organophile Pervaporation

In allen Versuchen mit enzymatischer Umsetzung von Carotinoiden unter
gleichzeitiger in situ Produktabtrennung mittels organophiler Pervaporation wurde
die im Membranscreening ausgewahlte = POMS/PEI-Membran (GKSS-
Forschungszentrum Geesthacht GmbH) eingesetzt. Die Vorquellung der Membran
erfolgte durch Spulung der Pervaporationseinheit mit 30°C warmem, bidestilliertem

Wasser fiir 60 Minuten direkt vor dem Versuch.

Es standen vier Kuhlfallen zur Verfiigung, die nacheinander eingesetzt wurden.
Verwendete Kuhlfallen wurden geleert, gespult, getrocknet und anschlielend im
selben Versuch wieder eingesetzt. Die Leermassen der trockenen Kihlfallen
wurden zu Beginn des Versuches bestimmt. Die jeweils eingesetzte Kihlfalle war in
einem Isolationsgefa3 7 cm tief in flussigem Stickstoff getaucht und der
Innenkorpus der Kuhlfalle 10 cm hoch mit flissigem Stickstoff gefillt. Die

Flussigstickstoffpegel wurden wahrend des Versuches konstant gehalten.

In Versuchen zur enzymatischen Spaltung des Modellsubstrates 8’-Apo-3-carotin-
8’-al fand die Reaktion in einem Becherglas in einem thermostatisierten Wasserbad
statt. Die Feedldsung wurde aus dem Gefal3 in die Pervaporationseinheit und von
dort zurlick in das Becherglas gepumpt. Enthahme- und Ruckfluss-Position lagen

an entgegengesetzten Seiten des Gefalies.
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In Versuchen zur enzymatischen Spaltung des Zielsubstrates B-Carotin fand die
Reaktion in einem Enzymreaktor statt, wie in Abschnitt 6.2.7 beschrieben.
Organische Cosolventien wurden nicht eingesetzt, da Untersuchungen bei diesem

Substrat keine Aktivierung der Reaktion gezeigt hatten.

Die Retentat-Forderrate durch die Pervaporationseinheit betrug 73 I/h. Vor
Versuchsbeginn wurden der Enzymreaktor und die Pervaporationseinheit durch
Umwalzung von Reinstwasser bei eingeschaltetem Thermostat auf 30°C erwarmt.

Diese Temperatur wurde wahrend der Versuche beibehalten.

Probennahme und Probenaufarbeitung:

Permeatproben wurden bei jedem Kuihlfallenwechsel genommen. Entnommene
Kihlfallen wurden verschlossen und der flussige Stickstoff aus dem Innenkorpus
ausgegossen. Kuhlfallen wurden im Abzug auf Raumtemperatur gebracht und die
Oberflache sorgfaltig getrocknet. Durch Wé&gung wurde die in der Kihlfalle
enthaltene Permeatmasse bestimmt. Das Permeat wurde ausgegossen und in
gasdichten Gefal3en bei —20°C bis zur Analyse aufgewahrt. Vor den folgenden zwei
Spulschritten wurde jeweils die Masse der innen feuchten Kuhlfalle bestimmt und
wahrend der Spulung die eingesetzte Alkoholmasse durch Differenzwagung
bestimmt. Proben der beiden Spilfraktionen wurden ebenfalls in gasdichten

GefalRen bei —20°C bis zur Analyse aufbewahrt.

Fir die enzymatische Umsetzung von 8’-Apo-B-carotin-8’-al hatten vorhergehende
Versuche eine Aktivierung der Reaktion durch Anwesenheit von organischen
Cosolventien ergeben. In Versuchen mit diesem Substrat war deshalb 10 % (v/v)
Ethanol im Reaktionsansatz enthalten und es war eine Bestimmung des
Ethanolflusses notwendig. Die Spulung verwendeter Kuhlfallen erfolgte in diesen
Fallen mit Methanol, um eine separate Analytik von pervaporiertem Ethanol und
Methanol aus dem Spulvorgang zu erméglichen. Fur die enzymatische Umsetzung
von B-Carotin war keine Aktivierung der Reaktion durch Cosolventien festgestellt
worden und die Versuche wurden deshalb ohne Ethanol im Reaktionsansatz
durchgefuhrt. Die Kuhlfallen wurden mit Ethanol gesplilt, eine Ethanol-Analytik war

nicht notwendig.
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Mittels GC und HPLC wurden die [-lonon- und, wo notwendig, die
Ethanolkonzentration bestimmt. HPLC-Messungen wurden mit externem Standard,

GC-Messungen mit internem und externem Standard durchgefihrt.

HPLC-Analytik: Proben wurden ohne Veranderung eingesetzt
GC-Analytik: 900 pl Probe + 100 pl LOsung des internen Standards
(200 mg/l Kampfer in Ethanol)

6.3.5 Analytische Methoden

6.3.5.1 Spektrophotometrie

In spektrophotometrischen Messungen zur enzymatischen Carotinoidspaltung
wurden drei Arten von Kontrollen mitgefihrt:

1. Kontrollen mit Zellextrakten von Stammen, die nur mit dem leeren jeweiligen
Expressionsplasmid transformiert, jedoch identisch kultiviert und induziert
waren. Mithilfe dieser Kontrollen wurde sichergestellt, dass neben den
exprimierten Carotinasen keine zelleigene Carotinoid-Spaltungsaktivitat
vorhanden war.

2. Kontrollen mit Puffer anstatt Zellextrakt. Diese Kontrollen dienten zur
Bestimmung der chemischen (Autoxidation) beziehungsweise
physikochemischen (Prazipitation) Substratstabilitat.

3. Kontrollen mit Puffer anstatt Substratldsung (eingesetzt insbesondere bei
Reaktionen mit organischen Cosolventien). Mithilfe dieser Kontrollen wurde
der Einfluss der beschleunigten Proteindenaturierung und der damit

verbundene Absorptionsanstieg bestimmt.

a) Messungen in Mikrotiterplatten

Kinetische Messungen zur Carotinoidspaltung erfolgten blicherweise in einem
Reaktionsvolumen von 100 pl in Polystyrol-Mikrotiterplatten mit Deckel. Auf diese
Weise konnten alle Reaktionen und Kontrollen drei- beziehungsweise flnffach
durchgeftihrt und eine geringe Standardabweichung der Messwerte erreicht
werden. Sofern nicht anders angegeben erfolgten die Messungen bei 30°C. In
Abh&ngigkeit vom eingesetzten Substrat wurde eine Messwellenlange gewahlt, die

moglichst nahe am Absorptionsmaximum des Substrates, jedoch nicht im
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Absorptionsspektrum des bei der Reaktion entstehenden Dialdehyds lag (Abschnitt
6.3.3.1).

Um Vergleichbarkeit zwischen den auf zwei verschiedenen Geraten
aufgenommenen Daten zu gewahrleisten, wurden identische Messintervalle
eingehalten. Das Geréat Genios (Tecan, Osterreich) benoétigte fir die Messung einer
96-Well-Mikrotiterplatte minimal 42 Sekunden. Dieses Messintervall wurde auch im
zweiten Gerat verwendet. Pro Well und Messpunkt wurden finf Blitze gemessen
und der Mittelwert gebildet. Eine Variation der Messposition im Well innerhalb der
Einzelmessungen eines Messpunktes wurde nicht durchgefuhrt. Fur beide Gerate
wurden unabhangige Kalibrationen mit Standardldsungen der Substrate
durchgefiihrt. Wenn moglich (Gerat Infinite 200, Tecan, Osterreich) erfolgte der
Start der Reaktion durch automatische Pipettierung der Enzymlésung. Die
Mikrotiterplatten wurden vor Beginn der Messung fir zwei Sekunden bei hoher
Intensitat orbital geschuittelt.

b) Messungen in Klvetten

Kinetische Messungen zur Carotinoidspaltung in Kivetten erfolgten in 800 pl
Reaktionsvolumen. Sofern nicht anders angegeben erfolgten die Messungen bei
30°C. Proben wurden vor Beginn der Messung fir zwei Sekunden gemischt und
Gasblasen durch eintauchen in ein Ultraschallbad aus dem Lichtstrahl entfernt. In
Abhéngigkeit vom  eingesetzten  Substrat wurde wurden dieselben
Messwellenlangen wie in Mikrotiterplattenmessungen verwendet (Abschnitt
6.3.3.1).

6.3.5.2 Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie

Wenn ein Reaktionssystem im UV/VIS-Bereich nicht transparent war, wurde die
Abnahme der Substratkonzentration und die Zunahme der Produktkonzentrationen
per HPLC gemessen. Dies war unter anderem der Fall bei der Umsetzung von
Carotinoiden aus technischen Substraten, bei Umsetzungen von Carotinoiden im
Enzymreaktor sowie bei Versuchen mit multilamellaren Liposomen und
Nanoemulsionen. Dazu wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben eines
Reaktionsansatzes genommen und durch Zugabe des gleichen Volumens Ethanol
gestoppt. Sofern nicht anders angegeben, wurden prazipitierte Zellbestandteile
durch Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 18100 g sedimentiert und der Uberstand

mittels HPLC analysiert. Mit dem Pellet wurden anschlielend zwei Aceton-
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Extraktionen durchgefuhrt. Dazu wurde jeweils das urspriingliche Probenvolumen
in Aceton zugegeben, das Pellet geldst und anschliel3end fur 5 Minuten bei 50°C
und 1000 rpm im Thermoblock extrahiert. Nach Zentrifugation bei 18100 g fur 2
Minuten wurde der Uberstand per HPLC vermessen. Die Identifizierung einer
Substanz erfolgte durch Vergleich der Retentionszeit und Absorptionsspektrum mit
einem Standard. Die Quantifizierung erfolgte tber externe Standards.

Flussraten: a) Kombinierte Carotinoid- und Dialdehyd-Analytik: 1 ml/min
b) Kombinierte Carotinoid- und 3-lonon-Analytik: 1 ml/min
c) Ethanol-Analytik: 0,6 ml/min
Temperatur: a) Kombinierte Carotinoid- und Dialdehyd-Analytik: 30°C
b) Kombinierte Carotinoid- und 3-lonon-Analytik: 20°C
c) Ethanol-Analytik: 27°C
Laufmittel: a) Kombinierte Carotinoid- und Dialdehyd-Analytik:
Laufmittel A: 100% Methanol
Laufmittel B: 25:75 (v/v) THF:Methanol
b) Kombinierte Carotinoid- und B-lonon-Analytik:
Laufmittel A: 99:1 (v/v) Methanol:Wasser
Laufmittel B: THF
c) Ethanol-Analytik:
Laufmittel: 3 mmol/l H,SO4
Pumpenprogramm: a) Kombinierte Carotinoid- und Dialdehyd-Analytik:

0 - 8 min: 0% B
8 - 9 min: Gradient 0% B auf 100% B
9 - 18 min: 100% B

18 - 18,1 min:  Gradient 100% B auf 0% B
18,1-31min: 0% B

b) Kombinierte Carotinoid- und B-lonon-Analytik:
0 - 10,5 min: Gradient 0% B auf 47,25 % B
10,5 - 10,6 min: Gradient 47,25% B auf 0% B
10,6 - 21,5 min: 0% B

c) Ethanol-Analytik:
0 — 20 min: 100 % A
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6.3.5.3 Gaschromatographie

Quantitative B-lonon-Analytik:

900 pl Probe wurden mit 100 pl Losung des internen Standards versetzt (100 mg/l
Kampfer in Ethanol), mit NaSO, getrocknet und direkt vermessen. Die

Quantifizierung erfolgte Gber den internen Standard.

Qualitative B-lonon- / Hydroxyionon- Analytik:

Proben wurden mit 1/5 des Probenvolumens Chloroform extrahiert, mit NaSO,4
getrocknet und mittels GC analysiert. Die Identifikation erfolgte anhand des

Vergleichs der Retentionszeit mit Standards.

6.3.5.4 Kombinierte Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)

Proben wurden mit 1/5 des Probenvolumens Chloroform extrahiert, mit NaSO,4
getrocknet und mittels GC/MS analysiert. Die Identifikation erfolgte anhand des
Vergleichs der Retentionszeit mit Standards oder durch Vergleich des

Massenspektrums mit einer Bibliothek von Massenspektren.

6.3.5.5 FTIR-Messungen

Mit einem Skalpell wurden je 0,5 mg der aktiven Schicht von Membranproben
abgekratzt, ohne dabei die Stitzschicht mit abzulésen. In einem Moérser wurde die
Probe mit 300 mg KBr-Pulver intensiv vermischt und in méglichst kleine Partikel
verrieben. In einer manuellen Presse wurden KBr-Presslinge hergestellt und im
Transmissionsmodus das FTIR-Spektrum aufgenommen. Das Spektrum wurde im
Wellenlangenbereich 4000 cm™ bis 400 cm™ mit einer Auflésung von 2 cm™
aufgenommen. Pro Probe wurden 100 Spektren aufgenommen und das
Ergebnisspektrum daraus gemittelt.

6.3.5.6 Rasterelektronenmikroskopie

Pervaporationsmembranen:

Um scharfe Bruchkanten zu erhalten, wurden die Membranproben zunachst in
flussigen Stickstoff getaucht und anschliel3end an einer Metallkante gebrochen. Die
Oberflache der Probe wurde mittels Kathodensputtering mit Gold beschichtet und

im Rasterelektronenmikroskop analysiert.
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Liposomen:
Liposomenlésungen wurden in Reinstwasser 1:1000 verdinnt und 20 pl der Lésung

auf Aluminium-Probentrager pipettiert. Die Proben wurden ohne vorheriges
Einfrieren fuar 1 h im Vakuum-Gefriertrockner entwassert. Aufgrund der
Temperaturempfindlichkeit der Proben konnten die getrockneten Liposomen nicht
mit Gold beschichtet werden. Statt dessen wurde durch Vakuum-
Kohlenstoffbedampfung eine leitfahige Oberflache geschaffen. Verschiedene
Strukturen der Proben wurden mittels energiedispersiver Réntgenspektroskopie
(EDX) auf ihre Elementzusammensetzung untersucht, um die in der Probe

enthaltenen Substanzen zu den Strukturen zuzuordnen.

6.3.5.7 Dynamische Lichtstreuungsmessung (DLS)

Alternative Bezeichnung: Photonenkorrelations-Spektroskopie (PCS).

Zu untersuchende Liposomen-Losungen wurden nach der Uberfiihrung in
unilamellare Vesikel mittels Ultraschall fur 15 Minuten bei 25°C aufbewahrt. Die
Liposomen-Losungen wurden gemaf den Herstellerangaben mit Reinstwasser so
verduinnt, dass eine Signalintensitat zwischen 50 und 150 counts / Minute erreicht
wurde. Nach dem einsetzen der Probenkivette in das Messgerat wurde eine
Setzzeit von 120 Sekunden eingehalten, um die Flissigkeitsbewegung zu stoppen.
Die Ermittlung der Messparameter (Anzahl und Dauer der Messung, Ablage des

Messpunktes von der Kivettenmitte) erfolgte automatisch.

6.3.6 Auswertung und Datenprozessierung

6.3.6.1 Auswertung spektrophotometrischer Messungen

Kinetische Messungen wurden fur zwei Enzymaktivitdten durchgefihrt:
Carotinoidspaltung und Glutathion-S-Transferase-Aktivitat. Well die
Datenprozessierung gleich war, sind die Messungstypen im Folgenden nicht

getrennt aufgefihrt.

Die Prozessierung der Rohdaten wurde mit der Software Magellan 5.1 (Tecan,
Osterreich) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde eine Netto-Datenkurve erstellt,
indem fir jeden Datenpunkt vom Absorptionswert des Umsatzes der
Absorptionswert der Kontrollmessung subtrahiert wurde. Die Bestimmung der

maximalen Steigung erfolgte anhand der Netto-Datenkurve. Dabei wurde eine
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lineare Interpolation in einem Datenfenster von zehn Datenpunkten durchgefiihrt
und die Steigung der interpolierten Gerade berechnet. Obwohl eine lineare
Interpolation Uber die hohe Anzahl von zehn Datenpunkten die Kurvenform der
Datenpunkte nicht vollkommen korrekt abbildet, erwies sich diese Auswertung als
am besten geeignet. Ihr Vorteil bestand in einer hohen Stabilitat der ausgegebenen
Werte und geringer Anfalligkeit gegeniber Fehlmessungen, die durch
herumfliegende Staubpartikel oder Gasblasen entstehen koénnen. In der
resultierenden Kurve, die die Steigungswerte abbildet, wurde eine Maximumssuche
durchgefuhrt. Aufgrund des maschinellen Schuttelns vor Beginn der Messung
waren in seltenen Fallen die ersten Datenpunkte aufgrund von Gasblasen nicht
auswertbar. In diesen Fallen wurde der Beginn der Steigungsberechnung hinter
den letzten nicht auswertbaren Wert gesetzt. Fur die Bestimmung der Michaelis-
Menten-Parameter wurden die Datenpunkte nach Hanes und Wilkinson (S/v Uber
S) aufgetragen und eine nicht gewichtete, lineare Regression durchgefihrt.

6.3.6.2 Auswertung von Versuchen zur organophilen Pervaporation

Die Berechnung der Konzentrationen oder Flisse von Einzelkomponenten des
Permeats einer Pervaporation setzt ein bekanntes Permeatvolumen voraus, das
aus Dichte und Masse errechnet werden muss. Um das Permeat vollstandig aus
den Kuhlfallen zu gewinnen, wurden die Kuhlfallen mit einem Alkohol gespdlt.
Enthielt die Reaktionslosung, aus welcher pervaporiert wurde, selbst Ethanol, war
die Gesamtmasse an Ethanol im Permeat unbekannt und eine direkte
Dichteberechnung nicht mdéglich. In diesen Féllen fand die Spulung der Kihlfallen
mit einem anderen Alkohol (Methanol) statt und die Dichte des Permeats wurde
durch ein iteratives Verfahren (Lapostolet-Resch, 2001) gemafR3 Gleichung (8) bis
(12) bestimmit.

Permeatmasse:

Zur Bestimmung der Permeatmasse m, wurden die Masse der leeren mggjeer Und
der vollen Kuhlfalle mggyvon nach der Pervaporation gemessen. Die Differenz der

Massen ergibt die Permeatmasse.

mP(ti) = Mye von (ti) ~ Mye teer (ti) (6)
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Flussdichte:
Der Gesamtfluss Jgs errechnet sich nach folgender Gleichung aus der

Permeatmasse my, der Pervaporationsdauer t,, und der Membranflache Ay :

Mp (tpvi)

()
Au oy

J ges (tPVi ) =

Bei einem Mehrkomponentengemisch setzt sich der Gesamtfluss aus der Summe
der Partialflisse aller Einzelkomponenten zusammen. Die Berechnung der

Partialflisse der Einzelkomponenten ist im Folgenden dargestellt.

Partialfluss von 3-lonon:

Der B3-lononfluss Jg.ononp errechnet sich aus der errechneten B-lononmasse im

Permeat mg.iononp , der Pervaporationsdauer t,, und der Membranflache Aw :

m R—lonon,P (tPVi )
AM Yy (8)

J R—lonon, P (tPVi ) =

Partialfluss von Ethanol:

Der Ethanolfluss Jeionp berechnet sich aus der errechneten Ethanolmasse im

Permeat mgonp , der Pervaporationsdauer tp, und der Membranflache Ay:

Meon p (tpvi)
AM ) th (9)

‘]EtOH, P (tpv, ) =

Partialfluss von Wasser:

Der Wasserfluss Jw ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Gesamtfluss Jges

und den addierten Partialflissen von Ethanol Jgon,p Und 3-lonon Jg.iononpe :
Jw (th,) =J ges (th,) - 0 R-lonon, P (th,) +J EtOH, P (tPV. ), (10)

Masse an zugesetztem Methanol:

Zur vollstandigen Gewinnung des Permeats wurden die Kihlfallen mit Methanol

oder Ethanol gespilt. Die eingesetzte Alkoholmasse myeon ergibt sich aus der
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Massendifferenz zwischen voller Kuihlfalle mit Alkohol mggyoi+meon und voller

Kihlfalle ohne Alkohol mkg vl -

Myieon (thi) = Mye ol + MeoH (th,) — Mye von (th,) (11)

Volumen des zugesetzten Alkohols:

Das Volumen des zugesetzten Alkohols berechnet sich aus den o.g. Massen und

der Dichte von Methanol puweon und Ethanol peton:

mKF,voII+MeOH (tPVi) - mKF,voII (tPVi ) _ mMeOH (tPVi)

VMeOH(tPVi) = (12)
PmeoH PmeoH
mit Pueon = 0,793 —
cm
beziehungsweise  pg, =0,789 ig
cm

Permeatdichte:

Zur Berechnung des Permeatvolumens wird die Permeatdichte bendtigt. Enthalt die
pervaporierte Reaktionslésung neben Wasser auch Ethanol als Lésungsmittel, wird
dieses ebenfalls pervaporiert. Neben dem zum spulen zugegebenen Methanol
enthalt das Permeat in diesem Fall einen unbekannten Anteil an Ethanol. Die
Permeatdichte kann mittels eines Iterationsverfahrens ermittelt werden (Lapostolet-
Resch, 2001). Hierzu wurde fir die anfangliche Berechnung der Zielgré3en eine

Permeatdichte von p, = 1 kg/L angenommen. In jedem lterationsschritt erfolgt die

Berechnung der neuen Permeatdichte nach Gleichung (13) anhand der im

vorhergehenden Iterationsschritt berechneten Ethanolkonzentration und —masse.

1
mEtOH,P (thi) . 1 " mp (thi) - mEtOH,P (thi) .

mp (thi) PEeton Mp (thi) 1000 9
L

Pp (thi ) = (13)
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Sind die Anderungen bei der iterativen Berechnung der Permeatdichte kleiner als
ein Prozent, wurde ein ausreichend préziser Naherungswert fir die Konzentration

und die Masse von Ethanol im Permeat erreicht.

Permeat- und Retentatvolumen:

Die approximierte Permeatdichte wird zur Berechnung des Permeatvolumens Vp

eingesetzt.

mp (thi)

VP (thi ) =
Pp

(14)

Anhand des Permeatvolumens Vp kann das Retentatvolumen Vg errechnet werden.
Ve (thi) = Vg (thi_l) -V (thi) (15)

Ethanolkonzentration im Permeat:

Die Berechnung der Ethanolkonzentration im Permeat erfolgte als Teil des

Iterationsverfahrens wie folgt (Lapostolet-Resch, 2001):

CEtoH, P+ MeOH (thi) : vp (tpvi )+ Vieon (tpvi ),
VP (thi)

CewoH, P (thi) =
(16)
C s tonon, p+meont (Lpy, ) * (VP (tey,) +

& (t PV, )

MyieoH (tpvi )J

PMeoH

Die lteration beginnt mit einer angenommen Permeatdichte von p, = 1 kg*™. In
diesem Fall gilt:

L (tey,) 3

e Ve (tey,) B )

Es kann in Gleichung (17) anstatt des Permeatvolumens die Permeatmasse

eingesetzt werden.
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Ethanolmasse im Permeat:

Die Ethanolmasse im Permeat stellt den Faktor dar, der nach jeder Iterationsrunde

als prazisierter Wert in Gleichung (13) eingesetzt wird. Sie berechnet sich wie folgt:

Meon, p (tey,) = Ceion, p (tpv,) - Mp (tpy,) (18)

Konzentration von B-lonon im Permeat:

Die Permeatkonzentration von 3-lonon wird berechnet nach (Lapostolet-Resch,
2001):

C t—1onon, P+ meor (tpy, ) - (/P (tpy,) + Vieon (tey ) _
Ve (tey,)

C R—lonon, P (tPVi ) =

(19)

Myeon (tey,)
C 5-1onon, P+ Meor (tpy. ) - (VP (tpy) + ————

) Vp (t PV, )

MeOH

Masse von R-lonon im Permeat:

Die Masse von R-lonon im Permeat errechnet sich anschlielend aus Konzentration

und Volumen:

Mg_onon, P (tPVi ) = Cr-1onon, P (tPVi) -Vp (thi) (20)
6.4 Software
GC/MS: GCMSolution, Version 1.20 (Shimadzu)
HPLC: Class Vp, Version 6.14 (Shimadzu)
Mikrotiterplattenleser: Geréat Genios: Magellan, Version 3.11 (Tecan)

Gerat Infinite 200: Magellan, Version 5.1 (Tecan)

FPLC: Unicorn Explorer, Version 4.10 (Amersham Akta)
DLS / PCS: Zetasizer Nano series software, Version 6.01 (Malvern)
Geldokumentation: BioDoc Analyze, Biometra

Datenauswertung: Origin, Version 6.0 (Origin Labs)
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8 ANHANG

8.1 Karten und multiple cloning sites eingesetzter Plasmide

8.1.1 pET-29a

Xho lj158)
Mot lj1&g)
Fini iera)
PET-29a(s) sequence landmark Sac Jfo0
T7 promoter 368-384 E‘;gﬁ_llfl;f:g]
T7 transcription start 367 EcoR Viz06)
S+Tag coding sequence 249-293 Qﬁg 'I‘ég;
Multiple cloning sites Bpu1102 lizo) Bal lliz41)
(Ncol- XhoT) 158217 Dra Illista) | — ﬁgg}:ggji'
His*Tag coding sequence  140-157 l ' /- ¥ba I3
TT terminator 26-72 s
lacl coding sequence T75-1854 __(_..\S‘grf\ g;?l](aum
pBR322 origin 3288 <\
Kan coding sequence 3997-4809 B
f1 origin 4905-5360 Sof laaz8)
Pyu li4428)

The maps for pET-29b(+) and pET-29¢(+) Sma li4302) Y, Miulgt125)
are the same as pET-2%9a(+) (shown) with {f '_f: Bel li113g)
the following exceptions: pET-29b(+) is a |
5370bp plasmid; subtract 1bp from each site Nru li4025) { ‘I P ET-293(+) I |BStE llj1308)

beyond BamH 1 at 198, pET-29¢(+) is a
5372bp plasmid: add 1bp to each site |
beyond BamH I at 198. |

Eco5T I3774) 'Hessh lizes)

(5371bp) ~Apa l1238)

(5g)-g2 1) W&

/~Hpa Ipiean)
AbwN lize42)

e
BssS li33s9) 9‘?0)

BspL U1 liaz2e) —
Sap liz110) T _—
Bst1107 lizasr) / | e

Tth111 lize71y |

Psha li1z7o)

Bfa li21a8)
Fsp liz207)
Psp5 llj223z)

T7 promoter primer #59348-3

pET upsiream primer #59214-3 T7 promoter lac operatol bl
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGEGAATTRTGAGCEE. MATTCCCCTCTAG

Nael S-Tag NspV
CGCTGCTGCTAAATT

Hpnl_

CAGCACAT
sMe

Eagl
Not |

pET=28a ()
ACCACCACCACCACCACTG GCTGCTAACAAAGCCC pET=29b(+]
sHisH sHisHisl

TC GACAAGCTT CTCEG, CACC SCTAAC pET-29¢ [+

aProSerThrSarleuldrgPraolisSerSerThrTheThr ehrgleuleuThrlysPro

Bpul102 | T7 terminator
GAAGCTGAGTTGGCTGCTGLCACCEE TAACCCCTTGEGGOCTCTAAACGEGTCTTGAGGEGTTTTTTE

7 !erminator primer #59337-3

pET-29a-c(+) cloning/expression region
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8.1.2 pGEX-4T

Thrombin

lLeu Val Pro ArgiGly SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA GTC GAG CGG CCG GAT CGIGAC TGA

BamH | EcoR 1 5ma1 Sall Xpo1 . Notl Stop codons

Tth111 1
Aat Il

pSj10ABam7Stop7

pGEX

~4900 bp

Nar |

EcoR V

BssH I

Apa |
BstE Il pBR322

on

Miu |
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8.1.3 pET-43a

Dra lli7o33), Avr Il (483)
. iﬁc II (503)
Ahd I(se21) T~/ Pl

Bgl l(a503) \ /“ o t5815 7262) 5 T Emllqg;g}

Fsp l{5ag8) A O Byl ll(943) Not | (sa,
\ Bsm liee7) ot | 1292)

Sea I{BM:]\_,-'.,-" °

Msc I(1075)

Stu l{1128) ggﬂ Itégg?a

. |Pstl (633)
BspM [(1277) | §5e8387 | (639)
__Nco I1403) ‘égﬁGl m"‘g]
EcoR | (654)
BamH | (s60)
Sac | (672)
PshA | (681)
Sma l (721)
Sac Il (797)
Spe | (828)

Hind Il {599)
]

P
el
/8
8

W I(5427) ET-43.1
AlwN Ii5427) P o bp?{"')

=)
=
L L]
s
BspLU11 1{5011) — )
Sap liass) —", lac operator _
PR ' T7 promoter - Nde I12317)

Tth111 1a7s8) " ", A7 Xba liz3ss)

AN sphips)
. 3%1‘3‘1 ) EcoN li2882)
lacl (279177

-

Bpul0 l#117)/ ;? . —
I ]

Psp5 lli4017)
spa 1 | \'BstE ll3328)
Hpa ;3653 Apa li3358)

T7 Promoter primer
4
pET Upstream primer #8348
H50714-3 T7 promoter lac operator
—_— - —acoperator
AGCAACCGCACCTETGEOGC OGGTEATECOGG CCACGA TS OS TOOSGOSTAGR A TCEAGRTOSAT CTCGATCCCGCGRAR TTAATACGACT CACTATAGGGGAA TIGTGAG CEGATAR CARTTC

_ths Naie | Nus+Tag
OCCTCTAGARATARTTTTATTTAACTTTARGAAGIAGA TATACATATGARCARRGARATTTTZACT . . . 1356bp. . . GC0GAACAGGACATTEATAATCTGECTAATATOZRAGEATTAACCGAC
et figm Lys Glu lle Leu Wo .. U8Baa. .. Ao Glu Gin Gly lle Asp Asp Leu Ao Asp lle Glu Gly Leu Thr Asp
Nus-Tag primer
#70544-3 Hus-Tag Spel His+Tag Sacll S+Tag
GnnnAnGCCGGnGCnCIGnTTATGGCTGCCCGTAnTnTTl'GCTGG1_1'ECGTGnCGmGCGACTnGTCGTTCTGGTCATCnCCATCACCATDsﬂCCGCGGGTRAAGAAACCCCTGCTGCGﬁAnTIT
[ Ao s Leu lle Met lie Cys Trp Phe Gly hsp ta Thr Ser Ghy Ser Gly His His His His His His Ser Ala Gly Lys Glu Th Mo Al Lys Phe
g
5 Tag ISmer primer S.Tag
; Sma | Pshal Sacl BamH1EcoR| BsrGl _ Ascl
G.‘-‘-BOGCCHGCAE‘ATG-GnC'TCGCCACOGCC‘nACTGGTCTGGTCC COGGGGCnGDSCGGGT'TCTGGTACGnTTGnTGn ‘CGnCAnGnGT‘CC‘G BEATCORRATTCTETACAGACGCOE pET-42.1a(+)
S Arg Gin His Met Asp Ser Pro Pro Pro Tnr Gly Leu Vol Gly Ser y Thr lle fsp hs L Gly Ser Glu Phe Cys Thr Gly Ma
thro entes
nﬂ}TCEG—GHGCTCGTGGnT‘CDS‘AnTICTETnCnGGOGOGE DET-43.10(+)
Sar u Leu Vol Asp Pro Asn Ser Val Gin
nGTEOGrﬂCTEGTGCnTCCCAnTTCTGTnCnGGOGCGEC C pET-43.1c(+)
Ser Pro Ser Ser Trp lle Ag lle Lleu Tyr Arg
S5e8387 | Eagl
L Hindlll__Nof| Pl HSV-Tag _xho| ___HisTag

DeGCTGTATnCACGTG&nGCCAGC
Mo Val Tyr Thr Cys Lys Pro

ICT nccmmcCCAG%TGCCFGCHCCACGQECACCHCC!GAH pET-43.1a(+)
ar Ao Ser

CTCGCTOCTGAnGnCCCnGAGE‘m’TC'TCGAGCnCCnCCACCnCCnCCnC'TA}sT PET-43.1b(+)
eu Ala Pro Gl Gl His His His His Hig His £

CGu-GCnCCnCCnCCnCCnCCnC'I‘AnTG pET-43.1¢c(+)
lle Ser Ser Thr

nCnGC"DGT.‘-\TACACG
o His Ser Cys lle His

ColiDOWN primer
Pacl Avrll #70845-3
TETTAATTARGTTGEGCETTOC TAGGC TRATAAR ACAGAA TT TG CCTEG 086 CAG TAGCACGE TRETCoCACCTGACCCCATEOSARC TORGARCTEARACECOATASOSCOSATGATACTETAS3ATCTIC  pET-42 1a(+)

GTTAATTARGTTEEGOSTTCCTAGECTEATARAR pET-43.1b(+)

TTAATTAAGTIGEGCETTCCTAGECTGATARRAC  PET-43.1ci+)
Vol AsnEnc

pET-43.1a(+) cloning/expression regions




Anhang 191

8.2 Analysezertifikate Phospholipide

8.2.1 Phosphatidylcholin
Lipoid

AUDSGANGS - ANALYSE
Frodukt: LIPOID S 100 DECHEMA =.W.

Herstellungsdatum: 0472007

empf . Lagertemp.: -30°C + 5°0C
Verfallsdatum: 04/20100
Chargen-Nr.: 790558-7 Huster = Menge 1 50 g

Lieferung: 05.07. 2007

TECHNISCHES MUSTER
HICHT FUR TIERISCHE ODER HMENSCHLICHE ZIWECKE GEEIGNET

Spezifikation Ergebnis Hethode
Phosphatidylcholin min., 94,0 % a7.,9% % PC3
fbez. auf die Trockenmasse)

Phosphatidylethanolamin max, 0,1 % < 0,1 % ADC3
N-Acyl-phosphatidyl- max, 0,% % < 0,25 ® ADC3
ethanolamin

Lysophosphatidylcholin max. 3,0 % 0,4 % RDC3
Phosphat idylinosit max, 0,1 & = 0,1 % BTN 3
Phosphor 3.7 - 4,0 % 3,8 % TP
Unpolare Lipide max, F,0 % 1,1 % RIS
Freies Fettshuren max. 0.5 % < 0,05 % ADCS
nl-go-Tocapheral 0,15 - 0,258 % 0,22 % T
Wasser (EF) max. 2,0 % o,6 % KEF
Ethanol max. 0,2 % < 0,2 % ET
SHurezahl max. 2 0.1 8%
Peroxidzabl max. 1 o POE
Iodeahl a7 - 107 103 JE
Schwermetalle max. L0 ppm < 10 ppm UEP

“231>I1
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8.2.2 Phosphatidylethanolamin
Lipoid
AUSGANGS -ANALYSEBE

Product: LIFDID E PE DECHEMA &.V.

Herstellungsdatum: HEIIDDG

empf. Lagertemp.: -ab"C + B°C
verfallsdatum: 082009
Lieferung: 05.07.2007

Chargen=Hr.: B99365-1 Muster-Menge: 1,0 g

TECHMISCHES MUSTER
NICHT FiUR TIERISCHE ODER MENSCHLICHE IWECKE GEEIGHNET

Spezifikation Ergebnis Hethode

Phospholipide

Phosphatidylethanolamin min, 97,0 % 101,77 L] TP-PC

(F x 23,66, bzgl. Trockenmasse)

Lysophosphatidylethanclamin max. 1,00 % < 1.0 i D

Fhosphatidylcholin max, 1,5 & < 0,1 i Al

Phosphatidsiiure max, ©0O,5% % 0.1 ® D3

Sphingomyelin max, @0O,1 % = 0.1 ® RDC3

nicht identif. Verbindungen max, 2,0 % 0.4 k ADC3 fADCS
Fhosphor d,1 = 4,4 % 4.1 i TF
Triglyceride max, 0.5 & 0.1 k RIS
Cholestaral max., 0,3 % < 0,1 k AIMCS
Freie FettsAuren max. 0,3 % « 0,05 % RIS
pL-a-Tocopherol 0,1 = 0,2 % 0,2 1] ADCS
Peroxidzahl max., 5 2,1 POZ

Wasser (KF) max, 2.0 % a.3 ] USP<921>1IT



