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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Energie in biologischen Systemen

In lebenden Systemen, wie Mikroorganismen, PflanZéeren und Menschen laufen
stets Kaskaden biochemischer Reaktionen ab, dieBra@rgieumsatz begleitet bzw.
durch Energiezufuhr am Laufen gehalten werden.aégsten dieser Reaktionen sind
Teil eines metabolischen Weges, d.h. einer Seqwenz Reaktionen, die ein oder
mehrere spezifische Produkte bildet.

Der Metabolismus kann in zwei Kategorien untertgérden:

= Katabolismus: Abbaureaktionen, bei denen Verbindungzur Energie-
gewinnung in kleinere Komponenten zerlegt werden

»= Anabolismus: Aufbaureaktionen von komplexen Biorkidlen aus einfacheren
Bausteinen (meist unter Energieverbrauch)

Die biochemischen Reaktionen in Zellen sind engdeiin Energiehaushalt der Zelle
verbunden[Karlson, et al. 1994] Ein Grol3teil der Energie, die den Prozessen in
lebenden Zellen zugrunde liegt, lasst sich auf Ereergieumwandlung durch die
Photosynthese in Pflanzen und Mikroorganismen iiiticen.

Pflanzen wandeln die Energie der elektromagnetisdhellen des Sonnenlichts in
chemische Energie um, indem sie aus Kohlendioxid Masser Kohlenhydrate
synthetisieren. Wird Energie flr andere biologisclhaunktionen, z.B. fir
Muskelbewegung bendtigt, werden diese energiereichéerbindungen wieder
abgebaut. Schematisch ist der Zusammenhang degiBmewandlung in Abbildung
1.1.1 am Beispiel der Reduktion von Kohlendioxid Kaohlenhydraten und deren
Reoxidation dargestellt.

n O, + (CH,0),
hv N
Photosynthese v Atmung
AG >0 | AG <0
nH,0+nCO,

Abbildung 1.1.1: Energielibertragung durch Photosynhese.
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Hieraus wird schnell deutlich, dass in biologiscHgystemen Energietransport und
Massentransport immer gekoppelt ablaufen. Dies dstes der grundlegenden
biologischen PrinzipiefLiese 2003]

Ein wesentliches Energiemolekul in dieser Kopplistigslucose, deren "Verbrennung"
durch die Atmung den Organismen Energie lieferte Qixidation der Glucose mit
Luftsauerstoff verlauft gemall Formel 1.1.1 sehrrkstaxergonisch. Die grol3e
auftretende Energiemenge ist nicht mit einem bisldgen System kompatibel
[Fritsche 2002]

C6H1206 + 6 02 26 C02 + 6 Hzo Formel 1.1.1
AGP°= -2869 kJ mol*

Daher ist die Glucose-Oxidation in den Zellen, wie Biosynthese und der Abbau
anderer Kohlehydrate, in eine Kaskade von Reaktia®zlegt. Die Reaktionen dieser
Kaskade werden von vielen verschiedenen Enzymenalysadrt. Fur die
Energielbertragung in den Ab- und Aufbaureaktioneendtigen die Enzyme
Hilfsstoffe, die Coenzyme oder Kofaktoren, derenchiigster Vertreter das
Nicotinamidadenindinucleotid (NAD ist (Abbildung 1.1.2). In der Kaskade werden
durch Oxidation der Glucose viele Molekiille NARu NADH reduziert und somit die
chemische Energie in biokompatiblere Energiepoemaufgeteilt.

o]
[l

NH,
e}
O /P\ -~
/ ?\I+ O | 70
— | o)
3 ‘OH
HO

O—1u=0

. o/
HO  on Nx N

-2e°, -2H* +2H*, +2e-
° NH,
P 9
o |_o"| o N NH
N - - 2
— | (0] (0] Ry = |
LG oH HO "oy NN

Abbildung 1.1.2: Reduzierte (unten, NADH) und oxiderte Form (oben, NAD) des
Nicotinamidadenindinucleotid.

Durch Oxidation mit Sauerstoff bei der Atmung (Along 1.1.1, rechte Seite) wird
NADH gemaR Formel 1.1.2 wieder in NADiberfiihrt; als Nebenprodukt entsteht
Wasser.
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NADH + H" + %2 O, & NAD" + H,0 Formel 1.1.2
NADH + H* | NAD* E* = -320 mV

2[H] + 2O, | H,O E” = +815 mV

AE = 1135 mV

Die freie Energie dieser Reaktion ergibt sich aas Mifferenz der Redoxpotentiale.
Gemal der elektrochemischen Gleichgewichtsbedin@eognel 1.1.3[Atkins 2000)
kann aus der Potentialdifferenz die freie EnthatfgeReaktion berechnet werden.

AG=-z -F.-F Formel 1.1.3

Mit z = Anzahl der Elektronen
F = Faraday-Konstante (96.485 C il

Die Differenz von 1135 mV entspricht einer freientilpie von -219 kJ mdl Fur
eine biochemische Reaktion ist der Betrag immehnotgewohnlich hoch und fur die
Zelle so nicht nutzbar. Er wird daher ebenfallgimer Reaktionssequenz freigesetzt, in
welcher der Wasserstoff und die Elektronen tberHilessubstrate Coenzym Q und
Cytochromc sowie redoxaktive Proteinkomplexe zum Sauersteféitet werden. Die
einzelnen Schritte sind in Abbildung 1.1.3 gezellje Pfeile zeigen den Elektronenflul3
an.
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E, mV
-320 4~ D Metabolismus
Pool
FMN
H+< Fe S, ] Komplex |
0 —+ Q- Komplex Il
Pool Succinat
Cytb
250 4 H+< FeS | Komplex Il
Cytc,
H+< Cétuafe* ] Komplex IV
3Q \_1_/
820 - o,

Abbildung 1.1.3: Anordnung der Redoxsysteme der Atmngskette nach Redoxpotentialen.

Die dargestellten Redoxsysteme liegen in der immeMitochondrienmembran

(Abbildung 1.1.4). Die einzelnen Redoxschritte préshen Elektronenibertragungen
von einem Protein auf ein anderes. Eine wesentliéheflussgro3e fur den

Elektroneniibergang ist gemaR der Theorie des Tasingformel 1.1.4) der Abstand

zwischen den redoxaktiven SpeZziBard, Faulkner 2001]

Tunnelwahrscheinlichkeit O exp(-px) Formel 1.1.4
Mit B = Energiebarrierenfaktor
X = Abstand

Die redoxaktiven Proteinzentren missen sich flereieffektiven Elektroneniibergang
in enger Nachbarschaft befinden, da die Tunnelvehleialichkeit mit der Entfernung

exponentiell abnimmt. Die Anordnung der Membrangireg ist so optimiert, dass ein
rascher ElektronenfluR gewabhrleistet ist. Der Etmkenfluss von NADH zum

Sauerstoff ist in Abbildung 1.1.4 mit Hilfe einemrdhgezogene Linie angedeutet.

! Der Elektronentransfer wird Ublicherweise als Telmorgang des Elektrons zwischen den
Redoxpartnern angesehen.
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!

Abbildung 1.1.4: Anordnung der Redoxsysteme der Atmingskette in der Mitochondrienmembrarf.

Fir die Energietibertragung im engeren Sinne igfliétl das fast massefreie Elektfon
verantwortlich. Die Formulierung des oben genanftetogischen Prinzips ist davon
abhangig, was man als geschlossenes biologisclstsn$etrachtet, die Membran, das
Mitochiondrium, die ganze Zelle oder den Organismus

Die freie Energie des Elektronenflusses wird dazanutzt, Protonen durch die
Mitochondrienmembran zu transportieren. Hierdurdhdvein Konzentrationsgradient
Uber die Membran aufgebaut, in welchem die Redagéme sozusagen
zwischengespeichert wird; letztendlich wird sie wWagenutzt, Adenosintriphosphat
(ATP) zu synthetisieren (Abbildung 1.1.5).

2 archiv.ub.uni-marburg.de/diss/ z1999/0061/eirtiéitl
% Die Masse des Elektron ist ca. 2.000 mal kleited& eines Protons.
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ADP

Abbildung 1.1.5: Protonenfliisse und Redoxkomplexanider Mitochondrien-Membran

Die Bildung von ATP aus ADP und Phosphat ist umteysiologischen Bedingungen
mit etwa 45 kJ mal endergonisch; die Gleichgewichtskonstante liegtviéssrigen
Medium bei 3,3-18. Durch Bindung der Substrate im aktiven Zentrum A&P-
Synthase wird die Gleichgewichtskonstante auf @/Sehoben, und es bedarf nur noch
geringer Energiezufuhr (ca. 4 kJ mpum ADP und Phosphat unter Wasserabspaltung
zu kondensieren.

Auf diese Weise synthetisiert der menschliche Koge Tag im Fliel3gleichgewicht
ungefahr sein eigenes Gewicht an ATP. Bei Leistspgdlern kann die taglich
synthetisierte ATP-Menge sogar Uber 200 kg liegen.

Der Energiefluss in biologischen Systemen ist almariickzufihren auf den
Elektronenfluss (und daran gekoppelt den Protonssfldurch eine Membran.
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1.2 Energie in chemischen Systemen

Die fur chemische Reaktionen notwendige Energied wiiblicherweise durch
energiereiche Edukte und die Reaktionstemperatueitgestellt. So wird fur
Oxidationsreaktionen ein stoéchiometrisches, eneggiees Reagenz bendtigt, das die
Redoxaquivalente auf das Edukt Ubertragt (Abbilduh@.1l, linke Seite). Als
Alternative hierzu kann ein Edukt auch — quasi refies — elektrochemisch oxidiert
werden (Abbildung 1.2.1, rechte Seite). So kann mi@nElektrochemie nutzen, um
evtl. bedenkliche Abfélle in der chemischen Prodwkizu vermeiden.

Reagenz®x Eduktred

ne
A Eduktred
N
O
D
Nebenproduktred Produktox E Produktox

Abbildung 1.2.1: Chemische und elektrochemische Odationsreaktion

Dies ist jedoch nicht immer einwandfrei méglich, eiae elektrochemische Reaktion
aus zwei Halbzellreaktionen besteht, und somit amncher ein Koppelprodukt entsteht,
auch wenn es wesentlich unbedenklicher oder eiefazh entsorgen sein mag (z.B.
Sauerstoff, Wasserstoff oder @0In Analogie zu den biologischen Systemen werden
haufig auch hier die Reaktionsraume durch Membragetrennt, durch die zum
Ladungsausgleich lonen wandern mussen.
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U3
U2
R
Ul
O+e
> >
Reaktionskoordinate Reaktionskoordinate

Abbildung 1.2.2: Anderung der Freien Energie G im \érlauf eines Elektronentransfers a und in
Abhéngigkeit vom angelegten Potential [schroder 2003]

Einer der Vorzuge der Elektrochemie ist es, das®\bhangigkeit vom angelegten
Potential der "Energiegehalt” der Elektrode, alsTdiebkraft fur eine Reaktion, Gber
einen groRen Bereich variiert werden k&ndm Unterschied zur chemischen
Reaktionskinetik kann man das Energieprofil einekteochemischen Reaktion durch
Anlegen einer Spannung beeinflussen (Abbildung?l.Dabei bleibt die freie Energie
des Edukts (R) konstant, wohingegen die freie Haeagf der Seite der Produkte
(O + €) mit der Spannung variiert. Die Reaktion kann &i@er angelegten Spannung
U; in Oxidationsrichtung verlaufen, wahrend sie balegen einer Spannungs th die
Gegenrichtung verlauft. Die Elektrode ist folgliofit der Spannung "durchstimmbar”
in ihrer Oxidations- bzw. Reduktionswirkung. Diell8pannung bestimmt dabei die
Energie (1 V entspricht 96 kJ pro Mol Elektronenjje Stromstarke die
Reaktionsgeschwindigkeit (1 A entspricht 10 pumak&ionen pro Sekunde).

Elektrochemische Prozesse zur Darstellung von agaen Verbindungen sind in der
Industrie inzwischen weit verbreitet. So wird Admitoil durch Hydrodimerisierung von
Acrylnitril an der Kathode elektrochemisch herglst@Abbildung 1.2.3). Das von
Baizer entwickelte Verfahren wurde von der Firmanglanto industriell umgesetzt und
deckt heute ca. 30% des Weltmarktes an Adipondhl [Steckhan 2000] Die
Jahresproduktion von Adiponitril nach dem elekteroischen Verfahren betragt ca.
100.000 t. Nicht nur im Bereich der so genanntenk's Chemikalien, sondern auch
bei Spezialchemikalien, z.B. chiralen Bausteinendi@ Pharmaindustrie, gewinnt die
elektroorganische Synthese an BedeutWwginberg 1997; Putter 2000; Lund 2002;
Shen, et al. 2003]

* Eine allgemeine Einfiihrung in die Elektrochemidét sich beSchréder | (2003).
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K
A 2 NCTX
T 2 H,0
H
@)
2e D NC/\/\/CN
E +2 OH-

Abbildung 1.2.3: Produktion von Adiponitril nach dem Monsanto-Verfahren.

Eine besonders interessante Anwendung der Elekdnoighist die gepaarte Elektrolyse
[Li, Nonaka 1997, 1999a, 1999b; Li, et al. 1999;e8het al. 2003] bei der beide
Elektrodenreaktionen zur Wertstoffproduktion gebhwerden. Seit 1999 wird bei der
BASF AG die kathodische Reduktion von MethylphtalatPhtalid in Kombination mit
der anodischen Darstellung von teftButylbenzaldehyddimethylacetg)Plitter,
Hannebaum 1997; Putter 2000; Steckhan, et al. 2@Bbpildung 1.2.4) durchgefuhrt.
Durch Kopplung der beiden Reaktionen kann die gkaitie Energie effizient genutzt
und ein Beitrag zur Ressourcenschonung geleistetene

COOCH;
©i 2 MeOH +
4 H+ COOCH3 Me

MeO.

y

4e

MmMOQOI-H>X>»X
Ei\

@) (@)
moQZ>»

+H,0, + 2 MeOH OMe +4H?®

Abbildung 1.2.4: Gepaarte Elektrolyse in einer "2006 Zelle".
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1.3 Elektroenzymatik

Fur die Synthese von Fein- und Spezialchemikaledmeh sich Biokatalysatoren wegen
ihrer Selektivitat oftmals als vorteilhaft herausig#it [Drauz, Waldmann 1995;
Straathof, et al. 2002Jund werden inzwischen in der ganzen Bandbreite vom
Labormal3staRoberts 2000; Koeller, Wong 2004is in den industriellen Maf3stab
[Liese, et al. 2000; Schmid, et al. 20@ihgesetzt.

Die Kombination eines elektrochemischen Schrittésemer biokatalytischen Reaktion
gehort zum Bereich der Bioelektrochem&teckhanet al. haben die Nutzung dieser
Kombination zur Herstellung von Feinchemikalien alsktroenzymatische Synthese
oder Elektroenzymatik bezeichri&teckhan 1994; Steckhan, et al. 2001]

1.3.1 Elektroenzymatische Regenerationszyklen

Elektroenzymatische Reaktionen kdnnen in zwei soteedliche Gruppen eingeteilt
werden. In Regenerationszyklen wird ein Redox-Cwfaloder eine prostethische
Gruppe flur eine enzymkatalysierte Reaktion regerteilObwohl es Beispiele fur die
direkte Regenerierung von Cofaktoren (z.B. NARgl. Abbildung 1.1.2) durch direkte
Elektrolysen gibt, geschieht die Regenerierung tmedirekt unter Verwendung eines
Mediators[Steckhan 1986, 1992Den Unterschied zeigt Abbildung 1.3.1 am Beispiel
einer Oxidationsreaktion.

ne A Eduktred ne Mediatorred Produktox
\ % \

@)

D

E

Mediatorex Eduktred

mooOozZ2>»

Produktox

Abbildung 1.3.1: Schematische Darstellung der direten (links) und indirekten Elektrolyse (rechts).

In der mediatisierten Bioelektrokatalyf€ano, Ikeda 2000; Hollmann, Schmid 2004]
haben sich insbesondere zwei Systeme bewabhrt:

= Ferrocen und Derivate fur die Regenerierung vowiféalenindinucleotid (FAD)

» Pentamethylcyclopentadienyl-2,2'-bipyridinchloradium(lil)
[(Cp*Rh(bpy)(CI)F* [Hollmann, et al. 2002fur die Regenerierung von NAD(P)H

Ein Beispiel fur einen Regenerierungszyklus zeiggbildung 1.3.2. Der mit einem
homogen-léslichen Polymer (P) modifizierte Rhodiimmplex wird an der Kathode
reduziert. Der Komplex reduziert PEG-gebundenes NAD NADH, wobei er selber

10
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reoxidiert wird. Der reduzierte Cofaktor kann nwmnweiner Alkoholdehydrogenase fir
die Reduktion des Substrates benutzt werden. Didgédochtsvergréf3erung von
Cofaktor und Mediator ermdglicht dartiber hinausedmntinuierliche Prozessfiihrung
durch Ultrafiltration im elektrochemischen Enzym-iieran-Reaktor (EEMR).

Die reaktionstechnische Untersuchung solcher gekogpp Systeme ist jedoch
schwierig, da z.B. die Gleichgewichtslage der hoemeghemischen Reaktion sowohl
von der elektrochemischen als auch von der enzgoten Reaktion abhangig ist.
Entsprechend ist der Einfluss eines Parametersiaeh Teilprozess nicht immer leicht
Zu ermitteln.

Kathode
{H v\/ PEG-NAD* CpRhHLP
S-ADH \
-/\ PEG-NADH cp' RhXL- P
P
/_\ . )
N\ /N
RQ
o HO

Abbildung 1.3.2: Elektroenzymatisch Synthese  von §)-4-Phenyl-2-butanol mit
polymevergréRertem (P) Mediator im EEMR.

1.3.2 Elektroenzymatische Reaktionssequenzen

In das Gebiet der elektroenzymatischen Reaktionssemn fallen groRe Teile der
Biosensoren-Forschunfarasevich, et al. 1993; Bogdanovskaya, TaraseVi®96;
Calvo, Danilowicz 1997; Habermuller, et al. 200@) einem Biosensor wird durch eine
hochselektive enzymatische Reaktion ein Analyt wsage und die Reaktionsprodukte
werden elektrochemisch detektiert. Der wichtigsiesBnsor ist der Glucose-Sensor
[Alkasrawi, et al. 1999; Xu, Chen 2000; Yang, et 2000], der medizinisch zur
Messung des Blutzuckergehaltes bei Diabetes-Patieaingesetzt wird (Abbildung
1.3.3). Glucose wird in Gegenwart von Sauerstoffrcdu Glucose-Oxidase zu
Gluconolacton oxidiert. Das entstehende Wassepsdkid wird elektrochemisch zu
Sauerstoff reoxidiert. Aus dem Stromfluss lassth sachliel3lich die umgesetzte
Stoffmenge Glucose errechnen. Neuere SensorenZeenebenfalls Mediatoren um

11
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den FAD-Cofaktor der Glucose-Oxidase zu regenerieren. i dann der Stromfluss
der Mediatorreaktion zur Konzentrationsbestimmuegugzt.

OH Glgcose OH
H
OH OH : OHO
O, H,O,
O,+2H*
Anode Messtechnik
2€e

Abbildung 1.3.3: Funktionsweise eines Glucose-Semsaler ersten Generation.

Fur die elektroenzymatische Synthese lasst sicBediéPrinzip nutzen, indem ein
Reagenz fur eine enzymatische Reakimrsitu erzeugt wird. In mehreren Beispielen
wurde die elektrochemische Herstellung von Wassipstroxid mit einer Peroxidase-
Reaktion kombiniert, so zur Herstellung von Chlobi@rsaure[Laane, et al. 1984;
Tramper, et al. 1985; Laane, et al. 198&dler VeratraldehyflLee, Moon 2003] Mit
dieser Reaktionssequenz gelingt aber auch die &larsg chiraler Verbindungen, z.B.
von Sulfoxiden[Litz, et al. 2004](Abbildung 1.3.4). Die Reaktionssequenzen eignen
sich besonders fur eine Untersuchung der Schiigtstgrischen Elektrochemie und
Biokatalyse, da in ihnen die beiden Schritte im &egtz zur Cofaktorregenerierung
nicht durch Zyklen gekoppelt sind. Sie kdnnen fiolyl besser getrennt untersucht
werden.

Anode

2 H+> /Ze
2e HZO

Abbildung 1.3.4: Darstellung eines chiralen Sulfoxis in einer elektroenzymatischen Sequenz.

® Die elektrochemischen Reaktionen sind komplexedt phi-Wert abhéngig, so kann die anodische
Sauerstoffbildung z.B. auch aus Hydroxyl-lonen foliert werden. Die gezeigten Reaktionen wurden
der Stéchiometrie wegen vereinfacht gewahlt.

12
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Eine Auswahl von bisher erfolgten elektroenzyméigsc Synthesen gibt die folgende
Tabelle 1.3.1.

13
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Tabelle 1.3.1 Elektroenzymatische Synthesen

Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
HOH HOH .
H H Glucose-Oxidase FAD*/H, MV [Delecouls-Servat, et a).
Q Q
Ha o Hﬂ 0 2002b]
H OH e} H OH (o)
D-Glucose D-Gluconolactone
CHO
p-Cresolmethyl-Hydroxylase (PCMH) FAD'/H, PEG- [Steckhan 1994]
. Ferrocen
ausPseudomonas putida
OH OH
p-Methylphenol p-Hydroxybenzaldehyd
HO
Hae ~CH3 Ethylphenolmethylen-Hydroxylase (EPMH) UEAD"/H, PEG- [Steckhan 1994]
Pseudomonas putida Ferrocen
OH
p-Methylphenol OH
(R)-4-(1-Hydroxy-ethyl)phenol
oH \)OI\/ Gl in-3-phosphat-Oxid FAD'/H PEG [Steckhan 1994]
3 : ycerin-3-phosphat-Oxidase > - eckhan
Ho\)\/opog2 HO OPOg?
Ferrocen

Glycerin-3-phosphat

Dihydroxyacetonphosphat

ausPediococcus sp.

[Steckhan, et al. 2000]
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
HQ OH HQ =0 ; ¥
zj( zj( Glucose-Oxidase FAD'/H, PEG- [Steckhan, et al. 2000]
HO!: OH HO - OH Ferrocen
OH OH [Petersen, Steckhan 199
L-Xylitol L-Xylose
O O 2-Hydoxybiphenyl-3-monoxygenase USAD'/H, Cp'Rh(bpy)L | [Hollmann, et al. 2001]
Pseud lai
OH seudomonas azelaica NADP'/H
OH OH
2-Hydroxybiphenyl Biphenyl-2,3-diol
X R K\®) Styrene monooxygenase (StyA .
| N DR v Yo (StyA) FAD'/H, CPRh(bpy)L | [Hollmann, et al. 2003]
> /R | \o ausPseudomonasp.VLB120
R
Styren-Derivat
Styrenepoxid-Derivat
HOH HOH
Glucose-Dehydrogenase (GDH) NAB - [Steckhan 1994]
Hao Hao
"Po "Po
H H
H OH o) H OH
D-Glucose D-Gluconolactone
0] OH
)j\ /k L-Lactatdehydrogenase (L-LDH) NAH - [Steckhan 1994]
COOH COOH
Pyruvat D-Lactat
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
HOW OHC A~ Hefe-Alkoholdehydrogenase (YADH) NAIH Fe(tmpheny | [Steckhan 1994]
2-Hexen-1-ol 2-Hexenal
OH (0] . .
/]\/\ )]\/\ Thermoanaerobium brockii NADP'/H Fe(tmphery | [Steckhan 1994]
Alkoholdehydrogenasél bADH)
2- Butanol 2- Butanon
OH (0]
Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase NAD*/H Ferrocen [Steckhan 1994]
(HLADH) Diaphorase
Cyclohexanol Cyclohexanon
OH (0] )
HLADH NAD*/H Ru(PD}BF, | [Hilt, et al. 1997]
Cyclohexanol Cyclohexanon
OH HLADH NAD*/H Ru(PD)BF, | [Hilt, et al. 1997]

OH

5

mese3,4-
Dihydroxymethylcyclohexen

@;(;o

3a,4,7,7a-Tetrahydro-3H-isobenzofuran-1-on
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
OH OH .
OH H OH Glycerin-Dehydrogenase NATH ABTS [Schrdder, et al. 2003]
rac-Phenylethan-1,2-diol (9-Phenylethan-1,2-diol
OH (@) HLADH NAD*/H ABTS [Schréder, et al. 2003]
OH
0]
mese3,4-
Dihydroxymethylcyclohexen | 3a,4,7,7a-Tetrahydro-3H-isobenzofuran-1-on
OH 0] ]
HO\)\/OPO 2 HO\)J\/OPO 2. Gycerin-3-phosphat Dehydrogenase (GPDH) NAD*/H Ru(PD}BF, | [Steckhan, et al. 2000]
3 3
PDMeBR
Glycerin-3-phosphat Dihydroxyacetonphosphat
Testosteron-17-3-Dehydrogenase (HSDH) aus NAD*/H Ru(PD}BF, | [Steckhan, et al. 2000]
Cylindrocarpon radiciola
PDMeBR
ABTS
4-Androsten-3,17-dion
Testosteron
0] O
)J\ OH Malat-Enzym (ME) NADP*/H Fd/FNR [Steckhan 1994]
COOH HO
OH O
Pyruvat + CQ
Apfelsaure
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
0] OH .
)]\ H L-LDH NAD*/H CpRh(bpy)L | [Steckhan 1994]
COOH ~>COOH
Pyruvat L-Lactat
0] OH X
HLADH NAD*/H Cp Rh(bpy)L | [Steckhan 1994]
S-ADH ausRhodococcus sp.
4-Phenyl-2-butanon (9-4-Phenyl-2-butanol
0] OH .
HLADH NAD*/H CpRh(bpy)L | [Delecouls-Servat, et al.
2002a]
Cyclohexanon Cyclohexanol
0o OH : .
)]\ H LDH NAD*/H MV/LipDH [Fisher, et al. 2000]
COOH ~>COOH
Pyruvat L-Lactat
i N2 LGl Dehyd NAD Hyd c 1. 1996
B -Glutamat-Dehydrogenase rogenase| [Cantet, et al.
HOM(O' Ho\n/\/\n/o' yerod yerod [ ]
o (0] (0] (0]
a-Ketoglutarat + N L-Glutamat
0] 0]
Pyruvate Dehydrogenase Complex Acetyl-S-CoA MV [Steckhan 1994]

)I\OPO32‘

Acetylphosphat+C@

)J\COOH

Pyruvat + HS-CoA

(PDC)
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
0] OH . . w
/\)j\ iso-Citronensaure Dehydrogenase (ICDH) Fd [Steckhan 1994]
HOOC COOH |HOOC COOH
COOH
a-Ketoglutarsaure + CO
iso-Citronenséure
Merretich-Peroxidase (HRP) B - [Bartlett, et al. 1999]
OH OH
HO
2,4,6-Trimethylphenol 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzylalkohol
N, ~N
N NH HRP H.0, ; [Chen, Nobe 1993]
N,N-Dimethylanilin N-Methylanilin
H H .
(@) NYO (@] N (@] Chloroperoxidase (CPO) H,0, - [Laane, et al. 1986]
NH Cl NH ausCaldariomyces fumago
(e} (@]

Barbitursaure + Cl

5-Chlorbarbitursaure
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Substrat Produkt Biokatalysator Cofaktor/ Mediator Literatur
Cosubstrat
HO CHO o . )
Lignin Peroxidase (LiP) b0, - [Lee, Moon 2003]
e
@)
o~ )
~
O\
Veratraldehyd
Veratrylalkohol
S 0
©/ - CcPO H,0, - [Liitz, et al. 2004]
S\

Thioanisol

(R)-Methylphenylsulfoxid
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2 Aufgabenstellung
Im Rahmen der Dissertation sollen am Beisp©_I
einer elektroenzymatischen Reaktions-Sequenz” ¢ )

(A > B > C, vgl. Schema links) relevante A i

Parameter far die Reaktionstechnik
elektroenzymatischer Synthesen ermittelt und

optimiert werden. Wie bereits in Kapitel 1.3 B @
dargelegt, stellt die Elektroenzymatik mit \
Peroxidasen ein geeignetes Gebiet flr eine C

reaktionstechnische Bearbeitung dar. Fir die
vorliegende Arbeit soll daher am Beispiel der
enantioselektiven Sulfoxidation von 4|:>
Methylphenylsulfid  (Thioanisol) zu R)-

Methylphenylsulfoxid dienen (B> C, zweiter Schritt im Schema) eine
Prozessentwicklung einer elektroenzymatischen Readequenz durchgefuhrt
werden. Als Biokatalysator dient Chloroperoxida€® Q) ausCaldariomyces fumago
Das Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid soll elektremisch durch kathodische
Reduktion von gelostem Sauerstoff erfolgen-AB, erster Schritt im Schema), vgl.
Abbildung 1.3.4.

2.1 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll daher:

= Der elektrochemische Schritt ausgehend von denratitbeschriebenen
Reaktionsbedingungen der Biotransformatiean Deurzen, et al. 1997d)gl.
Tabelle 2.1.1) her charakterisiert und optimiertdes.

= Der enzymatische Schritt unter Verwendung der dptii@en
Reaktionsbedingungen erneut betrachtet werden.esasidlere sind hier die
Enzymaktivitat und Stabilitat neu zu ermitteln.

Tabelle 2.1.1 Literaturbeschriebene Reaktionsbedingngen fir CPO-katalysierte Sulfoxidation

Parameter Wert

Puffer 100 mM Kaliumphosphat
pH 5

T 20 °C

Cosolvens 30 vol%BuOH
Substratkonzentration 20 mM
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= Durch Reaktionstechnik eine Kombination der beid8ohritte zu einer
effizienten elektroenzymatischen Reaktionssequenigen.

Da die Sulfide schwer in Wasser l6sliche Subssatd, wird in aller Regel ein wasser-
mischbares Cosolvens in der Biotransformation zetgépsan Deurzen, et al. 19974,
van de Velde, et al. 2001dj1aufig wirdtert-Butanol verwendet, je nach Ldslichkeit des
Sulfids in Mengen bis zu 60 vol%; fur Thioanisdl 3® vol% angegeben.

Das wichtigste Kriterium fur die effiziente Verbimdg der beiden Teilschritte ist das
Reaktionsmedium. So hat die Art und Zusammensetdaaduffers Auswirkungen auf
die Effizienz der elektrochemischen Reaktion (Smosbeutd, da der Puffer als
Leitsalz dient und somit die ionische Leitfahigkbéstimmt. Andererseits beeinflusst
die Zusammensetzung des Reaktionsmediums auch tai@litdt und Aktivitat des
Biokatalysators (Abbildung 2.1.1).

Reaktionstechnik

Elektrochemie Biokatalyse
Selektivitat Enzym-Verbrauch
(Stromausbeute) \ / % (Stabilitat)

> Reaktionsmedium <
Produktivitat )" \# Produktivitat

(Leitfahigkeit) (Aktivitat)

Abbildung 2.1.1: Einfluss des Reaktionsmediums aufelektrochemische und biokatalytische
Grolen.

Es stehen reaktionstechnische Gesichtspunkte,soslere die effiziente Kopplung der
Teilschritte im Vordergrund. Mechanistische Untersungen sind nicht Bestandteil der
vorliegenden Arbeit.

cheoret.

real

° Stromaushate=
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3 Elektrochemie unter biokatalytischen Aspekten
3.1 Einleitung

Der erste Schritt der eIektroenzymatisch@_I
Reaktionssequenz besteht aus der Reduktion? /7~ )

von geléstem Sauerstoff zur Produktion von A é

Wasserstoffperoxid (Formel 3.1.1). In einem
zZweiten Reaktionsschritt kann
Wasserstoffperoxid weiter zu Wasser reduziert B
werden (Formel 3.1.2).

Wasserstoffperoxid ist ein breit eingesetztes

Reagenz in Labor und Industrjéones 1999] - — — — — — -
Daher ist die Produktion, zum Beispiel durch
die elektrochemische Reduktion von Sauerstoff |::>

gut charakterisiert[Antoine, Durand 2000;

Drogui, et al. 2001] Diese Reaktion kann auch bioelektrochemisch dyafthnrt

werde, z.B. durch Laccasefirarasevich, et al. 2001] Die Reaktion ist fur
Brennstoffzellen von hohem Interesggalmore, Kim 1999; Tsujimura, et al. 2001,
Kano, lkeda 2003; Mano, et al. 2003]

Da fir die kathodische Reaktion des Sauerstoff$oRem bendtigt werden, sind Art,
Konzentration und Pufferkapazitat des verwendetemakBonsmediums fir die
Effizienz der Reaktion entscheidend. Neben dem dPuiédium ist fir eine
elektrochemische Reaktion das Elektrodenmaterialgro3er Bedeutung.

Oz(aq) +2e +2H" > H,O, Formel 3.1.1
H,O, +2e +2 H" > 2 H,O Formel 3.1.2

Als Elektrodenmaterial fur die Wasserstoffperoxathrktion aus geléstem Sauerstoff
kommen im wesentlichen Graphit, Quecksilber undd@olFragegPletcher 1999] An
den meisten Elektrodenoberflichen wird das gel@tdet$O, weiter zu Wasser
reduziert. Quecksilber ist wegen der Toxizitat @wold wegen der Kosten unattraktiv.
Folglich werden in dieser Arbeit Kohlenstoffeleldem verwendet. Ein
Cyclovoltammogramm der Sauerstoffreduktion an eiKehlenstoffelektrode zeigt
Abbildung 3.1.1. Man findet die typische Form eiivegversiblen Redox-Reaktion.
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sauerstoffgesattigt

— — —-entgast

3,00E-05

7777777777777777777777777777 - 2,50E-05

7777777 - 2,00E-05

- 1,50E-05

777777777777777777777777777 L 1,00E-05

777777777777777777777777777 - 5,00E-06

- 0,00E+00

-5,00E-06

-600 -700 -800 -900 -1000

Potential vs. Ag|AgCl / mV

Strom / A

Abbildung 3.1.1: Cyclovoltammogramm der Sauerstoffeduktion.

Vorschubgeschwindigkeit 100 mV* sEmpfindlichkeit 10 pA ¥, 100 mM Kaliumphosphat, 30 vol%

BuOH

Die Untersuchungen sollen zu optimierten Reaktiedsigungen fuhren. Mit diesen
neuen Bedingungen soll der elektrochemische Scldettaillierter charakterisiert
werden. Die zu untersuchenden Einzelschritte esledtrochemischen Reaktion sind in

Abbildung 3.1.2 am Beispiel einer Reduktion schesshtdargestellt.

Fur eine detailliertere Charakterisierung soll emindere die Konzentration des

geldsten Sauerstoffs und dessen Diffusion zur Edktbetrachtet werden.
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Bereich der Elektrodenoberflache Ldsung
R
20 ‘ L o B
660‘Q O «—— 0o + OLssung
O / «¢ chemische Reaktion Massentransport
‘ 660\9
Oads ¥
—1>
ne| Elektronentransfer
R‘ads %
0,
’7% ,%
2\ %
%’) . e —_
R I:‘)O “ F‘)L('jsung
Elektrode chemische Reaktion Massentransport

Abbildung 3.1.2: Genereller Ablauf einer elektrochenischen ReaktioBard, Faulkner 2001]

3.2 Systemuntersuchungen
3.2.1 Pufferkapazitat und pH-Wert

Da die Abhéangigkeit der Enzymaktivitdt vom pH-Wdereits untersucht wurde
[Seelbach 1997]wird davon ausgegangen, dass das Reaktionsmezlnamoptimale
Pufferkapazitdf (Formel 3.2.1) im Bereich zwischen pH 4 und pHabédn soll.

B = d(n,..) Formel 3.2.1
d(pH)

Bei biokatalytischen Sulfoxidationen mit Dosierurgrdiinnter HO,-Lésungen ist
nicht mit einer pH-Anderung zu rechnen, bei Kombom mit einem
elektrochemischen Schritt ist er jedoch von groBedeutung. Nimmt man eine
gewiinschte Produktivitat des Prozesses von 106 g'LProdukt an (bezogen auR)¢
Methylphenylsulfoxid, M=140 g md), so miissen durch die Elektrolyse 1,65 hfbl
H* lonen pro Sekunde an der Kathode verbraucht undearAnode erzeugt werden.
Das entspricht z.B. einer Verschiebung von pH 4k&u4,8 innerhalb einer Sekunde.
Die entstehenden Spitzen des pH-Wertes an denré&dkekt werden zwar letzendlich
durch die Vermischung des Reaktionsmediums und hdugration der lonen
zwischen den Halbzellen abgebaut, dennoch muss starke pH-Verdnderung im
Kathodenraum mdglichst schnell kompensiert werdem das Enzym nicht zu
zerstoren.

Es wird also ein Puffer mit moglichst gro3er Puddgrazitat im pH-Bereich 4-5
bendtigt. Wie in Abbildung 3.2.1 gezeigt, ist dér flie Dosierverfahren verwendete
Phosphatpuffefvan Deurzen, et al. 1997bjir diesen pH-Bereich nicht geeignet,
sondern hat seine maximale Pufferkapazitat bei pH 7

25



Elektrochemie unter biokatalytischen Aspekten

|
0,0204 ¥
’ —m— 100 mM Phosphorsaure
—e— 100 mM Essigsaure
\' —0o— 100 mM Citronenséure
+— 0,015 i —o— 25 mM Citronensaure J
b |
N "
S 1
3 0,010 L {g
X o NS, .
P : Lo ‘m%ﬁ%ﬂ " 3
& et e iy 5 L
= 1 N - .
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Od—o;o 00003 o, T By Ll
0,000 M Rl e S N uBS .
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pH

Abbildung 3.2.1: Pufferkapazitdt aus den Titrationkurven von Phosphor-, Essig- und
Citronenséure.

Citratpuffer ware wegen seiner Mehrprotonigkeitaijela er eine hohe Pufferkapazitat
Uber einen breiten pH-Bereich aufweist. Im pH-Bemezwischen 4-5 ist Acetat-Puffer
eine gute Alternative.

Einen deutlichen Einfluld auf den pH hat auch desafu des Cosolvertsrt-Butanol.
Welche Konsequenzen der Zusatz auf einen Puffee alusreichende Pufferkapazitat
hat, zeigt Abbildung 3.2.2. Wahrend der pH im Agatéfer konstant bei pH = 5 bleibt,
steigt der pH bei Zusatz vdart-Butanol zu Phosphatpuffer von 3 auf ca. 5. Einr@ru
daflr ist nicht bekannt. Mdgliche Griinde sind basesVerunreinigungen im Cosolvens
oder eine Veranderung der lonenaktivitat.
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6,0

55 —=— 100 mM Natriumacetat (pH 5)
' —e— 100 mM Kaliumphosphat (pH 3)
ot

//il

//

4,5 - ./)
S
-

3,0

pH/-

0 10 20 30 40 50 60
t-BuOH / vol%

Abbildung 3.2.2: t-BuOH-Zusatz zu Acetat- und Phosphatpuffer.

Als Konsequenz dieser Beobachtung sind alle Piiffedie folgenden Untersuchungen
(vgl. auch Kapitel 4) nach Zugabe vtert-Butanol erneut auf den gewinschten pH-
Wert eingestellt worden.

3.2.2 Leitfahigkeit

Jeder Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeitgtlieeine Widerstandsmessung
zugrunde[Jander 1989; Atkins 2000]Die Leitfahigkeit G und der Widerstand R sind
umgekehrt proportional zueinander (Formel 3.2.3)

Formel 3.2.2

mit R = Widerstand ©2
G = Leitwert/ S Q™
p = spezifischer Widerstand cm*
| = Abstand der Elektroden / cm
q = Querschnitt der Flache des Leiters fcm
k = spezifischer Leitfahigkeit / S ¢

Wie die Messgrol3e Widerstand der Kehrwert der &bigkeit ist, so ist der vom
Messaufbau unabhangige spezifische Widerstand delrwert der spezifischen
Leitfahigkeit. Da man in einer verdinnten Losung efster Naherung die Bewegung
jeder lonensorte als unabhangig von allen andeetnadhtet setzt sich die spezifische
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Leitfahigkeit eines (verdinnten) Elektrolyten addidus den einzelnen lonenanteilen
zusammen (Formel 3.2.3).

K =const [Zui [Zi [C Formel 3.2.3

Mit u = lonenbeweglichkeit / cfrs* vV
z = Anzahl der Elementarladungen

Jede lonensorte transportiert einen bestimmtenilAtée Elektrizitatsmenge, und die
Summe aller Anteile bestimmt die insgesamt gemeskeitfahigkeit. Die Leitfahigkeit
eines vollstandig dissoziierten Elektrolyten isd, jd die Wertigkeit und in verdinnter
wassriger Losung auch die Beweglichkeit seiner node gleiche bleiben, in erster
N&herung eine lineare Funktion seiner Konzentrahenkonstanter Temperatur. Fiur
eine effiziente elektrochemische Teilreaktion ist @aher von Vorteil, eine hohe
Salzkonzentration zu verwenden.

In Tabelle 3.2.1 sind die Leitfahigkeiten geeignetelektrolytldsungen fir die

Sauerstoffreduktion angegeben. Neben den Konzemtest ist der Salzgehalt zum
Vergleich der Elektrolyten angegeben. Die Leitf&eitjvon Acetatpuffer ist so gering,
dass man, um eine Leitfahigkeit in der GréRenordmun 10 mS ci zu erreichen,

Pufferkonzentrationen von 200 mM oder hoher verwendnisste. Da fur die
Pufferkapazitat allerdings bereits eine Konzerdgratvon 100 mM ausreichend ist,
wurde zur Erh6hung der Leitfahigkeit Natriumsulfatugesetzt. Wegen des
zweiwertigen Anions wird so eine hohere Leitfahigkieei geringerem Salzgehalt
erreicht.

Tabelle 3.2.1 Leitfahigkeit verschiedener Pufferldsngen

Puffer ¢/ mM c(NgSQ,) / mM  Salzgehalt/ gt Leitfahigkeit / mS cnt

Acetat 25 0 2,05 1,4
Acetat 25 50 9,2 10,1
Acetat 100 0 8,2 5,6
Acetat 100 50 15,3 13,4
Citrat 25 0 5,35 3
Citrat 25 50 12,45 13,1
Citrat 100 0 21,4 12,2
Phosphat100 0 13,6 n.b.
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Um Leitfahigkeiten héher als 10 mS ¢mu erreichen, kommen also nur die folgenden
Medien in Betracht:

= 100 mM Citrat
= 25 mM Citrat + 50 mM Natriumsulfat
= 100 mM Acetat + 50 mM Natriumsulfat

Die hohe Leitfahigkeit ist umso wichtiger, da dieitfahigkeit durch den Zusatz des
Cosolvens wieder deutlich herabgesetzt wird (Abbilgl 3.2.3), da die
lonenkonzentration durch den Cosolvenszusatz abhimm

14
12 l\ —=— 100 mM Natriumacetat
| + 50 mM Natriumsulfat
ﬁ'E 10 —e— 100 mM Natriumcitrat
o \.\
* |
E 8
. \\
S 6 ®
2
S |
— | \‘
D
2
0

0 10 20 30 40
t-BuOH / vol%

Abbildung 3.2.3: Abnahme der Leitfahigkeit durch Zusatz vont-BuOH.

Die Leitfahigkeit nimmt pro 10 vol%ert-Butanol-Zusatz um ca. ein Drittel ab. Bereits
nach einer Zugabe von 10 volrt-Butanol liegt die Leitfahigkeit unter 10 mS ¢m
Die Ausgangsleitfahigkeit von nur 25 mM Citratpuffenit Natriumsulfatzusatz ist
ahnlich hoch wie die von 100 mM Citratpuffer, dahgurde er nicht gesondert
untersucht.

Aus diesen Untersuchungen kann geschlossen watdes,der Zusatz an Cosolvens so
gering wie moglich sein sollte.
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3.2.3 Stromausbeute ’

Die Stromausbeute bezeichnet die Selektivitat eatektrochemischen Reaktion und
wird bestimmt aus der geflossenen Ladungsmengearalnis zur theoretisch fir die
Reaktion ndtigen Ladung (vgl. Abschnitt 2.1). Eil@0%ige Stromausbeute wird aus
mehreren Griinden so gut wie nie erreicht. Da irereilektrolyse evtl. mehrere
redoxaktive Spezies vorliegen kénnen Nebenreaktioaeftreten. Auch wenn die
Nebenreaktion bei einem bestimmten Potential nacht rablaufen sollten, kann eine
ungleichmaRige Elektrodenobeflache zu abweichend#serspannungen fiihren.
Besonders die im Rahmen dieser Arbeit verwendetapltielektroden sind bezuglich
Ihrer Oberflache schwer zu charakterisidieato, et al. 2000]

In den bisher als relevant identifizierten Puffemird die Stromausbeute fur die
Produktion von Wasserstoffperoxid aus geldstem iStafé bestimmt (Abbildung 3.2.4,
[Vuorilehto 2003). Natriumsulfat wird als Referenzelektrolyt bertutia es bereits fur
die Sauerstoffreduktion in wassrigen Medien eingegseurde[Vuorilehto, et al. 1995;
Tamminen, et al. 1996]

1,1 : —
1,0 P S—
0,9
0,8
L 07
=] ]
8 0.6 \ [ ]
g 1 A/
g 057 Y
g 0,4 —e— 50 mM Natriumsulfat
% 1 —4— 100 mM Natriumcitrat
0,3

100 mM Natriumacetat

0,2

0,1

0,0

1,40 1,45 1,50 1,55 1,60 1,65 1,70 1,75 1,80
Zellspannung / V

Abbildung 3.2.4: Stromausbeute als Fuktion der Zefipannung in unterschiedlichen Puffern.
3D-Zellé®, vy 100 mL mint, 50 mM Natriumsulfat, 100 mM Citratpuffer, 100 mMtetat-Puffer mit 50
mM NaSOQ,, Graphitkugeln (Durchmesser 1,0 — 1,4 mm, 908 gmometrische Oberflache)

" Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisseden im Rahmen eines gemeinsamen BASF-
Projektes mit Herrn Dr. K. Vuorilehto erzielt.
® Zur 3D-Zelle siehe auch Abschnitt 5.3.
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Bei den Puffersystemen muss im Gegensatz zu reiNammumsulfat eine hdhere
Uberspannung aufgewendet werden, um den SauemstoffVasserstoffperoxid zu
reduzieren. Eine Zellspannung von 1,9V oder holiértfjedoch zur kathodischen
Wasserstoffproduktion. Uber einen Bereich von 1,58V liegt die Stromausbeute in
Acetat-Puffer nahe 95 %, wahrend sie in Citrat-uffur bei 50 % liegt. Dies kann
eventuell auf Koordinierungseffekte des Citrat-loas der Elektrodenoberflache
zurlckgefuhrt werde. Fur ein Verfahren mit hoheydktivitat ist es also unerlasslich
Acetat-Puffer zu verwenden, um nicht Strom in Nebaktionen zu verlieren.

Anhand der Voruntersuchungen ist als am bestenggets Reaktionsmedium
Natriumacetatpuffer mit Natriumsulfatzusatz iddaniért worden. Der Gehalt an
Cosolvenz sollte so gering wie moglich gehaltendsar

Mit Acetat als Elektrolyt wurde daraufhin ein op#has Elektrodenmaterial fur die
Wasserstoffperoxid-Produktion gesucht. Untersuchirden spharischer glasartiger
Kohlenstoff (SIGRADUR ®), Graphit (Desulco), Goldimhichteter Graphit (Desulco,
Beschichtung RRR-Labs, Indien) und Silberpulverlfddung 3.2.5).

10

Stromausbeute

Abbildung 3.2.5: Stromausbeute als Fuktion des Eleakodenmaterials

3D-Zell€, vy 100 mL mint, 100 mM Acetat-Puffer mit 50 mM N8O,

® Zur 3D-Zelle siehe auch 5.3 ab S.97
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Die glasartigen Kohlenstoffe Sigradur® G und Kdief ahnliche Stromausbeuten wie
der goldbeschichtete Graphit. An Silberelektrodendwler Sauerstoff komplett zu
Wasser reduziert, so dass die Stromausbeute belziger Wasserstoffperoxid-
Produktion bei O liegt. Fir einen effizienten Prsavird folglich Desulco-Graphit
verwendet. FUr eine Elektrolyse im Becherglasst¥eklefilz zur Verfigung. Da nur
eine Sorte verwendet wird (SGL Carbon, 2mm) entfain Vergleich von
Elektrodenmaterialien. Die Stromausbeuten sindbsdhnitt 5.4.5 angegeben.

3.2.4 Bestimmung der Sauerstoffkonzentration

Einfluss auf die Loslichkeit von Sauerstoff in wégen Losungen haben u.a.
Salzkonzentration und Temperaf@chumpe, et al. 1978Ju.U. auch das Cosolvens.
Daher soll die geléste Menge Sauerstoffs im Reag&treedium bestimmt werden.

Die Bestimmung des Sauerstoffgehaltes einer LoOsistg eine standardisierte
analytische Fragestellung. Insbesondere in derBiwtologie ist sie zur Uberwachung
von Fermentationen technisch weit entwickelt. Digisten Verfahren waren jedoch im
Rahmen dieser Arbeit nicht anzuwenden, da sie

= nur die relative Sattigung messen,

= nur fur wassrige Lésungen anzuwenden sind.

Fur die dargestellten Ergebnisse wurde eine quaingt Titration des geldsten
Sauerstoffs nach Winkler durchgefilfivwasserwesen 1992PDas Titrationsverfahren
geht zurtick auf Lajois Winkler (1863-1939), der 8&8s erster den in Wasser geldsten
Sauerstoff Uber die Oxidation von Mangan(ll) in ai&cher Loésung durch
iodometrische Titration bestimmte. Durch die Fajumd Titration wird die gesamte
geloste Stoffmenge erfasst und eine Eichung od&tiR@essung vermieden.

Das Probengefal® wird komplett mit der Probenlésamglvoll aufgefillt. Zuerst wird
die Probe mit einer entsprechenden Menge Mangahldiid und Kaliumiodid
versetzt. Der geldste Sauerstoff oxidiert die’fMionen zu Mangan(lll), welches als
unlésliches Manganoxyhydroxyd ausfallt (Formel &)2.

Mn?* + 2 OH > Mn(OH), | Formel 3.2.4
2 Mn(OH), + %2 O, + H,O - 2 Mn(OH); Formel 3.2.5

Hier liegt die entscheidende Fehlerquelle des \eefas. Der gebildete Niederschlag
muss sich erst absetzen, bevor man die weiteregeReéan zugibt. Da eitert-Butanol
Zusatz die Viskositat andert, dauert das Absetzerlidh langer als im reinen Wasser.
Die Gefalle werden luftdicht verschlossen, damiin k8auerstoff in die Lésung
nachdiffundiert.
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Beim anschlielienden Ansauern l6sen sich die geeiiddydroxyde auf, und eine der
geldsten Sauerstoffmenge aquivalente Menge lod gehldldet (Formel 3.2.6).

2Mn(OH); +21+6H" 2 2Mn* +1,+6 H,O  Formel3.2.6

Das gebildetet lod wird mit Thiosulfsatlosung zutiiciert unter Verwendung von
Starke als Indikator (Formel 3.2.7).

l, + S,057 > 21 + S,06% Formel 3.2.7

Uber die verbrauchten Menge Thiosulfatidsung wirdnmd die Menge geldsten
Sauerstoffs berechnet.

Da dieses Verfahren nur bis zu einer Sauerstaiffsdiy von 20 mg I angewendet
wird, wurden die jeweiligen Proben nur mit Luft §dgyt und mittels des Henry'schen
Gesetzes die Werte fir die vollstandige Sauersttiifgsing bestimmt.

10

8 — . ——"

—®=—¢(0,)/mgL"

0 5 10 15 20 25 30
t-BuOH / vol%

Abbildung 3.2.6: Sauerstoffkonzentration in AcetatPuffer in Abhangigkeit von der tert-
Butanolkonzentration.

100 mM Acetat-Puffer mit 50 mM N8O, (pH5),t-BuOH wie angegeben, T = 20 °C

Wie in Abbildung 3.2.6 belegt, &ndert der Zusatn v@rt-Butanol die Ldslichkeit des
Sauerstoffs im Reaktionsmedium praktisch nicht.
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3.2.5 Diffusion und Viskositat *°

Der Transport eines Reaktanden durch die elektrodohie Doppelschicht ist
diffusionskontrolliert. Zur Charakterisierung dedekrodenprozesse ist daher der
Diffusionskoeffizient ~ein  wichtiger =~ Parameter.  ZurBestimmung des
Diffusionskoeffizienten wird ein Potential-Schriixperiment [Pletcher 1992]
durchgefuhrt. Das Prinzip zeigt Abbildung 3.2.7.

A El
Kathode Potential / V E

0, . 2

2 H* ' _ >
| t=0 Zeit/s

Stromstarke / A
2e H,0,
t=0 Zeit/s

Abbildung 3.2.7: Potential-Schritt-Experiment (Chronoamperometrie)

Zu Beginn des Experimentes wird die Elektrode loem Potential Egehalten, bei der
noch keine Reaktion stattfindet und daher auch Bg&iam fliel3t. Zum Zeitpunkt t = 0
wird das Potential auf E =;Ejeandert. Der Wert ist so weit negativ gewahlgsdaller
Sauerstoff, der die Elektrode erreicht, reduzierdwDurch das Einsetzen der Reaktion
wird ein Strom gemessen. Die zeitliche Stromandgmech dem Potentialschritt wird
aufgezeichnet. Der Strom andert sich, da die Losumder Elektrodenoberflache rasch
an Sauerstoff verarmt; er fallt mit der Zeit expotngl ab. Die Geschwindigkeit dieses
Abfalls ist nur bestimmt von der Diffusion des Saeffs aus der Ldsung zur
Elektrodenoberflache. Die Berechnung des diffusiongollierten Stromes erfordert
die Losung der Diffusionsgleichung (Formel 3.2 BJamann, Vielstich 1998; Bard,
Faulkner 2001]

oc(x,t) _ D 0°c(x,t) Formel 3.2.8
ot ox’
Mit D = Diffusionskoeffizient / crhs?

Y Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse@aronoamperometrie wurden im Rahmen eines vom
Evangelischen Studienwerk Villigst e.V. gefordertsufenthaltes im Arbeitskreis von Dr. Denuault in
Southampton(UK) erzielt.
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Als Randbedingung zur LOsung wird eingefuhrt, dader Strom an der
Elektrodenoberflache proportional zum Fluss dekReaen ist (Formel 3.2.9).

oc(x,t Formel 3.2.9
I(t) = z [F CA D( ( )) orme
Mit z = Anzahl Elektronen
F = Faraday-Konstante (96.485 C ol
A = Elektrodenflache / cfn
Hieraus ergibt sich dann die Cottrell-Gleichungr(fel 3.2.10).

I(t) =z [OF CA Or 2 D & 1 Formel 3.2.10

Daher kann aus Formel 3.2.10 unter Kenntnis dereiStffkonzentration (vgl.
Abschnitt 3.2.4) der Diffusionskoeffizient bestimmerden. Die Messung wird mit
sauerstoffgesattigten Losungen durchgefihrt. Eypesche Messung zeigt Abbildung
3.2.8.

0,00025
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0,00015 5‘\\

Strom / A

0,00010 |-

0,00005 -~ ;
\
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0 5 10 15 20 25 30
Zeit/s

0,00000

Abbildung 3.2.8: Strom-Zeit-Verlauf des Potential-®hritt-Experiments.

100 mM Acetat-Puffer mit 50 mM N8O, (pH5), 0 vol% t-BuOH, E= 0 mV vs. MMS, k= -1300 mV
vs. SCE, Glaskohlenstoffelektrode 0,053 cm

Aus den Doppelbestimmungen werden Mittelwerte gelil und die
Diffusionskoeffizienten mittels nichtlinearer Regsen bestimmt. Hierbei wird Formel
3.2.10 benutzt unter Verwendung berechneter Saifiimtzentrationen. Eine
Ubersicht der bestimmten Parameter gibt Tabell3.2
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Tabelle 3.2.2 Diffusionskoeffizienten D bei untersgedlichemtert-Butanol-Gehalt.

t'BUOH / VO|% ThloanISO| / mM 02Y gemesse‘ mM Ozyberechne{ mM D / 105 sz S_l
(luftgesattigt) (O,-gesattigt)

0 0 0,258 1,23 3,2(0,40
10 0 0,251 1,19 2,8D,56
20 0 0,262 1,25 2,10,15
30 0 0,267 1,27 1,88,09
0 20 0,258 1,23 3,8D,23
10 20 0,251 1,19 2,#9,06
20 20 0,262 1,25 1,80,11
30 20 0,267 1,27 2,¥D,04

In der Tendenz sinkt der Diffusionskoeffizient rdér zugesetzten Mengert-Butanol.
Dies lasst sich mit den veranderten hydrodynamiscHeigenschaften des
Reaktionsmediums erklaren. Mittels eines Rotatimk®simeters wurde die
dynamische Viskositat ermittelt.

Formel 3.2.11
-
Y
mit v = kinematische Viskositat / ng*

i = dynamische Viskositat / kg s
p = Dichte / kg

Die dynamische Viskositat lasst sich gemaR Form@l1l3 in die kinematische
Viskositat Uberfiihren. Die ermittelten Werte sindlabelle 3.2.3 zusammengefalit.

Tabelle 3.2.3 Viskositat von Acetat-Puffer bei unteschiedlichemtert-Butanol-Gehalt.

t-BUOH / vol% p/gmL* p/mPasv/cnfs?

0 1,008 1,008 0,0100
10 0,993 1,441 0,0145
20 0,980 2,049 0,0209
30 0,960 2,660 0,0277
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Es zeigt sich hier ein der Diffusion entgegen gasetTrend. Die Viskositat des
Mediums steigt mit dem Zusatz véert-Butanol an. Die gegenlaufige Entwicklung ist
in Abbildung 3.2.9 dargestellt.

3,5x10° . . . . . . . . 0,035
0 3,0x10° I\ 0,030
Ng n /
= 2,5x10° 0,025 o2
- - E
Q ] o
N -~
E =
@ 2,0x10° A 0,020 &
g ] 8
g %
o R4
2 1,5x10° & 0,015 =~
bS]

n v
- 1,0x10° 0,010
5,0x10° : : : : : : : : 0,005
5 0 5 10 15 20 25 30 35
t-BUOH / vol%

Abbildung 3.2.9: Diffusionskoeffizient und Viskosiéit in Abhangigkeit von der tert-Butanol-
Konzentration

100 mM Acetat-Puffer mit 50 mM N8O, (pH5), t-BuOH wie angegeben, Viskositdtsmessung:
Rotovisco RV30, CV100 (Haake)

Durch Zusatz vorert-Butanol nimmt also die Sauerstoffverfigbarkeitceem Kathode
ab, da der Diffusionskoeffizient abnimmt. Mit aneler Worten wird der
Massentransport wegen der veranderten Hydrodynaahilechter. Dies lasst sich auch
im Cyclovoltammogramm belegen.

Nimmt man cyclische Voltammogramme unter den omren Reaktionsbedingungen
auf, so sieht man, dass der irreversible Peakstndrateigendem Anteil atert-Butanol
abnimmt (Abbildung 3.2.10).
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Abbildung 3.2.10: Cyclovoltammogramme mit unterschedlichemtert-Butanol-Zusatz

100 mM Acetat-Puffer mit 50 mM N8O, (pH5), t-BuOH wie angegeben, -1000 bis +1000 mV vs

Ag|AgCl, 100 mV &, Arbeitselektrode glasartiger Kohlenstoff, Gegektbde Platin, beide BAS
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3.3 Zusammenfassung

Der elektrochemische Schritt wurde im Hinblick alié biokatalytische Anwendung
charakterisiert und optimiert.

Phosphat-Puffer kann wegen der Pufferkapazitat mehutzt werden.
Citrat- und Acetat-Puffer sind geeignete Medien.
Natriumsulfat dient als Zusatz zur Erhéhung detfibigkeit.
Ein Zusatz vortert-Butanol soll moglichst vermieden werden, da

o die Leitfahigkeit gesenkt.

o die Viskositat erhéht, bzw. die Diffusion erniednigrd.
Desulco-Graphit ist das effizienteste Elektroderemak
Unter optimierten Reaktionsbedingungen

0o 100 mM Acetat-Puffer, 50 mM N8Q,, pH5

werden an Desulco-Graphit Stromausbeuten vaa 986 erreicht.
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4 Biokatalyse unter elektrochemischen Aspekten

4.1 Einleitung

Zur  Prozessentwicklung einer Biotran:>_I

formation gehdren  Untersuchungen  zur 4 )
Aktivitdt und Stabilitat des Biokatalysators.

Diese Untersuchungen sollen hier die im
vorherigen Kapitel erarbeiteten Bedingungen

des elektrochemischen Schrittes mit den B @
literaturbeschriebenen  Reaktionsbedingungen \
vergleichen. Der peroxidase-katalysierte zweite

Schritt der elektroenzymatischen Kaskade, die C
Oxidation  von Thioanisol zu R)- ~——— — = 7

Methylphenylsulfoxid (Abbildung 4.1.1) wird 4E>
daher in Acetatpuffer, Citratpuffer und im

Vergleich dazu unter den Ausgangsbedingungen sudbt, zusatzlich soll die
Funktion des Cosolvertsrt-Butanol hinterfragt werden. Die gesamten Untersangen
sollen optimale Reaktionsbedingungen fir die enzigtlae Reaktion im Hinblick auf
die elektroenzymatische Reaktionsfihrung lieferigo aden Katalysatorverbrauch
maoglichst minimieren und das Verfahren trotzdem dnger Produktivitéat (=Aktivitat)
durchfuhren. Auf die reaktionstechnische Umsetzumigd im nachsten Kapitel
eingegangen.

Chloroperoxidase (CPO) o
o "

H,0,

Abbildung 4.1.1: Enantioselektive Oxidation von Thoanisol zu R)-Methylphenylsulfoxid.

4.1.1 Chloroperoxidase

Das Enzym Chloroperoxidase (E.C. 1.11.1.10.) ist léimhaltiges Protein. Es kann
durch Fermentation des marinen filamentdsen PiRRaklariomyces fumagdauch
Leptoxyphium fumagogewonnen werdefPickard 1981; Pickard, Hashimoto 1982;
Carmichael, et al. 1986]Das Protein wird dabei vom Organismus in das Mmadi
sekretiert. Der Wildtyp-Organismus ist bisher daste Expressionssystem fir das
native System, so kann der Pilz kaCarrageenan immobilisiert werden und CPO durch
kontinuierliche Fermentation gewonnen werdf@armichael, et al. 1986] Die
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Fermentationsbedingungen sind ausfihrlich studierd es kann ein definiertes
Mineralmedium verwendet werd@Rickard 1981]

Das Enzym konnte bereits 1965 von Hager et alieidound aufgereinigt werden
[Morris, Hager 1965] Die Molmasse des Proteins liegt bei ca. 42 kDajednach dem
Glykosilierungs-Grad schwankt. In der Regel liegt dnteil der Zuckerbausteine bei
25 %. Die rdumliche Struktur ist in Abbildung 4.9&zeigt, die erst dreil3ig Jahre nach
der Isolierung mit hinreichender Auflosung aufgekla werden konnte
[Sundaramoorthy, et al. 1995]Erst vor einigen Jahren konnte eine rekombinante
Chloroperoxidase in Aspergillen exprimiert werdéong, et al. 1997] Die Ergebnisse
belegen die Mdoglichkeit, die erhaltene Aktivitdedt jedoch unter der homolog
exprimierten des Wildtypenzyms. Nach diesem Schkiihnten dann auch mit
molekularbiologischen Methoden optimierte Mutangealten werden, die hinsichtlich
ihrer Peroxidase-Aktivitat und Stabilitat optimievurden[Rai, et al. 2000; Rai, et al.
2001; van de Velde, et al. 2001a]Die Enzymexpression dieser Mutanten erfolgte
jedoch bisher ebenso nur homolog. Hier liegt alsehnein grof3es Potential zur
Verbesserung des biologischen SystemsCdhllariomyces fumagaicht optimal fur
molekularbiologische Methoden ist und die hetereldgxpression bisher zu nicht
befriedigenden Ergebnissen flihrte.

Abbildung 4.1.2: Bild der Strukturhelices der CPO dine Zuckerbausteiné.

" http://metallo.scripps.edu/PROMISE
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Das Enzym féllt durch sein breites Reaktions- untdsBatspektrum auf. Es hat eine
ungewobhnliche zweifache Reaktivitat, abhangig vofi\Wert und der Anwesenheit
von Halogenid-lonen. Alle Reaktionen laufen an #&m-Einheit als prosthetische
Gruppe ab (Abbildung 4.1.3pemontellano 1992; van Rantwijk, Sheldon 200Ds
Eisen ist, ahnlich wie bei P450-Enzymen durch el@gstein-Liganden komplexiert.

OH

\_7

OH

Abbildung 4.1.3: Ferriprotoporphyrin IX.

Peroxidase-Reaktionen verlaufen Uber eine Verdrdggdes sechsten Liganden
(Wasser) durch Wasserstoffperoxid, wodurch zuerst Eisen(lll)hydroperoxid-
Intermediat gebildet wird, welches durch Eliminieguvon Wasser eine Eisen(V)oxo-
Spezies bildet, die spektroskopisch detektiert emrd&ann und als Compound |
bezeichnet wird. Diese aktive Spezies ist instabd anfallig fir Selbstdesaktivierung
durch Oxidation der Porphyrin-Stickstoffe. Diesendsischon aktiviert flr einen
reaktiven Angriff, da in den mesomeren Grenzforndé® Ladung Uber das Gerust
verteilt wird (Abbildung 4.1.4, rechte Seite). EiBesonderheit der CPO unter den
Peroxidasen ist es, dass Compound | erneut mit &&teffperoxid in einer Katalase-
Reaktion[Sun, et al. 1994fum Ruhezustand zurtickreagieren kann.

In den unselektiven Peroxidase-Reaktionen entzi&dmpound | dem Substrat ein
Elektron (Abbildung 4.1.4, oberer Reaktionsweg)peiodas Intermediat Compound I
entsteht. Ein zweiter Ein-Elektronen-Transfer Ublerf das Enzym wieder in den
Ruhezustand.
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}
S\
SH CyS Se
Compound II
St + H0 SH
SX, H,0 H*, X*, SH
HZOZ
Fe”l o —I
| ~
S\Cys Compound I
02+H20 H,0,
) \ .

Abbildung 4.1.4: Mechanismen der Halogenase- und Raxidase-Reaktion (Die Ha&m-Gruppe ist
schematisch als Raute dargestellt).

Ein weiterer Reaktionsweg der unselektiven Oxidatierlauft in Gegenwart von
Halogenid-lonen, weswegen das Enzym auch der Klagse Haloperoxidasen
zugeordnet wird[Franssen, Vanderplas 1992; Franssen 1994ierbei oxidiert
Compound | zuerst das Halogenid-lon 2u Hypohalogenit OX welches dann als
Oxidationsmittel weiterreagiert (Formel 4.1.1).

X + H,0, 2> OX + H,0O Formel 4.1.1
SH+OX +H" 2> SX +H,0

Dieser Reaktionsweg wird als Halogenase-Aktivif@eigert, Neidleman 1983;
Neidleman, Geigert 198es Enzyms bezeichnet, obwohl der genaue Weg imauér
nicht geklart ist. Unbestritten ist, dass das Hafod-lon in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid enzymatisch katalysiert zu Hypopenit oxidiert wird[Dunford
2000]. Bei der anschlieRenden Chlorierung des organimschebstrates durch das
gebildetete Hypohalogenit kann nicht festgelegtdear ob die Reaktion katalysiert
oder unkatalysiert, im aktiven Zentrum des Enzyaer@ul3erhalb ablauft. Das Chlorid
ist also definitiv als Substrat der enzymatischeak®on zu betrachten, die organischen
Verbindungen S-H nach gangiger Meinung nielain Pee, et al. 2000; van Pee 2001]
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CPO, H,0,
X —_— ox
X
CPO, H,0
e R v 1I2M2 R
RT > R
OH
X
CPO,2H,0, ¢ R
R———R
2X R
o}

Abbildung 4.1.5: Nicht selektive Oxidationsreaktioren in Gegenwart von Halogenid-lonen.

Alkene kénnen zw-HalogenalkoholefGeigert, et al. 1983b, 1983a]nd Alkine zua-
DihalogenketonerGeigert, et al. 1983ajoxidiert werden (Abbildung 4.1.5). Hierbei
wird, obwohl stereogene Zentren entstehen, keimraereniberschuss erzielt.

In den selektiven Peroxidase-Reaktionen (Abbilddirig4, unterer Reaktionsweg) wird
direkt das Sauerstoffatom auf das Substrat UberraDurch den nicht radikalischen
Reaktionsverlauf kdnnen Uber diesen Reaktionswerg@gene Zentren erhalten werden
[van Deurzen, et al. 1997cBubstrate fur diese Reaktionen sind insbesorfsiglfede,
die zu chiralen Sulfoxiden oxidiert werden; aul3erdkonnen Alkene zu chiralen
Epoxiden umgesetzt werdfdembitsky 2003] Zuletzt wurde die Mdglichkeit entdeckt,
vergleichbar mit Monooxygenase-Reaktionen, Alkaoehygdroxylieren[Zaks, Dodds
1995] (Abbildung 4.1.6).

CPO O, »
_S. s’
RT R > R R
H,0,
R, = aryl, R-ketoalkyl, alkyl
R, = alkyl
R3 R
CPO
R R
1% R4 —_— ! R4
O
R, H20, R,
OH
©/\Rl CPO ©/\Rl
—
H,O,
R, = Me, Et

Abbildung 4.1.6: Selektive Oxidationsreaktionen irPAbwesenheit von Halogenid-lonen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wird nur die Prozessentluinl der elektroenzymatischen
Sulfoxidation betrachtet. Daher sollen die entstele@ Produkte im Folgenden ndher
erlautert werden.

4.1.2 Sulfoxide
,Der wahre Zweck der Chemie besteht nicht darin,
Gold zu machen, sondern Medizin herzustellen.”

Philippus Aureolus Theophrastus Paracelsus (14B821%)

Durch die pyramidale Struktur sind unsymmetrischssituierte Sulfoxide chiral, mit
dem Schwefelatom als chiralem Zentrum. Als ein tBimgspartner" im
Tetraedermodell wird hierbei das freie Elektronempi#es Schwefels betrachtet. Einige
benutzte Strukturformeln zeigt Abbildung 4.1.7.

(~ e} )
../"'
o) RSN o
D L G ¢
~ON - — RSN
Ri R, o, '" R R,
S
R7 TR,
. S

Abbildung 4.1.7: Aligemeine Strukturformeln chiraler Sulfoxide.

Die alteste und am haufigsten benutze Synthesegrlie von Sulfiden aus, die mit
unterschiedlichen Oxidationsmitteln in Sulfoxideetfidhrt werden[Roy 2002] Als
Oxidationsmittel werden haufig Peroxide eingesetainter anderem auch
WasserstoffperoxiqHeaney 1993; Sheldon 1993]nd tert-Butanolhydroperoxid t{
BuOOH)[Sharpless, Verhoeven 1979]

Es gibt eine Vielzahl von Katalysatoren, welche dhe dieser Arbeit behandelte
enantioselektive Sulfoxidierung von schwefelhaltig&/erbindungen katalysieren.
Beispiele fur chemische Verbindunggoy 2002]und EnzymdHolland 2001] sind in
Tabelle 4.1.1 aufgefuhrt. Fir die Biotransformatiwarden jedoch nicht nur isolierte
Enzyme eingesetzt, sondern auch Bakterien, PildeHa&fen[Holland 2001].
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Tabelle 4.1.1 Katalysatoren fir die enantioselekti¥ Synthese von Sulfoxiden.

Chemische Katalysatoren Literatur

Selen- und Tellurdioxid [Roy 2002]
Vanadiumpentoxid [Roy 2002]
Mn(lll)Salen-Komplexe [Palucki, et al. 1992]
Ti(O'Pr)/DET nach Sharpless [Katsuki, Sharpless 1980]

Ti(OiPr)4/DET/H20 nach Kagan [Pitchen, et al. 1984]

Enzyme

Vanadiumhaloperoxidasen [ten Brink, et al. 1998; Littlechild 1999]

Horseradisch Peroxidase [Ozaki, Demontellano 1994; Ozaki,
Demontellano 1995]

Lactoperoxidase [Tuynman, et al. 1998]

Myeloperoxidase [Tuynman, et al. 2000a; Tuynman, et al.

2000b]

Toluen- und Naphtalendioxygenase [Lee, et al. 1995]

Cytochrom P-450-Monooxygenasen [Baciocchi, et al. 1997; Cashman 1998]
DMSO-Reduktase [Abo, et al. 2000]

Eine potente chemische Synthesemethode ist diea@aidmitt-BuOOH in Gegenwart
des Sharpless-Epoxidierungskatalysators (Titangbpiopylat / D-/L-Diethyltartrat)
und geringen Mengen Wasggitchen, et al. 1984; Kagan, Rebiere 1990; Kagainal.
1991; Brunel, et al. 1995; Brunel, Kagan 1996a, @189

Die chiralen Sulfoxide sind aus mehreren Grindem Bedeutung fur die organische
Chemie und Biochemie. Als natirliche Produkte tretsie bei verschiedenen
funktionalisierten Aminosauren auf, deren biologescAktivitat von Duftstoffen und

deren Vorlaufern Uber die Regulierung des Cholektéatabolismus bis zu

antibiotischen Wirkungen reicht. Ebenso gibt es Ireedhe schwefelhaltige

Arzneimittel, bei deren Synthese Sulfoxide als nmiediate oder sogar als
pharmazeutisch aktive Zielverbindung auftreten. Zmen je nach stereochemischer
Konfiguration einen unterschiedlichen Metabolismusmd Enzym-Inhibierungen

[Patchett, Wyvratt 1984; Firestone 1985]
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Als Wirkstoffe in der Agro- und Pharmaindustrie den sie z.B. eingesetzt als:
» Insektizide[Biber, et al. 1990]
» Fungizide[Pommer, et al. 1983]
= Arzneistoffe
o bei allergischen KrankheitdRriebe, et al. 1987]
o Hautverbrennungen durch die SorfBeyce, Shapiro 1990]
0 Beschwerden des Gastrointestinal-Trakkesg, et al. 1988]
o als Antidots bei AlkoholvergiftungelfPlapp, Chadha 1984]

Einige der wichtigsten Medikamente, die ein Sulbals funktionelle Gruppe enthalten
sind in Abbildung 4.1.8 gezeigt. Einer der weltwerhsatzstarksten Wirkstoffe, der
allein in den USA im Jahr 2000 im Umfang von 6,3dMUS$ verkauft wurd¢Rao
2002), ist Omeprazole. Der Wirkstoff dient der Behandjuter Helicobacter pylor
Infektion (eine der Ursachen fur Magengeschw{iepngnostopoulos, et al. 2004jhd
wird als Medikament unter den Namen LOSEC® und RFSEC® vertrieben.

MeO S \ / OMe OQ

Omeprazole
6,3 Mrd. US$ (2000) Sulindac
LOSEC®, PRILOSEC® CLINORIL®

Abbildung 4.1.8: Beispiele fir Sulfoxide als Medikanente [Maguire, et al. 2001; Rao 2002;
Anagnostopoulos, et al. 2004]

Ein weitere Wirkstoffklasse sind die gegen EntzimgjuSchmerz, Rheuma und
Arthritis eingesetzten nicht-steroiden anti-inflaatorischen Arzneistoffe (NSAID,
non-steroidal anti-inflammatory drug). Zu diesehStanzklasse gehért der Wirkstoff
Sulindac, der z.B. unter dem Markennamen CLINORMs®&trieben wirdMaguire, et
al. 2001} In diesem Wirkstoff lasst sich gut ein dem Thisah &hnliches
Strukturelement erkennen, so dass bei entspreche&ydgheseroute die Integration
einer Biotransformation in die Wirkstoffsynthesegti¢h sein kdnnte.

Neben der pharmakologischen Verwendung sind chBaléxide von Interesse in der
organischen Synthese als wertvolle asymmetriscleg@ngsverbindungen und chirale
HilfsReagentien. Als ein Beispiel ist in Abbilduddl.9 die Umwandlung eines chiralen
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Sulfoxids in einen chiralen Alkhol gezeigfHoffmann 1979] So kann die
asymmetrische Substitution am Schwefel genutzt ererdim Kohlenstoff-Atome in
chirale Zentren umzuwandeln.

0 Tol
o A 0—¢” OH
7 \/\ —_— /\r/H —_— /\r/H
Tol o —_—
nC5H11 nC5H11 nC5H11

Abbildung 4.1.9: Chiralitatstransfer bei einer [2,3-sigmatropen Umlagerung[Hoffmann 1979]

Ein weiteres Beispiel fur die Verwendung chiralarlf@ide ist die Synthese von
Stoffen wie Compactin, Mevinolin und Provastatinbpdldung 4.1.10) bei denemR)-
Methyl-p-tolylsulfoxid als chirales Auxiliar agier{Tang, et al. 1995] Diese
Verbindungen gehdren zur Gruppe der Statine, dférdaekannt sind, HMG-CoA-
Reduktase — ein Enzym der Biosynthese von Chotdstezu hemmen und so den
Anteil an Cholesterol im Blutplasma zu reduzieren.

Abbildung 4.1.10: (+)-Compactin (R=H), (+)-Mevilonn (R=CHs) und (+)-Provastatin (R=0H).

Dies illustriert, dass chirale Sulfoxide von hohBitzen als Wirkstoffe und Reagentien
sind. Daher wurden zahlreiche Untersuchungen zu @&erstratspektren der
unterschiedlichen Katalysatoren durchgefihrt. Bdso® gut studiert ist das
Substratspektrum der CPO, zum einen da es aul$ersidh, zum anderen werden im
Gegensatz zu vielen Biokatalysatoren vorwiegendoSidle der R)-Konfiguration
gebildet. Das Substratspektrum umfasst eine grabe von Aryl-Alkyl-Sulfiden und
Dialkylsulfiden (siehe Abbildung 4.1.6, oberste Ré&m), die in Tabelle 4.1.2
zusammengefasst sifidolland 2001].
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Tabelle 4.1.2 Substrate vom Typ RS-R; fur die CPO-katalysierte Oxidation [Holland 2001]

Ry R, ee /%
CeHs Me 99
CeHs Et 99
CeHs n-Pr 27
p-Me-CsHg4 Me 99
p-MeO-GHg4 Me 99
mM-MeO-CsH, Me 99
0-MeO-GsH4 Me 99
p-NO,-CsHa Me 99
p-Cl-CgHa Me 99
m-Cl-CeHy Me 99
p-Br-CgHg4 Me 99
mM-Br-CsHa Et 99
p-Cl-CgHa Et 99
p-Me-CgHq Et 99
2-Thiophenyl Me 99
2-(1,3-Thiazolindinyl)| Me 99
Allyl Me >08
i-Pr Me >908
t-Bu Me 85
t-Bu Et 35
n-Pentyl Me >98
n-Octyl Me 54
Cyclopentyl Me >08
Cyclohexyl Me 85

Es zeigt sich, dass CPO sterisch hohe AnspriuchdeanSubstituenten JRstellt. Es
werden nur Methyl- und Ethylreste akzeptiert. Schuthn-Propyl-Resten substituierte
Sulfide werden nur noch mit geringem ee umgesé&ids liegt vermutlich nicht an
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einer mangelnden Selektivitat des Enzyms, dasijddremeisten Substraten einen ee >
98% erreicht, sondern daran, dass die Substralté setnell genug umgesetzt werden
und daher die unkatalysierte, racemische direktel@won des Sulfids durch @, oder
t-BuOOH als Hintergrundreaktion ablauft. Dies giteaso fur die Diaylkylsulfide mit
t-Bu als einem Substituenten und dasrfi@ctyl-Sulfide.

In einer der Seitenketten der Sulfide werden auehktive funktionelle Gruppen
akzeptiert. Es werden z.B. aliphatische und cyokf:Ketosulfide (Abbildung 4.1.11)
zu den entsprechenden Sulfoxiden umge$etrigas, et al. 1999]

)Ok/ S
S. X .
Ri R, ) R

n

Abbildung 4.1.11: Aliphatische und Cyclischg3-Ketosulfide (n=1,2) als Substrate fur die CPO.

Neben diesen cyclischgliKetosulfiden werden auch unsubstituierte cyclisSdfide
als Substrate akzeptiert (Abbildung 4.1.[12plland 2001; Dembitsky 2003]

Crd, &
n

@)

Abbildung 4.1.12: Cyclische Sulfide (n=1,2) als Swuirate fur die CPO.

Schliel3lich kann mit CPO eine Reihe von MethionerZaten zu den entsprechenden
Sulfoxiden umgesetzt.

(o]
/S\/\‘)ko/ /S\/ﬁ)ko/\ /S\/YLO/\/

N O.
H/T\ H/T\ H/T\
(0]

Abbildung 4.1.13: Methionin-Derivate als Substrateftr die CPO.

Hierbei werden nur die an der Carboxyl- und Aminggre geschitzten Derivate
eingesetzt, um eine Reaktion der Aminosdure mit dénzym zu vermeiden.
Ausgehend von enantiomerenreinem Methionin erhah ohas entsprechende Sulfoxid
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in einer Reinheit von de = 72-84 %, je nach eing@seSchutzgrupppgHolland, Brown
1998; Holland, et al. 1999; Holland, et al. 2002]
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4.2 Systemuntersuchungen
» lert-butyl alcohol is known to prevent [..]
deactivation for the CPO catalyzed oxidation

M. van Veurzen et al., Tetrahedrd®97 53, 13183-13220

4.2.1 Enzymstabilitat

Die Enzymstabilitat ist fur eine effiziente Prozassvicklung ein wichtiger Parameter.
Insbesondere in der 6konomische Betrachtung ist Kialysatorverbrauch haufig
limitierend. Es gibt mehrere Kriterien, um den Kgsatorverbrauch zu messen. Zu
unterscheiden ist zwischen der Lagerstabilitat dexdReaktionsstabilitat. Fur die CPO
ist ein grolBer Unterschied zwischen beiden zu demarda bei der Reaktion das
desaktivierende Cosubstrai®) zugegen ist.

Im Folgenden wird fir die Systemuntersuchungen coustadie Lagerstabilitét getestet.
Auf die Enzymdesaktivierung wahrend der Reaktiordwn Kapitel 5 eingegangen. Zur
Ermittlung der Enzymstabilitdt wurden Enzymprobenden vier Puffersystemen mit
und ohne Zusatz vonert-Butanol bei vier Temperaturen gelagert. Es wurde i
Intervallen die Restaktivitat bestimmt. Die Lagarela betrug insgesamt 500 h. In
Abbildung 4.2.1 ist die Desaktivierungskonstantgesgeben.

Im Wesentlichen zeigt sich in allen untersuchtefffédPmedien eine erstaunlich hohe
Lagerstabilitat, sie liegt auf jeden Fall um Grofeimungen Gber der
Reaktionsstabilitat. So findet man bei 20 °C Lagyapteratur
Desaktivierungskonstanten im Bereiclhek= 0,0006 — 0,0012"h Die Stabilitat liegt
im 100 mM Citratpuffer und im Acetat/Sulfat-Mediumdher als im 25 mM Citratpuffer
mit Sulfat oder im reinen Acetatpuffer. Eine hoh&adzkonzentration scheint also die
Stabilitat zu fordern, was positiv fur die elekinagmatische Kombination ist.
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[ Citrat/Sulfat
v+ t-BuOH
[_ICitrat

v + t-BuOH
I Acetat
BZZ + t-BuOH 0,0015
I Acetat/Sulfat
B3 + t-BuOH
10,0010
=
~
. @
0,0005 ¥D

0,0000

Lagertemperatur / T °

Abbildung 4.2.1: Lagerstabilitat der CPO.

T = 4, 10, 20, 30 °C; Inkubationszeit 500 h, Puffée angegeben (alle pH 5), jeweils ohne und mit 30
vol% t-BuOH-Zusatz, Aktivititsmessung mit Monochlordima@dCD)-Methode (vgl. Abbildung
4.2.11und Abschnitt 8.3.1.1)

Alle Proben, die 30 vol%ert-Butanol enthielten und bei 30 °C gelagert wurdessen
schon nach der ersten Zwischenmessung bei 6 Stlaera Restaktivitdt mehr auf.
Daher ist fur diese Proben in Abbildung 4.2.1 kKins angegeben Der Einfluss der
tert-Butanol-Konzentration auf die Desaktivierung deszyms bei 30 °C wurde
ausfuhrlicher untersucht.
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Abbildung 4.2.2: Desaktivierung der CPO durch Zusat vont-BuOH.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat, ¥ 30 °C, t-BuOH wie angegeben,
Aktivitatsmessung mit Thioanisol-Methode (vgl. 8.3)

Erstaunlicherweise macht sich die Desaktivierursy bei einem Zusatz von 30 vol%
deutlich bemerkbar. Dann allerdings ist bereitshnacStunden Lagerung kaum noch
Restaktivitat vorhanden. Die Desaktivierung kantdjurch eine Zerfallsreaktion erster
Ordnung beschrieben werden, aus den gemessenenenVengibt sich die
Deaktivierungskonstante zu pl& = 0,0265 % mift. Zumindest fiir die Lagerstabilitat
kann also ein stabilisierender Einfluss des Cosavecht gefunden werden.

4.2.2 Enzymaktivitat

Die Aktivitaiten werden getrennt fur die Halogenased die Peroxidase-Reaktion
untersucht. Im Vordergrund steht hierbei die Peatage-Aktivitdt, da sie fur die
gewinschte Reaktion ausschlaggebend ist.

4.2.2.1 Peroxidase-Aktivitat

Zur Untersuchung der Peroxidase-Aktivitat gibt eshmere etablierte Assay-Systeme
(Abbildung 4.2.3). Am weitesten verbreitet sind dessungen mit 2,4-Dichlorphenol
(2,4-DCP) [Metelitza, et al. 1991; Apitz, van Pee 200Lhd 2,2'-Azino-bis-(3-
ethylbenzothiazol-6-sulfonsaure) (ABT$Arnao, et al. 1990]als Substrat fir die
Peroxidase-Reaktion. Diese Methoden werden beitiotes Enzymmenge auch zur
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Quantifzierung von kD, in verschiedenen analytischen Verfahren eingef8#ito, et
al. 1987; Woo, et al. 2003]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein UV-photometriscAssay basierend auf dem
Substrat Thioanisol entwickelt. Die zugrunde liedgm chemischen Reaktionen der
verschiedenen Aktivitatsmessungen zeigt Abbildung.34 die Substanzen, deren
Entstehung oder Abnahme im Photometer verfolgt erdind mit der entsprechenden
Wellenlange gekennzeichnet. Die erste Methode tiagié der peroxidase-katalysierten
Phenolkupplung. Hierbei werden Phenole (Phenol bdérgen-substituierte Derivate)
mit 4-Aminoantipyrin (AAP) zu einem roten Farbstafékuppelt, der photometrisch
detektiert wird.

\
xCH N Peromdase
| * N |
\/ + 2 H202
NH - 4H,0
R o 2 2
Phenol Aminoantipyrin A = 550nm
Peroxidase
Qﬁw H@ Q#N N#ﬂ
2,2'-Azino-Bis-(3-Ethylbenzothiazol-6-Sulfonsaure) 2 H 20 ABTS™
ABTS? A = 420nm
q ,n
©/S\ CPO ©/S\
e
+H,0,
H,O
Thioanisol
A =284nm

Abbildung 4.2.3: Photometrische Assays zur Messurder Peroxidase-Aktivitat.

Ebenso kann die Peroxidase-Aktivitat photometrigatiolgt werden durch die Bildung
des griin gefarbten ABTS-Radikalkations (ABY'S durch Oxidation von ABTS mit
H202.

Zunachst wird der Einfluss des Cosolvens auf dieyBraktivitat mit dem neu
entwickelten Thioanisol-Assay untersucht. Hierzu rdee die in Kapitel 3
identifizierten Puffermedien eingesetzt (Abbilduhg.4). In den Acetatpuffern liegt die

2 Das lon wird als Radikalkation bezeichnet, da diegative Ladung ausschlieRlich an den

Sulfonsaureresten lokalisiert ist.
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gemessene Aktivitat geringfiigig unter der Aktivitéit den anderen Puffermedien.
Insgesamt sinkt die Enzymaktivitat deutlich mit eamendem Zusatz vaart-Butanol.

Phosphat
2500 T T T T T T [ Acetat

[ Acetat / Sulfat
[ Citrat

Il Citrat / Sulfat

2000 -

i

1500 —1-

1000 —-

Aktivitat / U mg

500 —-

tert-BuOH / vol%

Abbildung 4.2.4: Enzymaktivitat in unterschiedlichen Puffern und Cosolvens-Anteilen.

Puffer wie angegeben (alle pH3BUOH wie angegeben, Aktivititsmessung mit Thiocalrldethode,
Units beziigl. Thioanisol (1 umol miy T = 20 °C , 2 mM Thioanisol, 0,5 mM.,8,, 0,085 pg mi*
CPO

Der elektrochemisch gut geeignete Acetat-Puffealsd aus Sicht der Enzymaktivitat
nicht optimal, der Unterschied in der Aktivitat iggdoch nicht so grof3, dass das
Puffermedium flir die Biokatalyse ausgeschlossendarermiisste. Die Vorteile des
Acetat-Puffers fur den elektrochemischen Schrititofausbeute, vgl. Abbildung 3.2.4)
fuhren im Gegenteil dazu, die detaillierten Untersingen der Peroxidase-Aktivitat
ausschlief3lich in Acetat-Puffer durchzufiihren.

Mit dem neu entwickelten Thioanisol-Assay wurde digH- und
Temperaturabhangigkeit der CPO-Aktivitat untersyéittbildung 4.2.5).
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Abbildung 4.2.5: pH- und Temperatur-Abhéngigkeit der CPO-Aktivitat.

100 mM Natriumacetat (pH5), 50 mM Natriumsulfat, k% t-BuOH, Units beziigl. Thioanisol, T = 20
°C, 2mM Thioanisol, 0,5 mM D,

Der Temperaturverlauf macht deutlich, dass das mrenys einem marinen Organismus
stammt, der auf niedrige Umgebungstemperaturenpasgeist. Die Aktivitat steigt bis
25 °C fast linear, was nahe legt, dass hier eiearitsche Desaktivierung tberlagert ist.
Die Lagerstabilitat ist zwar bei 20 °C und 30 °@m@ehr hoch, in der Reaktion scheint
die Temperatur jedoch einen kritischeren Einflugshaben. Die weiteren kinetischen
Untersuchungen wurden daher bei 20 °C durchgefAlstpH-Wert fur die kinetischen
Untersuchungen und die Reaktion wird pH = 5 gewadtikts ist das Maximum der
Aktivitat, das auch in Phosphatpuffern gefunden deurund daher fir die
biokatalytische Sulfoxidation mit CPO standardmaf&@gvendet wird (vgl. Kapitel 2).

Mit diesen Reaktionsbedingungen wird in Acetat-Buffie Thioanisol-Konzentration
und der Cosolvens-Anteil im Photometer-Assay veri{@bbildung 4.2.6). Hierbei
handelt es sich um Messungen der Anfangsreaktisnbgendigkeit. Die Messung bei
0 vol%tert-Butanol ist durch die Léslichkeit des Substrateshis 2 mM mdglich.
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Abbildung 4.2.6: Enzymaktivitat als Funktion der Thioanisolkonzentration.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM NatriumsulfatBuOH wie angegeben, Thioanisol wie
angegeben, 0,5 mMJ,, T = 20°C, 0,085 pg mt.CPO, Units beziigl. Thioanisol
Die Linien stellen die Simulation der Formel 4.2t den Parametern aus Tabelle 4.2.1 dar.

Die Daten lassen sich in erster Naherung und nringen Abweichungen sehr gut
durch eine einfache Michaelis-Menten-Kinetik mihen SubstrafDrauz, Waldmann
1995; Buchholz, Kasche 1997; Liese, et al. 208hal Formel 4.2.1 beschreiben.

v=v_ O [Thioani_so 1] | Formel 4.2.1
K +[Thioanisol]

M, Thioanisol

Die nicht-lineare Regression liefert die in der geiden Tabelle aufgelisteten
Parameter:

Tabelle 4.2.1 Parameter fiir eine Ein-Substrat-Kingk zur Thioanisol-Oxidation

t'BUOH / VOI% Vmax/ U mgl KM’Thioanism/ mM

0 2590+ 56 0,93+ 0,04
10 2262+ 111 0,80+ 0,13
20 2134+ 212 1,83t 0,46
30 2157+ 260 6,14+ 2,21
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Dies ermdglicht zwar eine recht einfache Beschragbder Messwerte, ist jedoch in
mehrerer Hinsicht problematisch. Zum einen ist $lidgfoxidation eine Zwei-Substrat-
Reaktion, das Cosubstrat,® ist fur die Reaktion ndtig und hat sicherlich e&ine
Einfluss auf die Enzymaktivitat. Zum anderen sisain, sowohl in Abbildung 4.2.4 als
auch in Abbildung 4.2.6, dadsrt-Butanol ein Stoff mit inhibierender Wirkung ist.
Diese Inhibierung lasst sich nicht mit den bekannitdibierungsmodellen (kompetitiv,
nicht-kompetitiv, unkompetitiviBisswanger 1979; Cornish-Bowden 1995; Buchholz,
Kasche 1997fassen.

Zum einen ist im engeren Sinne ein Inhibitor audmer ein Molekul, dass mit dem
Enzym, wie ein Substrat, eine Wechselwirkung zteminEnzym-Inhibitor-Komplex
eingeht und kein Lésungsmittp¥asic-Racki 2003] Obwohltert-Butanol nicht direkt
an der Reaktion beteiligt ist, ist es immerhin ngobstellbar, dass es an den aktivierten
Enzym-Substrat-Komplex bindet. Es ist beschrieloess anstelle von &, auchtert-
Butanolhydroperoxid als Oxidationsmittel in CPOdtgsierten Reaktionen verwendet
werden kanrfSanfilippo, et al. 2000; van de Velde, et al. 2801insofern ist es nicht
auszuschliel3en, dassrt-Butanol im aktiven Zentrum koordiniert wird undnsib als
Inhibitor bezeichnet werden kann.

Zum anderen sieht man aber, dass sich mit steigetelé Butanol-Gehalt sowohl der
Vmax als auch der jg-Wert &ndern. Tendenziell sinkt desy wahrend der kg ansteigt.
Auftragung in linearisierten Darstellungen (LineweaBurk, Eadie-Hofstee)
[Bisswanger 1979; Cornish-Bowden 1995grgeben keine charakteristischen
Schnittpunkte oder Parallelverschiebungen, dieKaiterien fur die Anwendung der
Inhibierungsmodelle gefordert sind. Die Anpassurgy d/lesswerte an die drei
Inhibierungsgleichungen ergibt nur maRige Giten ®r= 0,963 — 0,975 (Tabelle
4.2.2)

Tabelle 4.2.2 Nicht-Lineare Regression der Messwertdurch Inhibierungsmodelle.

Messwerte aus Abbildung 4.2.6, 0-30 vol% t-BuOHIalsbitor

Modell Vinax/ U Mg" K Thicaniso/ MM Kirguon/ MM R/ -
Kompetitive Inhibierung 205% 144 0,46t 0,12 736t 238 96,4
Nicht-Kompetititve Inhibierung3682+ 461 1,69 0,34 2634509 97,5
Unkompetitive Inhibierung 46381358 2,83+ 1,22 1460t 646 96,3

Die Fehlerbereiche sind relativ grof3. Fur eine Belung der einzelnen Modelle
missten die einzelnen Fehlerquellen genauer aedlysverden. Aufgrund der
vorliegenden Messwerte kann nicht ausreichend heisaen Modellen diskriminiert
werden[Brik-Ternbach 2003]
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Zusatzlich zur Variation der Thioanisol-KonzentoatiAbbildung 4.2.6) wird daher bei
konstanter Thioanisol-Konzentration die,®3-Konzentration variiert (Abbildung
4.2.7).

] T ] T ]
1200 ; = 0vo0l% t-BuOH ||
. i 10 vol% t-BuOH
1000 ¢ 20vol% t-BuOH |-
n » 30 vol% t-BuOH
| |
"o 800--m
E *
) ¢
= 600 *
g . .
g . ¢
< 400 5
b :
)t
| 2 > »_»
200 2 5
>
»
0 , , , , .
0 1 2 3 4 5

¢(H,0,) / mM

Abbildung 4.2.7: Variation der Wasserstoffperoxid-Konzentration im Thioanisol-Assay.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM NatriumsulfaBuOH wie angegeben, T = 20 °C, 1,8 mM
Thioanisol, 0,085 ug mt.CPO, Units beziiglich Thioanisol

Die Enzymaktivitat durchlauft ein Maximum und sirgdhlie3lich bei steigender,6,-
Konzentration, dies entspricht einer Substrat-Uferss-Inhibierung. Die Messwerte
werden anschlielend mittels einer Zwei-Substraetthkn gemall Formel 4.2.2
angepasst. Hierbei wird die Substrat-Uberschuf®lahing durch KO, berlicksichtigt.

[Hzoz] [ThioaniSO|] Formel 4.2.2
7[H202]2) I<M,Thi0anisol + [ThloanISO|]

v=v_ [
KM,HZOZ + [HZOZ] + (
i,H202
In diesem Modell ist die inhibierende Wirkung viamt-Butanol noch nicht erfasst. Um
den Einfluss des Cosolvens zu beschreiben werdgitziche Gleichungen eingefihrt.

Die Herabsetzung der Enzymaktivitat durch das asgée LOsungsmittel kann in
einem Ansatz beschrieben werden, wie er auch bewurtd um die Herabsetzung der
Enzymaktivitat durch Veranderungen der lonenstérke beschreibenBuchholz,
Kasche 1997]Die lonenstéarke ist wie folgt definiert:

61



Biokatalyse unter elektrochemischen Aspekten

1=0,5 [z CXZi Formel 4.2.3

Mit | = lonenstarke / mol &
Zy = lonenladung / -

Durch einen Exponentialterm, in dem uber die lotéke neben der Ladung auch die
Konzentration der lonen und die Ladung von Enzyrd Gubstrat zusammengefasst
sind, wird der Einfluss der lonenstarke auf dieakdische Effizienz k (Formel 4.2.4)
und die Substrataffinitat K (Formel 4.2.5) ausgedruckt.

i
Zs e Formel 4.2.4
Koy =Ko @0
cat cat, 0
KM = KM ; [eZSREMEﬁ“m Formel 4.2.5

Mit Zs= Ladung des/der Substrate / -
Zg = Ladung des Enzyms / -

Die Art des Exponentialterms fuhrt dazu, dass dexhapparente }Kund k4 zu kleinen
lonenstarken dem tatsachlicheny K und ka0 asymptotisch anndhern (Abbildung
4.2.8).

1,5 1,5

K® 1 k.
K i E kD

cal

0,5 1 1 1 1 0|5
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

lonenstérke [M]

Abbildung 4.2.8: Einfluss der lonenstérke auf k,; und Ky nach[Buchholz, Kasche 1997]

Dieses Modell bezieht sich im engeren Sinne auf diesetzung von geladenen
Substraten oder allgemein auf Reaktionen bei dgedsdene Substanzen eine Rolle
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spielen, z.B. bei der Esterspaltung. Auf die CP@ekik wird es durch eine
Vereinfachung Ubertragen, da hier alle beteiligi@eaktanden (Thioanisol,R)-
Methylphenylsulfoxid, HO,) nicht ionisch sind und die Ladung des Enzyms tnich
bekannt ist. Das einzige Salz ist das Puffersabssen Konzentration und damit
lonenstarke durch detert-Butanol Zusatz gesenkt wird. Die Salzkonzentratisin
jedoch nicht einfach zu ermitteln, da Puffer ued-Butanol nicht ideale Mischungen
ergeben und der eingesetzte Cosolvens-Anteil lietighit Puffer zum Endvolumen
aufgefullt wird. Die Zusammensetzung der Pufferraedst in Tabelle 4.2.3 gezeigt.

Tabelle 4.2.3 Zusammensetzung von 1 L Puffermedium.

Cosolvens / vol%Volumen Puffer / mL Salzkonzentration / mM-BuOH / M

0 1000 100 0

10 ca. 910 ca. 91 11
20 ca. 820 ca. 82 2,2
30 ca. 730 ca. 73 3,3

Im Prinzip steht in Formel 4.2.4 und Formel 4.2i6 Honzentration der lonen im
Exponenten. Statt dieser wird nun die direkt zugjéhg tert-Butanol-Konzentration
eingesetzt. Alle anderen Einfliisse, wie die Laddag Enzyms oder die Anderung der
lonenaktivitat durch den organischen Zusatz, werdeneiner Konstanten gl
zusammengefasst. Zunachst wird angenommen, dasCassvens sowohl einen
Einfluss auf die beiden &« (Formel 4.2.6 und Formel 4.2.7) und depxWert (Formel
4.2.8) hat.

- Kyorr 1202 TBUOH]
KM,Hzoz - KM,Hzoz,o [e Formel 4.2.6
— kkorr‘TA [[BUOH]
KM ”w— KM,TA,O (e Formel 4.2.7
— kkorr,vmax [ILBUOH]
Vmax - Vmaxo [e Formel 4.2.8

Mit diesem Modell bestehend aus Formel 4.2.2 undnEb 4.2.6 bis Formel 4.2.8
lassen sich die Messwerte fur die sehr gut bestimrde Ergebnisse finden sich im
Abschnitt 8.8.1. Die Modellierung ergibt, dass d&nfluss des Cosolvens auf die
beiden Ky-Werte nicht signifikant ist. Im Folgenden wird @ahausschliel3lich der
Korrekturterm fur den vmax-Wert (Formel 4.2.8) verwlet. Sowohl die Messwerte fur
die Variation der Thioanisol-Konzentration (Abbilty 4.2.9) als auch zur ,B,-
Abhangigkeit (Abbildung 4.2.10) kdnnen mit dieserodéll beschrieben werden.
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Abbildung 4.2.9: Einfluss der Thioanisol-Konzentraton auf die Peroxidase-Aktivitat.

Die Linien stellen die Simulation mit den in TaleW.2.4 angegebenen Parametern dar. 100 mM
Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat, T = 20,°0,5 mM HO,, 0,085 pg ml* CPO, Units
bezlgl. Thioanisol

Eine sehr gute Ubereinstimmung ergibt sich tént-Butanol-Konzentrationen von 0
vol% bis 20 vol%. Fur 30 vol% ergeben sich insbesoa im niedrigen millimolaren
Bereich hbhere Abweichungen, derywird aber recht gut wieder erreicht.
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Abbildung 4.2.10: Einflul} der Wasserstoffperoxid-Kamzentration auf die Peroxidase-Aktivitat.

Die Linien stellen die Simulation mit den in TaleeW.2.4 angegebenen Parametern dar. 100 mM
Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat, T = 20, °1,8 mM Thioanisol, 0,085 ug MLCPO, Units
bezlgl. Thioanisol

Insgesamt zeigen die Messwerte deutlich den Verlauginer
Substratuiberschussinhibierung. Dies ist ein tatsfer Inhibierungs- und kein
Desaktivierungseffekt. Alle Photometermessungeheriiestrikt lineare Verlaufe fur den
Messzeitraum.

Die Ergebnisse der nicht-linearen Regression sirder folgenden Tabelle angegeben.

Tabelle 4.2.4 Ergebnisse der nicht-linearen Regrass zum Peroxidase-Modell.

Vinaxo/ U MG" Kyiro2/ MM Kioop / MM Ky thicanisol,o/ MM

5655+ 1167 0,5% 0,17 0,780,25 1,3#0,23

kkorr,vmax

-0,291+ 0,017

Alle kinetischen Konstanten ergeben sich mit relateinem Fehler. Auch defid¢ vmax
hat noch einen geringen Fehler. Dieser Wert istatiegda dann insgesamt der
Exponent in Formel 4.2.8 negativ wird, und sich gaiie geringeren apparentepay
Werte ergeben. Hierdurch wird der inhibierende Iahides Cosolvens dargestellt.
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Das Modell ermdglicht eine hinreichende formalkisgte Beschreibung der
Peroxidase-Aktivitat und gibt zum ersten Mal diedWéhkeit einen K;-Wert fur HO,
zu ermitteln. Zudem kann mit dem vorliegenden Mbdden Verlauf von
Batchreaktionen beschrieben werden (vgl. Abbildbg8).

4.2.2.2 Halogenase-Aktivitat

Fur die Bestimmung der Halogenase-Aktivitat wird 8tandard-Assay der Photometer-
Test von Hageret al. verwendet, bei dem Monochlordimethylcyclohexandion
(Monochlordimedon, MCD) in Gegenwart von Chlorididém und Wasserstoffperoxid
zur dichlorierten Verbindung umgesetzt wiktager, et al. 1966]

Cl cl cl
o) O CPO O O
H,0,, CI
MCD

DCD

Abbildung 4.2.11: MCD-Assay fir die Halogenase-Akitiitat.

Das Substrat MCD hat wegen des delokalisierten tileknsystems zwischen den
beiden Ketogruppen ein Absorptionsmaximum im UVden @ = 278 nm). Durch die

weitere Chlorierung entfallt das C-H-azide Proton d-Position zu den beiden
Ketogruppen und eine Delokalisierung der Elektromgnnicht mehr mdoglich. Dies

fuhrt zu einer Veranderung im UV-Spektrum. Somitder MCD-Assay ein einfach

durchzufihrender Aktivitatstest, der jedoch zumerimur die Halogenase-Aktivitat
erfasst und zum anderen die Bildung von Hypohaliwgem indirekt anzeigt.

Mit diesem Assay-System wird die Halogenase-Akiiviintersucht hinsichtlich des
Einflusses der Art des Salzes, des pH-Wertes und demperatur. Bei
enzymkatalysierten Reaktionen koénnen bestimmte okati einen Einflu3 auf die
Aktivitat haben[Vasic-Racki 2003] daher ist neben der Art des Puffers auch das
Gegenion des Puffers und des Chloridsalzes vonelsge. Fir den MCD-Assay werden
Ublicherweise Kaliumphosphatpuffer in einer Konzation von 100 mM und Kalium-
oder Natriumchlorid in einer Konzentration von 1®B-thM als Substrat eingesetzt
[Hager, et al. 1966; Seelbach 19977unachst wird daher Uber einen breiten Bereich
die  Natriumchlorid-Konzentration  variiert und als lteanatives  Kation
Ammoniumchlorid ebenfalls im Kaliumphosphatpuffengesetzt (Abbildung 4.2.12).
Scheinbar liegt die Aktivitat bei Verwendung vontilanchlorid zuerst héher (bis 50
mM) und dann konstant unter der Aktivitat mit Amnmanchlorid. Nur bei 200 mM
sind die beiden Aktivitaten fast identisch. Im Ramrder Messfehler lasst sich jedoch
aus den beiden Messreihen kein signifikanter Uokeesl ableiten. Die Art des Kations
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ist fur die Aktivitdt nicht ausschlaggebend. Dafgt aber in beiden Fallen eine
deutliche Inhibierung des Enzyms durch das Subatrarkennen.

T
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I —— Mittelwert
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e
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= 1000 %
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500
i
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Abbildung 4.2.12: Einflul} des Kations auf die Halognase-Aktivitat.

100 mM Kaliumphosphat (pH 2,75), T = 25°C, 0,1 mNCBI, 0,0085 pg mtt CPO, Units beziigl. MCD

Ebenso wie flr die Peroxidase-Aktivitat wird dentiiss von Temperatur und pH-Wert
auf die Halogenase-Aktivitat bestimmt. Die Ergebaigeigt Abbildung 4.2.13.
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Abbildung 4.2.13: pH und Temperatur-Optima der Halogenase-Reaktion.

100 mM Kaliumphosphat, 0,0085 pg thCPO, 20 mM Kaliumchlorid, 2 mM 4®,, 0,1 mM MCD
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Die maximale Aktivitat liegt bei pH 2,75, dies mtich nicht unerwartet, da der MCD-
Assay standardmalfiig bei diesem pH-Wert durchgeviihat

Die Art des Puffersalzes hat ebenso Einfluss a@f Kalogenase-Aktivitat. Der
standardmafig verwendete Phosphatpuffer dientatseReferenz (Abbildung 4.2.14).
Verwendet man Acetatpuffer oder Acetatpuffer mittriNensulfat-Zusatz findet man
nur ungefahr die Halfte der Halogenase-Aktivitdt iRhosphatpuffer. In den
Citratpuffern findet man fast nur geringfligig nigdre Aktivitditen als im
Phosphatpuffer. Da der Aktivitatstest bei pH = 2d&rchgefihrt wird, kann man
eigentlich nicht mehr von Puffern sprechen (vgl.bAdung 3.2.1), die pH-Werte
werden durch Titration eingestellt. Da hier aberink&e elektrochemischen
Untersuchungen durchgefuhrt werden, ist die Pudiigaizitat nicht entscheidend.

rel. Aktivitat

Phosphat Acetat Acetat/Sulfat Citrat Citrat/Sulfat
Puffer

Abbildung 4.2.14: Halogenase-Aktivitat in unterschédlichen Puffern.

Aktivitatstest nach MCD-Methode (vergleiche 8.3)1100 mM Puffersalz (alle pH 2,75)

Fur eine formalkinetische Betrachtung der Halogesfsivitat muss noch geklart
werden, ob und wie grofl3 der Einfluss der MCD-Konmion auf die Enzymaktivitat
ist. In Abbildung 4.2.15 ist gezeigt, dass sich @RO-Aktivitat nur geringflgig andert,
wenn man die MCD-Konzentration variiert. Man kdnetee geringflgige Inhibierung
des Enzyms bei hohen Konzentrationen vermuten. Aldsist sich nicht vollig

ausschliel3en, dass sich bei sehr kleinen MCD-Kdrettomen (die im Rahmen der
Methode nicht mehr messbar sind) die Aktivitdt daobch verringert und einen
Michaelis-Menten Verlauf annimmt.

Anhand der gemessenen Werte kann nicht bewiesatewedass MCD ein Substrat fur
das Enzym ist. Die These kann auch nicht volligdereegt werden; die Daten deuten
jedenfalls darauf hin, dass MCD kein Substrat de©adst.
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Abbildung 4.2.15: Einfluss der MCD-Konzentration au die CPO-Aktivitat.

100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 2,75), 0085 ug PO, 20 mM Kaliumchlorid, 2 mM @, T =
25°C

Die Chlorierung ist also vermutlich die Folgereaktider Biokatalyse und wird daher
im Modell zur Halogenase-Kinetik nicht berlcksighti Zur Beschreibung der
kinetischen Daten wird wieder eine Doppelsubstregk gewahlt, die zusatzlich eine
Inhibierung durch die beiden Substrate beinhabat eine Substrat ist das Chlorid-lon,
das andere das Oxidationsmitteld4. Die entsprechende Gleichung gibt Formel 4.2.9

wieder.

[CI] Formel

[H,O,]
L [CIT 4.2.9
K )

1,01+ (EOTy «  ricr+(

i,H202 i,Cl-

max D
K

M,H202
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Abbildung 4.2.16: Kinetische Untersuchungen zur Halgenase-Aktivitét.

100 mM Kaliumphosphat (pH 2,75), 0085 ug MCPO, Units beziigl. MCD, 2 mM #@,, 0,1 mM
MCD, Die Linien stellen die Simulation der Forme24 mit den Parametern aus Tabelle 4.2.5 dar.

Die Inhibierung der CPO durch einen Uberschuss hlor(@ ist in Abbildung 4.2.16
deutlich zu erkennen. Da die Aktivitaten mit Ammami- und Natrium-Kationen gleich
sind (vgl. Abbildung 4.2.12) kann ein inhibierendéfinfluss des Kations
ausgeschlossen werden. Die Herabsetzung der Adttigiiirch den Cosolvens-Zusatz
lasst sich ebenfalls deutlich ablesen, wenn Siedieh nicht so stark ausfallt wie bei
der Peroxidase-Reaktion. Wenn man tatséchlich dreeristarke als physikalische
Erklarung der Aktivitatsminderung annimmt, dann stasich dieser Unterschied
qualitativ deuten. Durch den Salzcharakter des tgates Ammoniumchlorid, das in
derselben GrolRenordnung wie das Puffersalz im Rewltnsatz vorhanden ist, wird
eine eventuelle Herabsetzung der lonenstarke derciButanol in gewissem Umfang
kompensiert. So liegen die Kurven beim Wert héahéidivitat (ca. 20 mM NHCI)
noch deutlich weiter auseinander als bei 480 mMesBiDeutung ist jedoch nur eine
Hypothese, die Modelle sollten als formalkinetiscBeschreibung der beiden
Reaktionen gesehen werden. Die errechneten Paramibte die folgende Tabelle
wieder.
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Tabelle 4.2.5 Ergebnis der nicht-linearen Regressiozum Halogenase-Modell

Vimaxo/ U MG" Koz / MM Kipoz / MM K chiorid/ MM Ki chioria / MM

17.345+ 267 0,55 0,78 3,360,15 186,6- 7,0

kkorr,vmax

-0,0608+ 0,0042

Hierbei wurden die ParameteryKund K fir H,O, aus dem Peroxidase-Modell
Uubernommen, da davon ausgegangen werden kanndida&8initat fir H,O, in beiden
Reaktionen gleich ist (Bildung von Compound |, vdbbildung 4.1.4). Diese
Parameter wurden fixiert und haben daher keine dataabweichung. Alle
Experimente wurden bei konstanterQ4-Ausgangskonzentration durchgefuhrt, die
Abhangigkeit der Halogenase-Aktivitat von der(z4Konzentration wurde nicht
separat untersucht. Die Messwerte lassen sichgaiismit einem Zwei-Substratmodell
beschreiben, ohne MCD als Substrat zu bertickseftig
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4.3 Chemische Modifikation der Chloroperoxidase  *°

Die aktive Konformation eines Biokatalysators kaguwrch chemische Modifikation
stabilisiert werden. Die chemische Modifikation kam. B. durch Quervernetzung,
Amidierung, reduktive Alkylierung und Immobilisiang erfolgen. Im Rahmen der hier
gezeigten Untersuchungen sollen ausschliellich isobe Modifikationen untersucht
werden, die zu homogen Iéslichen Enzympréaparatidineren.

Quervernetzungsreaktionen nutzen bifunktionellegeatien, wie z.B. Glutardialdehyd,
die mit nukleophilen Seitenketten der Aminosaumsggreren, so mit der Aminogruppe
von Lysin, der N-terminalen Aminosaure oder derp8utlrylgruppe von Cystein
[Ayala, et al. 2002] Die chemische Modifikation mit Carbodiimiden ulBdaminen
greift die Carboxylgruppen von Aspartat und Glutgmdie Imidazoylgruppe von
Histidin und die Thioether-Funktion des Methionin fNong, Wong 1992] Die
Reaktion zwischen zwei Proteinketten (inter- odgramolekular) mit Carbodiimiden
zeigt Abbildung 4.3.1. Im Rahmen dieser Arbeit wauas ein Reagenz 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) verwendet.

~N< .
Ri~. -.C” R _Protein
N 2 o ,\1/R1 HoN 2 o HH
. N N
—_— —_— 7 ~
. . R . - Protein +
Proteiny” O H* Protelnl)J\O Nighe Protelnl)]\N 2 Ry \n/ R
H H (0]
N ll\l
NN N
/\N/,C
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

Abbildung 4.3.1: Aktivierung von Carboxylgruppen durch Carbodiimide.

Bifunktionelle Reagentien lassen sich unterteilenrhomo- und heterobifunktionelle,
sowie "zero length"-Linker. Die Reagentien varireren Struktur, Reaktivitat und
Spezifitat. Die "zero length"-Quervernetzer, wierl@aliimide, Isazolium-Derivate,
Chloroformiate und Carbonyldiimidazole, welche zZunee direkten Verbindung von
zwei Aminosauren fuhren, konnen alleine oder in WKoration mit anderen
bifunktionellen Reagentien wie Glutaraldehyd verdegnwverden.

Die Reaktivitat der Aminosaure-Seitenkette undrdlative Reaktivitat des Nucleophils
variiert mit der elektronischen Struktur, dem pkr delevanten funktionellen Gruppe

3 Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnissedeurin Zusammenarbeit mit Herrn Camilo La Rotta
Hernandez (Universitdt Rio de Janeiro, Brasiliem) Rahmen eines vom Internationalen Biros des
BMBF geforderten Projektes erzielt.
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und der chemischen Umgebung. Daher reagieren maAchi@osauren nur mit
bestimmten Reagentien. Eine Ubersicht Uber diechiedenen Reagentien und der
koppelnden funktionellen Gruppe der Aminosaure Gadtelle 4.3.1.

Tabelle 4.3.1 Reagentien zur chemischen Modifikatio von Enzymen [Friedman, et al. 1974,
Vazquez-Duhalt, et al. 1992; Wong, Wong 1992]

Art des Beispiele Koppelnde funktionelle

Reagenzes Gruppe

"zero length” Carbodiimide o Carboxyl
Isoxazolium-Derivative Carboxyl
Chloroformiate Amino
Carbonyldiimidazole Carboxyl
Kupfer-di(1,10-phenanthrolin) Sulphydryl, thiol
2,2’-Dipyridylsulfide Sulphydryl, thiol

Homo- Glutardialdehyd Amino
Hexamethylendiamin Carboxyl

bifunktional  Hexandiamin Carboxyl
Dissuccinimidylsuberat Amino
Dimethylmalonimidat Amino
1,4-Dicyanatobenzol Amino
p-Phenylene-diisocyanat Amino
N,N’-Methylenebismaleimid Amino
a,d - Diiodo-p-xylolsulfonsaure Amino, Sulfid und Thiol
Di-(2-chloroethyl)sulfon Amino, Sulfid und Thiol
Bis-(3-nitro-4-fluophenyl)sulfon Amino, Sulfid und Thiol

Hetero- N-Succinimidyl-3-maleimidopropionat Amino
N-Succinimidyl-iodoacetat Amino, Sulfid und Thiol

bifunktional  4_maleimidobenzoylchlorid Amino, Sulfid und Thiol
Ethyliodoacetimidat Sulfide

Reduktive Brig Amino

Alkylierung Tween
PEG-Aldehyde
und Reduktionsmittel
(z.B. Natriumcyanoborhydrid)

Reduktive Nitrobenzaldehyd Amino

Arylierung 5-Hydroxy-2-nitrobenzaldehyd

2-Naphtaldehyd
9-Anthraldehyd

und Reduktionsmittel

(z.B. Natriumcyanoborhydrid)
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Einige Peroxidasen wurden schon chemisch modifizeo konnte eine in Benzol
l6sliche und aktive HRP-Modifikation hergestelltnden[Takahashi, et al. 1984]CPO
wurde schon mit zahlreichen Quervernetzern modffiziallerdings fuhrte nur die
Modifizierung mit Glutardialdehyd zu katalytisch tader, loslicher CPO und
unléslicher Kristallg Tisher, Kasche 1999]CPO-Modifikationen mit hdherer Stabilitat
kbnnten also auch mit anderen Quervernetzern erhalerden. Da CPO eine grol3e
Zahl von Asparagin- und Glutaminsauren besitztieseine Quervernetzung mittels der
Carboxylgruppen mdaglich sein.

Eine Veradnderung der Oberflachenstruktur wurde lduselektive Entfernung der
Kohlenhydrat-Einheiten erreicht. Die Deglykosylieguwurde mit N-Glycosidase-F
(Peptid N4-[N-acetylB—glucosaminyl) durchgefuhrfvVazquez-Duhalt, et al. 1992]
Die Deglykosylierung erhtht die Hydrophobizitat dénhzyms, ebenso wie die
reduktive Alkylierung oder Arylierung. Diese Reaiti reduziert die Zahl freier
Aminogruppen durch Kupplung an hydrophopbe Aryleiodlkylaldehyde und direkter
Reduktion des entstehenden Imins durch ein Redwndtel wie
Natriumcyanoborhydrid. Da die Reagentien in hoheberSchuss eingesetzt werden,
auf der anderen Seite aber der weitere Angriff Alelehyds auf das sekundare Amin
sterisch stark gehindert ist, lasst sich die Stidetrie der Reaktion nicht exakt
angeben. Eine Reaktionsgleichung, die von vollstiemd Umsatz ausgeht, ist in
Abbildung 4.3.2 gezeigt.

3 Protelnl H2 16 “ +2 NaCNBH; ——» 3 & +2 HCN + 2 NaH,BO3

Proteln

Abbildung 4.3.2: Reduktive Arylierung von Proteinenmit 9-Anthralydehyd.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden EnzympraparationgrGhutardialdehyd, EDAC und
9-Anthraldehyd/NaCNBK modifiziert. Dabei wurde der molare Uberschuss der
Reagentien variiert und die modifizierte CPO hihdich Temperatur und Gegenwart
organischer Losungsmittel charakterisiert.
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Im Folgenden werden fiir die modifizierten EnzymekiéMzungen zur Unterscheidung
verwendet:

= 9A-CPO, fur die reduktiv mit 9-Anthraldehyd modigzte,
»  Glut-CPO, fur die mit Glutardialdehyd modifizierte,

= EDAC-CPO, fur die mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminogg)carbodiimid
modifizierte,

= pat-CPO, fir die unveranderte, native CPO.

Der molare Uberschuss des Reagenzes wurde bezafjelieaan der Oberflache des
Enzyms fur die jeweilige Reaktion zugénglichen Aaséuren gemal der folgenden
Tabelle 4.3.2 ermittelt. Die Berechnung basiert def Kenntnis der Enzymstruktur
[Sundaramoorthy, et al. 199%ind der Aminosauresequej@onesa, et al. 2001]

Tabelle 4.3.2 Anzahl der modifizierbaren Aminosaura der CPO

Reagenz 9-A Glut EDAC
Cys 2 2 2
Trp 4

Lys 4 4 4
Arg 6

His 7

Tyr 10

Glu 26
Asp 39
Summe 6 33 71

Zunachst wurden die Enzyme hinsichtlich des GratksModifizierung untersucht.
Hierzu wurde mittels der Trinitrobenzolsulfons&a(f&BS) - Methode (vgl. Abschnitt
8.7.2)[Habeeb 1966]die Anzahl der freien Aminogruppen bestimmt (Adbihg 4.3.3).
Sofort ersichtlich ist, dass mit steigendem Ubensshder Modifikationsreagentien die
Anzahl der modifizierten Aminosauren zunimmt.
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Abbildung 4.3.3: Anzahl der modifizierten Aminogruppen in Abhangigkeit des eingesetzten
Reagenz-Uberschusses.

Auch ersichtlich ist, dass nur 1 bis maximal 13% dedglichen Aminosauren
Uberhaupt modifiziert werden. Allerdings fuhrt diBlodifikationsreaktion, die
Gegenwart aggressiver Reagentien, zu einer Desaking des Enzyms. Diese
Desaktivierung ist abhangig von dem eingesetztelan@io Uberschuss der Reagentien
(Abbildung 4.3.4). Bei Verwendung eines 10-fachebefschusses findet man fast
genau die urspringliche Aktivitat wieder. Ein 1@@tier Reagentientiberschuss fluhrt
mit 9-Anthraldehyd und EDAC zu einem 5-10%igen Ak#tsverlust.

Die Verwendung eines 1000-fachen Uberschusses fidut einer starken
Desaktivierung. Fur die Quervernetzungen mit EDA@ Glutardialdehyd findet man
ca. die Halfte der eingesetzten Aktivitat wiedee, eduktive Alkylierung, die mit dem
komplexen Borhydrid die chemisch agressivsten Readtbedingungen aufweist, fuhrt
zu einer fast 90%igen Desaktivierung des eingeseizhzyms.
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Abbildung 4.3.4: Relative Aktivitat der modifizierten CPO in Abhangigkeit des eingesetzten
Reagenz-Uberschusses.

Aktivitatsmessung mit der AAP-Methode (vgl. AbsahBi.3.1.2)

Durch die Funktionalisierung polarer Gruppen anRi@tein-Oberflache werden dessen
Loslichkeitseigenschaften variiert. Um diesen Hffeku Uberprifen wurde die
Verteilung der CPO in einem bindren System aus éhenylsepharose-Suspension als
hydrophober Phase und 1,7 M Ammoniumsulfat-Losulsghachpolarer hydrophiler
Phase gemessen. Die angegebene verbleibende kédlich der wassrigen Phase
(Abbildung 4.3.5) bezieht sich nicht auf Proteifikiskeit, sondern auf die nach
Mischen und Phasentrennung wiedergefundene CPQ@ifittin der wassrigen Phase.
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Abbildung 4.3.5: Erniedrigung der CPO-Ldslichkeit in der wassrigen Phase in Abhangigkeit des
eingesetzten Reagenz-Uberschusses.

Bei einem hohen Grad der Modifikation (1:1000, @DRO) findet man nur noch 40 %
der Enzym-Aktivitat in der wassrigen Phase wiedBa der 9A-Rest deutlich
hydrophober ist, reicht hier auch ein geringereadsder Modifikation um einen
ebenfalls sehr hohen Grad an Hydrophobizitat ziekerz. In dem die Aktivitat der CPO
in der wassrigen und der Sepharose-Phase bestimd, viiann man einen
Verteilungsfaktor errechnen. Dieser ist kein exakt®arameter wie der
Verteilungskoeffizient in der Thermodynamik. Ins rkaltnis gesetzt zum
Verteilungsfaktor der nat-CPO im selben System gihedoch eine Grél3enordnung fur
die Erh6éhung der Hydrophobizitat gemald Formel Ax8eter.

Erhohung der Hydrophobizitat = Formel
(A(CPO mod )organisch . A(CPO nat )organisch ) A(CPO nat )OfganiSCh 4.31
A(CPO mod )wéssrig | A(CPO nat )wéssrig A(CPO nat )wéssrig

Fur die native CPO ergibt sich somit O fur die Hmimdg, Eine Erhohung von 1
entspricht der doppelten Menge an Enzymaktivitdtder organischen Phase im
Vergleich zum nativen Enzym. Die Ergebnisse sindbbildung 4.3.6 gezeigt.
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Abbildung 4.3.6: Veranderung der Hydrophobizitat durch die chemische Maodifikation.
Details zur Messung vgl. Abschnitt 8.7.3

Durch die Verwendung des grol3en, hydrophoben Aogmdestes wird die hdchste
Hydrophobisierung des Enzyms erreicht. In alleridfdsteigt die Hydrophobizitat mit
dem Modifizierungsgrad, bzw. dem verwendeten Reag®serschuss.

Mit einem 1:100 Verhaltnis von zur Kopplung verfiagér funktioneller Gruppen zum
Modifikationsreagenz wird fur alle drei Falle zwaur ein mittlerer Modifikationsgrad

erreicht, jedoch durch die chemische Reaktion kaetwas an Enzymaktivitét

eingebiiRt. Ein 1.000-facher Uberschuss erhoht aearModifizierungsgrad leicht, ist
aber mit einer extrem hohen Enzymdesaktivierungwaden.

Somit wird fur die praparative Anwendung der chexinén Modifikation das Verhaltnis
1:100 gewahlt, und die erhaltenen Enzympraparatiémesichtlich ihrer Eigenschaften
charakterisiert.
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Abbildung 4.3.7: Erhéhung der Temperaturstabilitat der modifizierten CPO

100 mM Natriumphosphat-Puffer, Inkubation = 60 min,wie angegeben, Aktivitatstest mit AAP-
Methode (vgl. 8.3.1.2)

Der Einfluss der Quervernetzung auf die Temperthiigét der CPO ist in Abbildung

4.3.7 gezeigt. Die Inkubationszeit von 60 Minutemtsericht keiner ausfihrlichen
Untersuchung der Lagerstabilitdt (vgl. Abschnit2.4) der modifizierten CPO, zeigt
jedoch schon deutlich den Einfluss der Modifikaéonauf das Enzym auf. Fir die
native CPO findet man nach Inkubation bei 80°C &0 min noch 80 % der

Ausgangsaktivitat. Uber einen breiten Bereich vdh -3 80°C jedoch findet man
durchweg hohere Restaktivitaten fur 9A-CPO und -GIBO als fur die native CPO.
Die reduktiv alkylierte CPO zeigt zunadchst bis 50f€ gleiche Restaktivitat wie die
unmodifizierte, zwischen 60 und 80°C scheint abecha diese Modifizierung

stabilisierend zu wirken. Dies ist insofern unenegfrals die Funktionalisierung mit
Anthraldehyd nicht zu einer Fixierung der Quartadur fihrt. Insgesamt zeigt sich,
dass die Quervernetzung die thermische Desaktiviedeutlich verzégern kann. Auch
die reduktive Alkylierung fuhrt zu einer Stabilisieg der CPO.
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Abbildung 4.3.8: Veranderung der Cosolvens-Stabildt durch Modifikation

100 mM Natriumphosphat-Puffer, Inkubation = 4 hz125 °C, Aktivitatstest mit AAP-Methode (vgl.
8.3.1.2)

Deutlicher fallt der Stabilisierungseffekt der cheohen Modifikation bei der Stabilitat
gegenuber dem Cosolvetest-Butanol aus. Wird das unmodifizierte Enzym mit 66-
vol% des Cosolvens fur 4 Stunden inkubiert, fingkein eine fast lineare Abnahme der
verbleibenden Peroxidaseaktivitdt (Abbildung 4.3.8Die Restaktivitaten der
modifizierten Enzyme liegen durchweg tber der datsvan. Die héchste Restaktivitat
wird hierbei fur Glut-CPO gefunden. Selbst bei Vendung von 60 vol%ert-Butanol
findet man nach Inkubation noch 90 % der Aktivitdieder. Zwar fuhrt die 9A-
Modifikation wie gezeigt (vgl. Abbildung 4.3.6) ainer erhéhten Hydrophobizitat, die
Stabilitat gegeniber dem Cosolvens ist jedoch gerirals bei den quervernetzten
Modifikationen.

Da bereits in Kapitel 3 auf die Notwendigkeit degrkingerung des Cosolvensanteils im
Elektrolyt hingewiesen wurde, steht fiir die reahksi@chnische Anwendung der
modifizierten Enzyme sicherlich die Reaktionssi#itilim Vordergrund. Die Erh6hung
der Hydrophobizitat wird fir das elektroenzymatis&ferfahren nicht bendétigt, sondern
tritt als Nebeneffekt der chemischen Modifikationf.alnwieweit die chemische
Modifikation zu einer Verbesserung der Enzymausmgzn Verfahren beitragen kann,
wird in Kapitel 5 untersucht.
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4.4 Zusammenfassung

Der biokatalytische Schritt wurde im Hinblick aufied Kombination mit einer
elektrochemischen Anwendung charakterisiert.

» Die Lagerstabilitat ist in allen Puffermedien (Aattind Citrat, mit und ohne
Sulfatzusatz) vergleichbar.

= 30 vol%tert-Butanol fihrt zur raschen Desaktivierung des Erzpei 30 °C
(Kges= 0,0265 mift).

» Ein neues Assay-System flur die Peroxidaseaktivitatd Thioanisol-Basis
wurde etabliert.

= Die Enzymaktivitat in Acetatpuffern ist niedrigds @ den anderen
Puffersystemen.

= Fur die Peroxidase- und Halogenase-Aktivitat wurdemi-Substratkinetiken
ermittelt, HO, als im Uberschuss inhibierendes Substrat ideigrfiz

Peroxidase-Kinetik:

Vinaxo/ U MG" Koz / MM Kioop / MM Ky thicanisol,o/ MM

5655+ 1167 0,5% 0,17 0,780,25 1,3#0,23

kkorr,vmax

-0,291+ 0,017

Halogenase-Kinetik:

Vinaxo/ U MG" Koz / MM Kioo2 / MM Ky chiorid/ MM Ki chiorid / MM

17.345+ 267 0,55 0,78 3,360,15 186,6- 7,0

kkorr,vmax

-0,0608+ 0,0042

= Die apparenten und tatsachlichen kinetischen Katetavurden fir beide
Reaktionstypen ermittelt.

= Fur die Halogenase-Aktivitat konnte gezeigt werdkass das Chlorid-lon sicher
ein Substrat der enzymatischen Reaktion ist, MCbrsg&heinlich nicht.
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= Drei chemisch modifizierte Enyzmpraparationen (ZRO, Glut-CPO, EDAC-
CPO) wurden unter optimierten Reaktionsbedingurggestellt und
charakterisiert.

Somit konnte gezeigt werden, dass der elektroctetriglickwinkel neue Fragen in
der Biokatalyse aufwirft. Die genaue Aufklarung desflusses vortert-Butanol auf
die Enzymaktivitat und Stabilitat ware ohne dagfébigkeitsproblem (vgl. Abbildung
3.2.3) nicht erfolgt.
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5 Elektroenzymatische Reaktionstechnik

5.1 Einleitung

"Die Aufgabe der Reaktionstechnik ist es, eine

Reaktion sicher und wirtschaftlich vom Lab

uber den Technikumsmafistab bis in den” 7 N
Produktionsmal3stab zu lbertragen. Dabei kann A i

es sich um chemische oder biologische
Reaktionen handeln. Auf der Grundlage von

Thermodynamik, Kinetik und Reaktordesign B @
sollen die Rohstoffe mit hohem Umsatz und \
hoher Selektivitat in die Zielprodukte Uberfihrt

werden. Dabei sollen gleichzeitig hohe Raum- C
Zeit-Ausbeuten und geringe ~— — - — = 7

produktmengenspezifische  Katalysatorkosten 4E>

realisiert werden.[Wandrey 2003]

Batch: t, IP]
te
X t
Stromungsrohr: [P] Xo
>— &
dx X,
X t
— P — [P]
CSTR: : L
: X ’ : t

Abbildung 5.1.1: Charakteristika chemischer Reaktoen.

In diesem Kapitel sollen die in Kapitel 3 gewonnenErkenntnisse Uber den
elektrochemischen Schritt und die in Kapitel 4 gemenen Erkenntnisse Uber den
Biokatalysator zusammengefiihrt und fir einen edfilgn Produktionsprozess in einem
elektroenzymatischen Reaktor genutzt werden. Ficdiaktorabhdngigen Enzyme gibt
es schon einige Beispiele fur eine Reaktorentwiail[Bergel, et al. 1985; Bergel,

Comtat 1986; Bergel, DevauxBasseguy 1996; Delecetilal. 1998; Delecouls-Servat,
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et al. 2002b; Degenring, et al. 2004; Hollmann, @ah 2004] fiur die Cosubstrat-
Generierung, wie sie im Rahmen dieser Arbeit untdrs wird, ist dies noch nicht
geschehen.

5.1.1 Grundtypen chemischer Reaktoren

Fur eine chemische oder biokatalytische Reakti@hest verschiedene Typen von
Reaktoren zur Verfugung (Abbildung 5.1[Lgvenspiel 1999]Im Satzreaktor (Batch)
nimmt die Substratkonzentration nach dem Geschgkailisgesetz der Reaktion mit
der Zeit ab und die Produktkonzentration entspnedhzu, wahrend in einem ideal
vermischten Reaktor die Konzentration zu einemitmesten Zeitpunkt an jedem Ort
identisch ist. Als Variante des Satzreaktors kaenFed-Batch betrachtet werden, bei
dem ein Reaktand kontinuierlich zugefuhrt wird. $dst die Reaktion immer in einem
Reaktanden limitiert und die Produktbildung mit deteit enspricht der
Zugabegeschwindigkeit des Edukts. Alle elektroeretysohen Synthesen in dieser
Arbeit sind also reaktionstechnisch gesehen FedkrBReaktionen bezlglich des
Substrates bD,. Der Einfachheit halber werden sie im Folgendetzttem als Batch-
Reaktionen bezeichnet und nur wenn auch das egemntbubstrat Thioanisol zudosiert
wird von einem Fed-Batch gesprochen.

Prinzipiell unterschieden von den Satzreaktorerd gire Strémungsrohr-Reaktoren
(Plug Flow). Hier sind die Orts- und Zeitcharaldéka gegeniber dem Satzreaktor
vertauscht. Andert sich die Konzentration tiberldiage des Reaktors, so bleibt sie an
einer bestimmten Stelle zeitlich konstant. Zur Vemaung eines Stromungsrohrreaktors
werden in der Regel immobilisierte Katalysatorengesetzt. Da im Rahmen dieser
Arbeit nur homogen-losliche CPO verwendet wird, koem flir die
elektroenzymatische Synthese Stromungsrohr-Reaktmeeiiglich des Biokatalysators
nicht in Frage.

Die vierte Variante sind die kontinuierlich betréglen Rihrkesselreaktoren (CSTR), in
der Biotechnologie z.B. realisiert durch die Enziktambran-Reaktoren (EMR)

[Wandrey, et al. 1977; Wandrey 199®ierbei wird der Katalysator im Reaktionsraum
zurtckgehalten, wahrend das Substrat kontinuierlmigefihrt und mit dem

Volumenstrom Produkt aus dem Reaktor entfernt wi@bBTR's arbeiten unter
Auslaufbedingungen, d.h. an jedem Ort und zu jedeitpunkt findet man im Reaktor
dieselben Konzentrationen der Reaktanden wie imlatfisvor. Kontinuierliche

Reaktoren werden unter anderem eingesetzt, um di&lysatorausnutzung zu
verbessern.
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5.1.2 Limitierung durch Wasserstoffperoxid

In Peroxidase-katalysierten Biotransformationen  dwir haufig die
Reaktionsgeschwindigkeit Uber eine Limitierung &aktion an Wasserstoffperoxid
reguliert[Colonna, et al. 1999; Conesa, et al. 200Pjie Notwendigkeit ergibt sich aus
der raschen Desaktivierung der Enzyme durch dasdabgnsmittel. Diese
Grunddesaktivierung der Peroxidasen in Gegenwart \Wasserstoffperoxid aber
Abwesenheit von Substrat ist sehr viel hoher adstdermische Desaktivierung (vgl.
Abschnitt 4.2.1). Fur die verwendete CPO liegt eieBesaktivierung in der
GroRenordnung von 3-8 % miitin Phosphatpuffer (Tabelle 5.1.1).

Tabelle 5.1.1 Desaktivierung von CPO in Gegenwarton H,O, [Seelbach 1997]

C(H,0,) / pM Kpes/ min*
50 0,03
1000 0,074

Diese Grunddesaktivierung von Peroxidasen kann Ubgei Wege verlaufen

(Abbildung 5.1.2). Zum einen kann das native EnaynGrundzustand direkt durch die
Einwirkung von Wasserstoffperoxid zerstort werdébllildung 5.1.2, linke Seite).

Ebenso kann das aktivierte Enzym (Compound 1) duosidativen Abbau des

Porphyrinsystempran Deurzen, et al. 1997derstort werden (Abbildung 5.1.2, rechte
Seite). Die Mechanismen sind nicht vollstandig geklin jedem Fall verlauft die

Desaktivierung jedoch irreversibel.

H,O, H,O (@] O
N W AV_‘.+
l
S\Cys '/ o S S
0, + H,0 H,0, \Cys Compound | \Cys-
natives Enzym \ /
HZOZ
inaktives Enzym inaktives Enzym

Abbildung 5.1.2 : Desaktivierungsmechanismus von Hé-Peroxidasen.

Reaktionstechnisch kann diese Desaktivierung duiehLimitierung mit mehreren
Systemen umgangen werden. So wird das Oxidatiot®mih der Regel per
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Dosierpumpe in aliquoten Anteilen oder sensorkdintro zudosiert[van Deurzen, et
al. 1997b] oder in situ generiert, z.B. durch Oxidation von Glucose mitucaise
Oxidase[van de Velde, et al. 2000pder in Gegenwart von Sauerstoff und einem
chemischen Reduktionsmittplan de Velde, et al. 1999Wahrend die erste Methode
stets das Reaktionsvolumen erhodht, erzeugen diehetbeiden stochiometrische
Mengen von Nebenprodukten. Die elektrochemisahe situ Produktion von
Wasserstoffperoxid verlauft dagegen ohne Volumamé&erung und quasi
nebenproduktfréf.

5.1.3 Reaktionstechnische Kenngrol3en

Fur die Prozessentwicklung sind eine Reihe von igeifben interessant und konnen als
Ziele fur den Prozess relevant sein. Dies ist séhisch in Abbildung 5.1.3 dargestellt.

Reaktor-Charakteristika

“1|[ « Massenbilanz
* Energiebilanz

\,

Prozessentwicklungs-Ziele <

Katalysator-Charakteristika

* Selektivitat vy« Aktivitat Prozess
° Au;beu_te LN g‘" © & . Stabilitat » Batch/Fed-Batch
* Reinheit |_—\) AT N , « kontinuierlich
« Katalysatorverbrauch " - thermische ontinuierlic

; - mechanische * Aufarbeitung
» Raum-Zeit-Ausbeute - chemische
* Okologische Aspekte

« Immobilisierung a

Reaktions-Charakteristika

v

AT:B +C:E|jffer, Cosolvens
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Abbildung 5.1.3: Ziele einer Prozessentwicklung flieine Biotransformation.

Die Selektivitat (Stromausbeute) der elektrochehescReaktion wurde hinsichtlich
Puffer, Cosolvens und Reaktormaterial optimiertl.(\Wapitel 3). Der Biokatalysator

wurde auf seine Aktivitdt und Stabilitat in den enschiedlichen Puffern und bei
unterschiedlichen Cosolvens-Anteilen untersucht (kgpitel 4). Ebenso kann aber die
Massenbilanz des Reaktors und die gewahlten Korat@rtien einen Einfluss auf die
Produktivitat haben. Daher wird im Folgenden ausgehvon den ersten Batch-
Versuchen ein optimaler Reaktor identifziert werd8ohliel3lich haben die gewahlten
Prozessparameter Einfluss auf die Produktaufangitu

4 Das Nebenprodukt ist im Kathodenraum Wasser undmwodenraum Sauerstoff. Beide sind fiir den
Prozess nicht kritisch.
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Als Kenngrdl3en im Rahmen dieser Untersuchungeersaolur zwei im Fokus stehen.
Nach wie vor sind in vielen Féllen die Kosten féndBiokatalysator hoch im Vergleich
zu chemischen Katalysatoren. Insbesondere wegenndbilitat der CPO soll also
Augenmerk auf den Katalysatorverbrauch gelegt werdBeser bezieht sich auf die
gebildete Stoffmenge Produkt pro verbrauchter 8inénge Katalysator und wird
ausgedriickt als maximale Zykluszahl {fryemaR Formel 5.1.1.

ttn = N, _ tof Formel 5.1.1
Katalysator Des
mit tof = turnover frequency (Wechselzahl) / fhin

Kpes= Desaktivierungskonstante / rifin

Die hochstdtn, die mit homogen-l6slicher CPO erzielt wurde, &gtr145.000 (Sensor-
kontrolliertes Dosierverfahreyeelbach, et al. 1997Fur immobilisierte CPO, bei der
H.O, durch coimmobilisierte Glucose-Oxidase produzietrde, wird einettn von
250.000 berichtdivan de Velde, et al. 2000]

Als weiteres Kriterium wird die Produktivitat deeMahrens gewahlt, da die bisherigen
elektroenzymatischen Synthesen gerade hier nochim@pangspotential haben.
Produktivitat wird hier angegeben als Raum-Zeit Paige (RZA, Formel 5.1.2),
tiblicherweise in der Einheit g'Ld™* angegeben.

RZA = M, o Formel 5.1.2

Reaktion Reaktion

In den bisher betriebenen elektroenzymatischen t@esk lag die Produktivitat in der
GroRenordnung von 5 g'id™® [Brielbeck, et al. 1994] Fiir die elektroenzymatische
Sulfoxidation wurde eine Produktivitat von 2 ¢ H* erreicht[Liitz 2000} Fir eine
erfolgreiche technische Umsetzung eines neuen Merfia in der chemischen Industrie
wird eine Untergrenze von ca. 20 ¢ ' angesehen, ab der Firmen eigene Forschung
und Entwicklung beginnefiHauer 2002] Die Produktivitat ist in elektroenzymatischen
Synthesen bisher nicht in dem angegebenen Bereich.

3ttn, engl. total turnover number
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5.2 Versuche mit der rotierenden Ring-Scheiben-Elek trode
(RRDE)16,17

In einem ersten Versuch der Kombination des elekemischen mit dem
biokatalytischen Schritt wurden Experimente mit 8&RDE durchgefiihrt. Eine kurze
Einfuhrung zur RRDE findet sich in Abschnitt 9.2eRotation der Elektrode fiihrt zu
einem hohen konvektiven Transport von Elektrolyt HElektrodenoberflache, daher
kann eine Limitierung des Systems durch Diffusiaitgehend ausgeschlossen werden.
Zusatzlich ist die RRDE eine gute Methode um ksddte Untersuchungen einer
homogenen chemischen Reaktion durchzufiihren, des @ler entstehenden Produkte
oder unverbrauchten Substrate an der Ring-Elektdedektiert und tGber die Variation
der Rotationsgeschwindigkeit die Restkonzentratitaufgeldst ermittelt werden kann
[Albery, Hitchman 1971]Das untersuchte Reaktionssystem zeigt AbbilduBd.5

e )
O, H,O— H,0, O

O, H,0

cpag o
S\
e X

Abbildung 5.2.1: Das an der RRDE untersuchte Reakbnssystem.

'® RRDE fiir engl. rotating ring-disc electrode

" Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse dear im Rahmen eines vom Evangelischen
Studienwerk Villigst e.V. geforderten Aufenthalties Arbeitskreis von Dr. Denuault in Southampton
(UK) erzielt.
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Eine sauerstoffgesattigte Losung mit CPO und Thszhrwird durch Rotation an die
Scheibenelektrode (Arbeitselektrode 1) transpdrtiéier wird der Sauerstoff zu J9,
reduziert und kann nun mit der CPO reagieren. Dertmeagierte Restanteil wird an
der Ringelektrode (Arbeitselektrode 2) detektiemjem HO, wieder zu Q oxidiert
wird (zum detaillierten experimentellen Aufbau valich Abschnitt 9.2).

Die RRDE stellt eine Methode dar, um die Kinetiknezi folgenden homogen-
chemischen Reaktion zu untersuchen. Fir die kotetis\nalyse wird das Verhaltnis
von Ring- zu Scheibenstrom analysiert, das sogdaatlbertragunsverhaltnis oN
(Formel 5.2.1), analysiert.

N, =— Formel 5.2.1
ID
™ Strom an der Ringelektrode / A
iD Strom an der Scheibenelektrode / A

Das theoretische Ubertragungsverhaltnis ergibt aichdem Verhaltnis der Radien der
verwendeten Elektrod@Albery, Hitchman 1971Jund betragt 0,226. Wenn sich die
Elektrode also nicht dreht, findet man am Ring nmati ca. 23% des gebildeten
Wasserstoffperoxids wieder, der Rest geht durcHuBidn in die Lésung fur die
Messung verloren.

Der Teil an Wasserstoffperoxid, der die Elektrodeeieht ist abhéngig von der
Rotationsgeschwindigkeit und der ablaufenden Reaktolgt die ablaufende Reaktion
einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung, ziEgti vs. b-Diagramm Geraden,

deren Steigung mit steigender Rotationsgeschwimiigkunimmt, um sich dem
theoretischen NWert anzunahern (Abbildung 5.2.2). Aus den Stejgumkann die

Geschwindigkeitskonstante der Reaktion bestimmtamer
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Ip

Abbildung 5.2.2 : Kinetikbestimmung einer Reaktionerster Ordnung mit RRDE.

Durch die erhthte Rotationsgeschwindigkeit verrmhgeich die Zeit, in der ein
Volumenelement der Loésung von der Scheibe zum Rargportiert wird. Dadurch hat
die homogen-chemische Reaktion weniger Zeit daddgté Reagens zu verbrauchen,
ein hoherer Ringstrom resultiert.

Verlauft die Folgereaktion nach einem Geschwindigkesetz zweiter Ordnung, steigt
der Ringstrom bei einer bestimmten Rotationsgesutiigkeit erst an, wenn an der
Scheibe mehr Reagens produziert, als durch die eFedggtion verbraucht wird
(Abbildung 5.2.3). Dieser Punkt verschiebt sich mit héheren
Rotationsgeschwindigkeiten zu héheren Ringstromen.

92



Elektroenzymatische Reaktionstechnik

Ipk Ip

Abbildung 5.2.3 : Kinetikbestimmung einer Reaktionzweiter Ordnung mit RRDE.

irk kinetischer Ringstrom
ipk kinetischer Scheibenstrom

Legt man an die Verlaufe Tangenten mit der SteigiMig an, kann aus den
Schnittpunkten der kinetische Scheibenstrgprund aus der Messung der dazugehdorige
kinetische Ringstrom gk ermittelt werden. Aus diesen Wertepaaren kann die
Geschwindigkeitskonstante ermittelt werden.

Einzelheiten zur Auswertung finden sich in Absch@i2 und befAlbery, Hitchman
1971]. Beide Methoden zur Kinetikmessung basieren aufAleswertung derg/ip-
Diagramme. Ein solches Diagramm fur das Thioan®@®-System zeigt Abbildung
5.2.4.
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Abbildung 5.2.4: Scheibenstrom ()) und Ringstrom (Ig) bei unterschiedlichen
Rotationsgeschwindigkeiten.

Die Geraden entsprechen einem linearen Fit demDatd sind nur als optische Hilfe eingezeichnet.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfa, Mol% t-BuOH, 1 U(MCD) mL* CPO, 20 mM
Thioanisol, = 0 bis -1500 mV vs. MMS, &= +600 mV vs. MMS, Scheibe glasartiger Kohlenstoff,
Ring Gold

Die aufgezeichneten Scheiben- und Ringstrome zesgemngewdhnliches Verhalten
und stimmen mit den beiden oben beschriebenennFhilleeine Reaktion erster oder
zweiter Ordnung nicht Gberein. Darlber hinaus sliedabsoluten Stréme sehr gering
und am Ring wird immer ein Hintergrundstrom gemesdeies liegt entweder an

Oberflachenreaktionen der Goldelektrode mit demdgieh Sauerstoff oder dem
Thioanisol, da Goldoberflachen eine hohe Affiniziat Schwefelverbindungen haben
[Ruan, et al. 1998]

Interessanter ist das Ubertragungsverhaltnissihkt in der dargestellten Messung mit
steigender Rotationsgeschwindigkeit (Tabelle 5.2Hierfur gibt es bislang in der
Literatur keine theoretische Erklarung.
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Tabelle 5.2.1 Ubertragungsverhaltnisse bei untersiddlichen Rotationsgeschwindigkeiten.

Rotationsgeschwindigkeit / rpom  oN

0 0,226
400 0,032
600 0,028
900 0,021
1000 0,017

Eine Reaktion erster oder zweiter Ordnung lieghiniwr, dies kann aus dem Verlauf
der Strome schon ausgeschlossen werden. Eine médhklarung fur die Messwerte
kann die Annahme einer Reaktion nullter Ordnung.sei

Hierbei kann das sinkende Ubertragungsverhaltnisnddie "konvektive Verdinnung"
erklart werden. Arbeitet der Katalysator in Sattigubei maximaler Geschwindigkeit,
so steigt bei steigender Rotationsgeschwindigkailiglich der Volumenstrom und
somit wird der detektierbare ,B,-Anteil weniger. Diese Erklarung kann nicht
mathematisch belegt werden, ist aber qualitativtiggBartlett, Denuault 2002]

Zudem wird die Annahme einer gesattigten Katalysatdurch die unabhangig
bestimmte Enzymkinetik unterstitzt (vgl. Abschdit®.2). Die RRDE-Messung wurde
mit 20 mM Thioanisol durchgefiihrt, dass im verweedePuffermedium bis 5 mM
gelost ist. Der Ig-Wert fur Thioanisol liegt bei 1,37 mM, die gelostdioanisol-
Konzentration also bei ca. 3,7yKdies entspricht ca. 80%x. In diesem Bereich hat
die Thioanisol-Konzentration kaum noch Einflul} dig Aktivitat. Zudem andert sich
die Thioanisol-Konzentration durch die Messung geringfligig. Die Scheibenstrome
sind im Bereich bis 0,2 mA und die Messung dauartwenige Minuten, so dass die
produzierte Menge Wasserstoffperoxid in der Gréfgmang von 1pumol liegt.

Der Ky-Wert bezuglich Wasserstoffperoxid liegt mit 0,59Mndeutlich tber der
gebildeten Produktmenge, doch kann auch bezigleh zveiten Substrates von
Sattigung ausgegangen werden. An der Scheibe tlekah hohe Konzentrationen an
Wasserstoffperoxid atff da das Volumen das hier betrachtet wird sehmgeist.
Nimmt man eine Produktion in der Gro3enordnung ¥amol an, entsprache das einer
Konzentration an Wasserstoffperoxid von 20 M. lasdr Region mussten sich langst
Desaktivierung und Inhibierung bemerkbar machere faisachliche Produktionsrate
und Lokalkonzentration liegt wohl etwas niedrigabher vermutlich noch Uber K
Somit ist das Enzym an beiden Substarten gesatngt arbeitet mit maximaler

'8 Das Volumen der Diffusionschicht tiber der Schéieeagt nur ca. 0,05 pL.
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Geschwindigkeit. Durch eine Erh6hung der Rotatioirdwnur der konvektive
Volumenstrom erhéht und die betrachtete Reakticusig "verdinnt”.

FiUr eine solche Reaktion nullter Ordnung liefer¢ diteratur noch keine geldsten
Gleichungen, daher  konnen  die Messwerte  nicht  biehiig der
Geschwindigkeitskonstanten der biokatalytischemy&m@aktion ausgewertet werden. Es
wird jedoch deutlich, dass das enzymatische Syssafibbst bei der optimalen
Versorgung der Elektrode mit "frischer" Elektrogling nicht limitierend ist.
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5.3 Reaktoren und Begasung

Im Rahmen der Arbeit wurden zwei Arten von Bioreaskh verwendet. Es wurde eine
thermostatisierbare Elektrolysezelle mit Doppelylasd und eine dreidimensionale
Elektrolysezelle entwickelt. Beide Zellen sind gigteZellen, der Anolyt und Katholyt
sind durch eine Membran getrennt (Abbildung 5.3.1).

Arbeitselektrode: Gegene'ektrode: Arbeitselektrode: Gegenelektrode:
Kathode Anode Kathode Anode
| Katholyt ) Membran

Abbildung 5.3.1: Ungeteilte und Geteilte elektrochmische Zelle.

Die enzymatische Reaktion lauft nur in der Kathetiatbzelle ab, hier sind Enzym,
Substrat und Produkt gelost. Damit sind Nebenreakh der Komponenten an der
Anode ausgeschlossen.

5.3.1 2D-Zelle

Der Batch-Reaktor (Abbildung 5.3.2) besteht ausminloppelwandigen Glasgefald und
einer Elektrodenhalterung aus Edelstahl.

Teflon-Schlauch zur Begasung a:g‘g::;zs; Ol(d%r;lefllz
\ Platin-Draht in Dialyse-Schlauch
(Gegenelektrode)

= | Referenzelektrode

Thermostat-Auslass—

— Thermostat-Einlass

Magnetrithrer

Abbildung 5.3.2: Schemazeichnung und Foto des 2D-Blgors.

Die doppelte Glaswand ermoglicht eine gute Theratsserung. Die Kohlefilz-
Elektrode wird auf dem Edelstahl-Gestell fixiertduist daher gleichmaldig kontaktiert.
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Da der Kohlefilz in erster Naherung als flach amefges wird und nur die oberste
Schicht elektrochemisch aktiv ist, wird die Elekteoals 2-dimensional betrachtet und
die Zelle als 2D-Reaktor bezeichnet. Kohlefilz-Eielen werden auch in 3-
dimensionalen-Elektroden eingesetzt, die Bestimmdeg tatsachlichen Elektroden-
Volumens und der aktiven Elektroden-Oberflachgadbch sehr aufwandifKato, et
al. 2000].

Elektrochemisch ist die Zelle nicht optimal, da acurdie Elektrodenanordnung der
Abstand zwischen Arbeits- und Gegenelektrode, wrdidder Widerstand, sehr grof3
ist. Es muss eine hohe Zellspannung zwischen 3B5V- angelegt werden, um das
gewunschte Potential von -500 bis -600 mV vs. A@lAgu erreichen. Die
Sauerstoffzufihrung erfolgt durch einen Teflon-&aleh, durch den reiner Sauerstoff
direkt in die LOosung eingetragen wird. Hierbei éie Durchmischung sicher nicht
optimal, und die Blasenbildung evtl. schadlichdéas Enzym.

5.3.2 3D-Zelle®®

Eine effizientere elektrochemische Zelle zur Saoéreduktion besteht aus einer 3-
dimensionalen Elektrodp/uorilehto, et al. 1995; Tamminen, et al. 1996;nTrainen,
Vuorilehto 1997; Vuorilehto, Tamminen 1997h der 3D-Zelle ist ein Festbett von
Graphitpartikeln  gepackt, welches vom Elektrolytemurchstromt  wird.
Reaktionstechnisch betrachtet liegt ein Stromurgsbeziglich der elektrochemischen
Reaktion vor. In die Elektrode ragen Silberdrédie,als Stromableiter benutzt und von
aul3en kontaktiert werden (Abbildung 5.3.3).

% Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisseden im Rahmen eines gemeinsamen BASF-
Projektes mit Herrn Dr. K. Vuorilehto erzielt.
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Abbildung 5.3.3: Foto der 3D-Zelle.

Die elektrochemische Zelle im technischen DetailnsAbbildung 5.3.4 gezeigt.
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Abbildung 5.3.4: Technische Zeichnuntf der 3D-Zelle (Anodenteil links, Kathodenteil rechs).
Mafeinheiten in mm

20 angefertigt von Frau K. Braeker
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Die elektrochemische Zelle wird in einen Kreislaoh ca. 100 mL Reaktionsvolumen
verwendet, in dem noch ein Ruhrkessel zur ProbeaahBubstratdosierung und
Sauerstoffversorgung integriert (Abbildung 5.3B)rch diese Anordnung wird je nach
Reaktionsfihrung ein Batch oder Fed-Batch ermoglibie 3-dimensionale Elektrode
ist wesentlich effizienter als der Kohlefilz, weallurch die Elektrodenanordnung der
Abstand zwischen Kathode und Anode minimal istp al®niger Spannung durch den
Widerstand verloren geht. Trotzdem ergeben sichdeeEinstellung der Zellspannung
Schwierigkeiten.

Netzteil

+ 0,
3-Dimensionale

T
|
|
|
|
|
elektrochemische Zelle!

Begasung

Abbildung 5.3.5: Kreislaufreaktor.

Da in der Zelle keine Referenzelektrode vorgesestemwird nur eine Zwei-Elektroden-
Anordnung realisiert. Arbeits- und Gegenelektroderdegn an einem Netzgerat
angeschlossen und die elektrochemische Reaktiarh dlie angelegte Spannungaht
Potential) gesteuert.

Ein allgemeines Problem 3-dimensionaler Elektrodsh die nicht gleichmalige
Potentialverteilung, die aus dem IR-Verlust resultiDer ionische Strom (I) der durch
den Elektrolyt (mit dem Widerstand R) flie3t, vesacht einen Potentialabfall im
Elektrolyten und der elektrische Strom, der durdms dElektrodenmaterial flief3t,
verursacht einen Potentialabfall in der ElektroBarch diese Potentialabféalle variiert
die Potentialdifferenz zwischen der Elektrode ureindElektrolyten entlang des
Elektrodenbettep/uorilehto 1997]

Durch den Stromungsrohr-Charakter der Zelle veratimt_Losung beim Pumpen durch
die Zelle Gber das Bett an Sauerstoff. Am Eingagigztlle fliel3t daher viel Strom und
der Potentialabfall ist gréRer, am Ende des Befle®t wenig Strom und der

Potentialabfall ist geringer. Diese Differenzen kén bis zu einigen 100 mV betragen.
Reaktionstechnisch ist die Konsequenz eine mddlizhise Umpumprate. Die Zelle ist
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jedoch nur konstruiert fir Volumenstrome in der @&Hordnung vongv= 100 -150 mL
mint. Daher ist es umso wichtiger, dass alle anderenmptmenten im
Reaktionsgemisch elektrochemisch inaktiv sind (k&dpi3), da durch die breite
Potentialverteilung elektrochemische Nebenreakhon&ht ausgeschlossen werden
kénnen. Zudem ist es wichtig, die Spannung nichthomeh zu wéhlen, um die
kathodische Wasserstoffentwicklung zu vermeiden.

Die Begasung im Kreislaufreaktor kann durch zweisgkiedene Begasungsmodule
erfolgen (Abbildung 5.3.6). Der Kopfraum eines Rdgssels wird mit reinem

Sauerstoff beaufschlagt. Die Reaktionslosung wimdcld einen Schlauch gepumpt,
dessen Ende verschlossen, aber zuséatzlich mit nvieledelstichgro3en Léchern
versehen ist. Durch diese Locher wird die Reaktimusg verspriht und so mit der
Gasphase vermischt. Zuséatzlich wird die Losung lggérium einen guten Austausch
zwischen Gas- und Flussigphase zu erreichen.

Sauerstoff

|

Sauerstoff

Abbildung 5.3.6: Begasung der Reaktionslésung im HKaislaufreaktor im Kopfraum (links)?* und
durch eine Glasfritte (rechts).

Als Alternative kann die Losung auch direkt durcheeim Boden eines Ruhrkessels
eingelassene Glasfritte mit Sauerstoff begast wer@er Gasgegendruck verhindert
dabei, dass Reaktionslosung durch die Fritte Di. Reaktionslésung wird von vielen
kleinen Gasblasen durchstromt, und so mit Sauérgesfittigt. Die Begasung kénnte in
beiden Fallen zur Enzymdesaktivierung an der Plyreanflache fihren.

2l Diese Begasung wurde von Herrn Dr. K. Vuorilehtotweckelt und als "Sauerstoff-Dusche"
bezeichnet.
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Fur eine Maldstabsvergrof3erung stehen technischchiedene Alternativen zur

Sauerstoffbegasung zur Verfligung. Neben einemgiljas — Membrankontaktor mit
definierter Phasengrenzflache kbnnen auch Gasdliffsslektroden verwendet werden,
die einem Kreuzstron von Sauerstoff in der eleltemsischen Zelle realisieren.
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5.4 Batch-Umsetzungen

Mit dem unmodifizierten Enzym und den drei mod#gizen Varianten (vgl. 4.3) wird in
den beiden beschriebenen elektrochemischen Zeh&raucht, welchen Einfluss die
Puffermedien auf die Umsetzung haben.

5.4.1 Batch-Umsetzungen in der 2D-Zelle

5.4.1.1 Batch-Elektrolyse mit Citrat-Puffer und 30 vol% tert-Butanol

Da Phosphatpuffer bereits fur alle elektrochemiactiersuche ausgeschlossen wurde,
wird zunachst eine elektroenzymatische Synthese&Citratpuffer mit hohemtert-
Butanol Anteil durchgefiihrt (Abbildung 5.4.1). DezsVersuch dient als erster Test der
2D-Zelle, und zeigt, dass hier bereits eine RZA 86 g L'* d* zu erreichen ist.

25 ' I ' I ' I ' I — 1,25

1,00

N
o
Ao

[N
(&2
Q

0,75

O
-

0,50

| |
°
rel. Aktivitat (TA) / -
rel. Aktivitat (MCD) / -

Konzentration Thioanisol / mM
Konzentration Sulfoxid / mM
5
O
L e m

®o25

(&)

m]

©)
[ ]

0 : : : : : : : —— 10,00
0 30 60 90 120

Zeit/ min

Abbildung 5.4.1: Batch in Citrat-Puffer im 2D-Reaktor.

V = 300 mL, 100 mM Natriumcitrat (pH 5), 30 vol%BuOH, 74 cr Kohlefilz, E = -500mV vs.
Ag|AgCl, CPO 15 U(MCD) mL, T = 20°C, 20 mM Thioanisol, | ~ 180 mA, RZA 30Lg' d*, ee =
98,6 %, ttn = 95.000, Stromausbeute = 60 %, Linignals optische Hilfe

In einer einfachen geruhrten Becherglaszelle wurdesi Entwicklung der
elektroenzymatischen Sulfoxidation nur Produktiétévon 2 g [ d* erreichfLiitz
2000]. Die deutlich erhéhte Produktivitat im 2D-Reaktesultiert aus der verbesserten
Elektrodenanordnung und der besseren Begasund.d3ieng wird stadndig mit reinem
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Sauerstoff durchstrémt und gerthrt, so dass arr jStidle der Elektrode Sauerstoff-
Sattigung herrschen sollte.

Bei Verwendung von Citratpuffer mit 30 vol%rt-Butanol-Anteil wird wegen der
geringen Leitfahigkeit (vgl. Abschnitt 3.2.2) eihehe Zellspannung bendtigt (5-8 V),
um das benétigte Potential an der Arbeitselektrettezustellen. Aul3erdem ist das
Zellpotential und die erzielbare Stromstarke wegensuboptimalen elektrochemischen
Eigenschaften der elektrochemischen Zelle nichtstamt. Es muss mehrfach am
Potentiostaten nachgeregelt werden.

Die Stromausbeute betragt 60%, was in etwa in défiéhordnung der Vorversuche
mit reinem Citrat-Puffer liegt (vgl. Abbildung 34.

Der Anstieg der Produktkonzentration verlauft lineada die Reaktion in

Wasserstoffperoxid limitiert ist, und die Produkdbingsrate der elektrochemischen
Generierungsrate entspricht. Wahrend der Elekteoliskt auch die Enzymaktivitat
linear und zwar sowohl bezuglich der Halogenasavitit (gemessen mit der MCD-
Methode), als auch beziglich der Peroxidase-Akiigemessen mit dem Thioanisol-
Assay). Die Desaktivierung ist irreversibel, auccm Ende der Elektrolyse wird die
Aktivitat nicht wieder hergestellt.

5.4.1.2 Batch-Elektrolyse mit Acetat-Puffer und 10 vol% tert-Butanol

Es wurde gezeigt, dass mit Acetatpuffer hoherensitsbeuten erzielt werden (vgl.
Abbildung 3.2.4) und dass das Cosolvens die Lagkait senkt (vgl. Abbildung 3.2.3)
Unter diesen Reaktionsbedingungen, die Vorteile dén elektrochemischen Schritt
bringen, ist es moglich im 2D-Reaktor bei geringetellspannung (~ 4 V) ein stabiles
Potential von -600 mV an der Arbeitselektrode zabk¢ren. Das Potential schwankt
weniger und der Stromfluss liegt relativ konstagit 200 mA.

Die Produktbildungsrate ist etwas hoher verglichait dem ersten Batch. Der
verringerte Cosolvens-Anteil fuhrt zur Bildung einEmulsion. Im Reaktor liegen
wahrend der ganzen Reaktion Tropfchen des Substrate Durch sensorische Prifung
kann auch in diesem Fall nach der Reaktion nochlideuSubstrat am Kohlefilz
nachgewiesen werden. Auch durch mehrmaliges Wascheh organischem
Losungsmittel verbleibt der charakteristische Gleruam Kohlefilz. Die
Substratkonzentration und deren Verlauf lasst sicht exakt bestimmen (Abbildung
5.4.2).

104



Elektroenzymatische Reaktionstechnik

25 . . . .

. . . — 125

N
o
&

- - 1,00

'_\
(6}
om
[}

--"':-—r'.'.'j_ s 0,75

10 . 0,50

Konzentration Thioanisol / mM
Konzentration Sulfoxid / mM
a

a
Cm
rel. Aktivitat (TA) / -
rel. Aktivitat (MCD) / -

. i 025 "
~ 08 S ﬁ -
Q. |+ 6 mmol Thioanisol

. ©
0 p—r . . . . . ' , ' 0,00
0 30 60 90 120 150

Zeit / min

°
..
O

Abbildung 5.4.2: Batch in Acetat-Puffer im 2D-Reakor.

V = 300 mL, 100mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM 88, 10 vol%t-BuOH, T = 20°C, 74 cf

Kohlefilz, E = -600mV vs. Ag|AgCl, | = ~200 mA, CPT6 U(MCD) mL*, 20mM Thioanisol Start,
20 mM Thioanisol nachdosiert (60 min.), RZA = 336L* d', ee = 98,7 %, ttn = 120.000,
Stromausbeute = 70%, Linien nur als optische Hilfe

Eigentlich sollte sich die Thioanisol-Konzentratitveim Grenzwert der Loslichkeit
stabilisieren, da es zugleich verbraucht und aus Eulsionstropfchen nachgel6st
wird. Um jedoch eine Enzymdesaktivierung durch asirgge Substratverfugbarkeit
auszuschliel3en, wurden nach 60 Minuten noch ei6mahol Substrat dosiert.

Die Stromausbeute liegt bei 70 %. Dies ist unemtanveil unter den verwendeten
Reaktionsbedingungen deutlich bessere elektroclebmisEigenschaften erreicht
werden sollten. Da keine Nebenprodukte auftreterd mehr Strom fur die Reduktion
von HO, zu Wasser verwendet. Dies kann an der Verwendongkohlefilz statt der
Graphitkugeln liegen (die Stromausbeute im reinarffe? war in der 3D-Zelle
gemessen worden), am Zusatz dest-Butanols oder der Veranderung der
Elektrodenoberflache durch das Substrat. Auch nawhrfachem Waschen mit
Reaktionsmedium und organischem Losungsmittel tasgd sensorisch noch deutlich
Substratreste im Filz feststellen.

Der Enzymverbrauchtfi = 120.000) ist geringer als im Batch mit Citrafpufda mehr
Produkt mit der gleichen Menge Enzym dargestelitdeu
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5.4.2 Batch-Umsetzungen mit modifizierter CPO

5.4.2.1 Reaktionen im 2D-Reaktor

Die in Abschnitt 4.3 vorgestellten chemischen Enmadifikationen werden zum Test
in einer elektroenzymatischen Synthese im 2D-Reaitmesetzt.
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Abbildung 5.4.3: Batch mit EDAC-CPO in 2D-Zelle.

100 mM Natriumacetat (pH5), 50 mM Natriumsulfat, d% t-BuOH, 20 mM Thioanisol-Emulsion, T
=20 °C, 74 criKohlefilz, E = -600 mV vs. Ag|AgCl, | ~ 100 mA, 813ng EDAC-CPO, RZA(max) =
10,6 g ! d*, ttn (geschatzt) = 44.000, Stromausbeute = 74e%, 88,5 %, Linien als optische Hilfen

Bei Verwendung der EDAC-CPO nimmt die Enzymaktivitgahrend der Elektrolyse

wie auch bei der nativen CPO linear mit der Zeit (Abbildung 5.4.3). Nach 3,5

Stunden wurde die Elektrolyse durch Abschalten Zkdtspannung unterbrochen, um
den durch eine defekte Klammer am Dialyseschlaeeh §elaufenenen Anodenraum
wieder mit Puffer aufzufillen. Danach setzt sicé Hiektrolyse (ab 5,5 h) mit gleicher
Produktions- und Desaktivierungsrate fort. Die Biosbeute liegt mit 74% erneut
unter dem theoretisch moglichen Wert fir das Poféstium.

Die chemisch modifizierte CPO hat ihre Enantiosiléiit behalten, da vorwiegend
(R)-Sulfoxid gebildet wird (ee > 98,5 %). Die Reakstabilitat kann nur geschatzt
werden, da nicht bekannt ist, ob durch die Quemtztmgsreaktion auch hdhere
Aggregate entstanden sind, durch die sich eventlasl Verhéltnis von katalytischen
Zentren zur Molmasse verschoben hat. Ausgehend den Bestimmung des
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Proteingehaltes der Enzyml6sung und der bekann@mbgse der CPO berechnet sich
diettn zu 44.000. Dies liegt deutlich unter dem Wertdi@ native CPO.
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Abbildung 5.4.4: Batch mit Glut-CPO in 2D-Zelle.

100 mM Natriumacetat (pH5), 50 mM Natriumsulfat, id% t-BuOH, 20 mM Thioanisol-Emulsion, T
=20 °C, 74 crhKohlefilz , E = -600 mV vs. Ag|AgCl, | ~ 80 mA (gbh ~ 30 mA), 0,34 mg Glut-CPO,
RZA(max) = 11,9 g [ d*, tin (geschatzt) = 49.000, Stromausbeute = 80%: 68,5 %, Linien als
optische Hilfen

Die Glut-CPO zeigt ebenso wie die EDAC-CPO eine skamte Desaktivierung
wahrend der Elektrolyse (Abbildung 5.4.4). Nacht@n8en Elektrolysendauer andert
sich ohne Anderung des Potential die Stromstarkedass die Produktionsrate an
Wasserstoffperoxid und damit die Sulfoxid-Bildungutich abnimmt. Der Grund
hierfir liegt in Problemen mit der Sauerstoffvegaorg. Mit der Produktbildungsrate
sinkt ebenso die Desaktivierungsrate.

Die Abschéatzung des Enzymverbrauchs ergibt &meon 49.000, die Selektivitat ist
wie auch bei der EDAC-CPO unverandert gegenubenataren CPO.

107



Elektroenzymatische Reaktionstechnik

20 ; ; ; ; ; 1,0
J o
18}
16 4 08
14 .
= {1 -
e 12 ! 06 ©
-~ : s
) 1 ¢ =
X 104 ¢ =
£ 7] b <
» 8 ' 04 @
[ ] 6 - a
4 Lo 0.2
2 . -’i'
{#" o
0 f——"+=2 0,0
0 2 4 6 8 10
Zeit/h

Abbildung 5.4.5: Batch mit 9A-CPO in 2D-Zelle.

100 mM Natriumacetat (pH5), 50 mM Natriumsulfat, idl% t-BuOH, 20 mM Thioanisol-Emulsion, T
=20 °C, 74 criKohlefilz, E = -600 mV vs. Ag|AgCl, | ~ 80 mA, 0,31g 9A-CPO, RZA = 9,0 gt d?,
ttn (geschatzt) = 15.000, Stromausbeute = 40%, €&%, Linien als optische Hilfen

Innerhalb der ersten 2 Stunden ist die 9-Anthraldehodifizierte CPO schon
vollstandig desaktiviert. Daher ergibt sich ettie von nur 15.000. Danach wird die
Elektrolyse abgebrochen. Schon wahrend der Realltnmet man neben denR)-
Sulfoxid auch in geringen Menge8){Sulfoxid und Sulfon. Dies spricht daftr, dass die
H.O,-Bildungsrate héher als die Rate der enzymatiscReaktion ist und damit
unselektive Nebenreaktionen ablaufen. Auch kann daszym durch die
Modifikationsreaktion an Selektivitat eingebissbéa Das Produkt nach 2 Stunden hat
nur einen ee von 77 %. Die Stromausbeute liegdti% deutlich niedriger als in den
beiden anderen Versuchen mit modifizierter CPO, aldwdie elektrochemischen
Parameter identisch sind.

5.4.2.2 Zusammenfassung

Die modifizierten Enzympraparationen zeigen insgesgeringere Reaktionsstabilitdten
als das native Enzym. Insbesondere 9A-CPO desektisehr schnell unter diesen
Reaktionsbedingungen. Die 9A-Modifikation dientesitdydrophobizitdtserhbhung, da
jedoch im Elektrolyten geringe Anteile an organeth Losungsmittel verwendet
werden mussen, hat diese Modifikation hier keinesrt®l. EDAC- und Glut-CPO
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waren erst von Vorteil, wenn Prozesse bei hoheempEraturen durchgefuhrt werden.
Diese beiden Enzym-Praparationen behalten ihre Bohatioselektivitat.

In den ersten 2 Stunden ist die Produktionsratdlém drei Batchreaktionen gleich. Das
zeigt, dass die Praparation der Elektrode und Werumg des 2D-Reaktors
reproduzierbar maglich ist. In allen Fallen liege &tromausbeute unterhalb der fir den
Puffer moglichen Werte.

Deutlich ist, dass unabhangig vom verwendeten PRy$téem und eingesetzter
Enzympréaparation immer eine mit der Produktbildkaogrelierte Desaktivierung des
Enzyms zu beobachten ist. Diese Desaktivierung kish auf den oxidativen Abbau
der Porphyrin-Gruppe des Ham-Enzyms durch das @aitanittel zurtckflihrefivan
Deurzen, et al. 1997dvgl. Abschnitt 5.1.2). Auf diese Desaktivierunggsktion hat die
Quervernetzung anscheinend keinen oder sogar eggativen Einflul3.

5.4.2.3 Reaktionen im 3D-Reaktor

Da 9A-CPO sich als nicht stabil genug unter denkRe@sbedingungen gezeigt hat,
werden im 3D-Reaktor nur noch EDAC- und Glut-CPfesetzt (Abbildung 5.4.6).
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Abbildung 5.4.6: Batch-Reaktionen mit Glut-CPO undEDAC-CPO im 3D-Reaktor.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfad, ol% t-BuOH, 50 mM Thioanisol-Emulsion, T
=25°C, 1,9 V Zellspannung, | = 160 mA;-Begasung durch Fritte, Linien als optische Hilfe
EDAC-CPO: Stromausbeute = 55%, ttn = 23.000, e8,8 %, RZA = 77,4 g td*

Glut-CPO:  Stromausbeute = 46%, ttn = 20.006; 88 % RZA = 66,0 g td™

Hier zeigt sich ein geringer Unterschied in derdeidivitdt. Da die Zellspannung in
beiden Fallen gleich war kann hierfur keine Begringlangefuhrt werden. Insgesamt
liegt die erzielte Produktivitat deutlich Uber d@r 2D-Reaktor.
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Die Selektivitat ist in beiden Fallen hoch, diecBtausbeute jedoch nur mittelmafig.
Eventuell findet unter diesen Bedingungen schoe diutliche Wasserstoffproduktion
statt. Die Enzymausnutzung ist jedoch in beideteR&eringer als im 2D-Reaktor.

5.4.3 Regulierung der Reaktionsrate

Da die Batch-Reaktion beziglich des(d als Fed-Batch verlaufen kann durch eine
Verdnderung der elektrochemischen Bildungsrate &ieaktionsgeschwindigkeit
geregelt werden. Ein erster Versuch hierzu wurde 2B+Reaktor durchgefthrt
(Abbildung 5.4.7).
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Abbildung 5.4.7: Regulierung der Reaktionsrate in2D-Zelle.

V = 190 mL, 100mM Natriumcitrat (pH 4), 30 “4BUOH, , 40 uL CPO-Lésung (~10 mg fhiProtein),
20mM Thioanisol, 74 cmKohlefilz, E= -550 mV (0-150 min) / -600 mV (15@8 min) vs. Ag|AgCl,
RZA=75g L' d'/ 14,4 g L'd" , ee = 98,3 %, Stromausbeute = 80 %, ttn nichieadbar, Linien als
optische Hilfe

Bei Batch-Reaktionen nimmt die Reaktionsgeschwikeligim Reaktionsverlauf durch
Substratverarmung ab. Da in diesem Fall das EnmgnUberschuss vorliegt und die
gesamte Reaktion Wasserstoffperoxid-limitiert aftjalkkann im Gegensatz zu
unlimitierten  Batch-Reaktionen auch bei fortgedtémer Reaktion die
Reaktionsgeschwindigkeit gesteigert werden.
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Da bei dieser Reaktion nur die Machbarkeit Ubetpsiifrde, wurde eine aus mehreren
Reaktionen gesammelte Restmenge Enzym verwendetinDdieser Préparation
desaktiviertes und noch aktives Protein gemischliegen, es sich aber nur um eine
erste Testreaktion handelt, wurde die Enzymchaigbt nweiter charakterisiert und
daher auch kein Enzymverbrauch errechnet.

Die Regulierung kann jedoch auch so gewahlt werdass im Verlaufe der Reaktion
die Reaktionsgeschwindigkeit gesenkt wird. Hierzwird im 3D-Reaktor die
Zellspannung von 1,8 V auf 1,7 V herabgesetzt, wdddie Stromstéarke und damit die
Reaktionsgeschwindigkeit halbiert werden (Abbild&ng.8).
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Abbildung 5.4.8: Regulierung der Reaktionsrate in B-Zelle.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfa) 80l% t-BuOH, 20 mM Thioanisol, 8,5 U
(MCD) mL™ CPO, Desulco-Graphit (1,0-1,4 mm), ttn = 140.088, = 98,2 %, Punkte Messwerte,
durchgezogene Linien als Ergebnis der Simulation

0-45 min: 1,8 V Zellspannung, | = 80 mA, RZA13 g L* d*, Stromausbeute = 86,6 %
45-140 min: 1,7 V Zellspannung, | = 40 mA, RZA =@ d*, Stromausbeute = 79,0 %

Der vorliegende Versuch kann mittels der in Abstthr.2.2.1 beschriebenen
kinetischen Gleichungen (vgl. Formel 4.2.2 und Farth2.6 bis Formel 4.2.8) und der
MassenbilanfLevenspiel 1999; Liese, et al. 2000{ir einen Fed-Batch (Formel 5.4.1
bis Formel 5.4.3) simuliert werden.
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_ dc(Thioanisol) _v Formel 5.4.1
dt
dc(Sulfoxid) —v Formel 5.4.2
dt
_ dC(I(‘::;OZ) —v+f Formel 5.4.3
Mit v = Reaktionsgeschwindigkeit / mM min

f = Produktionsrate / mM mih

Das verwendete Modell ist ausfuhrlich in Absch@itt wiedergegeben, die Parameter
sind in Tabelle 5.4.1 aufgefihrt.

Tabelle 5.4.1 Parameter zur Simulation der regulieien Batch-Reaktion.

Vinax/ U Mg" Kupzop / MM Kinzo2/ MM K, Thioanisol/ MM
5655+ 1167 0,55 0,17 0,78t 0,25 1,3A# 0,23
Kiorr,vmax

-0,291+ 0,017

H,O,-Bildungsrate
0-45 min 0,2 mM mift
45-140 min 0,1 mM mit}

Als wesentliches Element wird in das Modell einen#tante Desaktivierung des
Enzyms integriert (Formel 5.4.4).

dn(CPO) _ m(Sulfoxid) Formel 5.4.4
dt k
Mit k = Faktor zwischen Produkt und CPO / mg min thM

Dies tragt der bisher in allen Batch Reaktionenblaetteten Tatsache Rechnung, dass
die CPO-Aktivitat immer linear abnimmt. Diese Detpakrung ist unabhangig vom
verwendeten Reaktor, Cosolvens-Zusatz oder Puffemer proportional zur
Produktbildung. Gerade im regulierten Batch sieldnmdass bei Halbierung der
Reaktionsrate auch die Desaktivierungsrate halbiect

Die Enzymdesaktivierung muss daher eine mecharigtidJrsache haben. Bei der
biokatalytischen Reaktion wird pro gebildeter Stoéhge Produkt unweigerlich eine zu
ihr proportionale Menge Enzym desaktiviert.
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Es besteht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dasep8ond | zu einer nicht mehr

aktiven Spezies zerféllt (vgl. 5.1.2). Diese Zdsialaktion ist in erster N&herung
abhangig von der Konzentration an Compound I, dé&sdvienge an aktiviertem Enzym.

Die Reaktion des zu oxidierenden Substrates istggenwmassen die "Rettungsreaktion”,
die den aktivierten Komplex vor der Desaktivierdreyvahrt (Abbildung 5.4.9).

Produkt  Substrat

Produkt Substrat

BN S 477

E —— FE* SIe
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l l Y 04H0 H,0, \Cys Compound |
natives Enzym \
Edes Edes JHzoz T
inaktives Enzym inaktives Enzym

Abbildung 5.4.9: Schematische (links) und mechanistche (rechts) Darstellung der Desaktivierung
wahrend der Reaktion.

Abhangig vom eingesetzten Substrat und dessen K&hignit Compound |
abzureagieren wird das aktivierte Enzym wiederan Grundzustand Uberfiihrt. Daher
gibt es fur geloste CPO einen nicht zu UbertreffendMaximalwert derttn, der
abhangig vom Substrat ist. Mit dieser Desaktivigaraaktion lassen sich die
gemessenen Werte ausgezeichnet simulieren. FUSithalation wurde einétn von
140.000 angenommen, die mit der aus eingesetzteynkinenge und gemessener
Produktmenge errechneten und dem in der Literaggchriebenen Maximalwert fur
Thioanisol Gbereinstimmt.

Das verwendete Modell gibt neben dem Konzentratienauf fir das Produkt und der
Enzym-Desaktivierung auch die Wasserstoff-Peroxwhtentration richtig wieder.
Somit kann aus der unabhangig bestimmten Kineté&k ahalytisch nicht messbare
Stationarkonzentration an Wasserstoffperoxid emetkwerden (Abbildung 5.4.10). Zu
Beginn der Reaktion steigt die Wasserstoffperoxmiemtration zunachst auf einen
Wert von ca. 0,08 uM an. Dieser Wert ist extremdng so dass die beschriebene
Grunddesaktivierung (vgl. Abschnitt 5.1.2) vollsdémvernachlassigt werden kann. Im
Verlauf der Reaktion bleibt die Stationarkonzembratim submikromolaren Bereich.
Erst bei unterschreiten einer gewissen Restaktigid&Enzym gegen Ende der Reaktion
steigt die HO,-Konzentration schlagartig ansteigt und das Enzwmrdiftet” sich
selbst.
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Abbildung 5.4.10: Verlauf der Wasserstoffperoxid-Kazentration wahrend der Reaktion.

Der dargestellte Konzentrationsverlauf gibt die dfngisse der Simulation von Abbildung 5.4.8 in
anderer Skalierung wieder

Nach 120 Minuten liegt die Konzentration im Bereiebn 1uM, bei 140 Minuten
betragt die Konzentration bereits 350 uM. Zum 4Zeilg wo die Wasserstoffperoxid-
Akkumulation beginnt ist die komplette Desaktiviegu des Enzyms nur durch
Nachdosieren frischer Enzymlésung zu UberwinderesDwird in einem Fed-Batch
Experiment (vgl. Abschnitt 5.5.2) durchgefuhrt.

5.4.4 Veranderung der tert-Butanol-Konzentration 2

In Kapitel 4 wurde dargelegt, dass ein Zusatz tesiButanol als stabilisierend fur das
Enzym betrachtet wird. Variiert man in den elekirognatischen Batch-Reaktionen
dentert-Butanol Anteil, so findet man, dass ab einem Gelah 10 vol% sich didtn
nicht mehr steigern lasst (Abbildung 5.4.1Vuorilehto 2003). Bei geringentert-
Butanol-Zuséatzen ist die Substratverfugbarkeit das Enzym zu gering und daher
findet man héhere Enzymverbrauche.

Auch diese Ergebnisse bestétigen die 0.g. Annalass es einen substratspezifischen
Maximalwert derttn gibt. Trotz Verwendung unterschiedlicher Puffartanschiedlicher
tert-Butanol-Konzentrationen, unterschiedlicher Dogisteme und verschiedener

2 Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisseden im Rahmen eines gemeinsamen BASF-
Projektes mit Herrn Dr. K. Vuorilehto erzielt.
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Reaktoren wird fur die Thioanisol-Oxidation mit hogen-loslicher CPO maximal eine
ttn von ca. 140.000 erreicht.
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Abbildung 5.4.11:ttn bei Elektrolysen mit unterschiedlichemt-BuOH Gehalt.
V =90 mL, 100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Nairisulfat, Zellspannung 1,7 - 1,8 V, | = 80 mA,
Desulco Graphit (1,0-1,4 mm), 9,5 U(MCD) fhiCPO

In erster Naherung und unter Vernachlassigung deetlk lasst sich das Phanémen
auch beschreiben als das Verhaltnis von Produkthgdind Desaktivierung. Da beide
Reaktionen (mit unterschiedlichen Konstanten) ven ldO,-Konzentration abhangen
ist das Verhéltnis, wenn beide Reaktionen dies@ltsnung haben, konstant.

n= Produktbildung _ k, [c(H,0,)
Desaktivierung k, [¢(H,0,)
Die Ergebnisse sind also mit den Uberlegungen zussaktivierungsmechanismus
konsistent.
Fur immobilisierte CPO ist einn von 250.000 berichtdvan de Velde, et al. 2000]

Ein Grund hierfur kann nicht gefunden werden, zuthalchemische Modifikation im
Rahmen dieser Arbeit keine verbesserte Stabil@aeigt hat.

Formel 5.4.5
=konstant orme

5.4.5 Zusammenfassung der Batch-Reaktionen

Die bisher durchgefiihrten Reaktionen sind in T&bBlK.2 zusammengefasst. In den
durchgefuhrten Batch-Reaktionen zeigt sich, dase dnodifizierten Enzym-
Préaparationen nicht so stabil sind wie die natiROCDiettn liegt durchweg niedriger,
und zwar unabhangig vom eingesetzten Reaktor. g geh hier der Unterschied
zwischen Lager- und Reaktionsstabilitat. Beim Irikedn mit Cosolvens oder bei
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hoheren Temperaturen sind die modifizierten Enzystebiler, im Reaktor nicht.
Insgesamt liegen die maximalen Zykluszahlen in @eb3enordnung der flir die
sensorkontrollierte Dosierung berichteten 145.[E¥elbach, et al. 1997]

Die Enantioselektivitat ist mit Ausnahme der 9A-CRDenso hoch wie bei den
Dosierverfahren. In allen Fallen wird ee von > 98,2% erreicht. Die leichten
Schwankungen sind im Rahmen der Messgenauigkeit.

Tabelle 5.4.2 Ergebnisse der Batch-Reaktionen im 2Mind 3D-Reaktor

RZA/gL'd* ttn/-  Produkt/ mM ee / % Stromausbeute / %

2D, Citrat 30,0 95.000 17 98,6 60
2D, Acetat 33,6 120.00@2 98,7 70

2D, EDAC 10,6 44.000 12 985 74
2D, Glut 11,9 49.000 14 98,5 80
2D, 9A 9,0 15.000 4 77 40
3D, EDAC 77,4 23.000 20 98,8 55
3D, Glut 66,0 20.000 23 99 46
2D, Regelung7,5/ 14,4 n.a. 17 98,3 80
3D, Regelung20 / 43 140.00018 98,2 86/79

In der 3D-Zelle wird durch die deutlich verbesserédektrochemischen Eigenschaften
eine hohere Produktivitat erreicht, maximal 77)4'gd ™.

Die Stromausbeute ist im Fall von Citrat ein wehiher als der Wert fir den reinen
Puffer, die Abweichung liegt jedoch im Rahmen dexsBbenauigkeit. Ansonsten wird
maximal eine Stromausbeute von 86% erreicht. Digingerte Stromausbeute ist

eventuell auf eine zu hohe Substratkonzentration den Elektrodenoberflache

zurtckzufihren. Durch Verringerung des Cosolvenge#swird der elektrochemische

Schritt effizienter wegen der Leitfahigkeit, jedodle Reaktion insgesamt wegen der
Emulsionsbildung etwas unselektiver. Dies ist jddogicht erheblich, da das

Nebenprodukt der elektrochemischen Nebenreakticeisgaf) nicht stort.

Das Cosolvensert-Butanol stabilisiert das Enzym nicht in der ReaktiEs inhibiert
das Enzym (vgl. Abbildung 4.2.7). Durch die erhol@ebstratloslichkeit wird bei
Zusatz des Cosolvens lediglich eine zusatzliche akieserung durch
Substratverarmung ausgeschlossen. Die Inhibieruiligrt f bei nicht limitierten
Batchreaktionen zu langeren Reaktionszeiten, wasdelruck erweckt, das Enzym sei
langer stabil. Die in der langeren Zeit produzid?teduktmenge ist jedoch gleich der
bei kiirzeren Reaktionszeiten mit weniger Cosolvens.
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5.5 Produktion

Aus den Erkenntnissen der Batch-Reaktionen sollatasesten geeignete Verfahren
identifiziert werden, um mit hoher Produktivitat sdéSulfoxid darzustellen. Der

wichtigste zu beachtende Punkt ist hierbei der &iabysator und dessen intrinsiche
Desaktivierung wahrend der Reaktion.

Technisch ist es mdglich durch Integration einesmiid@nmoduls sowohl den 2D-
Reaktor (zusatzlich ware hier noch eine Pumpe tainlierung eines Kreislaufes nétig)
als auch den 3D-Reaktor als EEMR kontinuierlictbetreiben. Arbeitet man im CSTR
bei einem Betriebspunkt hoher Produktivitdt so Itesti zwangslaufig eine hohe
Enzymdesaktivierung. Dann wird es nétig, grof3e Mengrotein wahrend der Reaktion
nachzudosieren, und zwar proportional zur Produkgee Dies fuhrt rasch zum
Verblocken der Membran und ansteigen des Transnawibruckes. Bereits mit dem
sensorkontrollierten Dosierverfahren wurde der EM&nicht gut geeignet dargestellt
[Seelbach 1997]

Kinetisch ist ein CSTR sinvoll, falls eine Substrthtbierung vorliegt. Beziglich
Thioanisol ist dies nicht der Fall und das inhibrede Substrat #D, wird in situ erzeugt
und liegt daher nur in geringen Konzentrationen . vdogliche Gewinne an
Produktivitat konnen aber die erhdhte Desaktivigrumd die technischen Probleme
nicht aufwiegen. Daher wird ein CSTR nicht in Beltagezogen.

Ein Stromungsrohr-Reaktor mit einer immobilisiertemzympraparation wird ebenfalls
nicht in Betracht gezogen. Der erhéhte AufwandHeterogenisierung kann technisch
nicht gerechtfertigt werden. In den Modifizierurggktionen wurde keine erhdhte
Reaktionsstabilitdt gefunden. Selbst bei erhoheakiRonsstabilitdt misste noch enorm
viel Katalysator ausgetauscht werden.

Netzteil
| |
N~ I :
1 |
»
\d | |
I W)
<+ O
3-Dimensionale : N ’
elektrochemische ZeIIeI Begasung
1
,/
> |
| AN

Abbildung 5.5.1: Strdomungsrohrreaktor mit nicht imm obilisierter CPO.
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In einer Umlaufapparatur mit Dosierpumpe und Membltaation (Abbildung 5.5.1)
kann bei gleichen Pumpraten Stromungsrohr-Charakegelt werden. Auch hier wirde
sich bei langerer Reaktionszeit das Problem der Manverblockung zeigen. Da auch
keine Folgereaktion vorliegt, wo durch ein Stromsnofpr die Selektivitat beeinflusst
werden kann, wird ebenso ein solcher Reaktor micBetracht gezogen.

Als Reaktor kommt daher nur ein Batch-Reaktor iager Simulationen zeigen den
Unterschied zwischen den mdglichen Batch-Reaktioagh (Abbildung 5.5.2 und
Abbildung 5.5.3).

Zunachst werden Simulationen unter VernachlassiglergGrunddesaktivierung (vgl.
Abschnitt 5.1.2) nur mit der mechanismusbedingtesdRtivierung (vgl. Abbildung
5.4.9) betrachtet. Bei stochiometrischer ZugabeQadationsmittels (Abbildung 5.5.2,
oben) wird besonders deutlich, welchen Einflul3 diehibierung durch
Wasserstoffperoxid auf die Reaktion hat. Mit fomsstender Reaktionsdauer steigt die
Reaktionsgeschwindigkeit durch Verringerung der ¥eéestoffperoxidkonzentration.
Ein stdchiometrischer Batch ist allerdings wegen @eunddesaktivierung praktisch
nicht durchfilhrbar. Nimmt man eine zusétzliche Ré&s@rung von 8% miit an
(Abbildung 5.5.3, oben) an, so wird deutlich, dastn kompletter Umsatz mehr zu
erreichen ist.

Handelsubliche FD,-Sensoren haben einen Messbereich von 1-20 ppm $38 pM).
Bei CPO-Reaktionen wurde die Konzentration auf 80 gingestellt (Abbildung 5.5.2,
Mitte). Wegen der geringeren Inhibierung ist dieaR&®n bei einer konstanten,Bh-
Konzentration deutlich schneller als im stochiomsetren Batch. Diese Inhibierung
konnte mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgegihitinetischen Untersuchungen
zum ersten Mal gezeigt werden. Bericksichtigt nisrdeén Sensor-kontrollierten Batch
eine Grunddesaktivierung von 3% flitfAbbildung 5.5.3, Mitte) wird trotzdem fast
quantitativer Umsatz im angegebenen Zeitraum drteic

Wird H,O, dem Batch kontinuierlich zudosiert (Abbildung 2.5unten), so ist die
Reaktionszeit in etwa so lang wie im stochiomelrescBatch. Hier zeigt sich deutlich,
das die Reaktionsrate und die Enzym- und Substiatizsierung aufeinander
abgestimmt werden mussen, da sich der Katalysatd®utbstratverarmung sofort selbst
"vergiftet". Die HO,-Konzentration steigt rasch an und desaktiviert Elagym sofort.
Dies ist in den gewahlten Modellen nicht abzubildeaher ist die Aktivitdtsabnahme
nur durch einen Pfeil angedeutet. Bei einer gegtddtGrunddesaktivierungsrate von
0,5% min' andert sich der Reaktionsverlauf fir die Substtaté das Produkt nicht
(Abbildung 5.5.3, unten), da die Reaktion in dersieaate flir Wasserstoffperoxid
limitiert ist.

In allen Féllen in Abbildung 5.5.2 ist, da die puaterte Menge an Sulfoxid gleich ist,
auch der Enzymverbrauch (durch den Katalysemeamasisgleich. Der Endpunkt der
Reaktion wird nur auf unterschiedlichem Weg errei€er stochiometrische Batch ist
wegen der zu hohen stationdren,OztKonzentration nicht durchfihrbar. Die
Durchfihrung der gewlnschten Sulfoxidation kannh sidaher einzig an den
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technischen Mdglichkeiten orientieren, die Dosratsigie hat keinen Einflul3 auf den
Katalysatorverbrauch.
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Abbildung 5.5.2: Simulation verschiedener Batch-Reitionen zur Sulfoxidation

Vernachlassigung der Grunddesaktivierung.

Kinetische Parameter wie in Tabelle 4.2.4, Stat@@rmM Thioanisol, 8 pg CPO

% Die Linien fur die beiden Substrate liegen ibeaniter.
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Abbildung 5.5.3: Simulation verschiedener Batch-Rektionen zur Sulfoxidation unter
Berucksichtigung der Grunddesaktivierung.

Kinetische Parameter wie in Tabelle 4.2.4, Statw@&0 mM Thioanisol, 8ug CPO, die
Grunddesaktivierungsraten sind aus den in Abscbhrlt?2 gezeigten Daten unter Berilicksichtigung der
Stationarkonzentration 8, geschatzt.
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5.5.1 Satzreaktor-Versuch mit optimierter Produktiv  itat?

Der entscheidende Parameter zur Optimierung deduRtivitat ist die mogliche
Stromstarke (Formel 5.5.1 bis Formel 5.5.5). UkerRtarday'sche Beziehung (Formel
5.5.2) kann die in der Reaktion produzierte Stoffgee mit der benétigten Ladung
verknilpft werden. Die wahrend der ReaktionszeitlogegEne Ladungsmenge ist
proportional zur Stromstarke, somit verbleiben \&siablen fur die Produktivitdt des
elektroenzymatischen Verfahrens die Stromstarke dasl Reaktionsvolumen. Dem
Reaktionsvolumen sind technische Grenzen gesetega®ingsgefall, Schlauche,
Pumpe und elektrochemische Zelle umfassen insgesan®0-100 mL), die mdgliche
Stromstarke ist abhangig von der Sauerstoffverfilgia der Elektrodenflache pro
Reaktionsvolumen und der Leitfahigkeit des Realstioediums.

RZA = L P Formel 5.5.1

Reaktion Reaktion
n _Q [tReamon Formel 5.5.2

e zIF zIF
m =N M — Q |:|\/|Produkt — I |:tReaktion [Mprodukt Formel 5.5.3

Produkt Produkt Produkt
2(F 2[F
RZA = | [MProdukt Formel 5.5.4
2 F LV

Reaktion

RZA =1[7,27[10°gL"s* A" =1[628gL"d" A"  Formel5.5.5

mit Q =Ladung/C (=AS)
Mproduke= 140 g mot
z = Anzahl Elektronen (=2)
F = Faraday-Konstante (96485 C fhpl

Um eine mdglichst grof3e Stromstarke zu erreiched wcetatpuffer mit nur 10 vol%
tert-Butanol als Elektrolyt eingesetzt. Zusatzlich vardkleinere Graphitkugeln (0,6 —
1,0 mm) verwendet, um eine héhere Elektrodenfld360 cni anstatt 900 cf) zu
realisieren. Bei erhdhter Zellspannung von 1,9 Ytvgio eine Stromstarke von 220 mA
und somit eine Raum-Zeit Ausbeute von 104 fd* (Abbildung 5.5.4[Vuorilehto
2003]) erreicht. Diese Produktivitat ist bisher in etelenzymatischen Reaktionen nicht
erreicht worden und in der gleichen Groéf3enordnuig fiir das sensorkontrollierte
Dosierverfahren.

4 Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisseden im Rahmen eines gemeinsamen BASF-
Projektes mit Herrn Dr. K. Vuorilehto erzielt.
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Abbildung 5.5.4: Batch mit optimierter Produktivité t im 3D-Reaktor.

V =90 mL, 100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Nairisulfat, 10 vol%-BuOH, Zellspannung 1.95
V, | =220 mA, Desulco Graphit (0,6-1,0 mm), 11 UTH) mL* CPO, RZA =104 gt d*?, ttn =
145.000, ee = 99.4%, Stromausbeute = 75%, Linieo@ische Hilfe

Die ttn liegt beim Maximalwert von 145.000.

5.5.2 Fed-Batch-Elektrolyse zur Sulfoxid-Produktion

Fur die Darstellung groRerer Mengen des Sulfoxiddles mdglichst hohe
Produktkonzentrationen in der Elektrolytldsung eltaverden. Daher wird zunachst fur
Edukt und Produkt die maximale Loslichkeit bestim@bbildung 5.5.5).
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Abbildung 5.5.5: Léslichkeiten von Produkt und Subgat in Abhangigkeit vom Cosolvens-Anteil.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat=20 °C

Dies verdeutlicht, warum in der CPO-katalysiertenfé&idation bisher durchweg 30
vol% tert-Butanol eingesetzt wurden. Die Substratverflgliagteigt bei diesem Anteil
deutlich an. Die Produktloslichkeit liegt drei Gsifdrdnungen Uber der
Substratloslichkeit und ist damit nicht limitierend

Zur Produktion wird daher ein Fed-Batch durchgefiivei dem unter Verwendung des
optimierten Elektrolyten zu einer Thioanisol-Emalsi(Absorption auf dem Graphit
und ungeltste Restanteile in der Losung) im Vertharf Reaktion immer verbrauchtes
Thioanisol nachdosiert wird. Ebenso wird die Enzgsaktivierung durch
Nachdosieren von Enzym ausgeglichen. In diesemeSstnder Versuch ein multipler
Fed-Batch-Prozess. Es werden kontinuierlich Sanfénstd Elektronen "zudosiert”, mit
denen HO; als Feed erzeugt wird. Zuséatzlich werden SubstrdtEnzym nachdosiert.
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Abbildung 5.5.6: Fed-Batch im 3D-Reaktor.

V=70 mL, 100mM NaAcetat (pH 5), 50 mM B&0O,, Zellspannung 1,9 V, ttn = 80.000, bei jeder
Probenahme 300 puL (=0,31 mmol) Thioanisol nachdpstPO-Dosierung siehe Abbildung 5.5.7, RZA
=63 g-I"-d*, ee = 98,7 %, Stromausbeute = 44 %, Linie alssopé Hilfe

Im Kreislaufreaktor mit 3D-Zelle (Abbildung 5.5.&onnte so mit der Fed-Batch-
Reaktion eine Produktkonzentration von 85 mM etzigrden (Abbildung 5.5.6). Das
Produkt hatte eine optische Reinheit von 98,7%Aedierdem konnten ~ 14 mM
Produkt in der Anolytldsung nachgewiesen werddeydihgs nur mit 92 % ee. Bereits
in friheren Experimenten mit ungeteilten Elektrelysllen (vgl. Abbildung 5.3.1)
wurde immer ein geringerer ee gefunden. Im Anodenrdduft anscheinend eine
unselektive Nebenreaktion ab.

Die Substratkonzentration liegt immer an der Lddl@tsgrenze von ~ 5 mM, exakte
Werte sind hier nicht anzugeben, da eigentlich &mailsion vorliegt. Die Mengen an
Thioanisol, die am Graphit absorbiert sind, konneht quantifiziert werden.
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Abbildung 5.5.7: Enzymdosierung und Aktivitatsverlauf wahrend des Fed-Batch.

Die Enzymnachdosierung ist in mg Protein angegebeModell entspricht ein mg CPO 3926 U bezugl.
Thioanisol.

Die Enzymdesaktivierung wurde durch manuelle Nasl@tang von frischer
Enzymlosung bei der Probenahme Uberkompensiert. Akéirvitatsverlauf und das
Dosierprofil ist in Abbildung 5.5.7 gezeigt. Durdie zu hohe Nachdosierung wird nur
einettn von 80.000 erreicht.
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5.5.3 Aufarbeitung

Die Aufarbeitung des Produktes erfolgt batchweigecll Extraktion mit organischem
Losungsmittel. Sie ist schematisch in Abbildung.&.Busammengefasst. Das Produkt
wird aus der wassrigen Phase mit Ethylacetat (E)@%trahiert, die organische Phase
wird mit Natriumsulfat getrocknet und das Loésungsehiam Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck abdestilliefSeelbach 1997] Eventuelle Reste des
Substrates werden hier schon teilweise entferngésdsehr fltichtig ist.

Entfernung von Ethylacetat
\ undThioanisol

Entfernung von Thioanisol

Abbildung 5.5.8: Schematische Darstellung der Proddaufarbeitung.

Je nach Menge des Substrates die noch im Produknden ist, kann ein weiterer
Evaporationsschritt mit Hochvakuum oder eine salfiesmmatographische Abtrennung
erfolgen. Da das Enzym in aller Regel desaktivistit lohnt eine Aufarbeitung und

Wiederverwendung nicht. Das Protein verbleibt aafen Fall in der wassrigen Phase
und kann gegebenenfalls um nicht desaktivierte eRemtriickzugewinnen durch

Ultrafiltration abgetrennt werden. Ebenso verblailuke Puffersalze in der wéssrigen
Phase, so dass der entscheidende Schritt zur Rismligrung die Extraktion ist.

Mit EtOAc werden mindestens 3 Extraktionsschritta Scheidetrichter benotigt

(Abbildung 5.5.9). Dies ist unanhéngig von der Aarsgskonzentration des Sulfoxids,
beim gewahlten Verhaltnis der Phasen ist die Lbkéd des Produktes in der

organischen Phase daher nicht limitierend.
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Abbildung 5.5.9: Extraktion des Produktes mit EtOAcaus der wassrigen Phase.

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfagrifaltnis (v/v) organisch:wassrig = 0,375

Die Extraktion ist wegen der vielen Schritte niglt geeignet zur Aufarbeitung grol3er
Produktmengen, im Rahmen dieser Arbeit jedoch ieigmeten Maldstab durchfuhrbar.
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5.5.4 Isoliertes Produkt

Im 3D-Reaktor mit Natriumacetat-Puffer und Natriumfistzusatz sowie 10 vol%ert-
Butanol als Elektrolyt konnten tber 1 g chiralesf®ud (Reinheit = 98%, ee = 98%)
nach dem Fed-Batch-Verfahren produziert werden {dbbg 5.5.10).

Abbildung 5.5.10: 1,2g R)-Methylphenylsulfoxid aus der elektroenzymatischerSynthese.
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5.6 Zusammenfassung

Der elektrochemische und biokatalytische Schrittrken durch Reaktionstechnik zu
einer elektroenzymatischen Sequenz verknupft werden

An der RRDE wurde ein ungewolhnliches Verhalten des
Ubertragungsverhaltnisses gefunden, es wurden Hiswauf eine Kinetik
nullter Ordnung diskutiert.

Es wurden zwei Reaktoren und unterschiedliche Beggsysteme entwickelt.

Das beste Reaktionssystem fur die CPO-katalystutxidation ist der (Fed)-
Batch.

Mit den optimierten Reaktionsbedingungen wurde HEreduktivitat im 2D-
Reaktor um den Faktor 17 auf 35 § ti* gesteigert.

Im 3D-Reaktor wurde eine RZA von 104 g 0™ erreicht.

Die Rolle des Cosolvenwrt-Butanol in der Reaktion wurde untersucht. Ein
Zusatz von 10 vol% reicht aus, eine hohere Konaépotr fuhrt nicht zu einer
weiteren Stabilisierung.

Die maximal erzielbarettn ist mechanismusbedingt ca. 140.000 fur die
Thioanisol-Oxidation

Es wurden 1,2 g chirales Sulfoxid (Reinheit 98%98&06) elektroenzymatisch
dargestellt und isoliert.
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6 Diskussion und Ausblick
“It is the curse of a certain order of mind,
that it can never rest satisfied with the
consciousness of its ability to do a thing.
Still less is it content with doing it.
It must both know and show how it was done.”
E.A.Poe (1809-1849)

6.1 Einfluss des Oxidationsmittels

Im Rahmen dieser Arbeit konnte belegt werden, das&influss des Oxidationsmittels
H,0, auf das Enzym vielschichtig ist. Zum einen isteas Substrat, das zur Reaktion
notig ist, zum anderen aber im Uberschuss das Erdgatisch inhibiert. AuRerdem

desaktiviert es das Enzym irreversibel.

Die Grunddesaktivierung lasst sich durch eine gesy Dosierstragie vermeiden.
Schon mit der Detektionsgrenze (1 ppm = 19 uM) kemamell erhaltlicher HO,-
Sensoren lasst sich auch diese Desaktivierung ehatyl vermeiden. Es verbleibt eine
mechanismusbedingte Desaktivierung, die dem enzyochan System inharent ist.
Durch HO, wird die hochreaktive Oxo-Spezies des Ham gebil(gigt. Abbildung
4.1.4). Diese Spezies kann entweder mit dem Sulebraagieren oder durch Angriff
an den Porphyrin-Stickstoffen zerstért werden. Bsdelt sich also um zwei Parallel-
Reaktionen, wobei die eine vom Substrat domingsrt i

Wird ein Substrat umgesetzt, das ein glunstigesalgib von vhax (grof3) zu Ky (klein)
hat, also schnell mit der aktiven Spezies abreqgwird die Parallel-Reaktion
unterdrickt. Diese mechanismusbedingte Desaktinvgerist somit ausschlief3lich
abhangig vom Verhdltnis der beiden Geschwindigkeiistanten, oder anders
ausgedruckt ist dign eine Funktion des eingesetzten Substrates (Abimldul.1). Zur
Verbesserung der Reaktionsstabilitit der CPO isb aine molekularbiologische
Optimierung des Enzyms notig.
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Produkt  Substrat

H202 HZO
|e
S<

02+H20 H,0, Compound |

ttn = k, / k, Kz o

inaktives Enzym

Abbildung 6.1.1: Schematische Darstellung der Substtabhéngigkeit der Desaktivierung

Neben dieser Desaktivierung wird CPO auch in hoMsaize in Gegenwart von B,
aber Abwesenheit anderer Substrate sehr raschtoesdk Diese Grunddesaktivierung
ist allen Ham-Enzymen gemeinsam und resultiertemosm leichten oxidativen Abbau
des Porphyrin-Gerustdsan Deurzen, et al. 1997c|Dies macht gerade di@ situ
Erzeugung oder Dosierung des Oxidationsmittelsgn@gl. Abschnitt 5.1.2). Da dieser
Effekt schwer zu quantifizieren ist, kann der Vafldbei Erhdhung der }D,-
Konzentration nur geschatzt werden. Dieser kanealinverlaufen oder auch noch
schneller ansteigen (Abbildung 6.1.2, oben).

Die Desaktivierung wahrend der Reaktion geht velioclutvon Compound | aus
(Abbildung 6.1.2, Mitte). Zunéachst steigt die Desadkrung, da die gesamte
Reaktionsgeschwindigkeit steigt, bis zum Punkt mmaker Aktivitdt bezuglich kD,
(vgl. Tabelle 4.2.4). Deutet man die Substratiuarssinhibierung als Verringerung der
Bildung von Compound I, dann fuhrt dies zur Vergngng sowohl der Desaktivierung
als auch der Produktionsreaktion, wobei deren Mariségleich bleibt.

Beide Effekte addieren sich und fuhren dazu, dass Steigerung der pO,-
Konzentration die Desaktivierung immer zunimmt (Attbng 6.1.2, unten). Bei
Verwendung des Sensors oder der elektrochemischessieldng ist die
Stationarkonzentration jedoch in beiden Fallenesing, dass die Desaktivierung durch
Reaktion dominiert.
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Abbildung 6.1.2: Schematische Darstellung der Deséikierung der CPO durch H,0,
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6.2 Elektrochemische H ,0,-Dosierung

Die effiziente 3D-Zelle ist eine generelle Mogligitk im bench- und lab-scale
Wasserstoffperoxid in  situ zu produzieren. Fur alle oxidationsempfindlichen
chemischen und vor allem biologischen Katalysatosegilt dies eine interessante
Verfahrensalternative zur klassischen Dosierung. dZwar ist HO, eine
vergleichsweise kostengunstige Chemikalie, in viddekatalytischen Reaktionen wird
allerdings nur eine verdiinnte®h-Losung eingesetzt. Daher mul3 in einem gesonderten
Behalter die Ubliche konzentrierte Losung (30-35%nachst mit Pufferlésung
verdinnt werden. Dies bedeutet einen zusatzlichesrfadrensaufwand in der
Substratvorbereitung und durch die Volumenzunahmeneerhdhten Material und
Kostenaufwand in der Aufarbeitung (Abbildung 6.2.1)

H,0,, 35%

Netzteil l

Sensor

3-Dimensionale
elektrochemische Zelle
|

H,0,, ~ 250 mM Reaktion

Abbildung 6.2.1: Vergleich der HO,-Dosiersysteme

Obwohl Wasserstoffperoxid eine sehr kostengunstigfeemikalie ist, kann die

elektrochemische Erzeugung trotzdem eine interéssafternative darstellen. Ein

handelsuiblicher Sensor samt Regeltechnik kosteb €80 €. AulRerdem wird eine
teurere ansteuerbare Pumpe bendtigt. FUr die etdleémische Darstellung wird nur
eine ungeregelte Umlaufpumpe benotigt, das Net@teih Potentiostat) kostet ca. 300
€ und 1 kg Graphit kostet ca. 156°.€Fiur Anwendung im Labor- und kleinen
Pilotmalf3stab ist die elektrochemische Zelle aldmgeignet, um kD, zu dosieren.

Das System Peroxidase §®} stellt eine technische, cofaktorfreie Monooxygendar.
Fur die Biokatalyse wird in Kombination mit der Eleochemie Sauerstoff als finaler
Elektronenakzeptor benutz, das Substrat wird tizknit molekularem Sauerstoff
oxidiert (Abbildung 6.2.2).

% Alle Preise Stand Juli 2004 It. Internet-RechercBensor: Prominent AG, Heidelberg, Netzteil:
Thandar, Graphit: Desulco.
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o
S\ S
Kathode: ©/ +0,+2H 428 —> ©/ +H,0

Anode: H)O — 120,+2H*+2e

O
S S
Gesamt: ©/ +1/2 0, _ ©/ ~

Abbildung 6.2.2: Brutto-Reaktionsgleichung der elekroenzymatischen Sulfoxidation.

Durch gerichtete Evolution von P450-Monooxygenafdearinas, et al. 2001; Cirino,
Arnold 2002a, 2002b; Peters, et al. 200&nn deren Aktivitat bezlglich des "shunt"-
Reaktionsweges erhoht werden. Auf diesem Weg wekil@mooxygenase-Reaktionen
(z.B. stereoselektive Hydroxylierung oder Epoxidieg) direkt mit HO, als
Oxidationsmittel madglich [Cirino, Arnold 2003] Somit kann zwar auf die
Cofaktorregenerierung verzichtet werden, jedochnkamcht mehr Sauerstoff als
Oxidationsmittel benutzt werden.

Monooxygenase e

Ry~ Rzﬁ RlQ}\RZ

NAD(P)H O, H,O NADP

'shunt'-Reaktion o)

Rl\/\ R, ﬁ Rl\é}\ R,

H202 Hzo

Abbildung 6.2.3: Monooxygenase-katalysierte Epoxidirung ('shunt’' Reaktionsweg)

Bei Kombination dieser evolvierten Enzymen mit dexlektrochemischen
Wasserstoffperoxiderzeugung kann aus der Elektuoaz dem evolvierten Enzym
wieder ein Sauerstoff benutzendes, cofaktorfrepgstedn gebildet werden. Neben der
elektrochemischen Cofaktorregenerierung fir MongexyaseiiHollmann, et al. 2001]
erscheint dieses System zur Kopplung von Elektnmobenit Monooxygenasen am
erfolg versprechendsten. Versuche zur direktentrelelkemischen Aktivierung von
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MonooxygenasefReipa, et al. 1997]fuhrten nur zu Produktivitdten im Bereich von
nmol min®.
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6.3 Verfahrensoptimierung

Zur Produktion eines chiralen Sulfoxids ist dakietenzymatische Verfahren nach den
gewonnenen Erkenntnissen gut geeignet. NoOtig is¢ @ffiziente elektrochemische
Zelle, wie sie mit dem 3D-Reaktor vorgestellt wurdiess hat sich gezeigt, dass die
wichtigste Grol3e fur die Produktivitdt des Verfalwadie Stromstarke ist. Die in den

beiden Reaktoren bei &hnlicher Stromausbeute wzielProduktivititen zeigt
Abbildung 6.3.1.

120

-1 d-l

100 4 mmmmmm T
80 -
B0 |-
401

20 -

Raum-Zeit Ausbeute / g L

0 50 100 150 200 250
Stromstarke / mA

m 3D-Reaktor A 2D-Reaktor

Abbildung 6.3.1: Erzielte Produktivititen in unterschiedlichen Reaktoren als Funktion der
Stromstarke

Die Stromdichte im 3D-Reaktor liegt, unter der Anmee einer idealen Kugelgeometrie
fur die Graphitpartikel beim Punkt hochster Proditdt bei 0,17 mA crif. Der
tatsachliche Wert wird etwas geringer liegen, da dilektrochemisch aktive
Elektrodenoberflache grof3er als die geometriscléEhd ist. In der Literatur sind
maximale Stromdichten von 1 mA &nfiir die kathodische Sauerstoffreduktion
berichtet{Pletcher 1999] in der Regel ist sie jedoch geringer. Nach diédechatzung
weicht die elektrochemisch aktive Oberflache deapBitkugeln nicht zu sehr von der
geometrischen Oberflache ab.

Die Betrachtung der aktiven Elektrodenoberflachredign Graphitfilz ist wegten dessen
Gewebestruktur ungenauétato, et al. 2000] Die geometrische Oberflache betragt nur
72 cnf. Jedoch ist hier sicherlich nicht nur die Obetikicsondern auch die darunter
liegende Gewebeschicht elektrochemisch aktiv. lnegh eine Stromdichte von 1 mA
cm? zugrunde, miisste die aktive Oberflache bei ca.c@0iegen, bei einer gleichen
Stromdichte wie an den Graphitpartikeln lage sidén GréRenordnung von 1100 Tm
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Somit ist die geometrische Oberflache ungeeigreetlliive Oberflache des Kohlefilzes
zu beschreiben.

Das Verhaltnis von Elektrodenoberflache zu Reakttolumen unter den oben
genannten Annahmen ist in Tabelle 6.3.1 gezeigtbsEebei Annahme gleicher
Stromdichte liegt die Elektrodenflache im 2D-Reakioter der Elektrodenflache im
3D-Reaktor. Der 3D-Reaktor ist somit besser geeigrieohe definierte
Elektrodenflichen pro Reaktorvolumen zu etablieredur Erh6hung der
Elektrodenflache kdnnen Partikel mit geringeremddunesser verwendet werden, hier
liegt die Begrenzung in der technischen Handhalgark

Tabelle 6.3.1 Oberflache / Volumen — Verhaltnis Aim 2D- und 3D-Reaktor

Stromdichte ElektrodenflacheVolumen Ay

/ mA cmi® [ cnf / mL / mt
2D, geometrisch 2,8 72 300 24
2D 1 200 300 67
2D 0,17 1100 300 367
3D, Graphitpartikel 1,0 - 1,4 mn@,17 900 90 1000
3D, Graphitpartikel 0,6 - 1,0 mn@,17 1350 90 1500

Zu einer weiteren Umsetzung der CPO-katalysierteffosidation, gleich ob mit
sensorkontrollierten oder elektrochemischen Dosigiist der limitiernde Faktor derzeit
der Enzymverbrauch. Erst wenn eine rekombinanteyeakCPO zur Verfligung steht,
die in einem geeigneten Organismus kostengunstigireiert werden kann, ist die
Biokatalyse attraktiver als die chemische Metholémmt man Kosten fir das
rekombinante Protein von 2500 € kfiHauer 2002] an, dann ergeben sich bei eitter
von 140.000 fir die CPO Herstellkosten fir 1 kgf@ut von ca. 17 €, wovon 12 € auf
das Substrat (812 M%) und 5 € auf das Enzym (5,1-10-5 Mol = 2,2 g) afeh. Dies
illustriert erneut, wie wichtig eine molekularbigische Optimierung ist.

% Ein Zehntel des Preises It. Fluka-Katalog 20035alsatzung der industriellen Kosten.
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68%

O Substrat @ Enzym

Abbildung 6.3.2: Beispielrechnung zu den Herstellksten fir 1 kg Sulfoxid mit rekombinanter CPO

Im Gegensatz zum sensorkontrollierten Dosierveeiahrermoglicht es die
elektrochemische Dosierung, das Reaktionsvolumemalarnd konstant zu halten
(Substrat- und Enzymnachdosierung sind vernaclgldasigegenuber verdinntes®3-
Losung). Als lllustration dient eine Simulation désd-Batch bis zur Loslichkeitsgrenze
des Sulfoxids (5 M) (Abbildung 6.3.3).

CPO/ -
— Sulfoxid / M

— Thioanisol / mM
—  HO0,/mM

0 100 200 300 400 500
Zeit/h

Abbildung 6.3.3: Simulation eines Fed-Batch zur Sfbxid-Produktion

Die Parameter der Simulation sind in Tabelle 5widdergegeben. Thioanisol wurde bei 5 mM konstant
gehalten.
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Bei Benutzung der elektrochemischen Zelle mit opten Produktivitat betriige die
Reaktionszeit ca. 400 Stunden. Bei dieser Zeitdauess neben der Reaktionsstabilitat
auch die Lagerstabilitat (vgl. Abbildung 4.2.1) weksichtigt werden. Das
Reaktionsvolumen wirde sich durch Substratdosieramig 100 mL auf 170 mL
erhdhef’. Wiirde man die gleiche Stoffmenge mit Sensordosigherstellen, miisste
man zum Schluss ca. 2 L Reaktionslosung aufarbeiten

Die Aufarbeitung ist ein wesentlicher Teil einefizéénten Verfahrens und sollten zur
Umsetzung des Verfahrens noch ausfuhrlicher untbtswerden. So kommen neben
Ethylacetat andere organische Losungsmittel in dragn die Anzahl der
Extraktionsschritte zu reduzieren. Fur gréRere Menkpnnte statt des Scheidetrichters
eine GegenstromextraktiofiHaberland, et al. 2002]oder ein Mixer-Settler benutzt
werden. Zur besseren technischen HandhabbarkezwmEinzymschonung kann in den
Kreislaufreaktor ein Modul zur blasenfreien Saudfeegasung integriert werden
[Rissom, et al. 1997]

Insgesamt ist es notig, im Fed-Batch-Prozess Enzynd Substratdosierung gut
aufeinander abzustimmen. Bei kurzen Reaktionszeigénes sicher einfacher, die
gesamte Enzymmenge vorzulegen. Bei langen Reak#das ist eine Regelung der
Enzymdosierung wichtig.

%" Die tatsachliche Konzentration an Sulfoxid betrdan 2,9 M. Der Volumeneffekt ist im Modell nicht
berucksichtigt.
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6.4 Verknipfung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurdeni&dalparameter fir eine effiziente
elektroenzymatische Reaktionssequenz identifizieéfierbei kdnnten gezielt neue
Erkenntnisse uber die Verknipfung von elektrocheh@a mit biokatalytischen
Schritten gewonnen werden.

Fur die Produktivitat des Gesamtprozesses ist firiemter elektrochemischer Schritt
wichtig, dieser bendétigt:

= eine effiziente elekrochemische Zelle (hohes Eteldnflache/Volumen-
Verhaltnis),

= einen Elektrolyten mit hoher Leitfahigkeit.
Der biokatalytische Schritt erfordert:
= einen Elektrolyten mit ausreichender Pufferkap#zita
= ein Reaktionsmedium, das die Substratverfigbaskeierstellt.

Hilfreich fur die Kombination ist die reaktionsteshche Sichtweise bei der
Zusammenfiuhrung der ansonsten nicht verwandtenifdlisan. So greifen die drei
Teilgebiete Reaktionstechnik, Elektrochemie undkBtalyse wie in Abbildung 6.4.1
gezeigt ineinander.

Elektrochemie

Reaktionstechnik

‘\-.; " Biokatalyse

Abbildung 6.4.1: Kleeblattknoten

Das Potential der RRDE-Experimente zur Untersuchengymatischer Reaktionen
konnte aufgezeigt werden. Dies ist ein Beispieleite analytische Technik aus dem
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einen Bereich fur den anderen nutzbar gemacht wedalen und so Rickwirkungen auf
den urpriinglichen Forschungsbereich ermdglicht.

Die Messergebnisse zeigen nicht die erwartetenautxlfir eine Kinetik erster oder
zweiter Ordnung der zu untersuchenden Reaktion.wHsden Hinweise auf eine

Reaktion nullter Ordnung diskutiert, die an der RREum ersten Mal gefunden wurden
und in der Literatur noch nicht beschrieben sindr xakten theoretischen Deutung
fehlt daher in der Literatur noch die mathematisghsis.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine etekizymatische Reaktionssequenz
untersucht und optimiert.

Prozessentwicklung einer elektroenzymatischen Reakt ionssequenz

S

t-BuOH senkt die Leitfahigkeit und Sauerstoffdifiusj die
Sauerstoffldslichkeit wird nicht beeinflusst

In Natriumacetat-Puffer wird #D, mit 95% Stromausbeute aus geléstem
Sauerstoff produziert

Graphit und Kohlefilz-Elektroden kénnen fir dig®4-Produktion genutzt
werden

Die Lagerstabilitat ist weit hoher als die Reaksistabilitat.

t-BuOH desaktiviert das Enzym bei héheren Tempezatund inhibiert
sowohl die Halogenase- als auch Peroxidase-Aktivita

Mit einem Zwei-Substrat-Modell wurden die Halogesasnd Peroxidase-
Reaktion beschrieben und die kinetischen Konstamstimmit.

Ein Ky (0,55 mM) und KWert (0,78 mM) fur das Substrat® wurde zum
ersten Mal ermittelt.

Drei chemisch modifizierte Enzympréparationen warbergestellt und
charakterisiert, die Temperatur- und Lagerstabiiierhoht.

Zwei verschiedene elektroenzymatische Reaktorentkorfir die Produktion
eingesetzt werden.

Die madifizierten Enzyme zeigen eine niedrigerekBieasstabilitét als das
native Enzym.

Die maximale ttn ist 145.000, sie lasst sich duliehDosierstrategie nicht
andern.

Mit optimierten Reaktionsbedingungen wurde die Bkbiditat im 2D-Reaktor
um das 17-fache auf 35 ¢'ld™* gesteigert.

Mit der 3D-Zelle konnte einRZA von104 g L* d* erzielt werden.

Ein Fed-Batch-Prozel3 liefert 1,2 g aufgereinigteoRid aus der
elektroenzymatischen Synthese.

Erkenntnisse aus der Verknupfung:
» Ohne die elektrochemische Fragestellung hatteias kotwendigkeit

gegeben, die Funktion des Cosolvens zu hinterfragen

* Ohne die enzymatische Fragestellung wére das hdtéum fir die

Sauerstoffreduktion nicht eingesetzt worden.

» Ohne die Notwendigkeit der Kombination beider Stairvare die

Weiterentwicklung der Reaktoren nicht erfolgt.
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8 Material und Methoden

8.1 Gerate
Analysenwaage :

Cyclovoltammetrie :

Chemets Reader

Elektrolysen :

Gaschromatographie :

Netzgerat
NMR-Spektroskopie :

Pipetten :
pH-Mel3gerét :

Potentiostat/Galvanostat :

Rotationsviskosimeter :
Schlauchpumpe :

UV-Spektroskopie :

Waage :

BP 211D
Sartorius AG
BAS 100 B/W Electrochemical Ayrser
Bioanalytical Systems Inc., West Lafayette, USA
5 mL Zellvolumen
Arbeitselektrode : Glaskohlenst@ 3 mm,
Gegenelektrode : Platindraht
Referenzelektrode Ag/AgCl-Schlauchelektrode
Cypress Systems EE008 ( E° = H96 mV vs. NHE )
Digital Chemets Reader 1-3004
Kolorimetrische Ampullen R-5510 (Chemetrics, USA)
thermostatisierte Becherglaszelle,J&lich
300 mL Arbeitsvolumen
Arbeitselektrode : Graphitfilz (SGL Carbon)
Gegenelektrode : Platindraht
Referenzelektrode : Ag/AgCl-
Schlauchelektrode Cypress Systems EE008 ( E° =196
5mV vs. NHE)
Agilent 6890
Kapillarsaule : Cyclode-1P (Lange 50 m[l = 0,32
mm), Tragergas: Helium, Injektor: Split, 200 °C,
Detektor: FID, 250 °C
TS3021S, Thurlby Thandar
Bruker AM 400
400 MHz —*H; 100,6 MHz —*C breitbandentkoppelt
Die in ppm angegebenen Verschiebungen beziehen sich
auf TMS als Standard
Finnpette 20, 200, 1000, 5000 pL
Metrohm 691
Model 263A (Princetoplignl Research)
Rotovisco RV30, CV100 (Hgak
Watson—Marlow 505 S
Watson—Marlow Marprene Il Schlauch
Shimadzu UV 160A
Quarzglaskuvette, d = 0,1 und 1cm
Thermostat
MC1 LC 4200S
Sartorius AG, Gottingen
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8.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in der hdchsten Reinhaiifesterworben und ohne weitere
Reinigung direkt eingesetzt.

Bradfordreagenz BioRad
BSA Calbiochem
Chloroperoxidase Fluka
Diethyltartrat Fluka
Essigsaure Merck
Essigsaureethylesther Merck
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Merck
Monochlordimedon Aldrich
Natriumacetat Merck
Natriumdihydrogencitrat Fluka
Natriumchlorid Fluka
Natriumhydroxid Merck
Natriumsulfat Merck
tert-Butanol Fluka
tert-Butanolhydroperoxid, 70% Fluka
Thioanisol Fluka
Titanisopropylat Fluka
Wasserstoffperoxid, 35% Merck
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8.3 Analytik
8.3.1 UV-Analytik

8.3.1.1 CPO-Aktivitatstest (MCD)

Der Aktivitatstest wird wie von Hager beschriebemathgefuhrfHager, et al. 1966]
Folgende Stammlésungen wurden hergestellt:

+  KH,PO-Puffer pH 2,75
13,609 g KHPQ, auf 1 L Wasser
+ Stammlosung 1:
19,8uL 35%ige HO,-Losung auf 50 mL KKEPOg-Puffer
+ Stammlosung 2:
1,491 g KClI
17,46 mg MCD auf 500 mL K#POy-Puffer

In die Kuvette zu pipettierende Volumina:

« 490uL Stammldsung 1
« 500pL Stammldsung 2
+ 10pL Probel6sung

In der Kivette (1 mL) befinden sich somit:
+ 100 pmol KBPQOy-Puffer pH 2,75

20 pumol KCI

2 umol HO,

0,1 pmol MCD

Die Losungen werden in der Kivette gemischt undrsom Photometer vermessen.
Die dazu eingestellten Parameter lauten:

.« Wellenlange: 278 nme(MCD) = 1,27681L0° ol ™)

« Temperatur: 25°C

+ Messzeit: 60 s

+ Messintervall: 1s

Die Aktivitat wird in Units (umol mift) bezogen auf MCD angegeben.

8.3.1.2 CPO-Aktivitatstest (AAP-Methode)

Fur die Bestimmung der Peroxidaseaktivitdt wurdéRichlorphenol (2,4-DCP) als
Substrat in Gegenwart von 4-Aminoantipyrin (AAPhb&t. Die Adsorptionszunahme
des farbigen Produktes wurde bei 510 1gns 7.100 M* cni) bei pH 6,0 verfolgt. Eine
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Unit Peroxidaseaktivitat ist definiert als Mengem@ min') des roten oxidierten
Farbstoffes.

8.3.1.3 CPO-Aktivitaststest (Thioanisol-Methode)

Thioanisol und R)-Methylphenylsulfoxid unterscheiden sich in ihren
Absorptionsspektren (Abbildung 8.3.1).

Thioanisol
- = = .« Sulfoxid

Extiktion / -

Wellenlange / nm

Abbildung 8.3.1 UV-Spektren von Thioanisol und R)-Methylphenylsulfoxid

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM NatriumsulfahMl Substanz, T = 20 °C, 1 cm Kivette

Bei A = 284 nm unterscheiden sich die Spektren am dbsteén. Durch Messen einer
Verdiinnungsreihe wird der Extinktionskoeffizientnv@hioanisol zue = 581000 crh
mol™* bestimmt (Abbildung 8.3.2).
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Extinktion / -

0 0,5 1 15 2 2,5
Thioanisol / mM

Abbildung 8.3.2 Bestimmung des Extinktionskoeffiziaten von Thioanisol

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat: 284 nm, T = 20 °C, 1 cm Kivette

FUr den Aktivitatstest werden folgende Losungenvesdet:
= 100 mM Puffer pH 5

= Stammldsung 1: x mM Thioanisol in Puffer
=  Stammldsung 2: 50 mM 4@,

In die Klvette zu pipettierende Volumina:

= 980uL Stammlosung 1
= 10pL Stammldsung 2
= 10puL Probelésung

Die Losungen werden in der Kivette gemischt undrsom Photometer vermessen.
Die dazu eingestellten Parameter lauten:

= Wellenlange: 284 nmg(Thioanisol) = 581000 cfrmol™)
= Temperatur: 20°C

» Messzeit: 60 s

= Messintervall: 10 s

Die Aktivitat wird in Units (umol mift) bezogen auf Thioanisol angegeben.
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8.3.2 GC-Analytik

Es wird eine Lipodex E Saule (50 m x 0.25 mm IDQ°I®, Machery-Nagel) verwendet.
Die Retentionszeiten sind 1,81 min fir Thioani€B80 min fur dasK)-Sulfoxid und
9,60 min fur das)-Sulfoxid. Das Sulfon wird bei 16,0 min detektiert

Es werden Verdinnnugsreihen in den Puffern anged@ pL der Lésung werden mit
150 pL EtOAc extrahiert. 10 pL der organischen Bhasrden in das GC injiziert. So
kann aus den Peakflachen auf die KonzentrationenAdelyten in der wassrigen
L6sung zurtickgerechnet werden.

1800

1600 -

1400

1200

1000

800

Peakflache / pA s

600

400

200

Sulfoxid / mM

Abbildung 8.3.3 Kalibriergerade

100 mM Natriumacetat (pH 5), 50 mM Natriumsulfat,x®l% t-BuOH, 400 pL Probe mit 150 pL
EtOAc extrahiert

Die Faktoren sind in Tabelle 8.3.1 zusammengefasst.
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Tabelle 8.3.1 Kalibrierungen fur Thioanisol und R)-Methylphenylsulfoxid

Puffer Thioanisol / pA s mM Sulfoxid / pA s mM
100 mM Kaliumphosphat, 161 191

30 vol%t-BuOH

100 mM Natriumcitrat, 163 146

30 vol%t-BuOH

100 mM Natriumacetat, - 163

50 mM Natriumsulfat,

0 vol%t-BuOH

10 vol%t-BuOH 128 177
20 vol%t-BuOH - 162
30 vol%t-BuOH - 137

8.3.3 elektrochemische Analytik

Alle Cyclovoltammogramme werden mit einer Potemntaschubgeschwindkeit von
100 mVS' und einer Empfindlichkeit von 10 n&V' gemessen. Die Messungen
beginnen jeweils bei kathodischem Potential in aticr Richtung. Es werden 3
Zyklen aufgenommen. Es werden jeweils 5 mL der bgsm sauerstoffgesattigt und
entgast vermessen.

8.3.4 Proteinanalytik

Der Proteingehalt wurde mittels der literaturbemtienen Methode nach Bradford
[Bradford 1976] durchgefihrt. Als Kalibrierung wird eine Verdinmsneihe mit BSA
vermessen.
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8.4 Messungen in der 3D-Zelle

Es werden die foglenden Materialien verwendet:
= Sigradur-G (HTW, Deutschland), 0,4-0,63 mm
» Sigradur-K (HTW, Deutschland) , 0,4-0,63 mm
= Desulco (Superior Graphite, Schweden) , 0,6-1,0unth1,0-1,4 mm
» Gold-beschichteter Desulco (RRR Labs, Indien)
» Silberspéne (Outokumpu, Finnland)

Die geometrische Oberflache des Desulco-Graphitige350 und 900 cir{Volumen
72 cn?, Zwischenkorn-Volumen 50%, Kugelform angenommen)

Der Desulco-Graphit wird mit Laborsieben in die spmechenden Groéf3enfraktionen
unterteilt. Der Graphit wird durch Ruhren (> 2h) iM NaOH und anschlie3endem
Ruhren (> 2h) in Aceton gereinigt. Danach wird eraghit mit Pufferlésung
gewaschen, gesiebt und in den Kathodenraum eirigefild Membran wird Nafion®
424 verwendet. Die Anodenrdume werden mit 0,05Mwedbisaure befillt. Die Zelle
wird mit 100 — 150 mL miti durchstrémt.

Als Anoden werden spezielle SauerstoffentwickluBtgktroden aus Titannetz (80mm
x 90 mm, Netz 6mm x 4 mm, Metakem, Deutschlandubgn

8.4.1 Messung der Stromausbeute

Sauerstoff-gesattigte Pufferldsung wird mit 100 min™ durch die Zelle gepumpt. Am
Ausgang der Zelle werden 1 mL Probe genommen uhdsmL verdinnt. In diesen
verdinnten Proben wird mit dem Chemets Reader 43@hemetrics, USA) und den
entsprechenden Ampullen (R-5510) die Wasserstafk@+Konzentration bestimmt.
Am Netzgerat wird die Stromstérke abgelesen. Heraud gemal Formel 8.4.1 die
Stromausbeute berechnet.

C(HZOZ) [v, I (2[F) Formel 8.4.1
I

Diese Messung wird mit unterschiedlichen Elektradaterialien und unter Benutzung
von Desulco-Graphit mit unterschiedlichen Puffeancthgefihrt.

Stromausbeute =

8.4.2 Batch-Reaktionen

Der gereinigte Graphit wird in die Zelle eingefiilttie Zelle wird verschraubt. Die
Elektroden werden am Netzgerat angeschlossen und&s@iutzpotential von 1,5 V
angelegt, um die Oxidation der Silberstromableiteverhindern. Die Zelle wird zuerst
mit 500 mL Puffer gespdult. AnschlielBend wird durghbringen des Auslaufes am
Begasungsgefald der Kreislauf hergestellt. Substrat Enzym wird per Pipette
zudosiert, die Reaktion wird durch anlegen einearfdpng von 1,8 — 1,9 V gestartet. Es
werden 400 pL Probe genommen, die mit 150 pL Et@&trahiert werden. Die
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organischen Phase wird im GC vermessen, in der riggéss Phase wird die
Enzymaktivitat mittels MCD und/oder Thioanisol-Agsgemessen. Die Stromstarke
bleibt wahrend des Versuches konstant. Die Ladungl vaus der abgelesenen
Stromstérke und der Reaktionszeit errechnet, dienttusbeute aus der gemessen
Produktkonzentration und der errechneten Ladung.

8.4.3 Verwendung der chemisch modifizierten CPO

Es werden Batch-Reaktionen durchgefuhrt wie un#rR8eschrieben. Es werden 300
uL Enzymlésung mit 1,5 mg mLProteingehalt dosiert. Aus dem Proteingehalt wird
die ttn geschétzt unter Verwendung von M(CPO)=429@tbI".

8.4.4 Fed-Batch

Es wird eine Batch-Reaktion durchgefuhrt wie unB4.2 beschrieben. Bei jeder
Probenahme werden zusétzlich 300 pL (=0,31 mmalpartsol und unterschiedliche
Mengen Enzymlosung nachdosiert.
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8.5 Messungen in der 2D-Zelle

Der Graphitfilz wird fur 2 mal 20 Minuten im Ultrelsallbad gereinigt, einmal in
Methanol, einmal in Pufferlésung. Der Filz wird algm Edelstahl mit Plastikklemmen
fixiert und als Arbeitselektrode kontaktiert. Ddafthdraht wird in den Dialyseschlauch
(gefullt mit 10 mL Pufferlosung) eingefigt und @Begenelektrode kontaktiert. Die
Referenzelektrode wird in einer Bohrung im Edelsbdfestigt. Es wird der PAR 263A
Potentiostat zur Steuerung der Elektrolyse verweridie Sauerstoffoegasung erfolgt
durch einen Schlauch mit reinem Sauerstoff beibk2

Es werden Substrat und Enzym dosiert und sofod eiste Probe genommen um die
Startwerte zu bestimmen. Die Elektrolyse wird duectlegen des Potentials (zwischen
-500 und -600 mV vs. Ag|AgCl) gestartet. Es werd® pL Proben entnommen, mit
150 pL EtOAc extrahiert und die organische Phase G@ auf Substrat- und
Produktkonzentration getestet. In der wassrigens®hwird die Enzymaktivitat
gemessen. Der Potentiostat verflgt Uber einen aitschen Coulomb-Zahler, aus der
hiermit ermittelten Ladungsmenge und der gemesseneduktkonzentration wird die
Stromausbeute berechnet.

8.6 Produktaufarbeitung

Nach Beendigung der Reaktion wird die wassrige €lasimal mit EtOAc (Verhaltnis
vlv 0,375) extrahiert. Die gesammelten organisdhlkasen werden tUber Natriumsulfat
getrocknet und das organische Losungsmittel aresddrtid unter vermindertem Druck
abdestilliert. Durch Anlgen von Hochvakuum tber Mawerden Reste von Edukt und
Losungsmittel entfernt.

Eine saulenchromatographische Reinigung wurde Badarf angeschlossen :

Saule: Lange 20 cm, Durchmesser 2,5 cm

Stationare Phase: Kieselgel (Merck)

Laufmittel: Cyclohexan/Essigsaureethylester = 1:1
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8.7 Enzymmodifikation

8.7.1 CPO-Modifikationsreaktion

Alle Reaktionen wurden mit CPO und dem relevanteadgenz in 10, 100 oder 1.000
fachen molarem Uberschuss durchgefiihrt. Die Queetzung mit Glutardialdehyd
wurde in Zinkacetatpuffer (100 mM, pH 6,5), die Qeznetzung mit EDAC wurde in
Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 5,5) und die redukt Alkylierung in
Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 6,0) mit 50 % Etbhrdurchgefihrt. Bei den
Quervernetzungsreaktionen war 5% (W/V) Polyethglgeol 1.500 zugesetzt. Alle
Reaktionen wurden bei 4°C fur eine Stunde gertibié Produkte wurden durch
Ultrafiltration (10 kDa Membran) aufgereinigt.

8.7.2 Bestimmung der freien Aminogruppen

Die Bestimmung der freien Aminogruppen wurde analdgr TNBS-Methode
durchgefihrt [Habeeb 1966] Losungen der modifizierten CPO mit gleichem
Proteingehalt wurden mit einer Losung von 0,1 % itnobenzolsulfonsédure (TNBS) in
Carbonatpuffer (100 mM, pH 8,5) gegeben. Das Gdmisted fir 2 Stunden unter
Ruhren bei 40°C inkubiert.

Anschlie3end wird 1 ml in einer 10% SDS-L6sung gtben Puffer hinzugegeben, um
Proteinausfallung zu vermeiden. Zugabe von 1 mereih N Salzsaure stoppt die
Reaktion. Die Konzentration des sulfonierten Prdesikwird bestimmt durch die
Adsorption bei 335 nM gegen eine Blindprobe ohradn.

8.7.3 Anderung der Hydrophobizitat

Die native und modifizierte CPO werden zu einem Gemvon Phenyl-Sepharose CL-
4B Suspension und 1,7 M Ammoniumsulfat in Kaliumgiwatpuffer (10 mM, pH 6,0)
gegeben. Nach 5 Minuten rihren wird das Gemiscl8&€0 rpm zentrifugiert, um die
Phasen zu trennen. Die CPO-Aktivitat in jeder Phasede mittels AAP-Methode
[Metelitza, et al. 1991] bestimmt. Der Verteilungskoeffizient wurde aus dem
Aktivitatsverhéltnis der organischen Phase (Ph&wggharose) und der wassrigen Phase
(Ammoniumsulfat) bestimmit.

8.7.4 Bestimmung der Temperaturstabilitat

Native und modifizierte CPO werden in Kaliumphogphiéfer (100 mM, pH 6,0) fur
eine Stunde im Temperaturbereich von 20 - 80°C Lkttt Die restliche
Peroxidaseaktivitat wurde mittels AAP-Methdiietelitza, et al. 1991krmittelt.

8.7.5 Einfluss des organischen Mediums auf die Enzy  maktivitat

Bindre Reaktionsgemische aus Kaliumphosphatpuf®€0 (mM, pH 6,0) undert-
Butanol bis zu 80 % (V/V) werden benutzt, um daszyiem fir 4 Stunden bei
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Raumtemperatur zu inkubieren. Die restliche Pemmedktivitat wird per AAP-
Methode[Metelitza, et al. 1991krmittelt.

8.8 Enzymkinetik

8.8.1 Peroxidase-Kinetik

Alle Messungen werden mit dem Thioanisol-Assay dgetuhrt. Im Assay werden die
Konzentrationen von Thioanisol (0-20 mM),®% (0-1,5 mM) und detert-Butanol-
Anteil variiert (0-30 vol%). Die Daten werden miltenicht-linearer Regression
ausgewertet (vgl. Abschnitt 9.1.1.1)

Das ausfihrliche Modell unter Berticksichtigung erenstarke beigyax und ky liefert
die folgenden Ergebnisse:

Tabelle 8.8.1 Ergebnisse der nicht-linearen Regréss zum ausfiihrlichen Peroxidase-Modell.

Vinaxol U MG" Kynzo20/ MM Kooz / MM K Thioanisolo! MM

3926+ 624 0,42 0,11 1,14 0,29 0,89+ 0,17

kkorr,vmax kkorr,H202 - I<korr, TA

-0,24+ 0,06  0,006% 0,085 - 0,065+ 0,14

8.8.2 Halogenase-Kinetik

Alle Messungen werden mit dem MCD-Assay durchgdfilm Assay wird die
Natriumchlorid bzw. Ammoniumchloridkonzentration-480 mM) variiert. Die Daten
werden mittels nicht-linearer Regression ausgeweértg. Abschnitt 9.1.1.2)
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8.9 Chemische Sulfoxidation
(@]

©/ S\CH3 Ti(OPr),,(R,R)-DET 5/ 6%1/ S\C7H3
Il I
AN 2
3

H,0, TBHP

M=124,21 gemol?!
Ansatz .
Ti(O'Pr), [M=248,25 dmol™]
(R,R—DET [M=206,20 ghol]

Thioanisol [M=124,21 @hol™*, d=1,59 ghol”]

H,O [M=18 giol™]

M=140,21 gemol-!

1,49 mL [5 mmol]
1,71 mL [10 mmol]
0,59 mL [5 mmol]
0,1 mL [5 mmol]

TBHP—-LOsung 2,35 mL [5,5 mmol]

In einem 100 mL thermostatisiertem Dreihalskolbeh Inmenthermometer wird eine
Lésung von 1,49 mL Ti(®ry und 1,71 mL R,R-DET in 50 mL Dichlormethan
vorgelegt. 0,1 mL Wasser und 0,59 mL Thioanisoldeerzugegeben und anschliel3end
wird die Losung auf —-10°C gekdhlt. Die wassrige TBHOsung wird mit
Dichlormethan extrahiert und die wassrige Phasevaden. 2,35 mL der TBHP-
Dichlormethanldsung werden tropfenweise unter Riihreigegeben. Es wird fur
weitere 4 Stunden gerihrt. Anschlieend wird 1 mlasgér zugegeben um den
Titankomplex zu hydrolisieren. Es bildet sich eieifder Niederschlag. Man erwarmt
auf Raumtemperatur, filtriert Gber Celite und wédsden Ruckstand mehrmals mit
Dichlormethan. Das Filtrat wird mit 5% KOH / gesa@Gl-Lésung ausgeschuttelt, mit
NaSQ getrocknet und das Ldsungsmittel unter verminderruck abdestilliert. Das
Produkt wird sdulenchromatographisch (Kieselgel:rdde 4-63 um; Saule: 20 cm,
@=2,5 cm, Laufmittel: Cyclohexan/Essigsaureethglest1:1, R=0,55) gereinigt. Man
erhalt weil3e Kristalle.

Ausbeute : 0,3 g (43%) Lit.: 80 %

'H-NMR (CDCk, 400 MHz): 5 [ppm] = 2,66 (s, 3H, H-7), 7,21-7,60 (AA'MM’'X—
Muster, 5H, H2-H6)

3C—NMR (CDCE, 100,6 MHz):5 [ppm] = 43,99 (C-7), 123,5 (C-2,C-6), 129,38 (G-4)
131,05 (C-3,C-5), 145,71 (C-1)
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9 Anhang

9.1 Scientist-Modelle

Anbei sind die beiden Scientist®-Modelle wiederdege die in dieser Arbeit

verwendet wurden. Die Modelle sind die *.eqn Daigimit denen der Fit und die

Simulation durchgefihrt wurden. Der Einfachheitbleal wurde in den Modellen zur

Simulation die CPO-Desaktivierung durch eine Veyerung der CPO-Menge (im mg

Protein) ausgedrickt. Naturlich veréndert sich @esamtproteinmenge wahrend der
Reaktion nicht, man mag diese Gro3e als "aktivéeRrdMenge"” definieren.

9.1.1 Nicht-Lineare Regression fur die Enzymkinetik

9.1.1.1 Peroxidase-Modell

IndVars: TA, BuOH, HHOO

DepVars: V

Params:KMHHOOO0, KMTAO, Vmax0, KkorrVmax, KiHHOO,KkorrHHOO, KkorrTA
KMHHOO=KMHHOOO*EXP(KkorrHHOO*BuOH)

KMTA=KMTAO*EXP (KkorrTA*BuOH)

Vmax=Vmax0*EXP(KkorrVmax*BuOH)

V=Vmax*HHOO/(KMHHOO+HHOO+ (HHOO*HHOO)/KiHHOO)*TA/(KMTA+TA)

/[Parameters
KkorrVmax=0.3
KkorrHHOO=-0.08707
KiIHHOO=1.75
KkorrTA=0.02
KMHHOO00=0.379243227
Vmax0=2002.54839
KMTAO0=0.0464

*kk

9.1.1.2 Halogenase-Modell

IndVars: CL, BuOH, HHOO

DepVars: V

Params:KMHHOOO0, KMCLO, Vmax0, KkorrVmax, KIHHOO,KkorrHHOO, KkorrCL, KiCL
KMHHOO=KMHHOOO0*EXP(KkorrHHOO*BuOH)

KMCL=KMCLO*EXP(KkorrCL*BuOH)

Vmax=Vmax0*EXP(KkorrVmax*BuOH)

V=Vmax*HHOO/(KMHHOO+HHOO+ (HHOO*HHOO)/KiHHOO)*CL/(KMCL+CL+(CL*CL)/KiCL)

/IParameters
KkorrVmax=0.3
KkorrHHOO=-0.08707
KiHHOO=1.75
KkorrCL=0.02
KMHHOO00=0.379243227
Vmax0=2002.54839
KMCLO0=0.0464

KiCL=1.0

*kk
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9.1.2 Simulation der Batch-Reaktionen

IndVars: t

DepVars: TA, HHOO, CPO, SO

Params:KMHHOOO0, KMTAO, Vmax0, KkorrVmax, KiHHOO,KkorrHHOO, KkorrTA, BuOH, KMTA, Vmax
KMHHOO=KMHHOOO*EXP(KkorrHHOO*BuOH)

KMTA=KMTAO*EXP(KkorrTA*BuOH)

Vmax=Vmax0*EXP(KkorrVmax*BuOH)

V=CPO*Vmax*HHOO/(KMHHOO+HHOO+ (HHOO*HHOO)/KiIHHOO)*TA/(KMTA+TA)

TA'=-V
HHOO'=-V+0.1
SO'=V
CPO'=-(V/28)

/ICPO in mg, HHOO, TA, SO und BuOH in mM, Parameter wie aus Fit

/IParameters
t=0

CP0O=0.65
HHOO=0
TA=20

SO=0
BuOH=1.1
KkorrVmax=-0.291
KiHHO0=0.78
KMHHOO0=0.55
Vmax0=5655
KMTA=1.37

*kk
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9.2 Eine kleine Einfuhrung in die RRDE
Only the more deceitful undergraduates
ever completed the experiment; the others left
Oxford convinced that nothing good
can ever come from electrochemical measurements
W.J. Albery & M.L. Hitchman

Ring-Disc Electrodes, Oxford University Press

9.2.1 Stofftransport an Elektrodenoberflachen

Wenn ein Strom durch eine Elektrode flie3t und eg@lektrochemische Reaktion
hervorruft, &ndert sich die Konzentration der eletthemisch aktiven Spezies in der
Loésung. Die Konzentration der Spezies variiert lok®ie Lbésung an der
Elektrodenoberflache ist weitgehend stationar ireu8e auf die Elektrode und die
Reaktanden mussen durch diese stationdre Schitfihdleren. Da Diffusion ein
uneffektiver Transportprozess ist, finden die negisKonzentrationsanderungen in der
Diffusionsschicht statt. Ausserhalb der Schicht emdh sich die Werte der
Konzentrationen rasch dem Wert der Losung (Abbidd@r2.1).

Diffusionsschicht Ldsung

Konzentration

Transport durch
Diffusion

Transport durch
Konvektion

1
1
1
1
1
1
1
1
L
1
1
1
1
1
1
1

~103cm
Entfernung von der Elektrode

Abbildung 9.2.1 Konzentrationsprofil an einer Elektrode

In einer nicht geruhrten Losung ist die Dicke deffudionsschicht nicht genau zu

beschreiben. Die Dicke dieser Schicht ist jedoahdén Transport der Spezies zur
Elektrode und somit fir den messbaren Strom bestimimDer Transport muss also
gleichmaRig und gut definiert, mdglichst auch leiteoretisch zu beschreiben sein.
Eine gute Mdoglichkeit, einen gleichmafligen und kanten Stofftransport zur

Elektrode zu realisieren, ist die Rotation der Eimte.
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9.2.2 Die rotierende Elektrode

Eine rotierende Elektrod® besteht aus einer kreisformigen Elektrodenflactie, in
einen Zylinder aus elektrisch nicht leitendem Mialexingebettet ist. Eine schematische
Skizze zeigt Abbildung 9.2.2 (links). An der Obéisédefindet sich die Befestigung fir
den Rotationsmotor und den Potentiostaten.

Bei rotierenden Elektroden wird der Elektrodenumgep ein definierter und
berechenbarer hydrodynamischer Fluss aufgezwungen. Die
Geschwindigkeitskomponenten des Flusses sind inildig 9.2.2 (rechts) als
dimensionslose Geschwindigkeiten Gber dem Elektrabdstand aufgetragen. Wie bei
der theoretischen Behandlung rotierender Elektrodblich sind hier zylindrische
Polarkoordinaten verwendet.

A 1.0 T T T T
/_\ 9 0.9} |
o8t \ Vg =V. ]

07} 1
06} 1
05} 1
04f 1
03 V 1

0.2 -
/\ . 01 —
C > )7 00— ——————

z/Z,

v Abstand zur Elektrode

dimensionslose Geschwindigkeiten

Abbildung 9.2.2 : Aufbau und hydrodynamische Profik einer rotierenden Elektrode.

Die Geschwindigkeitsvektoren sind in zylindrischeKoordinaten angegeben und auf den
hydrodynamischen Abstand zur Elektrode normiert.

Aus den Geschwindigkeitskomponenten kann man Stngsprofile in  der
Elektrodenumgebung ableiten. Die Losung wird, wieAbbildung 9.2.3 gezeigt, von
unten an die Elektrode transportiert und dann tadidlang der Elektrodenflache
geflhrt.

%8 Abkiirzung RDE : rotating disc electrode
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Abbildung 9.2.3 : Schematische Strémungslinien undGeschwindigkeitskomponenten in der
Elektrodenumgebung.

Eine Erweiterung der RDE kann durch eine zweite eKgelektrode erfolgen, die
ringformig um die Scheibe angeordnet ist (Abbilduhg.4). Dieser Aufbau wird als
rotierende Ring-Scheiben Elektrédebezeichnet. Durch diese Anordnung kénnen
instabile Intermediate oder Folgereaktionen untdrswerden.

AR

Scheiben-Elektrode
isolierte Licke
Ring-Elektrode

Abbildung 9.2.4 : Aufbau einer rotierenden Ring-Sclkiben Elektrode.

29 Abkiirzung RRDE : rotating ring-disc electrode
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Die beiden Elektroden sind durch eine Liicke getredie elektrisch nicht leitend ist.

An der Kopfseite der Elektrode kénnen beide Elalérogetrennt kontaktiert werden.
Somit wird fir den Betrieb einer RRDE ein Bipotestat benotigt, um beide

Elektroden getrennt ansteuern zu konnen. Das drkesilzum Beispiel an der Ring-
Elektrode zusatzliche Informationen Uber die Preeesn der Scheiben-Elektrode zu
erhalten. Den kompletten Aufbau der Apparatur zAlgtildung 9.2.5.

Motorsteuerung Rotator Bipotentiostat

.
. o
.s* *

. .

. .

.t o
.
. .

.
“‘
.
ey
Y
ey
.
ey

.
o*
o*
o*
o*
o*
o*
.
.

Referenzelektrode Gegenelektrode

Abbildung 9.2.5 : Schematischer Aufbau eines RRDE Experimentes.

Referenz-, Gegen- und RRD-Elektrode tauchen geming® die zu untersuchende
Loésung ein. Die RRDE ist als Arbeitselektrode 1 uddmit dem Bipotentiostat
verbunden. Der Rotator kann extern gesteuert werdamit die elektrochemischen
Prozesse bei unterschiedlichen Rotationsgeschwkeitén (d.h. bei unterschiedlichem
Massentransport zur Elektrode) untersucht werdemé.

9.2.3 Strom-Spannungs-Kurven

Wenige Sekunden nach einer Anderung der Paramataten Elektrode stellt sich
wieder ein 'steady state' ein, und Strom und Palentdie sich dann nicht mehr als
Funktion der Zeit andern — kbnnen bequem abgeleseten.

Findet keine homogene chemische Reaktion statt) dénal der Strom an der Elektrode
nur vom Massentransport und/oder der Elektrodemikineestimmt. FUr ein einfaches
reversibles Redox-System gemal3 Formel 9.2.1.
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0O —/m™ R Formel 9.2.1

@] Oxidierte Spezies
R Reduzierte Spezies

gilt fir den Strom an der Elektrode Formel 9.2.2.
a(E-E°)F ~(1-0)(E-E°)F j

i:AF(k'e Rocr-k'e Rocf

Formel 9.2.2

0

Flache / crf

Faraday-Konstante (96.485 C nipl

Konzentration an der Elektrodeoberflache / mol
Konstante fur den heterogenen Elektronentransfer
Standardpotential / V

Transferkoeffizient

Smxo M

Fur den Fall, dass i = 0 und die KonzentrationemanElektrode gleich denen in der
Loésung sind erhalt man aus Formel 9.2.2 die belkarMérnst-Gleichung. Die
Potentialdifferenz an der Elektrodenoberflache fifaesst die Geschwindigkeiten der
Hin- und Rickreaktion unterschiedlich; beim Stadgatential des Redoxpaares sind
sie gleich. Durch den exponentiellen Term bedewigie kleine Anderung des
Potentiales eine groRe Anderung der Rate.

Im Folgenden ist schematisch fur den oben genantialh ein Steady-State-
Voltammogram gezeigt (fir eine konstante Umdrehgegshwindigkeit).
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Abbildung 9.2.6 : Steady-State-Voltammogramm an eigr rotierenden Elektrode mit

Konzentrationsprofilen an charakteristischen Punkten.

Am Anfang ist der Strom 0 und die Konzentrationendsuberall in der Lésung
gleichférmig. Mit zunehmendem angelegten Potensitdigen die Gradienten der
Spezies in der Diffusionsschicht an. Der Stromtlgukinem Plateau aus (1 limiting
current), hier sind die Gradienten maximal. Wera iektrode aktiv genug ist, um die
gesamte Menge der Spezies umzusetzen, dann haottagial keinen Einflul? mehr auf
den transport-kontrollierten Grenzstrom |

Da dieser Strom nur vom Massentransport zur Eldktiemntrolliert wird, ist die Hohe
des Stromflusses an einer gegebenen Elektrode noe d-unktion der
Rotationsgeschwindigkeit. Diesen Zusammenhang hsrsd&Rotation und, Ibeschreibt
die Levich-Gleichung in Formel 9.2.3.

2 1 1

| =0,201zFAD®v °cw? Formel 9.2.3
Anzahl der Elektronen
Faraday-Konstante (96.485 C nipl
Flache / crh
Diffusionskoeffizient / crhs*
Kinematische Viskositat / chs
Konzentration der Spezies / mol
Rotationsgeschwindigkeit / rpm

<O >» MmN

=0

Durch unterschiedliche Konstanten kann die Gleightim Geschwindigkeiten in Hz
oder rad-$ leicht umgeformt werden.
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9.2.4 Das Ubertragungsverhaltnis

Findet an der Scheibenelektrode ausschlieRlichHiieeaktion G>R gemald Formel
9.2.1bei einem konstanten Strom statt, erzeugt djemald den beschriebenen
Stromungsverhaltnissen (Abbildung 9.2.3) einen tamten Fluss von R zur &ul3eren
Ring-Elektrode. Aufgrund der Strémung wird diesearisport jedoch nicht vollstandig
sein, eine Menge R wird von der Elektrodenober#éaleg in die LOosung transportiert.
Angenommen die Ringelektrode ist nun so eingestéliss die Rickreaktion-’RO
quantitativ ablauft, so wird der Strom an der RElgktrode trotzdem geringer als an
der Scheibe sein, da nicht mehr die vollstandigenddeR fur die Reaktion zur
Verfiigung steht. Diese Tatsache beschreibt das tfalgengsverhaltnis Ngeman
Formel 9.2.4. Das negative Vorzeichen tragt deryweation Rechnung, dass der Strom
in gegensatzliche Richtungen flief3t.

N, =—F Formel 9.2.4
ID
IR Strom an der Ringelektrode / A
ip Strom an der Scheibenelektrode / A

Das Ubertragungsverhaltnis ist eine elektrodenfipelae Konstante, die nur von den
geometrischen Abmessungen der Elektrode abhangigus dem Radius der Scheibe
und dem inneren und auf3eren Radius des Rings &dstfir jede RRDE das

Ubertragungsverhaltnis berechnen.

Insbesondere ist das Ubertragungsverhaltnis, sdéeme chemischen Neben- oder
Folgereaktionen vorliegen, unabhangig von der Rwtageschwindigkeit. Bei
steigender Rotation wird zwar mehr Losung zur Smhéiansportiert, womit der Strom
ansteigt, aber im selben Mal3e auch zum Ring wedtesportiert, womit der Strom auch
hier ansteigt und das Verhaltnis gleich dem bangerer Geschwindigkeit ist.

Somit ist das Ubertragungsverhaltnis eine geeign@®Re um kinetische
Untersuchungen durchzufihren, da bei unterschieshic Geschwindigkeiten zwar
Neben-  und Folgereaktionen unterschiedlich  schnekblaufen, das
Ubertragungsverhaltnis jedoch konstant bleibt.

9.2.5 Kinetische Untersuchungen mit der RRDE

9.2.5.1 Kinetikbestimmung fur Reaktionen erster Ordnung

Zerfallt die elektrochemisch erzeugte Spezies auif WVeg zwischen Scheibe und Ring
nach einem Mechanismus erster Ordnung, so sindfalgenden Reaktionen zu
bertcksichtigen:

Scheibe: A->B Formel 9.2.5
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Reaktion: B[ - X
Ring: B->C
Am Ring wird also weniger B detektiert als ohne drfallsreaktion. Das

Ubertragungsverhaltnis wird also kleiner. Eine sehische Auftragung der Ring- und
Scheibenstréme zeigt Abbildung 9.2.7.

Ip

Abbildung 9.2.7 : Kinetikbestimmung einer Reaktionerster Ordnung mit RRDE

Fur jede Rotationsgeschwindigkeit erhdlt man eindividuelles, Kkinetisches
Ubertragungsverhaltnis NErhoht man die Rotationsgeschwindigkeit € ) < wg) SO
nahert sich das Ubertragungsverhaltnis dem thecheth Wert B an. Anders
ausgedruckt, je langsamer die Elektrode rotierstalenehr Zeit hat B zu zerfallen,
bevor es am Ring detektiert wird. Ausc Mann durch mehrere Umformungen k
ermittelt werden. Die ausfuhrliche Herleitung dieGdeichungen findet sich bei Albery
und Hitchmar{Albery, Hitchman 1971]

9.2.5.2 Kinetikbestimmung fur Reaktionen zweiter Ordnung

Auch die Geschwindigkeitskonstante einer bimoletariaReaktion kann durch RRDE-

Experimente bestimmt werden. Die betrachte Reaksion

Scheibe: A—>B Formel 9.2.6

Reaktion: B+CO%- X+Y
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Ring: B->C

Die bei einem solchen Experiment resultierendengf8theibenstrom-Diagramme
zeigen Charakteristika einer Durchbruchs-Kinetikenv die Reaktion zwischen B und
C schnell ist, kann kein B in Gegenwart von C esish. Erst wenn elektrochemisch
mehr B gebildet wird, als C durch den Massentrarispno Elektrode gelangt, kann B
am Ring detektiert werden. Je hoher die Rotati@sta mehr C wird zur Scheibe
transportiert und desto spater erfolgt der Durcbibvreon B zum Ring.

Ipk Ip

Abbildung 9.2.8 : Kinetikbestimmung einer Reaktionzweiter Ordnung mit RRDE

Alle Stromverlaufe enden asymptotisch in einer @ema deren Steigung dem
theoretischen pNentspricht. Aus der Extrapolation dieser Geradgndge Achse erhalt

man Werte-Paare kinetischer Ring- und Scheibenstign ipk, aus denen mit Formel
9.2.7 die kinetische Konstante der Reaktion erihitterden kann.

| =0,20U1°zFDv *wk;' Formel 9.2.7

Anzahl der Elektronen

Faraday-Konstante (96.485 C ripl

O T N

Diffusionskoeffizient / cris?

<

Kinematische Viskositat / chs
Rotationsgeschwindigkeit / rpm

ko Kinetische Konstante 2. Ordnung
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