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Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von an fasferagermaterialien immobilisierbaren Substraten
fir Myeloperoxidasen und Laccasen fur den Eingattiagnostischen Anwendungen. Dazu wurde im
ersten Teil dieser Arbeit ein Screening von Substrain Lésung durchgefihrt, die mit den

unterschiedlichen Enzymen einen deutlich sichtb&aabumschlag ergeben sollen. Hierfir wurden in
Vorversuchen verschiedene Kopplungsreagenzien wartbstoffe mit Laccasen und Horseradish
Peroxidase getestet. Im Anschluss daran erfolgth die Umsetzung mittels Myeloperoxidase. Aus
diesem Screening resultierte insbesonders Krigédltt als universelles Substrat fir beide Enzyme.
Die sequentielle Oxidation einhergehend mit einebbau des Molekiils wurde durch Analyse der
Reaktionsprodukte mittels LC-MS im Detail aufgekldm zweiten Teil der Untersuchungen wurden
immobilisierte Substrate getestet, die Uber fumilisierte Siloxane bzw. direkt kovalente Bindungen
an geeignete Tragermaterialien gebunden wurdersadialich konnten die mittels Fast Blue und
Sinapinséure funktionalisierten Siloxane nach Amflung auf Tragermaterialien von Laccasen und

Peroxidasen (HRP und MPO) umgesetzt werden.

Abstract

The aim of this work was to develop substrates itmifized on solid support materials for laccases
and myeloperoxidases for application in diagnostistems. In a first step, a screening for colour
changing enzymes substrates was carried out. Bifferoupling reagents and dyes were tested with
laccases, horseradish peroxidase and myeloperexi@agstal violet resulted as a universal substrate
for all enzymes from this screening. Consequentiiep-wise oxidation (with concomitant
degradation) of this molecule was investigateddtaill by using LC-MS and a reaction pathway was
suggested. In the second part of this work someadhilimed substrates were studied. First a siloxane
linker was bound to each substrate and secondlynibdified siloxane was covalently attached to
solid carriers. Indeed, among others, siloxans tfanalized with fast blue or sinapic acid after
attachment to solid carriers were still susceptiblexidation by laccases, horseradish peroxidade a

myeloperoxidase.
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Einleitung und theoretischer Hintergrund

1. Einleitung und theoretischer Hintergrund

1.1 Projektbeschreibung

Die Diplomarbeit entstand im Rahmen des ProjekBsEngineering of Functional Macromolecules*

— kurz ,MacroFun“ genannt — und in Zusammenarbeitt nder oberdsterreichischen

Forschungsgesellschaft ,Profactor”.

Im MacroFun Projekt wird neben einer verstarkterizhog von nachwachsenden Rohstoffen auch
grolRer Wert auf umweltfreundliche und energieopimei Prozesse gelegt. Im Mittelpunkt stehen
unter anderem die Funktionalisierung von Biomalieria (im Hinblick auf deren Einsatz im
medizinischen Bereich) und der Einsatz von Enzymangezielten Modifikation von Biopolymeren
unter moglichst schonenden und milden Bedingung®es Weiteren sollen auch die
Wechselbeziehungen zwischen Enzymen mit makromiaieku Substraten erlautert und néher
untersucht werden, wobei unter anderem naturlictkoramende, mikrobielle und synthetische

Materialien als Substrate zum Einsatz kommen.

In unserer Arbeitsgruppe ist das Augenmerk autigvicklung ,Bio ResponsivePolymere” (BRP)
gerichtet, welche wiederum aus den sogenanntearrier OperatingMatrix Barrier‘-Systemen
(COMB) aufgebaut sind. Das Kirzel COMB bezieht saif die drei funktionellen Schichten in
diesem System, die genaue Darstellung findet sictAbbildung 1. Das Sensorsystem soll die
Eigenschaften besitzen auf bakterielle oder ptdi&ontaminationen zu reagieren, um in weiterer

Folge antibakterielle Substanzen freisetzen oder Earbreaktion hervorrufen zu kénnen.

Bio Responsive Polymer

Carrier Operating-Matrix

Linker

Immobilisiertes, enzymspezifisches Substrat

\\\
= Immobilisierter Farbstoff
= =
Ny, =
= N
Jz”""’fl"'p;;“ll o 2 Biomaltrix
5_ \\\mﬁ
ES -
77
i Verstarker Enzyme (Enhancer Enzymes )}

% Enzyme von unerwimschien MO (Trigger Enzymes )

Abbildung 1: Aufbau des COMB Systems




Einleitung und theoretischer Hintergrund

Die ,Carrier“-Schicht dient als Trager und solltesaeinem transparenten Material wie zum Beispiel
Glas, Lignozellulose oder PET bestehen. Auf diededigermaterial wird ein enzymspezifisches
Substrat aufgebracht, das bei Reaktion mit dem freipen deutlichen Farbumschlag erkennen I&sst.
Im Mittelteil des ,COMB“-Systems befindet sich dj®perating Matrix“. Dieser Teil besteht aus
Biopolymeren wie Gelatine, Pektin oder Carboxymkttlijulose (CMC), an welche die sogenannten
.Enhancer Enzyme* (Laccasen, Proteasen) gebunded. $die von einem kontaminierenden
Bakterium oder Pilz freigesetzten Enzyme passigien,Barrier*-Schicht, bauen die Biomatrix ab
und setzen die daran gebundenen ,Enhancer-EnzywieDiese wiederum sind nicht in der Lage die
.Barrier‘-Schicht aufgrund des Vernetzungsgrades passieren und wandern in Richtung der
~Carrier‘-Schicht, wo eine enzymspezifische Reaktinit dem Substrat zustande kommt und eine

Farbreaktion sichtbar wird.

Fur ein gut funktionierendes Sensorsystem misseneifizelnen Komponenten einige wichtige
Anforderungen erfillen. So zum Beispiel ist die @“-Schicht fur die Strukturgebung (Kapsel,
Film) verantwortlich und spielt eine wichtige Robei der Feuchtigkeitskontrolle. Weiters muss auch
eine kovalente Bindung vom Tragermaterial zum Sabsber einen Linker vorhanden sein, damit der
Farbstoff nicht ausgewaschen oder abgetragen wekden. Der Farbstoff selbst muss wiederum
geeignete funktionelle Gruppen (Hydroxy- oder Angngpen) fur die Vernetzung mit dem Polymer
uber einen Linker aufweisen. Auch eine starke Léualt muss gegeben sein, damit die Farbreaktion
detektiert werden kann. Fir die ,Operating Matrigollte eine Kombination aus mehreren
Biopolymeren mdglich sein. Als Grundvoraussetzungssnnatirlich auch der enzymatische Abbau
der Biomatrix gegeben sein. Weiters sollten diepBlgmere Linkergruppen fir die Bindung von
beispielsweise ,Enhancer Enzymen® oder ,Quenchewunveisen (-OH, -Nk -COOH, -SH). Die
.Barrier“-Schicht muss gegen auf3ere Einflisse Inelsggsein. Die Diffusionskontrolle wird durch den
Vernetzungsgrad bestimmt. So sollen kontaminierétrdgyme in das System gelangen, ohne dass die
im System befindlichen Komponenten (zum Beispieé dieigesetzten ,Enhancer Enzyme")

ausgespult werden kénnen.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Diplomarbeit war es, ein Screening mén verschiedensten Kopplungsreagenzien,
Farbstoffen und modifizierten Siloxanen im flissigend immobilisierten Zustand durchzufihren, um

neue und geeignete Substrate fur die UmsetzundemtEnzym Myeloperoxidase zu finden.

Im ersten Teil meiner Arbeit wurde ein Screening & Kopplungsreagenzien und 44 Farbstoffen
durchgefuhrt. Es galt herauszufinden, welche Satestmit den verwendeten Enzymen eine gut

sichtbare Farbreaktion ergeben. Dazu wurden zuh&elngleichende Untersuchungen in flissigem

2
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Zustand“ mit Laccasen und Horseradish Peroxidasehdefuhrt, um die Umsetzung optimieren zu
konnen. Am Ende der Testreihen wurde der Umsatzbdsten Substrate auch mit dem Enzym

Myeloperoxidase getestet.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden von der FirmBrofactor* modifizierte Siloxane als
Enzymsubstrate untersucht. Hierfur wurden die Satestiber funktionalisierte Siloxane bzw. direkte
kovalente Bindungen an geeignete Tragermaterigidmunden. Im Anschluss erfolgte die Umsetzung
der immobilisierten Substrate zunachst mit Laccased in weiterer Folge mit dem Enzym

Myeloperoxidase.

1.3 Enzyme

1.3.1 Allgemein

Enzyme sind Proteine, die biochemische Reaktiomalysieren. Sie setzen die Aktivierungsenergie
herab, damit die Reaktion leichter stattfinden kabas Substrat wird dabei direkt an das aktive
Zentrum des Enzyms gebunden und es entsteht eymE8abstrat-Komplex. Die raumliche Struktur
des aktiven Zentrums ist daflir verantwortlich, dass ein exakt passendes Substrat an das Enzym
andocken kann. Schon ein kleiner Unterschied im baAuf des Molekils bzw. in der
Ladungsverteilung kann bewirken, dass ein dem &tbghnlicher Stoff nicht mehr als solcher
erkannt wird. Die Bindung zwischen dem Substrat dach aktiven Zentrum des Enzyms ist daher
hochspezifisch. Nach der Bildung des Enzym-Subgtomiplexes durch nicht kovalente
Wechselwirkungen (Wasserstoffbriickenbindungen),delindas Enzym die Ausgangsstoffe in die
Reaktionsprodukte um. Anschliel3end wird das Produktdem Komplex freigesetzt und das Enzym

liegt wieder in der urspringlichen Ausgangsform pgr

Allgemein werden Enzyme in sechs Klassen unterteiftmlich Oxidoreduktasen, Transferasen,
Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen. Makaigyme sind auch in der Lage, mehrere
Reaktionen gleichzeitig zu katalysieren, diese werdann mehreren Enzymklassen zugeordnet. Die
Handhabung von Enzymen ist generell etwas schwidagzu hohe Temperaturen zur Denaturierung
fuhren und zu niedrige Temperaturen den Reaktioagss verzogern bzw. verlangsamen. Auch eine
Anderung des pH-Wertes hat groRen Einfluss aufEsizymaktivitat, da der pH-Wert die Katalyse

wichtiger Aminosauren im Enzym beeinflussen karjn [2
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Folgende Enzyme fanden in dieser Arbeit Anwendumdywerden nachfolgend kurz beschrieben:

Laccase vofframetes versicolofTveL)
Laccase vofframetes hirsutgThL)

Laccase vomMyceliophtera thermophil@7tL)
Laccase voiframetes villosgTviL)
Horseradish Peroxidase (HRP)
Myeloperoxidase (MPO)

O O O o o o

1.3.2 Laccasen

Laccasen sind kupferhaltige Oxidoreduktasen, digiéhen Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen
vorkommen. Sie akzeptieren eine Vielzahl an araohén Alkoholen und Aminen als Substrate und
sind von keinem Kofaktor abhangig. Einzig und akeSauerstoff (Luft) wird als Kosubstrat fur ein
einwandfreies Arbeiten ben6étigt [3, 4]. In Formekfidie Reaktion eines aromatischen Alkohols mit
Laccase dargestellt. Dabei wird das Phenol ungclgteitiger Reduktion von Sauerstoff oxidiert. Die

Phenolgruppe wird zu einem Radikal oxidiert, dane3atoff zu Wasser reduziert.

Laccase .
4Ar-OH+0, —» 4 Ar-0O+2H0

Formel 1: Reaktionsmechanismus der Laccase

In Abbildung 2 ist die kristalline Struktur der Laase voriTrametes versicolodargestellt. Es handelt
sich dabei um ein Monomer, das in drei Bereichemitt ist: D1 (blau), D2 (braun), D3 (grtin). Die
vier turkisen Kugeln im Zentrum stellen die vierpferatome dar, von denen eines dem Typ 1, eines

dem Typ 2 und zwei dem Typ 3 entsprechen [5].

COOH

Abbildung 2: Kristallstruktur der Laccase von Trametes versicolor [5]
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1.3.3 Horseradish Peroxidase

Das Enzym Horseradish Peroxidase wurde bei deraFif@igma Aldrich* bestellt und aus den
Wurzeln des Meerrettichs isoliert. Die HRP gehdant Klasse der Oxidoreduktasen und besitzt laut
Produktbeschreibung eine Masse von ~44 kDa. Demaj# pH-Bereich liegt zwischen 6,0 und 6,5.
Die spezifische Aktivitat betragt 1000 U th¢ABTS).

Die HRP ist ein HAm Protein, das eine Vielzahl aganischen und anorganischen Substanzen mit
Hilfe von Wasserstoffperoxid oxidieren kann. Demgee Reaktionsmechanismus ist in Formel 2
dargestellt, wobei HRP-I den Ubergangszustand |PHRden Uberganszustand 1, AHden
aromatischen Elektronendonator, Atds freie Radikal und A das Oxidationsprodukt @dit46]. Die
HRP besitzt 15 Peroxidase-Isoenyzme, von denerisgamzym C am haufigsten vertreten ist. Die
Produktion der Peroxidase aus den Wurzeln des ktiehs erfolgt in groBem Mal3stab und wird flr
organische Synthesen, in Enzym Assays, in kliniscFests, fur Immuntests und bei der Aufbereitung

von Abwassern eingesetzt [7].

HRP + HO, — HRP-I+ H0
HRP-l + AH, —> HRP-Il + AH’
HRP-Il + AH, —> HRP + AH

AH+ AH" —> A+ AH,

Formel 2: Reaktionsmechanismus der HRP

1.3.4 Myeloperoxidase

Das in dieser Arbeit verwendete Enzym Myeloperosedavurde von der Firma ,Planta Natural
Products” aus menschlichen Leukozyten gewonnenzahdt zur Klasse der Oxidoreduktasen. Wie
auf der Firmenhomepage beschrieben, handelt eshgcbei um ein Protein mit~145 kDa, das aus
einem 5 mM Phosphate Puffer mit pH 7,4 lyophilisigurde. Der so erhaltene griine Feststoff ist bei
Tiefkiihlung Uber mehrere Jahre haltbar. Die Aldivitann mit den beiden Substraten Guaiacol bei
einer Wellenlange von 470 nm oder mit TMB (3,5,3T&tramethylbenzidin) bei einer Wellenlange

von 655 nm bestimmt werden.

Die menschliche Myeloperoxidase unterscheidet sicmn der pflanzlichen, pilzlichen oder
bakteriellen Peroxidase in der Primar-, SekundBertiarstruktur und durch die kovalente Bindung

der Ham Gruppe an die Proteinmatrix [8]. Die MP® @, Ham-Protein, das die Oxidation von

5



Einleitung und theoretischer Hintergrund

Halogeniden (insbesondere von Chloridionen) mifeHilon Wasserstoffperoxid katalysieren kann
(Formel 3) [9, 10]. Die sich daraus bildenden Hygodtionen kdnnen in weitere Folge verschiedene
Biomolekile oxidieren bzw. halogenieren und helfnbei der Bekdmpfung von unerwiinschten
Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) oder Tumorzellehuch in der Wundheilung spielt die

Myeloperoxidase eine grof3e Rolle.

MPO
H* + H,0,+ CI —————® HOCI + H,0

Formel 3: Reaktionsmechanismus der MPO

1.4 Anwendungen

Biosensoren sollen die Eigenschaften besitzen, lamivelteinflisse selbststdndig reagieren zu
konnen. Die Reaktionen werden dabei von unterstbiesh Faktoren wie Temperatur, pH-Wert,
Feuchtigkeit oder kontaminierenden Organismen hgerafen. Der Anwendungsbereich ist breit
gefachert und reicht von Verpackungsmaterialienhomszur medizinischen Versorgung. So wéren
Biosensoren in Krankenzimmern, Blutbeuteln, Reimén, Kihlschranken, Schwimmbé&adern oder in

der Lebensmittelindustrie (zum Beispiel in Verpaasmaterialen) durchaus sinnvoll.

Die in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe lassaih anhand ihrer chemischen Strukturen in
verschiedene Gruppen einteilen. Unter anderem wuidedem Screening Anthrachinonfarbstoffe,
Azofarbstoffe, Indigofarbstoffe, Nitrofarbstoffe dinTriphenylmethanfarbstoffe verwendet, deren

Anwendungsbereiche im Folgenden kurz beschrielmeh si

Triphenylmethanfarbstoffe werden hauptsachlichen Textilindustrie zum Farben von Nylon, Wolle,
Seide und Baumwolle verwendet. Beim Farben vondPapeder, Plastik, Benzin, Lack, Fett, Ol und
Wachs finden diese Farbstoffe ebenfalls Anwenduwgich in der Lebensmittel- und
Kosmetikindustrie werden Triphenylmethanfarbstoffiimgesetzt [11, 12]. In der Medizin wird
Kristallviolett beispielsweise als verdinnte Losung die Haut oder auf das Zahnfleisch aufgetragen,
um Pilzinfektionen vorzubeugen. Auch dem Hihnegfuttird es beigemengt, um Pilzerkrankungen

zu vermeiden und zu kontrollieren [13].

Azofarbstoffe spielen beispielsweise beim daueemaFfiarben von Haaren eine Rolle. Das Entfarben
gelingt nur durch drastische Malinahmen und kandaarausfall oder Gesundheitsproblemen fihren.
Aus diesem Grund wurden bereits Versuche unternomewche Farbstoffe unter schonenden

Bedingungen enzymatisch abzubauen [14].



Einleitung und theoretischer Hintergrund

Bei den in der Industrie verwendeten Farbstoffendeff es sich meist um sehr abbauresistente
Molekile. Die Abwasserentsorgung gestaltet sichedadit als sehr schwierig. Zwar gibt es eine

Vielzahl an Methoden, um diese Abwasser zu reinigew. aufzubereiten, meist handelt es sich
jedoch um chemische Prozesse, die mit hohen Kestdrunden sind, eine grof3e Menge an Schlamm
produzieren und daher nur eine limitierte Anwendumgglichkeit haben. Biologische Prozesse
werden deshalb aufgrund der geringeren Kosten endUchweltvertraglichkeit immer wichtiger und

sind die beste Alternative. Dartber hinaus kdnnegkrddrganismen in grofien Mengen produziert

werden, sie haben meist schnelle Wachstumsratesindégehr anpassungsfahig [11, 15, 13].

Fur den biologischen Abbau und in weiterer Folgehadie Entgiftung von umweltschadlichen
Farbstoffen wurden bereits verschiedenste Untewswgdn durchgefihrt. Unter anderem wurde das
Reaktionsverhalten von den Triphenylmethanfarbstofcid Violet 19, Basic Green 1, Pararosanilin,
Methyl Green und Acid Green 16 mit Laccase viammetes versicolountersucht [12]. Bei den
Textilfarbstoffen Reactive Black 5, Direct Blue Tthd Reactive Blue 19 wurden Tests mit der
Laccase voriTrametes hirsutagemacht [16]. Das Reaktionsverhalten der AzofaffestTartrazine,
Diamond Fast Brown, Indigo Carmine oder DiamondcBIRV 200 wurde mit einer neuen Laccase
von Trametes hirsutauntersucht [17] und es wurde auch der Versuch rootemen, sechs

Azofarbstoffe mit Laccasen in Kombination mit Uchall zu behandeln [18].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sichidzesexx fur folgende Anwendungen als sehr

wichtig herausgestellt haben [19]:

Entfarbung von (synthetischen) Farbstoffen

Organische Synthesen und Polymersynthesen

Geruchsbekdmpfung von Diingern

Papier- und Zellstoffindustrie (Bleichen von Sutfistoffen oder Ligninmodifikationen)
Biosensoren

Klinische Tests

O O O o o o o

Immuntests
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2. Methoden

2.1 Enzymaktivitat

Fur den zeitlichen Verlauf einer Reaktion spiedt Bieaktionsgeschwindigkeit eine wesentliche Rolle,
welche in direktem Zusammenhang mit der Enzymakitidteht. Die Enzymaktivitat gibt an, wie viel
aktives Enzym in der Probe vorhanden ist und wilitl den Einheiten Unit (U) und Katal (kat)

beschrieben.

Zumeist wird die Enzymaktivitat in Units angegebarmbei ein Unit definiert wird als diejenige
Menge an Enzym, die unter gegebenen BedingungerMéiromol Substrat pro Minute umsetzt
(1 U =1 umol miff). Katal ist die SI-Einheit der Enzymaktivitat ubdschreibt die Umsetzung von
1 mol se¢.

In dieser Arbeit kamen sechs Enzyme zum Einsats. Bazym Laccase vom. versicolor(Tvel)
wurde von der Firma ,Fluka“ bezogen und hatte efldivitdt von 22,4Um§. Das Enzym
Horseradish Peroxidase (HRP) wurde bei der Firmgm& Aldrich* bestellt mit einer Aktivitat von
1000 U m@ (ABTS). Fiir das Enzym Myeloperoxidase (MPO) wudie Firma ,Planta Natural
Products* kontaktiert, die das Enzym mit einer Akt von 1000 U m{ bereitstellte. Die Aktivitaten
der drei genannten Enzyme waren also bereits bekamthmussten daher nur noch fir die Enzyme
Laccase vorT. hirsuta(ThL, von Marc Schroeder produziert und aufgeg#)nj20] Laccase vom.
thermophila(MtL) und Laccase vofT. villosa (TviL) bestimmt werden. Hierfir wurde ein ABTS

Assay verwendet, der bereits 1988 von Niku-Paasbid. beschrieben wurde [21].

2.1.1 ABTS Assay

Fur den Assay erfolgte die Herstellung einer 20 ABITS Ldsung (in ddkD). Weiters kam ein
25 mM Succinat Puffer (in dd®) zum Einsatz, der fir alle verwendeten Enzymelnit NaOH auf
den pH-Wert 4,5 eingestellt wurde. Die Verdinnureg Bnzyme erfolgte mit ddi®. Fir die ThL
wurde ein Verdiunnungsfaktor von 100, fur die Mtln étaktor von 10000 und fur die TviL ein

Verdunnungsfaktor von 1000 verwendet.

Der Blank setzte sich aus 0,35 ml ABTS Lésung unth inl Succinat Puffer zusammen. Der
Reaktionsansatz fur die Proben setzte sich ausn@l,3BTS Ldsung und 1,15 ml Enzym Lésung

zusammen. Zur besseren Ubersicht ist das Pipettiemsa in Tabelle 1 zusammengefasst. Die
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Messung der Reaktion erfolgte mit dem Photospelétem wobei die Absorptionszunahme bei

436 nm fur 2 min gemessen wurde.

Tabelle 1: Pipettierschema zur Bestimmung der Enzyaktivitdten mittels ABTS Assay

Blank Probe

ABTS Ldésung [ml] 0,35 0,35
Puffer [ml] 1,15 -

Enzymlosung [ml] - 1,15

Die Berechnung der Aktivitdten erfolgte unter Miteeziehung des Lambert Beer'schen Gesetzes

nach Formel 4. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3zl finden.

Formel 4: Berechnung der Enzymaktivitaten mit Hilfe des Lambert Beer'schen Gesetzes

A - k G VGesamt [r
VProbe @ m

A Aktivitat [U miY]

k Steigung [Abs mifi

Vgesamt Gesamtvolumen [1,5 ml]
Vprobe ~ Probenvolumen [1,15 ml]

Molarer Extinktionskoeffizient von ABTS [29,3 | afifhcni?]
d Schichtdicke [1 cm]

f Verdiunnungsfaktor

2.1.2 Aktivitat der Laccase vonM. thermophila in verschiedenen Lésungsmitteln

Fur spatere Versuche mit modifizierten Siloxaneeh Kapitel 2.4) war es notwendig die Aktivitat
der MtL in verschiedenen Losungsmitteln mit untbisdlichen Verdunnungsstufen (in dgb) zu
testen. Unter anderem wurden als LosungsmittelOgdHcetonitril, DMSO und 75 %iger Ethanol
verwendet. Als Substrate kamen ABTS (2,2'-AzindBigthylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) und DMP
(2,6-Dimethoxyphenol) zum Einsatz, wobei kein Alpgimmsspektrum aufgenommen wurde, sondern
nur auf die optische Aktivitat bzw. auf eine Fartdéiung geachtet wurde. Der Versuch wurde in 96
Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Das Pipettierscheista Tabelle 2 zu entnehmen, das Ergebnis des

optischen Tests ist in Kapitel 3.1.2 diskutiert.
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Tabelle 2: Pipettierschema fur MtL in verschiedener_dsungsmitteln

Enzym Verdunnungsfakto| Losungsmittel [ul] | Substrat [pl] | Enzym [ul]
1:10 200 50 50
1:50 200 50 50
1:100 200 50 50
1:1000 200 50 50
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2.2 Kopplungsreaktionen

Laut dem technischen Datenblatt 204 von Polysceruien 1,4-Phenylendiamin und Brenzkatechin
(Abbildung 3) bei Umsetzung mit Peroxidasen einulgafarbtes Kopplungsprodukt. Das so genannte
Hanker-Yates Reagens bildete die Grundlage fir diachfolgenden Versuche der

Kopplungsreaktionen. Basierend auf dieser Reaktiurden nun statt Brenzkatechin andere
Substanzen mit &hnlicher Struktur auf eine ebemsmsive Farbreaktion bzw. einen &hnlich schnellen

Umsatz hin getestet.

NH,
: :OH
OH

Abbildung 3: 1,4-Phenylendiamin (links) und Brenzkdechin (rechts)

NH,

2.2.1 Verwendete Substrate

Fir die Kopplungsreaktionen wurden 17 Chemikaligsgasucht, die als Substrate fur die Umsetzung
mit Peroxidasen und Laccasen in Frage kamen. Hibdrelelte es sich durchwegs um Aromaten mit
Hydroxy- und Methoxygruppen in ortho-, metha- uratg Position. Die Namen der Chemikalien,
sowie die dazugehdrigen Molekdlstrukturen sind imhang in Tabelle 48 angefiuhrt, die drei mit *
gekennzeichneten Substrate 12, 14 und 16 wurdén getestet.

2.2.2 Optimierung der Menge von HO, bei der enzymatischen
Kopplungsreaktion

Fur die Umsetzung der Substrate mit Hilfe des Ere#RP ist die Zugabe von Wasserstoffperoxid
erforderlich. Substrat 8 (3,4-Dihydroxybensoesauseyde ausgesucht, um herauszufinden, mit

welcher Konzentration an Wasserstoffperoxid diekRea am besten funktioniert.

15 mg von Substrat 8 wurden dazu in 12 kleine @lashen eingewogen und in jeweils 5 ml 200 mM
Tris-HCI Puffer pH 7,6 gelést. Danach erfolgte diderstellung einer 10 mM 14-

Phenylendiaminlésung (in Tris-HCI Puffer), wovonitgee 5 ml in die Glasréhrchen geflllt wurden.
Von einer 1 %igen Wasserstoffperoxid Lésung (miHgd verdinnt) konnten nun verschiedene

Mengen in die Glasrohrchen pipettiert werden, uenajitimale Menge an Wasserstoffperoxid fur die

11
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Umsetzung herauszufinden. Zum Schluss wurde di&tReadurch die Zugabe von 50 pl HRP mit

einer Konzentration von 1 mg miestartet.

Fir einen besseren Uberblick ist die Durchfihrumgdbbildung 4 noch einmal als FlieRschema
dargestellt. Das Foto des optischen Tests inklusigehdriger Diskussion sind in Kapitel 3.2.1 zu

finden.

[¢)

) h

15 mg 3,4-Dihydroxybenzoesaur

+

5 ml Tris-HCI Puffer (100 mM, pH 7,6)

+

5 ml 1,4-Phenylendiaminlésung (10 mM in Tris-HCIffeu)
Blanks

+ > Proben
+ 5 ul HO,

+10 pl HO,
+ 20 pl HO,
+ 30 pl HO,
+ 40 l,ll |‘b02

+

50 pl Enzymldésung (1 mg i) J

Abbildung 4: FlieBschema zur Optimierung der Mengevon H,O, bei der enzymatischen
Kopplungsreaktion

2.2.3 Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiamin und Horserdish Peroxidase

Fir diesen Versuch wurde zunachst ein tausendstehdlaren Masse (10-20 mg) der Substrate 1-13
in kleine Glasréhrchen eingewogen und in 5 ml 100 firis-HCI Puffer pH 7,6 gelost. Danach
erfolgte die Zugabe von 5 ml einer 10 mM 1,4-Phengllamin Lésung. Sowohl zu den Blanks, als
auch zu den Proben wurden anschlieBend 10 ul eirfdigen HO, Losung pipettiert. Der
Reaktionsstart erfolgte durch die Zugabe von SERIP mit einer Konzentration von 1 mghadu den
Proben. Das Pipettierschema ist in Tabelle 3 deetieslie Fotos der Kopplungsreaktionen inklusive

Diskussion sind in Kapitel 3.2.2 zu finden.

12



Methoden

Tabelle 3: Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiamirund HRP

Blank | Probe
Tris-HCI Puffer [ml] 5 5
1,4-Phenylendiamin Losung [ml| 5 5
Wasserstoffperoxid [ul] 10 10
HRP [ul] - 50

2.2.4 Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiamin und Laccas vonT. versicolor

Es wurde ein tausendstel der molaren Masse (10e0der Substrate 1-13 in kleine Glasrohrchen
eingewogen und in 5 ml 100 mM Natriumacetat Pyftdr4,5 (der pH-Wert wurde mit einer 100 mM

Essigsaure Losung eingestellt) gelost. Fir die Rmaknit Laccase durfte kein Wasserstoffperoxid
zugegeben werden, daflr wurde bei allen Substrgetestet, ob der Zusatz von HOBT (1-
Hydroxybenzotriazol) als Mediator die Reaktion Wésanigt. Zu diesem Zweck wurden zusatzliche
Proben mit 3 mg HOBT und Enzym angesetzt. Fir deakionsstart erfolgte die Zugabe von 50 pl
TveL mit einer Konzentration von 1 mgMiTabelle 4 gibt einen Uberblick iiber das verweadet

Pipettierschema. Die Fotos der Kopplungsreaktionklnsive Diskussion finden sich in Kapitel 3.2.3.

Tabelle 4: Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiaminund TvelL

Blank | Probe ohne Mediatol Probe mit Mediator
NaAc Puffer [ml] 5 5 5
1,4-Phenylendiamin Losung [ml| 5 5 5
HOBT [mg] - - 3
Laccase [ul] - 50 50

2.2.5 Kopplungsreaktion mit Anilin und Laccase vonT. versicolor

Ein tausendstel der molaren Masse (10-20 mg) dest&ie 1-14 wurde in Glasrbhrchen eingewogen
und in 5 ml 100 mM Natriumacetat Puffer pH 4,5 (del-Wert wurde mit einer 100 mM Essigsaure
L6sung eingestellt) gelést. Danach erfolgte dieahggyvon 5 ml einer 10 mM Anilin Losung (gelost
in NaAc Puffer). Die Reaktion wurde mit der Zugalmn 50 pl TveL mit einer Konzentration von
1 mg ml* gestartet. Das Pipettierschema findet sich in fab® Fotos der Kopplungsreaktion

inklusive Diskussion sind Kapitel 3.2.4 zu entnehme

13
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Tabelle 5: Kopplungsreaktion mit Anilin und TveL

Blank | Probe
NaAc Puffer [ml] 5 5
Anilin Losung [ml] 5 5
Laccase [ul] - 50

2.2.6 Herstellung von APTS-Silicagel

Die Maodifizierung von Silicagel mittels APTS wurda Jahre 2003 von Le Berre et al. beschrieben
[22]. Bei der durchgefuhrten Synthese wurden ailtgsl kiirzere Reaktionszeiten und hohere

Temperaturen verwendet.

Es wurden 6x 10 g Silicagel in 50 ml Sarstedt Ridanceingewogen und jeweils 30 ml einer 20 %igen
Glutaraldehydlosung (in EtOH 75 %ig) zugegeben. té¥siwurden noch jeweils 200 pl HCI zur
Reaktion dazu pipettiert und fir vier Stunden b&i°@ geschittelt. Danach folgten mehrere
Waschschritte mit EtOH 75 %ig, bevor das abzergigie Silicagel Uber Nacht im Exsikkator unter
Vakuum getrocknet wurde. Die Lagerung des APTS&yels erfolgte im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Anwendung fand das synthetisieR& SASilicagel bei der Immobilisierung von

Ferulasaure, Kaffesaure und 1,4-Phenylendiamiraipiti€l 2.2.7 und 2.2.8.

2.2.7 Immobilisierung von Ferulasaure und Kaffesaure aufAPTS-Silicagel

Die Immobilisierung auf APTS-Silicagel wurde in 80 Sarstedt Rohrchen vorgenommen. Hierflr
wurden 1 Aquivalent (bezogen auf die Einwaage v@T 8-Silicagel) EDAC, jeweils 1 Aquivalent
von Ferulasaure und Kaffesaure und 0,1 AquivaledBH in die Rohrchen eingewogen. Nach einer
Stunde Rihren bei Raumtemperatur wurde jeweilsddéggmodifizierten Kieselgels hinzugefugt und
fur weitere 30 min gerihrt. Nach beendeter Reakgoiolgte das Abzentrifugieren, mehrmalige
Waschen mit EtOH abs. und das Trocknen Uber NaeohtEisikkator unter Vakuum. Die
immobilisierten Substrate wurden am nachsten Taup mier Hanker-Yates Methode mit HRP und
TveL nach der Vorschrift von Kapitel 2.2.3 bzw. .2.9etestet. Ergebnisse und Diskussion sind dem

Kapitel 3.2.5 zu entnehmen.
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2.2.8 Immobilisierung von 1,4-Phenylendiamin auf APTS-Sitagel

Nach erfolgreicher Immobilisierung von Ferulaséurel Kaffesaure auf APTS-Silicagel wurde nun
versucht den umgekehrten Weg zu gehen und nichvetigchiedenen Substrate, sondern das 1,4-

Phenylendiamin an das APTS-Silicagel zu koppelzuDaurde folgendermal3en vorgegangen:

Es wurden 2x 2 g vom getrockneten APTS-SilicagehOmml| Sarstedt Rohrchen eingewogen und je
10 ml 2,5 %ige Glutaraldehydldsung (in &) hinzugefugt, woraufhin sich die Losung leichtbge
farbte. Nach drei Stunden rihren bei Raumtempersttie die Losung eine altrosa Farbe und wurde
mehrmals mit dHO gewaschen. Als néchstes erfolgte die Herstellemger 45 mM 1,4-
Phenylendiamin Losung (in dB), wovon je 10 ml in die Sarstedt Rohrchen pipettind tGber Nacht
gerihrt wurden. Die Lésungen konnten am Tag daraufiH,O gewaschen und im Exsikkator Uber
Nacht unter Vakuum getrocknet werden. Das immaeéitis 1,4-Phenylendiamin wurde am néchsten
Tag nach der Hanker-Yates Methode von Kapitel 2dgetestet, Ergebnisse sind in Kapitel 3.2.6

diskutiert.
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2.3 Reaktivfarbstoffe

2.3.1 Verwendete Substrate

In einem grof3 angelegten Screening Experiment vimu#ie Farbstoffe (siehe Anhang) mit den
Enzymen TveL, HRP und MPO auf ihre biologische Alllzakeit getestet. Ziel war es
herauszufinden, welche Substrate nach Umsetzung detit Enzymen eine deutlich sichtbare
Farbanderung oder Entfarbung ergeben. Alle bekanB8teukturen hatten aromatische Ringe mit
verschiedenen funktionellen Gruppen, die den Enmymaks Angriffspunkte dienen, wobei deren
Position (d.h. ortho-, metha- oder para-) einesadidenden Einfluss auf den Umsatz bzw. auf die
Reaktionsgeschwindigkeit hat. Die Farbstoffe 26{aft Ausnahme von Farbstoff 32), mit den
systematisch substituierten Gruppen am Benzolmingden von A. Kandelbauer an der TU Graz

synthetisiert [3]. Die photometrischen Messungdolgien mit dem Plate-Reader der Firma TECAN.

2.3.2 Screening

2.3.2.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitungen gestalteten sich fur Wkesuche gleich. Es wurden ~15 mg von den
jeweiligen Farbstoffen in Sarstedt R6hrchen einggamound auf 15 ml mit ddi@ aufgefillt. Um ein

ganzliches Loésen der Farbstoffe gewahrleisten wném, erfolgte eine 15mindtige Behandlung der
Sarstedt Roéhrchen im Ultraschallbad. Die hergastelLésungen waren jedoch zu konzentriert, um
ein auswertbares Absorptionsspektrum mit dem MRateder zu erhalten. Daher wurde fir jeden
Farbstoff einzeln ausgetestet, welche Menge inijevi® ml des verwendeten Puffer pipettiert werden
muss, um eine Absorption von ~1 zu erhalten. DigeDdir die Einwaage der Farbstoffe, die
zugegebene Menge Farbstofflosung in den Puffedim#&onzentrationen der einzelnen Farbstoffe im

Reaktionsansatz sind dem Anhang zu entnehmen.

2.3.2.2 Durchfuihrung mit Laccase von versicolor

Fir die Durchfihrung mit TveL wurden alle Stockldgan und Verdinnungen mit dglBi hergestellt.
Als Puffer wurde eine 100 mM Natriumacetat Losung einer 100 mM Essigsdure Losung im

Verhaltnis 1:2 gemischt, sodass sich ein pH-Wen #&% ergab. Als Enzym kam die Laccase ¥on
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versicolor zum Einsatz. Diese hatte eine Aktivitat von 1000y (ABTS) und wurde in einer
Konzentration von 1 mg mleingesetzt.

Zunéchst wurden sowohl fir die Blanks, als auch dig Proben 10 ml Pufferlésung in kleine
Glasflaschchen pipettiert. Danach konnten die imhakiy in Tabelle 50 angefiihrten Mengen an
Farbstofflésung hinzu gegeben werden. Als Blanlktdie die hergestellten Farblosungen in 10 mi
Puffer. Fir die Proben wurden noch jeweils 200 grh wler Laccase zugegeben. Danach erfolgten
sofort die Messungen mit dem Plate-Reader. Hiavfinden sowohl von den Blanks als auch von den
Proben 300 ul in eine 96 Mikrotiterplatte pipettiend bei einem Wellenlangenscan von 300-800 hm
vermessen. Die Glasflaschchen mit den Farbreakticsiad in Abbildung 12 dargestellt. Die
Absorptionsspektren wurden bis zwei Tage nach Zeighds Enzyms aufgenommen und sind in den
Abbildungen 13 — 16 ersichtlich.

2.3.2.3 Durchfuhrung mit Horseradish Peroxidase

Fur die Durchfihrung mit HRP wurden alle Stocklégem und Verdinnungen mit dgBl hergestellt.
Als Puffer wurde ein Phosphat Puffer mit pH 6,3 wemdet. Hierzu wurden eine 50 mM
Kaliumdihydrogenphosphat Ldésung und eine 20 mM Binmhydrogenphosphat Losung im
Verhaltnis 2,3:1 gemischfls Enzym kam die Horseradish Peroxidase zum EinBa¢me hatte eine
Aktivitat von 1000 U mg (ABTS) und wurde in einer Konzentration von 1 mig' merwendet. Vom

Wasserstoffperoxid wurden 10 pl einer 1 %igen Lgszugegeben.

10 ml Pufferlésung wurden sowohl fir die Blanks alch fur die Proben in kleine Glasflaschchen
pipettiert. Danach konnten die im Anhang in TabBlleangefiihrten Mengen an Farbstoffldsung hinzu

gegeben werden.

Bei der Oxidation von HRP ist im Gegensatz zur laaecnoch die Zugabe von®} notwendig. Um
sicher zu gehen, dass bei den Blanks durch dieb&ugan Wasserstoffperoxid kein Abbau stattfindet,
wurden fur die Farbstoffe 1-14 ein Blank ohngOkHund ein Blank mit KO, hergestellt. Bei den
Blanks mit HO, und bei den Proben wurden daher noch 10 ul eifdgen Wasserstoffperoxid

Ldsung dazu pipettiert.

Fur den Reaktionsstart war noch die Zugabe von2@#&s Enzyms HRP zu den Proben erforderlich,
danach erfolgten sofort die Messungen mit dem Ratder. Hierfiir wurden sowohl von den Blanks,
als auch von den Proben 300 ul in eine 96 Miknqtitate pipettiert und bei einem Wellenlangenscan
von 300-800 nm vermessen. Die Farbreaktionen sind Abbildung 17 dargestellt. Die
Absorptionsspektren wurden bis zwei Tage nach Zeigis Enzyms aufgenommen und sind in den
Abbildungen 18 — 21 ersichtlich.
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2.3.2.4 Durchfuihrung mit Myeloperoxidase

Aufgrund der Tatsache, dass das Enzym MPO teuandnur in begrenzten Mengen zur Verfligung
stand, wurde das Gesamtvolumen von 10 ml auf 30@dulziert und die Reaktion fand in 96
Mikrotiterplatten statt. Weiters gab es vor demeeitjchen Screening noch einige Vorversuche, um

sicherzustellen, dass die Farbreaktionen gut fanigren wirden.

Vorversuche

Bei den Vorbereitungen fur die Vorversuche wurdde &tockldsungen und Verdinnungen mit
ddH,O hergestellt und die Probenvorbereitungen veriefige in Kapitel 2.3.2.1 beschrieben. Als
Puffer kamen ein 100 mM Kaliumphosphat Puffer uimd1®0 mM Natriumacetat Puffer zum Einsatz.
Die verwendeten Enzyme, ihre eingesetzten Aktieitatund die zugegebenen Mengen
Wasserstoffperoxid sind in Tabelle 6 zusammengef&se Diskussion zu den Vorversuchen findet

sich in Kapitel 3.3.1.3.

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen fiir Vorversuche

Versuch Farbstoffe Puffer Enzym Aktivitat H,0,
1 1,2,3,5,6,7 Phosphat, pH 7,0 10 puIlMPO  1@lU | 0,8 pl 30 %ig
2 5, 14, 22,29, 31| Phosphat, pH 7,0 10 ul MPO 1t | 0,8 pl 30 %ig
3 5,14, 22,29,31| Phosphat,pH7,0 10pulHRP  1dU| 0,8 ul 30 %ig
4 5,14, 22, 29, 31 NaAc, pH 4,3 10 pl Laccase 21U -
5,14,22,29,31| Phosphat,pH6,4 10plHRP 18U m 8l 3 %ig
5,14, 22,29,31| Phosphat,pH6,4 20 pl HRP 15U m 8 pul 3 %ig
. 5,14, 22,29,31| Phosphat,pH6,4 30 pl HRP 15U m 8 pul 3 %ig
5,14,22,29,31| Phosphat,pH6,4 40plHRP 18U m 8l 3 %ig
5,14, 22,29,31| Phosphat,pH6,4 60 pl HRP 15U m 8 pul 3 %ig
5,14,22,29,31| Phosphat,pH6,4 100 pulHRP  mU| 8 pul3%ig
6 5,14,22,29,31| Phosphat,pH7,0 50ulMPO UBI™*| 8 pul3 %ig
7 5,14, 22, 29,31 Phosphat, pH 7,0 100 upl MPO UBA™* | 8 pl 3 %ig
8 1,2,3,5,6,7 Phosphat, pH 7,0 100 upl MRO  U30I* | 8 pl 3 %ig
9 1,2 Phosphat, pH 7,0 100 pl MPQ 150 U'ml 1,98 ul 1 %ig

Hauptversuche

Nachdem ausgetestet wurde mit welcher Aktivitat imdelcher Konzentration das Enzym MPO am
Besten funktioniert, kam es zu den eigentlichenpgtiaarsuchen. Hierbei wurden alle Stockldsungen

und Verdinnungen mit ddB hergestellt. Als Puffer kam ein Kaliumphosphatf@&@umit pH 7,0 zum
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Einsatz. Vom Enzym MPO wurden 100 pl mit einer &t von 150 U mit verwendet. Vom
Wasserstoffperoxid wurden 2 pl einer 1 %igen Loszumgegeben.

Die Probenvorbereitungen verliefen wie in KapiteB.2.1 beschrieben. Es wurden 10 ml der
Farbstofflésungen mit den in Tabelle 52 angefuhiamgen hergestellt. AnschlieBend wurden aus
diesen Losungen jeweils 2x 200 pl (fur Blank undd@) in 96 Mikrotiterplatten tberflihrt. Fur das

Gesamtvolumen von 300 pl wurden bei den Blanks rjeakeils 100 ul Puffer zugegeben, bei den

Proben wurden 100 ul MPO hinzu pipettiert.

Gleich im Anschluss erfolgten die Messungen mit ddate-Reader bei einem Wellenlangenscan von
300-800 nm. Die Farbreaktionen in den Mikrotitetiga sind in Abbildung 28 dargestellt. Die
Absorptionsspektren wurden bis zwei Tage nach Zeigdds Enzyms aufgenommen und sind in
Abbildung 29 ersichtlich.

2.3.3 Messungen der Abbauprodukte von Kristallviolett undp-OH mit der
HPLC-MS

Nachdem die Umsetzungen der Farbstoffe 1 und 3istédlwiolett und p-OH) mit dem Enzym MPO
sehr gut funktioniert haben, wurde der Abbau deddre Substrate mit Hilfe der HPLC-MS (HPLC
gekoppelt mit dem Massenspektrometer) gemesserdi€iwntersuchung der Farbstoffe finden sich

nachfolgend die genauen Parameter und Einstelluttigetie Messungen.

Die HPLC (High Pressure Liquid Chromatographie)dst Fliissigchromatographie Verfahren, bei
dem die zu untersuchende Substanz zusammen mit Léerimittel (mobile Phase) durch eine
Trennsaule (stationédre Phase) gepumpt wird. Dabehselwirkt das zu untersuchende Substrat mit
der stationdren Phase. Ist die Wechselwirkung stenbleibt die Substanz lange in der Saule. st di
Wechselwirkung schwach, verlasst die Substanz dieleSbald wieder. Je nach Starke dieser
Wechselwirkungen kommt es zu unterschiedlichen iRieteszeiten am Ende der Trennséule, wo sie

anschlief3end in einem Detektor nachgewiesen wedlemen.

Fur die Messung mit dem Massenspektrometer werderzua untersuchenden Substanzen durch
Erhitzen in die Gasphase uberfihrt und in ein dkdties Feld eingebracht. Durch die
Beschleunigung in diesem elektrischen Feld kdnrienahisierten Teilchen in ihr Masse/Ladungs-
Verhdltnis getrennt werden, was am Detektor ragisiraufgenommen und in ein Diagramm

umgewandelt wird.
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Kristallviolett

Fir die HPLC wurde als Laufmittel ein Gemisch aus%8 Acetonitril, 8 % Ameisensaure und
12 % ddHO verwendet. Die Flussrate betrug 0,8 ml mifmei einer Laufzeit von 30 min.
AnschlieRend erfolgte eine gekoppelte Messung emt Massenspektrometer, wobei die Elektrospray
lonisation angewandt wurde. Folgende Einstellungearen dabei noch zu beriicksichtigen:
Trocknungstemperatur 350 °C, Kapillarspannung 3500 Zerstauber 50 psi,
Trocknungsgas 10 | min Scan von 100-1000 m/z.

p-OH

Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus 50 % AcetohittO % Ameisensaure und 40 % ddH
eingesetzt. Die Flussrate betrug 0,3 mlI'ibei einer Laufzeit von 60 min. Es erfolgte eine
anschlielBende Messung mit dem gekoppelten Masddrameter, wobei die Elektrospray lonisation
zum Einsatz kam. Folgende Einstellungen waren dabgich zu bericksichtigen:
Trocknungstemperatur 350 °C, Kapillarspannung 300  Zerstauber 50 psi,
Trocknungsgas 10 | mim Scan von 100-2200 m/z.

Die Probenvorbereitungen erfolgten wie in Kapite3.2.1 beschrieben. Von den Farbstofflosungen
wurden 70 pl von Kristallviolett und 1,1 ml von g40in 10 ml eines 50 mM Ammoniumacetat
Puffers pH 6,8 pipettiert, um eine Absorption voh zu erlangen. Diese Losungen wurden als

Stocklésungen fiir die weitere Vorgehensweise vedetn

Aus den Stockldsungen wurden sowohl flr Kristalefbals auch fur p-OH 3x 133 pl in eine 96
Mikrotiterplatte pipettiert. Zu Blank 1 wurden noé7 pl Ammoniumacetat Puffer hinzugefugt, bei
Blank 2 wurden 67 pul Ammoniumacetat Puffer und HpM, (1 %ig) zugegeben. Bei der Probe war
noch die Zugabe von 2 ul,8, (1 %ig) und flr den Reaktionsstart die Zugabe @mul MPO mit
einer Aktivitat von 150 U mi erforderlich. Zur besseren Ubersicht ist das Bigrsthema in Tabelle
7 dargestellt.

Tabelle 7: Pipettierschema zur Messung der Abbaupmiukte von Kristallviolett und p-OH

Farbstofflosung [ul]| Puffer [ul] | HO5 [ul] | MPO [ul]
Blank 1 133 67 - -
Blank 2 133 67 1,98 -
Probe 133 - 1,98 67

Die erste Messung der Abbaureaktion erfolgte sofach Zugabe des Enzyms MPO. Es wurde ein
Wellenlangenscan von 300-800 nm mit dem Plate-Redalehgefihrt. Die Losungen wurden nach

der Messung in 2 ml ReaktionsgefalRe pipettiertdiadReaktion wurde durch Tiefkihlung bei -72 °C
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gestoppt. Die Mikrotiterplatte mit den restlichenedRtionsansatzen wurde anschlielend zum
Inkubieren in den Brutraum bei 37 °C und einertredm Luftfeuchte von 60 % gelegt. Eine weitere
Messung erfolgte nach 1 Stunde, wobei die Reaktisuagen nach der Messung wieder in 2 ml
ReaktionsgefalRe pipettiert wurden und das StopmenReaktion durch Tiefkiihlung bei -72 °C

erfolgte. Die Mikrotiterplatte mit den restlicheroBen wurde wiederum in den Brutraum gelegt.
Nach 6 und 24 Stunden erfolgten nochmalige Messuyngebei die Farbstofflosungen nach dem
Messen jeweils wieder in 2 ml ReaktionsgefalRe pgretund zum Stoppen der Reaktion in den

Tiefkiihler gelegt wurden. Ergebnisse sind Kapit8l3zu entnehmen.

2.3.4 Immobilisierung der Farbstoffe

Fur die Immobilisierung wurden zwei der 44 Farbit@usgewahlt, die beim Screening bei allen drei
Enzymen (TvelL, HRP und MPO) einen gut sichtbaretaschlag ergeben haben. Dies war sowohl
bei Reactive Blue 221, als auch bei Kristallviold¢tr Fall. Es wurde versucht, die beiden Farbstoffe

auf ein geeignetes Tragermaterial aufzubringergdfale Materialien kamen dabei in Frage:

e Druckpapier
*  Whatman Filterpapier

* Overheadfolie

2.3.4.1 Optimierung der Farbemethode

Um eine Optimierung der Farbemethode zu findenplgd die Durchfiihrung zunachst bei
unterschiedlichen Bedingungen. Es wurden die Pamntearbstoffkonzentration, Farbedauer und

Waschen variiert.

Das Farben wurde bei Reactive Blue mit 0,049 mM99mM und 0,164 mM Farbstofflésungen
erprobt, was einer Konzentration von 15 mg, 30 md 80 mg Farbstoff in 300 ml dB entspricht.

Bei Kiristallviolett wurden 0,123 mM, 0,234 mM und409 mM Farbstofflosungen hergestellt, was
ebenfalls einer Konzentration von 15 mg, 30 mg b@ang Farbstoff in 300 ml i@ entspricht. Die
Féarbedauer wurde mit 10 min., 30 min. und 60 miprabt und es wurde getestet, ob das Waschen
der gefarbten Proben mit Wasser bei Raumtemperatier bei erhohter Temperatur besser

funktioniert. In Tabelle 8 sind alle Variationenszaummengefasst.
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Tabelle 8: Optimierung der Farbemethode

c[mgI' | Farbedauer [min] Waschen
50 10 Raumtemperatur
50 10 60 °C
50 30 Raumtemperatur
50 30 60 °C
50 60 Raumtemperatur
50 60 60 °C
100 10 Raumtemperatur
100 10 60 °C
100 30 Raumtemperatur
100 30 60 °C
100 60 Raumtemperatur
100 60 60 °C
167 10 Raumtemperatur
167 10 60 °C
167 30 Raumtemperatur
167 30 60 °C
167 60 Raumtemperatur
167 60 60 °C

2.3.4.2 Farbeprozedur

Das Farben der Proben bzw. die Immobilisierunglgiddeicht abgeandert nach einer Vorschrift der
Firma DyStar und Tina Brickner [23]. Fur das Farlemden 7,5 g N&5O, und 5 g NagCG; in ein
Becherglas eingewogen und in 300 mL@Hyeldst. Danach erfolgte die Zugabe von 15 mgmhgQ

50 mg des jeweiligen Farbstoffes und die Lésungdedangsam auf 60 — 65 °C erhitzt. Gleich nach
dem Start des Heizvorganges wurde das zu farbenaerisl (Druckerpapier, Whatman Filter,
Overheadfolie) in die Farbstofflésung getaucht artdtzt. Die Reaktion wurde nach der anberaumten
Zeit abgebrochen und die Proben wurden fir 30 nmndH,O gewaschen. Danach konnten die
gefarbten Materialien Gber Nacht bei Raumtempeggtnocknet und am nachsten Tag zum Entfarben

in die Enzymldsung getaucht werden.

2.3.5 Abbau der immobilisierten Farbstoffe mit Laccase va T. hirsuta

Der enzymatische Abbau der immobilisierten Farlietahit ThL erfolgte in einem 100 mM
Natriumacetat Puffer, mit einem pH-Wert von 4,3eiflir wurden sowohl fiir die Blanks als auch fir

die Proben 30 ml des Puffers in Petrischalen pgsetbei den Proben erfolgte noch die Zugabe von

22



Methoden

100 pl Laccase. Das gefarbte Papier konnte nurR4iStunden in die Enzyml6sung eingetaucht
werden. Am néchsten Tag wurden alle Proben 30 rang lin 500 ml dEO gewaschen und
anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet. Diebdiffarenz wurde schlieBlich mit dem

Farbmessgerat gemessen. Die Auswertung inklusiskuSsion ist Kapitel 3.3.4 zu entnehmen.
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2.4 Modifizierte Siloxane

2.4.1 Modifizierte Siloxane |

Acht potentielle Laccasesubstrate (Tabelle 9) wurd®n der Firma Profactor mit Hilfe von Isocyanat
Silica Derivaten synthetisiert und uns zu Testzweckur Verfigung gestellt. Die Substrate wurden

hinsichtlich ihrer Umsetzbarkeit mit Laccase undddoadish Peroxidase getestet.

Tabelle 9: Synthese der modifizierten Siloxane |

Synthese 1
Umsetzung von 4-Hydroxybenzylamin mit Isocyanat

BQ okt

H H >
NH2 N N\/\/SI\
T OEt
EtO\ (0]
+ ST " Nco —=
OEt
OH

EtO

OH

Synthese 2
Umsetzung von 5-Amino-2-methoxyphenol mit Isocyanat

NH,

H H  EtO._.OEt
EtO N__N Si
+ \ ~Nolk
Eto/Si\/\/\NCO — A OEt
OH OEt MeO 0o

OMe OH

Synthese 3
Umsetzung von 3-Methoxybenzylamin mit Isocyanat

NH BIQ  oFt

H H\/\/Si\/
EtO, i OEt
+ SiT"NnCco —> o
MeO F1O" okt
MeO

Synthese 4
Umsetzung von 3,5-Dimethoxybenzylamin mit Isocyanat

NH BIQ  oft

H H Si”

i
EtO g ~T OEt

\./\/\
+ _Si NCO —>» (0]
EtO OEt
MeO OMe
MeO OMe

Synthese 5
Umsetzung von 4-Methoxybenzylamin mit Isocyanat

NH
2 EQ okt

H H Si”
~2l
EtQ AN \ﬂ/ OEt
+ Eto/SI\ NCO — (e}

OEt
OMe

OMe
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Synthese 6
Umsetzung von 4-Aminophenol mit Isocyanat

NH,
EtO tO....OEt

NN _EOs
I.
. ,\Si/\/\NCO—> \n/ ~ N2l okt
EtO™ o)

OEt HO

OH

Synthese 7
Umsetzung von 3,4,5-Trimethoxybenzylamin mit Isowia

NH, OEt

H H L
NN ~_Si!
EtO\ \[Or OEt
¥ EtO’Si\/\/\NCO —
OEt
MeO OMe MeO OMe
OMe OMe

Synthese 8
Umsetzung von 4-Hydroxy-3-methoxybenzylamin mitchganat

NH
2 EtO Et

NN si©
|
EtO, \n/ ~ N \OEt
+ 57 >"Nco —> o
EtO \OE'[
OMe
OH OMe
OH

Fir die Umsetzung der modifizierten Siloxane wurdei den Enzymen ThL und HRP zwei
Vorversuche in Mikrotiterplatten gestartet. Nacbéd die Beschreibung der durchgefiihrten

Experimente und deren Reaktionsbedingungen.

2.4.1.1 Assay mit Laccase vOR. hirsuta

Fur den Laccase Assay wurden 10 mg der modifizieBiteoxane mit der Nummer 1, 4, 5, 6, 7 und 8
in 2 ml Reaktionsgefalie eingewogen. Zum Losen désttate wurden 2 ml DMSO (trocken) dazu
pipettiert und Gber Nacht im Thermomixer mit 10p@rbei 30 °C geschittelt. Weiters wurde ein
100 mM Natriumacetat Puffer hergestellt, der mibheei 140 mM Essigsdurelésung auf pH 4,5
eingestellt wurde. Auch eine 25 %ige Ethanol Loswogde bendtigt, die mit di verdiinnt wurde.
Das Enzym ThL wurde 1:100 mit d& verdinnt eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurdellEal0
entsprechend in einer 96 Mikrotiterplatte vorbeteitnd im Anschluss mit dem Plate-Reader
vermessen. Als Messmethode wurde ein Kinetik Zykhitseinem Wellenlangenscan von 300-800 nm
gewahlt, wobei alle 30 Minuten ein Zyklus gefahveurde. Ergebnisse und Diskussion finden sich in
Kapitel 3.4.1.1.

25



Methoden

Tabelle 10: Reaktionsansatz flr modifizierte Siloxae | mit ThL

Blank Substrat [ul]| Blank Enzym [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Puffer 125 125 25
EtOH 25 25 25
Substrat 100 - 100
Enzym - 100 100

2.4.1.2 Assay mit Horseradish Peroxidase

Fur den HRP Assay wurden 10 mg der modifiziertdax@8ne mit der Nummer 1, 4, 5, 6, 7 und 8 in

2 ml Reaktionsgefalie eingewogen. Zum Losen dert@idsvurden 2 ml DMSO (trocken) dazu

pipettiert und tUber Nacht im Thermomixer mit 10p@rbei 30 °C geschuttelt. Weiters wurde ein

Phosphat Puffer mit pH 6,3 hergestellt, der augreb0 mM KHPQ, Losung und einer 20 mM

NaHPQ, Losung im Verhdltnis 3:1 gemischt wurde. Auch eRte%ige Ethanol Lésung und eine

1 %ige Wasserstoffperoxid Lésung wurden benétiigt nadt dHO verdinnt wurden. Das Enzym HRP

mit einer Konzentration von 1 mgtlwurde 1:1000 mit dkD verdinnt eingesetzt. Der

Reaktionsansatz wurde Tabelle 11 entsprechenahén Blikrotiterplatte vorbereitet und im Anschluss

mit dem Plate-Reader vermessen. Als Messmethoddewnrederum ein Kinetik Zyklus mit einem

Wellenlangenscan von 300 — 800 nm gewahlt, woldei 20 Minuten ein Zyklus gefahren wurde.

Auswertung und Diskussion sind in Kapitel 3.4.1uZinden.

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur modifizierte Siloxae | mit HRP

Blank Substrat [ul]| Blank Enzym [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Puffer 125 125 25
EtOH 25 25 25
H.0, 1 1 1
Substrat 100 - 100
Enzym - 100 100

2.4.1.3 Weitere Tests

Nachdem die Vorversuche mit Laccase vbnhirsuta und Horseradish Peroxidase nicht optimal
funktioniert haben, wurden noch weitere Tests dyeélihrt, um bessere Reaktionsbedingungen zu
erforschen. Ziel war es herauszufinden, in welctrrfier bzw. Lésungsmittel (Ethanol, Acetonitril,

Benzaldehyd, DMSO) die Umsetzung gut funktionietine dass die Substrate ausfallen oder triib

werden. Tabelle 12 gibt einen Uberblick tber diercHgefiihrten Experimente. Die genauen

26



Methoden

Pipettierschemata fur jeden einzelnen Versuch derd Tabellen 13 — 20 zu entnehmen, Ergebnisse

und Diskussion sind in Kapitel 3.4.1.3 zu finden.

Tabelle 12: Ansétze fur verbesserte Reaktionsbedinggen der modifizierte Siloxane

Versuch Substrat Puffer pH | Mediator | Laccase| Verdinnung
1 5 100 mM NaAc | 4,5 TvelL 1:100
2 1,4,5,6,7 25 mM Succinat 4,5 Tvell
3 1,4,5,6,7,8 Phosphat 7,0 MtL 1:1000
4 1,4,5,6,7,8 did 7,0 MtL 1:1000
5 1,5 dHO 7,0 MtL 1:100
6 1,4,7 - - ja MtL 1:1000
7 1,4,7 - - ja MtL 1:1000
8 1,4,7 - - ja MtL 1:1000

Tabelle 13: Versuch 1 — Reaktionsansatz fiur EtOH 7%ig

Blank [ul] | Laccase [upl]| Substrat [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Puffer 975 875 875 775
EtOH 25 25 25 25
Substrat - - 100 100
Enzym - 100 - 100

Tabelle 14: Versuch 2 — Reaktionsansatz fuir 50 % ExH in Endkonzentration

Blank [ul] | Substrat [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Puffer 500 400 300
EtOH 500 500 500
Substrat - 100 100
Enzym - - 100

Tabelle 15: Versuch 3 — Reaktionsansatz fur 80 % Astonitril in Endkonzentration + Phosphatpuffer

Blank [ul] | Substrat [pl] | Substrat + Enzym [ul]
Acetonitril 800 800 800
Puffer 200 100 -
Substrat - 100 100
Enzym - - 100

Tabelle 16: Versuch 4 — Reaktionsansatz flir 80 % Astonitril in Endkonzentration + dH ,O

Blank [ul] | Substrat [pl] | Substrat + Enzym [ul]
Acetonitril 800 800 800
Puffer 200 100 -
Substrat - 100 100
Enzym - - 100
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Tabelle 17: Versuch 5 — Reaktionsansatz fiir Benzadthyd

Blank [ul] | Substrat [pl]| Substrat + Enzym [ul]
Acetonitril 800 800 800
Puffer 200 100 -
Benzaldehyd 15 15 15
Substrat - 100 100
Enzym - - 100

Tabelle 18: Versuch 6 — Reaktionsansatz fir Mediato+ EtOH

Blank [ul] | Positiv Kontrolle [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Enzym 200 200 200
Mediator 200 200 200
Substrat - 200 200
Puffer 600 400 400

Tabelle 19: Versuch 7 — Reaktionsansatz flir Mediato+ Acetonitril

Blank [ul] | Positiv Kontrolle [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Enzym 200 200 200
Mediator 200 200 200
Substrat - 200 200
Puffer 600 400 400

Tabelle 20: Versuch 8 — Reaktionsansatz fir Mediator DMSO

Blank + Enzym [ul] | Positiv Kontrolle [ul] | Substrat + Enzym [ul]] Substrat [ul]
Enzym 200 200 200 -
Mediator 200 200 200 -
DMP - 200 - -
Substrat - - 200 200
Puffer 600 400 400 800

2.4.2 Modifizierte Siloxane Il

Drei der vorne genannten modifizierten Siloxanedear von der Firma Profactor neu synthetisiert,
sodass die Substrate am Ende der Herstellung aneliecher Losung vorlagen. Es handelte sich

dabei um die Substrate 1, 2,

und 6 von Tabelle @sgAngssubstrate dafir waren 4-

Hydroxybenzylamin, 4-Aminophenol und 5-Amino-2-metliphenol. Zuséatzlich wurden noch

Sinapinsaure und Ferulasdure modifiziert.

Syntheseschritten:

Die gendderstellung erfolgte nach folgenden
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Tabelle 21: Synthese der modifizierten Siloxane Il

Synthese 1
Umsetzung von 4-Hydroxybenzylamin mit Isocyanat DMAP als Katalysator

NH, H H EtO._ .OEt
N - N _N S
EtQ, N o]
t oS Y nco | ) —=
OEt N
OH OH
Synthese 6
Umsetzung von 4-Aminophenol mit Isocyanat
NH
2 H H  Eto._ .OEt
+ EtO AL~ . \n/ ~ N ‘OEt
Si< NCO
EtO~ ~OEt o
HO
OH

Synthese 2
Umsetzung von 5-Amino-2-methoxyphenol mit Isocyanat

NH»,

+ By o —= Y s
OH MeO ©
OMe OH
Synthese 9
Umsetzung von Sinapinsaure mit AMTES und DCC alsalgaator
O OH
»
J N=C=N 2
0 MeO X AN O
+ Sj NH, + N ,Si.
/\O' ol NP2 — H oo
MeO OMe 0 HO S U
OH f OMe

Synthese 10
Umsetzung von Ferulasdure mit AMTES und DCC alsagaator

Os OH
¢ J

0 N=C=N MeO 9 o
8 e A O
+ /\O'(Sn)l\/\/NHz + <:> e WH )O'SI"OK
HO

OH r

2.4.2.1 Reaktionsansatz in UV-Kuvetten

Um die Farbreaktion photometrisch verfolgen zu k&mnwurden parallel zwei Versuche gestartet.
Zum einen wurde die Reaktion in reinem Ethanol dgediihrt, zum anderen wurde die Reaktion in
einem 1:1 Gemisch aus Ethanol und Puffer verfdiije genauen Versuchsbedingungen sind den

nachfolgenden Beschreibungen zu entnehmen.
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Fir die Durchfihrung wurden zunachst die Reagerzteanol, Puffer und Substrat in UV-Kivetten
pipettiert. Erst kurz vor Messbeginn wurde Enzyngemeben, um die Reaktion zu starten. Die
Messung erfolgte mit dem Photospektrometer, woliei Wellenlangenscan von 200 — 800 nm

vorgenommen wurde. Ergebnisse sind in Kapitel 3l4dd&kutiert.

Versuch mit Ethanol

Der Versuch wurde in Ethanol (99,8 %ig) durchgefiifis Substrat wurden jeweils 100 pl der
ethanolischen Ldsungen eingesetzt. Als Enzyme eliefihL und MtL (jeweils 1:1000 mit ddB

verdiinnt). Der Reaktionsansatz ist in Tabelle ZZbgeben.

Tabelle 22: Reaktionsansatz in UV-Klvetten fir modizierte Siloxane Il mit Ethanol

Blank Substrat [ul]| Blank Enzym [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Ethanol (99,8 %ig) 900 900 800
Substrat 100 - 100
Enzym - 100 100

Versuch mit Ethanol und Puffer

Fur den zweiten Ansatz wurde mit Ethanol (99,8 %igdl Puffer im Verhaltnis 1:1 gearbeitet. Beim
Verwenden der ThL kam ein 50 mM Ammoniumacetat &ufH 4,3 zum Einsatz. Fir die MtL wurde
ein 50 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,6 verwendds. ubstrat wurden wiederum jeweils 100 pul

der ethanolischen Lésungen eingesetzt. Der Reaeimatz ist Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 23: Reaktionsansatz in UV-Klvetten fiir modizierte Siloxane Il mit Ethanol und Puffer

Blank Substrat [ul]| Blank Enzym [ul] | Substrat + Enzym [ul]
Puffer 450 450 400
Ethanol (99,8 %ig) 450 450 400
Substrat 100 - 100
Enzym - 100 100

2.4.2.2 Reaktionsansatz in UV-Mikrotiterplatten

Der Reaktionsansatz in den UV-Mikrotiterplatten deugleich gehandhabt, wie der Reaktionsansatz
in den UV-Klvetten (Kapitel 0). Der einzige Untdrga lag darin, dass im Verhdltnis weniger
Volumen verwendet wurde und die Absorption der Bromit dem Plate-Reader gemessen werden

konnte.
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Fir den Versuchsstart wurden zunachst Puffer uhadriel in einer UV-Mikrotiterplatte vorgelegt.
Die Platte wurde dabei auf Eis gekuhlt, damit ddsa&ol nicht verdampfen konnte. Danach wurden
die Substrate zugegeben und erst ganz zum Schas$unzym. Die Reaktionszeit betrug sechs
Stunden. Fur unten stehende Versuche wurde anBehlieein Wellenlangenscan von 300 — 700 nm
durchgefuhrt, die Ergebnisse inklusive eingescanMirotiterplatten werden in Kapitel 3.4.2.2

diskutiert.

Versuch mit Ethanol

Dieser Versuch wurde ausschlielich mit Ethanol,§98ig) durchgefihrt. Als Substrate wurden
jeweils 30 ul der ethanolischen Lésungen eingeseidt als Enzyme wurden 30 pl ThL und MtL

(jeweils 1:1000 mit ddkD verdlnnt) verwendet. Der Reaktionsansatz ist lleaBé zu entnehmen.

Tabelle 24: Reaktionsansatz in UV-Mikrotiterplatte fir modifizierte Siloxane Il mit Ethanol

Blank Substrat | Blank Enzym | Substrat + Enzym
Ethanol (99,8 %ig) 270 270 240
Substrat 30 - 30
Enzym - 30 30

Versuch mit Ethanol und Puffer
Der Versuch wurde mit Ethanol (99,8 %ig) und PuffarVerhaltnis 1:1 durchgefihrt. Fir die ThL

kam ein 50 mM Ammoniumacetat Puffer pH 4,3 zum &ins Fur die MtL wurde ein 50 mM

Ammoniumacetat Puffer pH 6,6 verwendet. Als Substrarden 30 pl der ethanolischen Losungen

eingesetzt. Der Reaktionsansatz ist in Tabeller@stelich.

Tabelle 25: Reaktionsansatz in UV-Mikrotiterplatte fir modifizierte Siloxane Il mit Ethanol und Puffer

Blank Substrat| Blank Enzym | Substrat + Enzym
Puffer 135 135 120
Ethanol (99,8 %ig) 135 135 120
Substrat 30 - 30
Enzym - 30 30

2.4.2.3 Immobilisierung auf Kieselgel-Platten

Die Immobilisierung auf Kieselgel-Platten (DC-Péatfj wurde auf drei verschiedene Arten
ausgefihrt, wobei der Unterschied im Trocknungsteen lag. Bei Versuch | wurden die Substrate
bei Raumtemperatur, bei Versuch Il im Trockenschrand bei Versuch 1l im Exsikkator unter
Vakuum getrocknet.
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Versuch |

Von einer DC-Platte wurden 20 Quadrate mit eingbf38rvon 2x 2 cm ausgeschnitten. Jeweils vier

dieser Kieselgel-Platten wurden mit 100 ul vom aien Substrat betropft und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet.

Versuch Il

Fur einen zweiten Versuch mit den DC-Plattchen wareviederum 20 Quadrate mit den Malden
2x 2 cm ausgeschnitten. Auch dieses Mal wurdenpd@@n den Substraten auf die Kieselgel-Platten
aufgetragen. Der Unterschied bestand nun darirD@id°latten Giber den Zeitraum von drei Tagen bei
Raumtemperatur trocknen zu lassen. AnschlieRenddemurdie Plattchen noch bei 105 °C fir
24 Stunden in den Trockenschrank gelegt, um eifgnf@oisation gewahrleisten zu kénnen. Die

Polymerisations-Reaktion ist in Abbildung 5 dargéstund wurde von Barry Arkles et alter
beschrieben.

RSi(OMe),

3H,0 ~
Hydrolysis ? i\ 3MeOH
RSi(OH),
 2Si0H), —
Condensation 2H,0
R R R

Hydrogen bonding

—m

|
HO—S|1———O— ——O——Si—OH
A Ao
H_ H H H H] H
- ?, . (|)

Substrate

> —
g

Bond formation

Substrate

Abbildung 5: Polymerisationsreaktion von Silanen afiHydroxy-Oberflachen

Versuch lll

Beim dritten Versuch wurden 20 quadratische KieddRjatten mit einer GréRe von 2x 2cm

ausgeschnitten und mit 100 pl von den Substratgogie Die Plattchen trockneten anschlief3end fir
24 Stunden unter Vakuum im Exsikkator.
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2.4.2.4 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe dexctase vof. hirsuta
LaccaseM. thermophilaund Laccase vom. villosa

Nach den unterschiedlichen Trocknungsprozessenirwigapitel 2.4.2.3 beschrieben, wurden die
Blanks in 10 ml ddBO getaucht. Die restlichen DC-Platten wurden immlEnzymldsung (500 pl
Enzym auf 10 ml ddkD) mit ThL, MtL und TviL (jeweils 1:1000 mit dd}® verdiinnt) eingelegt.
Nach 24 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen.PEtchen konnten aus dem bidestillierten
Wasser bzw. aus den Enzymlésungen entnommen umiémim flr eine Stunde bei Raumtemperatur
getrocknet werden. AnschlielBend erfolgte das Wasehier Proben fir eine weitere Stunde in 10 ml
dH,O. Nach erneuter Trocknung fir eine Stunde bei Remmperatur wurden die gefarbten DC-
Platten mit dem Farbmessgerat gemessen. Die gefdRisittchen, sowie die gemessenéhWerte

sind Kapitel 3.4.2.3.1 zu entnehmen.

2.4.2.5 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe deyélbperoxidase

Fur die Immobilisierung von Substrat 4 wurde dieocknungsmethode nach Versuch Il im
Trockenschrank angewandt (siehe Kapitel 2.4.2.aghN/ollendeter Polymerisation konnte der Blank
in ein kleines Flaschchen mit 1,5 ml ddHund 1,5 ul einer 1 %igen Wasserstoffperoxid Lgsun
getaucht werden. Fir die Probe wurden 1,5 ml elft#smM Kaliumphosphat Puffers pH 7,1 und
1,5 ul einer 1 %igen Wasserstoffperoxid Losungiirem kleinen Flaschchen zusammen pipettiert.
Das immobilisierte Substrat wurde daraufhin in &#&schchen eingelegt und 500 pl vom Enzym
Myeloperoxidase mit einer Aktivitat von 150 U'urden hinzugefiigt. Die Reaktionszeit betrug

funf Tage. Diskussion und Fotos konnen KapitelZ312 entnommen werden.

2.4.3 Modifizierte Siloxane Il

Fur den dritten Teil der Testreihe mit modifiziertSiloxanen kamen die zwei bereits bekannten
Substrate 6 und 2 und vier neue Substanzen zumatZin#lle Substrate wurden zwei Mal

umkristallisiert und gesault und lagen nun zum @esh sehr reiner Form vor. Die Substrate 11, 6, 2,
13 und 14 lagen als Feststoffe, Substrat 12 irsitjigs Form vor. Die Proben wurden wie schon im
zweiten Teil in flissigem Zustand und danach imrsibit auf DC-Platten mit verschiedenen

Enzymen getestet. Zusatzlich wurden von den SubstrHl, 6, 2, 13 und 14 noch NMR Messungen
durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass es siclidmrisynthetisierten Produkten auch wirklich um die

vorliegenden Substrate handelt.
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Tabelle 26: Synthese der modifizierten Siloxane Ill

Synthese 11
Umsetzung von Fast Blue RR mit Isocyanat

OCH3 OCH3 EtO OEt

N\/\/S| “OEt
s|/\/\Nco —
E10" g,
OCHs

OCHs

Synthese 6
Umsetzung von 4-Aminophenol mit Isocyanat

NH,
EtO OFt

‘o s|/\/\NCO—> /@/ SOkt

OH
Synthese 2
Umsetzung von 5-Amino-2-methoxyphenol mit Isocyanat

H H EtO._.OEt
EtQ N__N Si
+ \ ~Nol
EtofSi\/\/\NCO — b OFEt
OH OEt MeO 0o

OMe OH

Synthese 12
Umsetzung von Vanillinsaure mit Isocyanat

OCHs OCHs

Synthese 13
Umsetzung von 4-Amino-2-methylpheno| mit Isocyanat

EtO, OEt

NH2 EtQ N\/\/S|
+
EtO” S'\/\/\Nco — ‘OEt
HO 0" OEt

Synthese 14
Umsetzung von 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure mityiaoat

OH " OH , 4 Eto, OEt
2, EIO\ N N A~C-Si
E ofSi\/\/\NCO — \ﬂ/ OEt
0" OEt 0o
COOH COOH

Da Substrat 12 in flissigem Zustand vorlag, wurdle dieser Probe mit Hilfe des Molekulargewichts

und der Dichte auf die Molaritat zurtick gerechiies.ergab sich eine Konzentration von 0,25 mM.

Far die restlichen funf Proben wurden daher eben@g25 mM Losungen hergestellt. Die Einwaagen

der einzelnen Substrate finden sich in Tabelle Dié. Proben wurden anschlieend in 2 ml EtOH

(99,8%ig) geldst, um eine Konzentration von 0,25 mMerhalten.
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Tabelle 27: Einwaage der Substrate fir modifizierteSiloxane Ill

Substrat| Einwaage [mg]
11 259,26
6 177,86
2 192,84
13 184,87
14 199,83

2.4.3.1 Reaktionsansatz in Mikrotiterplatten

Der Versuch in Mikrotiterplatten wurde gleich dugelfiihrt, wie in Kapitel 2.4.2.2 beschrieben. Auch
hier wurden zunachst Puffer und Ethanol in einekrititerplatte vorgelegt, wobei die Platte auf Eis
gekuhlt wurde, damit das Ethanol nicht verdampfenrite. Danach wurden die Substrate und zum
Schluss die Enzyme zupipettiert. Die Reaktionszeitug 24 Stunden. Ergebnisse und eingescannte

Mikrotiterplatten finden sich in Kapitel 3.4.3.1.

Versuch mit Ethanol

Der Versuch wurde ausschlief3lich mit Ethanol (98i8) durchgefihrt. Als Substrate wurden jeweils
30 pl der ethanolischen Losungen eingesetzt undEmityme wurden 30 pl ThL und MtL (jeweils

1:1000 mit ddHO verduinnt) verwendet. Der Reaktionsansatz ist [l&aB8 zu entnehmen.

Tabelle 28: Reaktionsansatz in Mikrotiterplatte fir modifizierte Siloxane Ill mit EtOH

Blank Substrat | Blank Enzym | Substrat + Enzym
Ethanol (99,8 %ig) 270 270 240
Substrat 30 - 30
Enzym - 30 30

Versuch mit Ethanol und Puffer
Der Versuch wurde mit Ethanol (99,8 %ig) und PuffarVerhaltnis 1:1 durchgefihrt. Fur die ThL

kam ein 50 mM Ammoniumacetat Puffer pH 4,5 zum &ins Fir die MtL wurde ein 50 mM

Ammoniumacetat Puffer pH 6,8 verwendet. Als Substrarden 30 pl der ethanolischen Losungen

eingesetzt. Der Reaktionsansatz ist in Tabeller@gtelich.
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Tabelle 29: Reaktionsansatz in Mikrotiterplatte fur modifizierte Siloxane Il mit Ethanol und Puffer

Blank Substrat| Blank Enzym | Substrat + Enzym
Puffer 135 135 120
Ethanol (99,8 %iQ) 135 135 120
Substrat 30 - 30
Enzym - 30 30

2.4.3.2 Immobilisierung auf Kieselgel-Platten

Bei der Immobilisierung auf Kieselgel-Platten wurdeuf die Trocknungsvariante Il im
Trockenschrank zuriickgegriffen (siehe Kapitel 23).2Hierfir wurden Quadrate mit der Grol3e von
2x 2 cm ausgeschnitten, mit 100 pl der Substrat®pfé, eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet

und anschlieend fur 24 Stunden bei ~105 °C inTdeokenschrank gelegt.

2.4.3.3 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe dexctase voi. hirsuta
LaccaseM. thermophilaund Laccase von. villosa

Fur die Farbreaktionen der immobilisierten Substratirden die Blanks in 10 ml d& getaucht, die
Proben wurden in 10 ml Enzymlésung (500 pl Enzyrh Huml dHO) mit ThL, MtL und TviL
(jeweils 1:1000 mit ddkD verdinnt) gelegt. Die Farbreaktion wurde nachSa4den beendet und
alle DC-Platten wurden fur eine Stunde in 10 ml,@Hgewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Trocknung der Proben fiir eine weitere Stunde bainRamperatur. Zum Schluss konnten alle
Plattchen mit dem Farbmessgerat vermessen werdengdédarbten Kieselgel-Platten, sowie die

gemessenenE-Werte und Diskussion sind in Kapitel 3.4.3.2.ffinden.

2.4.3.4 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe deyélbperoxidase

Nachdem die Farbreaktion von Substrat 11 (mit demsgangssubstrat Fast Blue RR) sehr gut
funktioniert hat, wurde nun auch der Versuch urdammen, das Substrat mit Myeloperoxidase zu
behandeln. Hierfur wurden fir den Blank ein klei@efar mit 1,5 ml dk© und 1,5 pl einer 1 %igen
Wasserstoffperoxid Lésung geflllt. Fir die Proberdem 1,5 ml eines 100 mM Kaliumphosphat
Puffers mit pH 7,1 und 1,5 ul einer 1 %igen Wagséfseroxid Losung verwendet. Die zwei mit
Substrat 11 immobilisierten Plattchen wurden ddmaufir fiunf Tage in die Lésungen getaucht.

Ergebnisse und Diskussion sind Kapitel 3.4.3.2.2rimehmen.
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2.4.3.5 NMR Messungen

Um sichergehen zu koénnen, dass es sich bei dehedigierten Substraten von der Firma Profactor
auch wirklich um die vorliegenden Molekulstruktureandelt, wurden am Institut fur Organische
Chemie an der TU Graz von Prof. Web#d und C Spektren mittels NMR Messungen

aufgenommen.
Fiir ein optimales Messergebnis musste jede Probmér Konzentration von 100 mg finh DMSO
d6 vorliegen und das NMR-RoOhrchen sollte ein Dirittet Flissigkeit geflllt sein. Die genauen

Einwaagen finden sich in Tabelle 30. Die aufgenomeneNMR Spektren finden sich im Anhang.

Tabelle 30: Einwaage der Substrate und des Lésungétels fiir die NMR Messungen

Substrat| Einwaage [mg]| DMSO d6 [ul]
11 60,36 600
6 60,30 600
2 60,25 600
13 60,25 600
14 60,25 600
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3. Ergebnisse

3.1 Enzymaktivitat

3.1.1 ABTS Assay

Die Aktivitaten der Enzyme TvelL, HRP und MPO wateereits bekannt und sind in Tabelle 31
zusammengefasst. Die Aktivitaten der Enzyme ThLL Mtd TviL waren nicht bekannt und wurden

mit Hilfe des ABTS Assays bestimmt. Die berechndéiaemymaktivitaten finden sich in Tabelle 32.

Tabelle 31: Bekannte Enzymaktivitaten

Enzym Aktivitat [U mg]
TvelL 22,4
HRP 1000
MPO 1500

Tabelle 32: Berechnete Enzymaktivitaten

Enzym Steigung [Abs mifi] | Verdiinnung | Aktivitat [U ml™]
ThL 0,8061 1:100 3,6
MtL 0,4800 1:10000 213,7
TviL 0,1424 1:10000 63,4

3.1.2 Aktivitat von MtL in verschiedenen L6sungsmitteln

ABTS DMP
Abbildung 6: Aktivitat von MtL in verschiedenen Lésungsmitteln
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In Abbildung 6 wurde die Aktivitdt von MtL in dj®D, Acetonitril, DMSO und EtOH (75 %ig)
getestet. Im linken Block wurde das Enzym von derdéinnungsstufe 1:10 bis 1:1000 mit dem
Substrat ABTS umgesetzt, wobei nur in,@Heine leichte Reaktion in Form einer Blaufarbung
festgestellt werden konnte. Im rechten Block wudds Enzym mit den gleichen Verdiinnungsstufen
von 1:10 bis 1:1000 mit dem Substrat DMP geteskéierbei konnte bei allen verwendeten
Lésungsmitteln eine Reaktion beobachtet werden&Afty vom verwendeten Substrat ist das Enzym

MtL in allen getesteten Losungsmitteln zumindegtdP aktiv.
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3.2 Kopplungsreaktionen

3.2.1 Optimierung der Menge von HO, bei der enzymatischen
Kopplungsreaktion

Aufgrund der Tatsache, dass fur die Reaktion mitPHEBe Zugabe von Wasserstoffperoxid
erforderlich ist, HO, aber in zu hohen Konzentrationen gleichzeitig alsHnhibitor fungieren kann,

wurde 3,4-Dihydroxybenzoeséaure ausgewahlt, um dereBs zu optimieren.

Bei der Anwendung von unterschiedlichen Konzerdrath an Wasserstoffperoxid stellte sich heraus,
dass alle Proben innerhalb von Sekunden sehr dgekétbt wurden. Einzig die Probe mit 5 |bCH

war etwas heller gefarbt. Fur weitere Versuche wudhher beschlossen, mit einer 0,1 %igen
Wasserstoffperoxid Losung (10 pp® auf 10 ml Gesamtvolumen) zu arbeiten.

3.2.2 Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiamin und Horseadish Peroxidase

Abbildung 7 zeigt die Kopplungsreaktionen von 1ReRylendiamin und 13 unterschiedlichen
Substraten mit Horseradish Peroxidase. Die Numrakeime stehen dabei jeweils fur die Blanks, die
Nummern mit dem Buchstaben ,E“ stehen fir die Pnob@t Enzym. Optisch konnten bei den
Substraten 1, 2, 8, 9, 10, und 13 leichte, beiQi#pstraten 3, 5, und 11 gut sichtbare Farbandenunge
zwischen Blank und Probe festgestellt werden.

1 1E 2 2E 3 3E4 4E 5 ©GE 6 6E 7 7E 8 8E

9 9E 10 10E 11 11E 1BBE 15 ELS5

Abbildung 7: Kopplungsreaktion von 1,4-Phenylendianm mit HRP fiir die Substrate 1-11, 13 und 15
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3.2.3 Kopplungsreaktion mit 1,4-Phenylendiamin und Laccas vonT. versicolor

In Abbildung 8 sind die Kopplungsreaktionen von -Bfenylendiamin und 13 verschiedenen
Substraten mit Laccase vdn versicolorzu sehen. Die Beschriftungen mit Nummern alleitednen

dabei jeweils fur die Blanks, die Beschriftungent thummern und dem Buchstaben ,E*
kennzeichnen die Proben mit Enzym und die Bescimgién mit Nummern und dem Buchstaben ,M*

weisen auf Proben mit Enzym und Mediator hin.

Bei den Versuchen mit Laccase fiel sofort auf, ddissFarben der Reaktionen deutlich heller und
besser zu unterscheiden waren, als bei den VensuulieHorseradish Peroxidase. Auch deutlich zu
erkennen war, dass es keinen Unterschied zwisaiefPbben mit und ohne Mediator gab. Da keine
beschleunigte Reaktion durch Zugabe von HOBT faestfje werden konnte, wurde bei weiteren

Kopplungsversuchen auf die Zugabe eines Mediatersichtet. Optisch war bei fast jedem Substrat

eine deutliche Farbanderung zu erkennen, auRelebebubstraten 4, 6 und 11.

1 1E 1M 2 2E 2M 3E33M 4 4E 4M 5 5E 5M 6 E 66M

i

Abbildung 8: Kopplungsreaktion von 1,4-Phenylendianm mit Tvel fir die Substrate 1-11, 13 und 15

3.2.4 Kopplungsreaktion mit Anilin und Laccase vonT. versicolor

Die Farbreaktionen in Abbildung 9 zeigen die Kopgsreaktionen von Anilin mit 13 Substraten
durch Laccase vom. versicolor Die Nummern stehen dabei jeweils wieder fur dienBs, Nummern

mit dem Buchstaben ,E* zeigen die Proben mit Enzym.
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Auffallig war auch hier, dass die Farbreaktionen Amilin sehr hell waren. Bei den Substraten 3, 6,
und 17 waren keine Farbanderungen zu sehen. BeSdbstraten 1 und 13 konnte nur ein kleiner
Farbunterschied festgestellt werden. Die Farbdiffeen bei den restlichen Substraten waren sehr
deutlich zu erkennen.

" i
e

Abbildung 9: Kopplungsreaktion von Anilin durch Tvel fur die Substrate 1-3, 5-11, 13, 15 und 17

3.2.5 Immobilisierung von Ferulasdure und Kaffesaure aufAPTS-Silicagel

Obwohl bei den vorne beschriebenen KopplungsreaétioFerulasaure als Substrat nicht gut
funktioniert hat, wurde diese dennoch fir die Imitislerung auf APTS-Silicagel ausgesucht,
aufgrund der &hnlichen Molekdilstruktur mit Kaffesg&iund der Existenz einer Seitenkette als Spacer
bei der Kopplung. Um diese Ahnlichkeit noch einmalverdeutlichen, sind die Strukturen der beiden
Substrate in Tabelle 33 dargestellt.

Tabelle 33: Molekilstrukturen der Substrate 6 und 1.

Ferulasaure Kaffesaure
(Substrat 6) (Substrat 11)
o] 0o
\ OH X OH
HO HO
OCH; OH

Abbildung 10 zeigt auf der linken Seite die Kopmareaktion der immobilisierten Ferula- und
Kaffesaure mit Laccase von versicolor auf der rechten Seite ist die Kopplungsreaktienlzbiden
immobilisierten Substrate mit Horseradish Peroxédas sehen. Die Beschriftung mit dem Buchstaben
.F* steht dabei fur den Blank mit Ferulaséaure, ,[E%steht fur die Reaktion der Ferulaséaure mit dem
jeweiligen Enzym. Analog dazu steht die Beschriftunit dem Buchstaben ,K* fur den Blank mit

Kaffesaure, ,K + E" steht fur die Reaktion von Kegtiure mit dem jeweiligen Enzym.
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Laccase vorT. versicolor Horseradish Peroxidase

F F+E K +KE F F+E K K+E

Abbildung 10: Kopplungsreaktion der immobilisierten Ferula- und Kaffesdure mit TveL und HRP nach
einer Stunde

3.2.6 Immobilisierung von 1,4-Phenylendiamin auf APTS-Sitagel

Nachdem die Immobilisierung der zwei Substrate leerund Kaffesdure gut funktioniert hat, wurde
nun auch getestet, ob das Kopplungsreagenz 1,4/Rheiiamin auf APTS-Silicagel aufgebracht und
anschlieBend mit Enzym umgesetzt werden kann. Déakfbnen wurden It. Kapitel 2.2.8

durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Abbildung 11 sehen. Bei der Beschriftung stehen die
Nummern alleine fir die Blanks, Nummern mit dem IBataben ,E" kennzeichnen die dazugehérigen

Proben mit Enzym.

Abbildung 11: Kopplungsreaktion mit immobilisiertem 1,4-Phenylendiamin auf APTS Silicagel und TvelL
fur die Substrate 1-3, 5-7, 9 und 10

Die Immobilisierung mit anschlieBender Enzymbehandl hat bei den Substraten 2 und 10 gut
funktioniert. Mit Abstand am besten war jedoch Rieaktion mit Substrat Nummer 7. Um die drei
Strukturen miteinander vergleichen zu kénnen, wardeese zur Veranschaulichung in Tabelle 34

noch einmal dargestellt, wobei die Reaktionsfahigk@ederum von links nach rechts abnimmt.

Tabelle 34: Molekulstrukturen der Substrate 7, 10 nd 2

2,6-Dimethoxyphenol|  Guaiacol 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetophenan
(Substrat 7) (Substrat 10) (Substrat 2)
(0]
OH OH HsCO
H3CO OCHj, OCHj3
HO
OCHjy
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3.3 Reaktivfarbstoffe

3.3.1 Ergebnisse des Screenings

3.3.1.1 Durchfihrung mit Laccase vdn versicolor

In Abbildung 12 sind die Farbreaktionen der 44 Btofife mit der Laccase voil. versicolor
dargestellt. Die Beschriftungen mit Nummern alleistehen dabei jeweils fir die Blanks, die
Beschriftungen mit Nummern und dem Buchstaben &tfrizeichnen die Proben mit Enzym.

1 1E 2 2E 3 3E5 S5E 6 6E 9 9E0 10E 11 11E

12 12E 13 13E 14 14E 135E 16 16E 18 18E 19 198 20E

21 21E 22 22E 23 23E 2Z2ME 26 26E 27 27E 28 28 29E

30 30E 31 31E 32 32E 333E 34 34E 35 35E 36 36& 37E

38 38E 39 39E 40 40E 441E 42 42E 43 43B4 44E

Abbildung 12: Umsetzung unterschiedlicher Farbstofé mittels TveL
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Die Versuche mit den Farbstoffen 1, 5, 6, 14, 1@, 22, 29, 31 und 32 haben besonders gut
funktioniert. Nachfolgend finden sich in Abbildurig die Absorptionsspektren der Blanks fir die
Farbstoffe 1, 5, 6, 14 und 19. In Abbildung 14 giiel Absorptionsspektren der dazugehdrigen Proben
nach zwei Tagen Reaktionszeit zu sehen. Weitetsisibbildung 15 die Absorptionsspektren der
Blanks fur die Farbstoffe 20, 22, 29, 31 und 32edliiget, Abbildung 16 zeigt wiederum die

Absorptionsspektren der dazugehoérigen Proben naehTagen Reaktionszeit.

. —— 1 Kristallviolett
Blanks nach 48h Teil | & i i

Absorption

300 A00 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 13: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fiir 48h (Blank)

Proben nach 48h Teil | ——— 5_Remarol Briliant Blue R

Absorption

300 A00 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 14: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fiir 48h mit Laccase vonT.
versicolor
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——— 20- Indigo cammine
Blanks nach 48h Teil ll p== elomdihelia

Absorption

300 A00 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 15: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fir 48h (Blank)

s 20 - Indligo camine
Blanks nach 48h Teil ll = 22- Lanasol Blue 8G

Absarption

300 400 500 600 J00 300

Wellenlange[nm]

Abbildung 16: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fir 48h mit Laccase vonT.
versicolor

3.3.1.2 Durchfuihrung mit Horseradish Peroxidase

Die Farbreaktionen der 44 Farbstoffe mit Horsefaderoxidase sind in Abbildung 17 dargestellt.
Die Beschriftungen mit Nummern alleine stehen daleeieils fir die Blanks ohne J@,, die
Beschriftungen mit Nummern und dem Buchstaben ,Blfifkzeichnen die Blanks mit,8, und die
Beschriftungen mit Nummern und dem Buchstaben (Ehen fir die Proben mit Enzym. Da bei den
Blanks mit und ohne D, (Farbstoffe 1-14) keine farblichen Unterschiedeseben waren, wurde bei

allen weiteren Proben auf die Blanks ohn®}erzichtet.
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1 1H 1E 2 2H 2E 33H 3E 5 OH6H S5E 6 ©6H 6E7 7TH 7E

9 9H 9E 10 10H 10E 11 11HE 12 12H 12E 13 13H 13E 14H114E

15 15E 18 18E 19 19E 221E 22 22E 23 23E 24 24B5 25E

26 26E 27 27E 28 28E ZBE 30 30E 31 31E 32 32B3 33E

34 34E 35 35E 36 36E JVE 38 38E 39 39E 40 40B 41E

42 42E 43  43E 44 44E

Abbildung 17: Umsetzung unterschiedlicher Farbstofé mittels HRP

Beim Screening mit HRP haben die Farbstoffe 1,,3%,5.1, 19, 22, 29, 30 und 32 besonders gute
Farbreaktionen gezeigt. Nachfolgend finden sicAbbildung 18 die Absorptionsspektren der Blanks
(mit H,O,) fur die Farben 1, 3, 5, 7 und 11. In Abbildung diid die Absorptionsspektren der
dazugehoérigen Proben nach zwei Tagen Reaktiongaesiehen. Weiters sind in Abbildung 20 die
Absorptionsspektren der Blanks (mit®}) fur die Farbstoffe 19, 22, 29, 30 und 32 abgedjld
Abbildung 21 zeigt wiederum die Absorptionsspektdem dazugehdrigen Proben nach zwei Tagen

Reaktionszeit.
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Absorption

e [} - Coomassie Briliant Blue G 250

Blanks nach 48h Teil | 5 Rermazol Brilliant Blue R

300 400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]

Abbildung 18: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fir 48h (Blank)

12 -

Absorption

0.8 -

a — 3 - GCoomassie Brilkant Bhie G 250
Proben nach 48h Teil | 5 Remazol Biliani Bhic R

¥ - [ndigocammin
e 11 - Palientblau ¥V Calcuamsalz
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Abbildung 19: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fir 48h mit HRP

Absorption

Blanks nach 48h Teil ll ———27_Lanasol Bue 86

300 400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]

Abbildung 20: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fiir 48h (Blank)
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Blanks nach 48h Teil ll

Absarption

300 400 500 600 J00 300
Wellenlange[nm]

Abbildung 21: Spektrum unterschiedlicher Farbstoffenach Inkubation fir 48h mit HRP

3.3.1.3 Durchfiihrung mit Myeloperoxidase

Aufgrund der Tatsache, dass das Enzym MPO teuandnur in begrenzten Mengen zur Verfligung
stand, wurde das Screening in einer Mikrotiterplathit je 300 pl Gesamtreaktionsvolumen
durchgefuhrt. Insgesamt wurden neun Vorversucheagktn um herauszufinden, unter welchen
Bedingungen (Konzentration an®, Enzymaktivitat...) die MPO am effektivsten arbeitet

Vorversuch 1

Blank

Blank + HO,

Probe \/I\ ol ) 4

Abbildung 22: Inkubation unterschiedlicher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 1)

Das Ergebnis von Vorversuch 1 war leider nichtieafen stellend, weil sich bei keinem der sieben
Substrate eine Farbanderung bzw. eine Entfarbungiggehat. Ausgehend von der Annahme, dass es
sich bei den verwendeten Farben vielleicht nichtMIRO Substrate handelt, wurden in einem zweiten
Test nur Farbstoffe verwendet, die bei dem Scregemiit TveL und HRP sehr gute Ergebnisse

geliefert haben.
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Vorversuch 2

Blank
Blank + HO,

Probe

Abbildung 23: Inkubatlon unterschledllcher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 2)

Fur den zweiten Vorversuch wurden funf Farbstofew@hlt, die mit TveL und HRP einen

Farbumschlag binnen weniger Minuten ergeben haherder war aber das Ergebnis bei der
Umsetzung mit MPO wenig zufrieden stellend. Aussdim Grund wurde das Experiment mit der
gleichen Aktivitat an HRP noch einmal wiederholty €estzustellen, ob es sich vielleicht um eine zu

niedrig eingesetzte Enzymkonzentration handeln t&nn

Vorversuch 3

Blank
Blank + HO,

Probe

Abbildung 24: Inkubat|on unterschledllcher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 3)

Fur den Vergleich mit HRP wurden die gleichen Statetund die gleiche Enzymaktivitat verwendet
wie bei Vorversuch 2. Ziel war es herauszufindéndie Reaktion auch mit dem wenig konzentrierten
Enzym stattfinden kann. Leider konnte aber beiatied/ersuch der erwartete Farbumschlag nicht
detektiert werden. Dies gab Grund zu der Annahnass dlr eine sichtbare Farbreaktion héher

konzentriertes Enzym von HRP — und somit auch v&OM- eingesetzt werden muss.

Vorversuch 4

Fir den Vergleich mit Laccase wurden die gleichaertbsBate und die gleiche Enzymaktivitat
verwendet, wie bei Vorversuch 2. Ziel war es hezafisden, ob der Umsatz auch ohngOH
stattfinden kann. Von diesem Test sind keine Bilderhanden, die Durchfiihrung hat jedoch gut
funktioniert.
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Vorversuch 5

Blank
Blank + HO,
+ 30 pl HRP
+ 40 pl HRP
+ 60 pl HRP

+ 100 pl HRP

Abbildung 25: Inkubation unterschledllcher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 5)

In Vorversuch 5 wurde getestet, welche Menge vormyBEnHRP mit einer Aktivitat von 15 U
zugegeben werden muss, damit eine Umsetzung stittfikann. Aus Abbildung 25 ist ersichtlich,
dass der Farbumschlag bei Zugabe von 30 pl Enzyeitbéeicht sichtbar und bei Zugabe von 100 pl
Enzym deutlich erkennbar ist.

Vorversuch 6 und 7

Fur diese Vorversuche wurden wiederum nur die fjutf funktionierenden Substrate 5, 14, 22, 29,
und 32 verwendet. Die MPO wurde auf 150 U'nverdiinnt, wovon 1x 50 pl und 1x 100 pl
verwendet wurden. Bei der Auswertung ist nur beinms&z von 100 ul Enzym eine

Absorptionsabnahme ersichtlich. Fiir das Screenunglen daher 100 ul MPO mit einer Aktivitat von

150 U mi* eingesetzt.

Vorversuch 8

Blank

Blank + HO,

Probe

Abbildung 26: Inkubat|on unterschledllcher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 8)

Da nun bekannt war, in welcher Menge und mit waldldivitat das Enzym MPO zugegeben werden
muss, konnte der Vorversuch 1 mit der nun optireieflethode wiederholt werden. Die Tatsache,
dass sich in Abbildung 26 aber bei den SubstratendL2 sowohl die Proben, als auch die Blanks
farblich verandert haben, lasst darauf schlieRess ¢u viel Wasserstoffperoxid eingesetzt wurde.
Eine neue Konzentration an®, wurde daher berechnet und der Test wurde in Venagér 9 mit den

Farbstoffen 1 und 2 wiederholt.
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Versuch 9
1 2
Blank o\
Blank + HO, ‘.
Probe < \I

"
Abbildung 27: Inkubation unterschiedlicher Farbstoffe mit MPO (Vorversuch 9)

Abbildung 27 zeigt, dass sich der Blank mit wenigbO, dieses Mal nicht verfarbt hat. Fur die
Hauptversuche mit dem Enzym MPO wurde daher mit deringeren Konzentration an
Wasserstoffperoxid gearbeitet.

Hauptversuche

Fur die Hauptversuche mit MPO wurden einige debstaffe ausgewahlt, die beim Screening sowohl
mit dem Enzym Tvel, als auch mit dem Enzym HRP drasbreaktionen ergeben haben. Farbstoff 2
hat zwar bei den Screenings nicht funktioniert, deuraber dennoch untersucht, aufgrund der
ahnlichen Molekulstruktur mit Farbstoff 1. Es haltglesich bei den getesteten Substanzen um die
Nummern 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 11, 15, 19 und 21.t¥veiwurden alle systematisch substituierten
Farbstoffe 26 — 44 (mit Ausnahme von Farbstoff Bigsichtlich ihrer Reaktionsfahigkeit mit MPO
getestet. In Abbildung 28 sind alle durchgefiihifests mit MPO dargestellt.

1 2 3 5 6 7
Blank Blank
Blank + HO, Blank + HO,
Probe Probe
Blank Blank
Blank + HO, Blank + HO,
Probe Probe
Blank
Blank + HO,
Probe
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Die Farbstoffe 40 und 41 mit methylierter methae yrara- Position haben nach einer Stunde einen
Niederschlag gebildet, was eine Aufnahme des Abwmgspektrums nicht moglich machte. Ebenso
war der Farbstoff 36 mit ortho- substituiertem Fliilr eine Auswertung nicht gut geeignet, weil das

Absorptionsspektrum keinen auswertbaren Peak asifwie

Beim Screening mit MPO liel3 sich optisch nur berbBtoff 1 ein eindeutiger Farbunterschied
feststellen. Deutliche Differenzen im Absorptioreigipum konnten allerdings bei den Farbstoffen 1,
11, 26, 29, 30, 31, 38 und 44 gemessenen werdenaldgenommenen Wellenlangenscans der acht

Farbstoffe finden sich in nachfolgenden Abbildungen

{1) Kristallviolett 1 {11) Patentblau V Calciumsalz
09 - 1
08 - ——— Blanknach 1h 09 ——— Blark nach 1h
0.7 - —— Blank + H20Zach 1h 08 1 e Blark + H202 nach Th
c 06 - Prabe nach 1h c 97 Probenach 1h
S S 06
B 0,5 - ‘é .
G g 05 V4
& 04 \ £ 04 | /
<L 4 2 < %
03 03 - \ /
kg \_/ ) al ;/ '
01 - = il = X
— 01 -
0 ! : : ) ) : :
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm] Wellenlange[nm]
{26) o-Chlor —— Blank nach Th {29) 0-OH ~—— Blank nach 1h
= Biank +H202nach 1h Y] == Blank + H202 nach 1h
Probenach 1h 07 - Prabe nach th
i { e
e 2
I 2
o o
©w w
0 0
) \k <
o - - : : - — : : :
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange[nm] Wellenlange [nm]
{30) m-OH ——— Blankm-OH {31)p-OH ~——— Blank nach th
1- —— Blank m-OH + H202 1 ——— Blank + H202 nach 1h
09 - MPOmM-OH 0.9 - y Prabe nach 1h
08 - 08 ;
c 0,7 - < 0,7 - 4
S 06 - 5 06 ™
g 051 \\ \ g o5 - \
gor Sor ‘
03 - \ 03 - i
02 - 0.2 -
o1 - . o1
————
o | | 0 - - . - - - . . ‘
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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{(38) p-Fluor —— Biank nach 1h {44) p-Brom Bl niach th
e BNk + H202 nach 1h 038 - s Blank + H202 nach 1h
Prabenach 1h 07 - Probe nach 1h

06 -
05 -
04 -
03 -

02 -
01 -
B,

300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Absorptien
Absorpticn
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Abbildung 29: Absorptionsspektren der acht am beste funktionierenden Farbstoffe nach einer Stunde
Umsatz mit dem Enzym MPO

Auffallig war, dass bei den Versuchen mit dem EnayPO hauptsachlich diejenigen Farbstoffe gut
funktioniert haben, die das in Abbildung 30 steteemdiolekil als Grundgeriist gemeinsam hatten.
Diese Farbstoffe wiesen systematisch substituidutetionelle Gruppen in ortho-, meta- und para-
Position am Benzolring auf, wobei bei den Tests MRO die para- substituierten Molekile die
grofiten Farbdifferenzen zeigten, gefolgt von dethosr substituierten Stoffen. Bei den meta-
substituierten Farbstoffen konnte nur bei der Hyggouppe eine Anderung im Absorptionsspektrum
nachgewiesen werden, bei allen anderen Substituente in meta-Position keine Reaktion zu

erkennen.

HO4S O O SOsH
HO | ' OH
N2
N

s

Abbildung 30: Grundgerust der Farbstoffe 26 — 44 (rit Ausnahme von Farbstoff 32)

3.3.2 Messungen der Abbauprodukte von Kristallviolett mit der HPLC-MS

Die Farbreaktionen haben bei allen durchgefiihrtenyftests mit dem Farbstoff Kristallviolett am
besten funktioniert. Aus diesem Grund wurde dercBlss gefasst, die mit MPO enzymatisch
behandelte Farblésung in das Massenspektromeiejizieren und die Spaltprodukte zu analysieren.
Das Spektrum fir den Blank ist in Abbildung 31 entlich, das Spektrum fir die enzymatisch
behandelte Farbstofflésung ist in Abbildung 32 ehes.
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Intens. | +MS, 0.0-0.5min #(1-25)
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Abbildung 31: Massenspektrum von Kristallviolett (Blank)

Intens. | +MS, 0.0-0.8min #(1-50)

1653

515.0

596.9
4493 4850

307.5 3516 3835

678.9
52276AC.7 L 7247 760.9 7867
" il i IS FY TP "

'Jn el

T
100 200 300 400 500 600 700 800m/z

Abbildung 32: Massenspektrum von Kristallviolett nach enzymatischer Behandlung mit MPO (Probe)

Der charakteristische Peak von Kristallviolett giltem Masse/Ladungs-Verhéltnis von 372,5 ist beim
Blank in Abbildung 31 gut ersichtlich, wohingegemrdrFarbstoff in Abbildung 32 nach einer
Reaktionszeit von zwei Tagen nicht mehr detektiegtden konnte. Es ist offensichtlich, dass das
Kristallviolett durch die enzymatische Behandlurdmebaut wurde. Um Zwischenprodukte von der
Reaktion zu erhalten, wurde ein neuer Versuch gesta mit exakt den gleichen
Reaktionsbedingungen, allerdings wurde die Reaktiach einer Stunde, nach sechs Stunden und
nach 24 Stunden gestoppt, indem die Proben aufG7gekihlt wurden. Am néchsten Tag konnten
die Farblésungen mit dem Massenspektrometer gemegselen. Die Ergebnisse der Messungen

nach 6h und 24h Reaktionszeit sind den nachfolgeAddildungen zu entnehmen:

Intens. +MS, 0.0-29.9min #(1-3000)]

1291 664.1

2.0

1742

3726

304.4 350.5
246.2
\‘ 2252 l \ L 332.4
o youl ¥ Ly " L A I

T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800m/z

156.2

Abbildung 33: Massenspektrum von Kristallviolett (Blank nach 6h)
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Abbildung 34: Massenspektrum von Kristallviolett nach enzymatischer Behandlung mit MPO (Probe
nach 6h)
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Abbildung 35: Massenspektrum von Kristallviolett nach (Blank nach 24h)
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Abbildung 36: Massenspektrum von Kristallviolett nach enzymatischer Behandlung mit MPO (Probe
nach 24h)

Kristallviolett zahlt zu den Triphenylmethanfarliém. Fir den Abbau dieser Klasse von Farbstoffen
mittels Laccasen gibt es Literaturhinweise, allegdiist dieses Substrat und die Umsetzung mit MPO
noch nicht beschrieben. Es konnte dabei beobauwsaten, dass durch die Enzymeinwirkung alle

Methylgruppen vom Molekulgeriist nach der Reihe apgken werden, im spateren Reaktionsverlauf
kommt es auch zur Abspaltung der Aminogruppen. Kiistallviolett wirden sich hierfir folgende

Massen/Ladungs-Verhaltnisse ergeben:

Tabelle 35:Massen/Ladungs-Verhaltnisse von demethyliertem undeaminiertem Kristallviolett

Abgespaltene Gruppel Masse/Ladungs-Verhaltnis
-1x CH 358-360
-2xCH, 344-346
-3x CH 330-332
-4x CH, 316-318
-5x CH, 302-304
-6x CH, 288-290
-1x NH 273-275
- 2x NH 258-260
-3x NH 243-245

In den Abbildungen 33 und 35 sind die Blanks nabhuBd 24h dargestellt. Wie erwartet ist bei

beiden Spektren der charakteristische Peak destbds Kristallviolett mit einem Masse/Ladungs-

Verhéltnis von 372,6 noch vorhanden und deutlichegkennen. Im Gegensatz dazu sind in den

Abbildungen 34 und 36 die Spektren der enzymatisehandelten Losungen zu sehen, die den
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charakteristischen Peak bei 372,6 nicht mehr asBweiwas auf einen vollstandigen Abbau des

Farbstoffes hindeutet.

Bei genauerer Betrachtung ist erkennbar, dass pislgr@m in Abbildung 34 — nach 6h enzymatischer
Behandlung mit MPO — einen kleinen Peak beim MasskIngs-Verhaltnis 332,4 aufweist, was auf
ein demethyliertes und deaminiertes Molekul hintvdis Abbildung 36 ist dieser Peak nicht mehr

ersichtlich, was auf einen weiteren Abbau schlid@est.

HiCn_, ~CHs

HZC\j o NG ‘N
‘ 2x CH, I‘ -2x CH, I‘ -2x CH,
\ \ \
"N O O e ”’C\T O O T/H H\T O O e
L L ! )

H

Molecular Weight: 372,53 Molecular Weight: 344,47 Molecular Weight: 316,42

H H
‘ -3x NH, O weiterer Abbau A
|
O O O O Molecular Weight: 167,23
H H
\"V "“ _
H H

Molecular Weight: 243,32

Molecular Weight: 288,37

Abbildung 37: Mdéglicher Abbauweg von Kristallviolett mit MPO

3.3.3 Immobilisierung der Farbstoffe

Bei der Optimierung der Farbemethode konnte fettiesverden, dass das Farben von normalem
Druckerpapier und Overheadfolie aufgrund der Okehiénbeschaffenheit nicht gut funktioniert hat.

Fur weitere Testreihen wurde daher nur noch mitdba Filtern gearbeitet.

Beim Immobilisieren des Farbstoffes Reactive Blugl 2vurde zunéchst getestet, mit welcher
Farbstoffkonzentration das Farben am besten fumkiio Es stellte sich heraus, dass eine
Konzentration von 50 mg'leine nicht sehr intensive Blaufiarbung ergab une &onzentration von
150 mg I zu stark blau farbte. Aus diesem Grund wurde déteMeg gewahlt und das Férben
weiterer Proben erfolgte fiir 10 min. bei einer Kemzation von 100 mg'l In Tabelle 36 sind die
gemessenenE-Werte zwischen Blank und Probe fiur die untersiifiken Farbstoffkonzentrationen

in Lésung mit 50 mg1 und 150 mgt nach Behandlung mit ThL angefiihrt.
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Tabelle 36:AE-Werte der unterschiedlichen Farbstoffkonzentrationen

Probe AE | AE | AE Durchschnitt
RB 221 50 mg"r 5,53 8,39 6,95
RB 221 150 mg']l 9,50 14,14 11,72

Danach wurde getestet, ob das Waschen mit WassBabeitemperatur oder das Waschen mit 60 °C
warmem Wasser besser geeignet ist. Hierzu fandchehdlie Immobilisierung des Farbstoffes mit
einer Farbstoffkonzentration von 100 rifigdtatt. Dann erfolgte das Waschen bei untersciteetii

Temperaturen mit anschlieRendem Trocknen tber Nacht

Zum Abbau des aufgebrachten Farbstoffes konnte Rigser am nachsten Tag wiederum in
Enzymlosung mit Laccase getaucht werden. Nach tgmeWaschen und Trocknen wurden die
Messungen mit dem Farbmessgerat durchgefihrt. [Eal3 zeigt die gemessenekE-Werte

zwischen Blank und Probe fur das Waschen mifGlHei Raumtemperatur und bei 60 °C. Da beim
Messen kein wesentlicher Unterschied zwischen d@deb Methoden festgestellt werden konnte,

wurde das Waschen mit Wasser bei Raumtemperatorzegt.

Tabelle 37:AE-Werte der unterschiedlichen Waschtemperaturen

Probe AE | AE 1l AE Durchschnitt
RB 221 100 mg1RT 11,98 8,57 10,53
RB 221 100 mg160 °C 9,23 9,33 9,57

Nachdem nun die optimale Farbemethode mit eindssfaififkonzentration von 100 mg fir 10 min.

und anschlieRendem Waschen fir 30 min. migQ@lHei Raumtemperatur gefunden war, konnten nun
die richtigen Experimente gestartet werden. Mit ste¥ben beschriebenen Methode wurden Whatman
Filter mit Reactive Blue 221 und Kristallviolettfgebt, die wie im folgenden Kapitel beschrieben mit

Laccase wieder entfarbt wurden.

3.3.4 Abbau der immobilisierten Farbstoffe mit Laccase va T. hirsuta

Fur Reactive Blue 221 wurden Enzymlosungen mit 100B00 pl, 1 ml und 3 ml ThL in 30 ml
Natriumacetat Puffer hergestellt. Nach der Reakteit von 24 Stunden wurden die Proben
gewaschen, getrocknet und die Farbdifferenzen geame®ie L*a*b undAE-Werte fur den Abbau
des Farbstoffes Reactive Blue 221 mit verschieddrsmtase Konzentrationen sind in Tabelle 38

ersichtlich.
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Tabelle 38:AE-Werte nach dem Abbau des immobilisierten Farbstdés Reactive Blue 221 mit

unterschiedlichen Konzentrationen der ThL

L a b AE
Blank 74,42 -4,35 -31,66 -
100 pl 80,35 -5,95 -26,33 8,13
500 pl 81,45 -6,33 -23,32 11,09
1mi 81,75 -6,72 -21,81 12,50
3ml 82,78 -6,51 -16,6 17,36

Fur Kristallviolett wurden Enzymlésungen mit 10Q G0O pl und 1 ml ThL in 30 ml Natriumacetat
Puffer hergestellt. Nach 24 Stunden wurden die &ralbiederum gewaschen, getrocknet und mit dem

Farbmessgerat gemessen. Sowohl die L*a*b Werte,aath die AE-Werte sind in Tabelle 39
dargestellt.

Tabelle 39:AE-Werte nach dem Abbau des immobilisierten Farbstdés Kristallviolett mit
unterschiedlichen Konzentrationen der ThL

L a b AE
Blank 48,18 26,34 -52,71 -
100 pl 46,70 28,36 -51,26 2,89
500 pl 47,22 28,55 -47,81 5,46
1ml 53,42 24,63 -40,90 13,03
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3.4 Modifizierte Siloxane

3.4.1 Modifizierte Siloxane |

Im ersten Teil der Experimente mit modifiziertedo8anen wurden von der Firma Profactor acht
Substrate zur Verfugung gestellt, die teils indesteils in flissiger Form vorlagen. Die Substrate
und 3 Iésten sich in DMSO leider nicht und wurdexhe&l nicht getestet. Mit den restlichen sechs

Substanzen wurde versucht, einen gut sichtbarésuReschlag in flissigem Zustand zu erreichen.

3.4.1.1 Assay mit Laccase voR. hirsuta

Substrat 1 Substrat 4 Substrat 5
1S 2E 3ES 4S
000 OCO

Substrat 6 Substrat 7 Substrat 8

5E 6ES 9ES
—

1S 2E 3ES 4S 7S 8E
el —~ - 7 N = =
D0® | 000|000
AW | O | U

=y

Abbildung 38: Umsetzung der modifizie-rfen Siloxand mit Laccase vonT. hirsuta (S: Substrat, E: Enzym,
ES: Enzym und Substrat)

Es wurde von den verwendeten Substraten 1, 4,5ufid 8 eine dreifach Bestimmung durchgefihrt,
wobei in Abbildung 38 nur jeweils eine Einzelbestiong zu sehen ist. Die Reihen 1, 4 und 7 zeigen
den Blank mit Substrat, in den Reihen 2, 5 undn8@l slie Blanks mit Enzym zu sehen und in den
Reihen 3, 6 und 9 sind die Reaktionen von SubstitaEnzym abgebildet.

Bei den Substraten 1 und 5 erfolgte eine TribungZbgabe des Enzyms zum Substrat. Substrat 8

konnte eine leichte Verfarbung aufweisen und bdisBat 6 konnte ein eindeutiger Farbumschlag

nachgewiesen werden.
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3.4.1.2 Assay mit Horseradish Peroxidase

Substrat 1 Substrat 4 Substrat 5
ES 4S 5BBES
\ \j( ; C
Substrat 6 Substrat 7 Substrat 8

5E 6ES 7S 8E 9ES

J@’Q @ Q '@

Abblldung 39: Umsetzung der mod|f|2|erten Slloxand mit Horseradlsh Peroxidase (S: Substrat,
E: Enzym, ES: Enzym und Substrat)

Es wurde von den getesteten Substraten 1, 4, BuBd 8 eine dreifach Bestimmung durchgefihrt,
wobei in Abbildung 39 nur jeweils eine Einzelbestiong zu sehen ist. Die Reihen 1, 4 und 7 zeigen
den Blank mit Substrat, in den Reihen 2, 5 undn@ siie Blanks mit Enzym zu sehen und in den
Reihen 3, 6 und 9 sind die Reaktionen von SubstratEnzym abgebildet.

Bei den Substraten 1 und 5 erfolgte wie schon bBéarsuch mit der Laccase voh hirsutaeine
Tribung bei Zugabe des Enzyms. Substrat 4 bildeteneNiederschlag. Bei Substrat 8 konnte

wiederum eine leichte, bei Substrat 6 eine eindeUtarbanderung nachgewiesen werden.

3.4.1.3 Weitere Tests

In weiteren Tests wurde versucht, das Ausfallen Tidbwerden der Proben zu vermeiden und eine
Farbreaktion zu erzielen. Hierfir wurden die Patamkinsichtlich Puffer, Ethanolkonzentration und
Acetonitrilkonzentration variiert. Auch der Versyahe Reaktionen durch Zugabe eines Mediators zu
beschleunigen wurde unternommen, hatte auf die tResgeschwindigkeiten jedoch keinen
sichtbaren Einfluss. Da alle durchgefiihrten Reakti@dingungen nicht die gewtinschten, schnellen
Farbanderungen erzielen konnten, schien eine Awsmgeider aufgenommenen Spektren auch nicht

sinnvoll.

3.4.2 Modifizierte Siloxane Il

Im zweiten Teil der Experimente mit modifiziertenlo®anen wurden finf Substrate auf ihre
Umsetzung mit Laccase zunachst in flussigem Zust@acach immobilisiert auf DC-Platten getestet.

Die Substrate 1, 6 und 2 aus dem ersten Teil wuedegut synthetisiert und getestet, zwei neue &toff
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kamen hinzu. Alle funf Substanzen lagen in ethacbkr Losung vor, was die Handhabung erheblich

erleichterte.

3.4.2.1 Reaktionsansatz in UV-Kulvetten

Der Reaktionsansatz der neu synthetisierten maglifen Siloxane Il in ethanolischer Losung mit den
Enzymen ThL und MtL wurde zunadchst in UV-Klvettenusammen pipettiert. Die
Absorptionsspektren wurden mit dem Photospektromete 250 — 350 nm aufgenommenen. Die
Diagramme wiesen jedoch keine auswertbaren Peaks dau die Substrate im UV-Bereich
offensichtlich nicht absorbieren. Der Farbumschiag bei zwei Substraten aber deutlich zu erkennen,
weshalb die Reaktion unter den gleichen Bedingumgdaeinerem Maf3stab in einer Mikrotiterplatte

wiederholt wurde.

3.4.2.2 Reaktionsansatz in UV-Mikrotiterplatten

Abbildung 40 zeigt die Farbreaktionen der modifida Siloxane unmittelbar nach Zugabe der
Enzyme. In Abbildung 41 ist die Umsetzung der Suwbstmit den Enzymen nach sechs Stunden

sichtbar.
1 ) 6 2 9 _ 10 _1_ . 2 9 10
Blank in EtOH '@ ¢ 7oL ) ' 7 ; ) . Blank in EtOH + Puffer
ThL in EtOH | < ThL in EtOH + Puffer
MtL in EtOH Blank in EtOH + Puffer
Blank Enzym | MtL in EtOH + Puffer

Abbildung 40: Farbreaktlonen von modifizierten Slloxanen II in ethanollscher Lésung in UV-
Mikrotiterplatte gleich nach Zugabe des Enzyms

Blank in E1OH | : 0 M Y ) { . .. . Blank in EtOH + Puffer
ThL in EtOH " Y _ ‘ ” ThL in EtOH + Puffer
MLL in EtOH | N N \ : “\ Blank in EtOH + Puffer
Blank Enzym N .1 ‘ i MtL in EtOH + Puffer

Abbildung 41: Farbreaktlonen von mod|f|2|erten Slloxanen II in ethanollscher Lésung in UV-
Mikrotiterplatte nach sechs Stunden
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Fur die Substanzen 6, 2 und 9 war beim Einsatz EtibH + Puffer mit MtL ein deutlicher
Farbunterschied zu erkennen und es wurde ein Watiganscan von 300 — 700 nm mit dem Plate-
Reader durchgefuhrt (Abbildungen 42 und 43). B&nadrei Proben ist trotz der Tribung gut zu
erkennen, dass sich die Absorptionsspektren natis tunden Reaktionszeit deutlich unterscheiden.
Die Absorption hat bei Probe 6 stark zugenommeansd bei Probe 2. Auch bei Probe 9 macht sich
die Farbanderung bemerkbar, indem der Peak zu eMsorptionsmaximum von 520 nm verschoben

wurde.
Blank nach 6 Stunden
3 - —— Blank6
s Blank 2
25, ——— Blank9

Absorption
=3
n

300 350 400 450 500 550 600 650 100
Wellenlange

Abbildung 42: Absorptionsspektren der Substrate 62 und 9 in EtOH + Puffer zum Zeitpunkt 0
Probe nach 6 Stunden
25 -

15 -

Absorption

05 -

300 350 400 450 500 550 600 650 100
Wellenlange

Abbildung 43: Absorptionsspektren der Substrate 62 und 9 in EtOH + Puffer nach sechs Stunden

3.4.2.3 Immobilisierung auf Kieselgel-Platten

Fur die Immobilisierung der in Ethanol gelosten Stdite kamen handelsubliche DC-Platten zum
Einsatz, wobei das Kieselgel auf ein geeignetegérmaterial (Aluminium) aufgebracht worden ist.
Freie OH-Gruppen an der Oberflache machen dasa8dicpolar und binden bevorzugt polare

Molekule mittels Wasserstoffbriickenbindungen.
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3.4.2.3.1 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe der Enzyme ThL,
TviL
Versuch |
1 6 2 9 10
Blank
ThL
i MtL
| smmieg e
TviL

MtL und

Abbildung 44: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen Il auf DC-Platten mit den Enzymen ThL,

MtL und TviL nach Trocknen bei Raumtemperatur

Tabelle 40: Gemessen&E-Werte nach Trocknen bei Raumtemperatur

ThL MtL TviL
Substrat 1 1,20 0,26 1,15
Substrat 6 9,93 20,36 20,18
Substrat 2 3,88 10,52 12,28
Substrat 9 9,78 13,54 12,29
Substrat 10 2,78 3,561 4,57

Alle immobilisierten Substrate wiesen nach dem Knenm bei Raumtemperatur das gleiche

Verhaltensmuster auf, wie bei den Versuchen insitiesn Zustand in der UV-Mikrotiterplatte. Die

Substanzen 1 und 10 zeigten im immobilisierten &ustkeinerlei Reaktion. Lediglich bei Substrat 2

waren bei Behandlung mit MtL und TviL erhoh&-Werte zu messen. Im Gegensatz dazu konnte

man bei den Substraten 6 und 9 bei allen drei eadgaihen Umsetzungen eindeutig einen

Farbumschlag erkennen. Tabelle 40 gibt die gemess&B-Werte zwischen den Blanks und den
jeweiligen Proben mit ThL, MtL und TviL an. Bei d&ubstraten 6 und 2 erstrecken sich Alie

Werte zwischen 9 und 21, was auf eine eindeutigedralerung hinweist.
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Versuch |l
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Abbildung 45: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen Il auf DC-Platten mit den Enzymen ThL,
MtL und TviL nach Trocknen im Trockenschrank

Tabelle 41: Gemessen&E-Werte nach Trocknen im Trockenschrank

ThL MtL TviL
Substrat 1 2,03 1,73 2,32
Substrat 6 4,89 11,80 11,20
Substrat 2 5,30 10,77 12,87
Substrat 9 4,68 8,91 8,69
Substrat 10 0,62 2,68 1,95

Die gemessenenE-Werte zwischen den jeweiligen Blanks und den bdeken Proben mit Enzym
wiesen nach dem Trocknen im Trockenschrank einbtrgo grof3e Differenz auf, wie nach dem
Trocknen bei Raumtemperatur. Dennoch waren diersiciieede in den Zahlenwerten grof3 genug, um
von einer Farbanderung sprechen zu konnen. Da diEeseknungsmethode bei erhohten
Temperaturen bereits wissenschaftliche Anwendurigngen hat und man nachweisen konnte, dass
durch Trocknen bzw. Aushérten und Abspaltung va@ Hine kovalente Bindung zwischen dem
Kieselgel und den Substraten entsteht, wurde flitevee Tests auf diese Trocknungsmethode

zuruickgegriffen.

Auch bei dieser Trocknungsmethode kann gesagt wemss mit den Substraten 1 und 10 kein
Umsatz erzielt werden konnte, weil keine sichtbaFembanderungen zu sehen waren und keine
grolRenAE-Werte gemessen wurden. Die Substanzen 6 unfe@tdie ebenfalls wieder gute Resultate,
die grofte Farbdifferenz war jedoch bei Substrazu2beobachten. Bei der Messung mit dem

Farbmessgerét konnten hier die grot&nWerte festgestellt werden.
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Versuch llI
1 6 2 9 10
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Abbildung 46: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen Il auf DC-Platten mit den Enzymen ThL,
MtL und TviL nach Trocknen im Exsikkator

Tabelle 42: Gemessen&E-Werte nach Trocknen im Exsikkator

ThL MtL TviL
Substrat 1 0,84 0,31 0,42
Substrat 6 8,46 14,17 17,72
Substrat 2 1,12 1,38 1,08
Substrat 9 6,90 11,24 10,71
Substrat 10 4,32 9,75 10,57

Bei der Trocknung im Exsikkator sind die Untersdei@lerAE-Werte tendenziell grol3er ausgefallen,
als beim Trocknen im Trockenschrank, wobei abehtriir eine kovalente Bindung zwischen dem
Kieselgel und dem Substrat garantiert werden k&wch in diesem Fall war bei Substrat 1 keine
Reaktion sichtbar, bei den Stoffen 6 und 9 hingdgmmten wieder Farbreaktionen mit hoh&i-
Werten nachgewiesen werden. Auffallig war, dass@egensatz zu den anderen beiden Methoden
Substrat 2 diesmal fast keine Reaktion zeigte unds®at 10 sehr grof3e Unterschiede in den

Zahlenwerten aufweisen konnte.

3.4.2.3.2 Abbau desimmobilisierten Substrats 9 mit Hilfe der Myel operoxidase

Um Substrat 9 — mit dem Ausgangsstoff Sinapinsaut®valent auf Kieselgel-Platten zu binden,
wurde das Trocknen im Trockenschrank angewandt. [Eéas richtige Verhaltnis von

Wasserstoffperoxid zu Enzymlésung wurde fir denabber immobilisierten Sinapinsaure auf die
Kriterien der Tests mit den Reaktivfarbstoffen zkgegriffen. Der Versuch wurde nach funf Tagen

beendet, die Ergebnisse sind in hachfolgender Teatlatgestellt:
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Tabelle 43: Abbau des immobilisierten Substrats 9 ihHilfe der Myeloperoxidase nach 1, 3 und 5 Tagen

Blank | Probe
Tag 1
Tag 3
Tag 5

Leider war der Abbau des immobilisierten Subst@atsit Hilfe der MPO nicht so erfolgreich. Es sind
zwar an den Tagen 1, 3 und 5 immer Farbunterschi@tehen Blank und Probe zu erkennen, gesamt

betrachtet, hat sich aber auch der Blank Gber @énazim von fnf Tagen farblich verandert.

3.4.3 Modifizierte Siloxane Il

Im dritten Teil der neu synthetisierten Siloxanendigte es sich um die zwei bereits bekannten
Substrate 6 und 2 und um vier noch nicht getestetgée Substanzen. Die Produkte wurden zwei Mal

umkristallisiert und gesault und lagen nun in gefmer Form vor.

3.4.3.1 Reaktionsansatz in Mikrotiterplatten

In den Abbildungen 47 und 48 sind die Farbreaktiomier sechs Substrate in reinem Ethanol
dargestellt. Abbildung 47 zeigt die modifizierteito®ane gleich nach Zugabe der Enzyme, Abbildung
48 zeigt die Substanzen nach einer Reaktionszei2ddStunden.

' Blank in EtOH

~ ThL in EtOH

" MtL in EtOH

Abbildung 48: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen in EtOH nach 24 Stunden
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Die Abbildungen 49 und 50 zeigen die Farbreaktioden Substrate im Ethanol-Puffer-Gemisch. In
Abbildung 49 sind die Farbreaktionen gleich nachahe der Enzyme ersichtlich, in Abbildung 50 ist
die Umsetzung der Substrate mit den Enzymen na@t@#en sichtbar.

Blank in EtOH + Puffer

/| ThL in EtOH + Puffer

|| Blank in EtOH + Puffer

| MtL in EtOH + Puffer

Abbildung 50: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen in EtOH + Puffer nach 24 Stunden

Auch bei den Versuchen mit den modifizierten Sileesa Ill ist deutlich zu erkennen, dass die Proben
in EtOH klar geblieben sind, wohingegen die meigieaben in EtOH + Puffer triib wurden. Die
Farbreaktionen sind im Ethanol-Puffer-Gemisch wiadieutlich besser zu erkennen, was vermutlich
an den fur die Enzyme besseren Reaktionsbedinguiegin Der Umsatz mit dem Enzym MtL hat
ebenfalls wieder um einiges besser funktioniers, mit dem Enzym ThL, was auf die hdhere
Enzymaktivitat zuriickzufihren ist. Demzufolge kamtdie Substrate im Zeitraum von 24 Stunden

viel besser umgesetzt werden.
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3.4.3.2 Immobilisierung auf Kieselgel-Platten

3.4.3.2.1 Abbau der immobilisierten Substrate mit Hilfe dezigme ThL, MtL und

TviL
11 6 2 12 13 14
| { =
l Blank
|
R |
ThL
- | MtL
¥ S |
1 TviL

Abbildung 51: Farbreaktionen von modifizierten Silaxanen Il auf DC-Platten mit den Enzymen ThL,
MtL und TviL nach Trocknen im Trockenschrank

Tabelle 44: Gemessen&E-Werte nach Trocknen im Trockenschrank und enzymaischer Behandlung mit
den Enzymen ThL, MtL und TviL

ThL MtL TviL
Substrat 11 46,21 41,85 47,44
Substrat 6 6,4 16,15 24,34
Substrat 2 9,98 20,4 31,03
Substrat 12 4,49 3,81 4,45
Substrat 13 2,15 12,67 14,35
Substrat 14 12,33 2,91 40,4

Der Vergleich der Substrate 6 und 2 zeigte, dassdu synthetisierten Stoffe nach Behandlung mit
den drei Enzymen — im Gegensatz zu den Versuchemaodifizierten Siloxanen Il — viel gro3ere

Zahlenwerte aufweisen konnten. Dies bestétigte rangennahme, dass die Versuche mit den
modifizierten Siloxanen Il besser funktionieren rden, da die Substanzen in sehr reiner Form
vorlagen. Das Umkristallisieren und S&ulen der Pnobat sich somit gelohnt und erzielte bessere

Ergebnisse bei den Farbreaktionen.

3.4.3.2.2 Abbau des immobilisierten Substrats 11 mit HilfeMgeloperoxidase

Bei Substrat 11 — mit dem Ausgangsstoff Fast BlBe-Bwurde das Trocknen im Trockenschrank

angewandt, um den Stoff kovalent auf die KieseRjatten binden zu konnen. Fir das richtige

Verhaltnis von HO, zu Enzymlésung wurde auch hier auf die Tests rait &eaktivfarbstoffen
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zurickgegriffen. Die Umsetzung erfolgte wie scharvar funf Tage lang, das Ergebnis ist in
nachfolgender Tabelle ersichtlich.

Tabelle 45: Abbau des immobilisierten Substrats 1iit Hilfe der Myeloperoxidase nach 1, 3 und 5 Tagen
Blank | Probe

Tag 1

Tabelle 45 zeigt, dass bereits am ersten Tag namfigen Stunden eine Rotfarbung der Probe
beobachtet werden konnte. Im darauffolgenden Zgitraon flinf Tagen waren sowohl der Blank, als
auch die Probe stabil und es kam zu keiner weitBsbanderung. Der Abbau des immobilisierten

Substrats 11 mit Hilfe der MPO war somit erfolgheic

3.4.4 Ergebnisse in Tabellenform

Tabelle 46: Zusammenfassung aller getesteten Subste mit unterschiedlichen Enzymen

Frei Frei Immo | Frei Immo
Struktur Nr | Enzym
I Il 1] 11 11
N ThL T - '
T e SR i
TviL * * -
OH HRP + * *
i ges0m L R ' ] )
Q T ot 2 | ML * + - - +
MeO
OH TviL * * - * +
_ \g/ s 4 ThL -
HRP N
MeO OMe
T et c ThL T
HRP T
OMe
ThL +++ - - - -
HTHVE{/Qsi:C?;‘ 5 MtL * +++ + +4++ +
HO™ : ° TviL * * + * +
HRP +4++ * * * *

70



Ergebnisse

N\"/N\/\/si\/oEt
_, o OFt 7 ThL
HRP
MeO OMe
OMe
T e o | THL
HRP
OMe
OH
ThL - +
0 MtL +++ ++
MeO A N/\/(;si:g\/ 9 . .
Ho ARG TviL ++
ome MPO * +
o ThL - -
MGO:Q/VLN/\/(;Q:S\/ 10 MtL - -
H
HO J N Tvil * ;
OCHs, E10_OEt ThL ++ +++
o N\([)rN\/\/SkOB 1 Mt'L ++ +++
O)LH TviL * +++
OCHs
MPO - +++
o ThL - -
pEt
N 50w 12| ML + ~
HO
OCHg TviL * _
H 4 EO_OE ThL - -
Q T e 13| ML e | s
" TviL *
OHH H o EoO_OE ThL - ++
YT e 14| ML i i
COOH TviL * +++

Frei
Immo
+++

++

Aktivitat wenn nicht immobilisiert

Aktivitat wenn immobilisiert
hohe Aktivitat

mahRige Aktivitat

niedrige Aktivitat

keine Aktivitat

nicht getestet

Tribung

Niederschlag
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war einerseits, ein grof3 angeledscreening Experiment durchzufiihren, bei dem
unterschiedliche Kopplungsreagenzien und Farbstaifeinre Reaktionsfahigkeit mit Laccasen und
Peroxidasen in LOsung getestet wurden. Andererdeds der Fokus bei den immobilisierten
Substraten. Hier wurden verschiedene Enzymsubdiitage funktionalisierte Siloxane bzw. direkte
kovalente Bindungen an geeignete Tragermateriajeounden. Im Anschluss daran wurden die
immobilisierten Substrate zunéachst mit Laccasen dertach mit MPO getestet. Nachfolgend findet

sich die detaillierte Diskussion der einzelnen Kelpi

4.1 Zusammenfassung der Kopplungsreaktionen

Die Kopplungsreaktionen unterschiedlicher Substoiiech das Enzym Laccase vdn versicolor
lieferten nur eine schwache Farbung. Im Gegensatn dind die Reaktionsansatze in denen HRP
eingesetzt wurde sowohl bei den Blanks, als auchdba Proben insgesamt sehr stark gefarbt

ausgefallen, was auf die Zugabe von Wasserstoftffgemuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kggpaaktionen bei allen durchgefiihrten
Versuchen mit den unterschiedlichsten Reaktionsigegigen (1,4-Phenylendiamin, Anilin, HRP,
Tvel) bei drei Substraten Uberhaupt nicht, bei @ebstraten mittelmaflig und bei einem Substrat sehr
gut funktioniert haben. Bei den restlichen Substanzist das Reaktionsverhalten vollig
unterschiedlich, abhangig davon, welches Substrat welches Enzym verwendet wurde. Ein

eindeutiger Trend ist jedoch nicht erkennbar.

Bei den Stoffen 4, 6 und 17 war bei keiner der déepplungsreaktionen eine Farbanderung zu
beobachten. Bei Substrat 4 liegt die Vermutung ndhss die Reaktion mit einem Ester im Seitenarm
nicht stattfinden kann, ebenso wie bei Substradag,ein primares Amin in der Seitenkette aufweist.
Schwierig zu erklaren ist die Tatsache, dass Satbétr(Ferulasaure) nicht in Frage kam, da sich
Substrat 11 (Kaffesaure) nur in einem Substituenteerscheidet und die Umsetzung mit Kaffesdure

eigentlich sehr gut funktioniert hat.
Prinzipiell haben auch die Substrate 2, 8, 9 un@itén Farbumschlag gezeigt. Alle vier Substanzen

wiesen jedoch beim Versuch mit dem Enzym HorselhaBeroxidase nur leichte Farbanderungen auf

und wurden daher, was die Umsetzung betrifft, mlistrperfekt eingestuft.
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Unter den Substraten befanden sich fiinf Molekiileatle Guaiacol als Grundstruktur hatten. Um die
Reaktionseigenschaften zu verdeutlichen, sindehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden. diese Substrate zum Vergleich noch einmal dartfestmbei die Reaktionsfahigkeit von
links nach rechts abnimmt. Dies bedeutet, dass hW¢insatz von Guaiacolsulfonséaure eine gut
sichtbare Reaktion stattgefunden hat, wohingegenEleyl-4-hydroxy-3-methoxyzimtsaure keine

Farbreaktion zu beobachten war.

Tabelle 47: Vergleich der finf Molekile mit der Grundstruktur von Guaiacol

Guaiacolsulfonsaurd  Guaiacol Vanillin Ferulasaure Er:r;)t/:lsx?z/:jr;?:;/u?e
(Substrat 5) (Substrat 10)| (Substrat 1) (Substrat 6) @)
o on 0 0 o)
X [ ||| _oten
Ho—('sjl ©/ HOQ)L HOQ/\)J\ HOQ/\)‘\
o OCH; OCH; OCHs

Guaiacolsulfonsaure hat bei allen Experimenten gelrfunktioniert und zeigte einen eindeutigen
Farbumschlag. Die Molekulstruktur konnte sowohl wiem Enzym HRP, als auch von der Laccase
gut verwertet werden, was vermutlich auf die am Z®énmg angehangte Sulfongruppe
zurtickzufuhren ist. Guaiacol selbst schnitt bei dersuchen als Zweitbestes ab, gefolgt von Vanillin
Uberhaupt nicht funktioniert haben die Substrate rulsaure und Ethyl-4-hydroxy-3-
methoxyzimtsaure, was eventuell auf die konjugie®ppelbindung in der Seitenkette

zurlickzuftihren ist.

Bei der Immobilisierung von Ferula- und Kaffesaangd APTS-Silicagel ist bei beiden Substraten
sowohl beim Umsatz mit TvelL, als auch beim Umsaiz HiRP ein eindeutiger Farbumschlag zu
erkennen. Die Immobilisierung mit anschlieRendezyeratischer Behandlung war somit erfolgreich.
Die Tatsache, dass die Reaktion mit FerulasaurBudistrat nun doch funktioniert hat, I&sst sich lwoh

auf die vorangegangene Immobilisierung auf das ABili8agel zurtckfihren.

Beim Versuch der Immobilisierung von 1,4-Phenylandn auf APTS-Silicagel ist deutlich zu
erkennen, dass alle drei gut funktionierenden $atestlie gleiche Grundstruktur, namlich Guaiacol
mit Hydroxy- und Methoxygruppen als funktionelle uppen aufweisen. Die fir die Laccase
gunstigste Konstellation ergibt sich, nach den Bngesen der Experimente zu urteilen, fur 2,6-
Dimethoxyphenol, bei denen die beiden Methoxygrappe ortho-Position zur Hydroxygruppe
stehen. Bei Guaiacol fehlt eine dieser beiden Methuppen und bei 3,5-Dimethoxy-4-
hydroxyacetophenon befindet sich in para-Positiochrzusatzlich eine Methylketongruppe, weshalb

bei diesen zwei Substraten die Reaktion wahrsdbhkinicht so gut funktioniert hat.
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Stellt man die beiden Immobilisierungsversuche hécgend gegeniber, kann festgestellt werden,
dass mit beiden Strategien gute Resultate erzezilen konnten. Das Aufbringen der beiden Substrate
Ferula- und Kaffesaure auf APTS-Silicagel hat sglie optische Unterschiede hervorgebracht. Auch
bei der Immobilisierung von 1,4-Phenylendiamin kenrbei drei Substraten eine eindeutige

Farbdifferenz festgestellt werden.

4.2 Zusammenfassung des Farbstoff-Screenings

Die Farbstoffe 4, 8 und 17 wurden in den Screenimgsden Enzymen TvelL, HRP und MPO nicht
verwendet, da sich diese drei Farbstoffe in Wase#t gelost haben. Weiters haben die Farbstoffe 2,

12, 13, 16, 23, 25, und 40 mit den getesteten Eamywenig bis keine Farbreaktionen gezeigt.

Beim Screening mit TveL haben die Farbstoffe 16,514, 19, 20, 22, 29, 31 und 32 ein optimales
Reaktionsverhalten gezeigt, beim Umsatz mit deny@nARP haben die Farbstoffe 1, 3, 5, 7, 11, 19,
22, 29, 30 und 32 die besten Ergebnisse erzieltd@&eFarbreaktionen mit MPO haben die Farbstoffe
1, 11, 26, 29, 30, 31, 38 und 44 am besten funigibrzusammenfassend kann gesagt werden, dass
nur die zwei Farbstoffe 1 und 29 — namlich Kristiallett und p-OH — bei allen drei Tests schnelld un

gute Farbreaktionen ergeben haben.

Far alle nicht erwéhnten Farbstoffe gilt, dassldiesetzung mit den drei Enzymen entweder zu wenig
intensiv oder die Reaktion zu langsam war. Keiriesat Farbstoffe war in der Lage, eine gute und

schnell funktionierende Farbanderung zu erzielen.

Beim Vergleich der Farbstoffe 1 und 2 ist sowohhb&creening mit TveL und HRP, als auch beim
Screening mit dem Enzym MPO auffallig, dass Kristalett einen sehr guten und schnellen
Farbumsatz erzielen konnte, wohingegen das nichitylierte Pendant Pararosanilin fast keine
Reaktion zeigte. Dies ist im ersten Moment aufgrdes gleichen Molekilgeristes (Triphenylmethan)
und der Ahnlichkeit der Strukturen verwunderliche Raccase hat jedoch bei Pararosanilin nicht die
Mdglichkeit die Methylgruppen abzubauen und die tyggruppe dirfte aufgrund sterischer
Hinderung nicht fur das Enzym zuganglich sein, des schlechten Reaktionsverlauf erklart. In einer
Studie von A. Kandelbauer [3] wurde ebenfalls festgllt, dass sich beim Umsatz von Kiristallviolett
und Pararosanilin mit Lacca3e modestalie beiden Molekile ganz unterschiedlich verhalteine
mogliche Erklarung dafir ist, dass die Methylgrupdeei Kristallviolett als Elektronendonatoren

fungieren und die Laccase das Substrat dadurdhtéeioxidieren kann, als bei Pararosanilin.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die éteaktidem Farbstoff Kristallviolett das beste
Resultat erzielt hat. Hier konnte sowohl optiscls, @aich beim Wellenldngenscan eine eindeutige
Abnahme des Farbstoffes nachgewiesen werden. Aeclddn Farbstoffen 29, 30 und 31 mit der
Hydroxygruppe als Substituent, konnte in orthorapand sogar in meta- Position ein Farbumschlag
detektiert werden. Beim Substituenten Chlor konitteortho- Position die grof3te Reaktivitat
nachgewiesen werden. Die Farbreaktion in metalu®tewar kaum merklich und bei der Messung in
para- Stellung war der Blank nicht stabil. FUr deiden Substituenten Fluor und Brom hat sich die
para- Stellung als glnstigste Position herausdest#i beiden funktionellen Gruppen hat die
Umsetzung mit dem Enzym MPO wahrscheinlich aufgrestetischer Hinderung in der von der
Azobindung am weitesten entfernt liegenden Position besten funktioniert. Keine Reaktion war

hingegen bei den Molekilen mit Methyl und Trifluathan als funktionelle Gruppe zu sehen.

Bei der Immobilisierung der beiden Farbstoffe RisacBlue 221 und Kristallviolett hat die gewahite
Farbemethode mit einer Konzentration von 100 Miit 10 min. mit anschlieRendem Waschen bei
Raumtemperatur sehr gut funktioniert. Auch die Belhiangen mit ThL war mit beiden Farbstoffen
erfolgreich. Die Farbintensitaten waren ebenfafiinsal, um einen schénen Farbkontrast nach dem
enzymatischen Abbau sehen zu konnen. An AEBAWerten ist auch gut zu erkennen, dass die
Farbintensitdten mit steigender Enzymkonzentratdmmehmen. Die Immobilisierung der beiden

Farbstoffe mit anschlieRendem Abbau mit Hilfe degyins ThL war somit erfolgreich.

4.3 Zusammenfassung der Versuche mit Modifizierten Silkanen

4.3.1 Modifizierte Siloxane |

Die Ergebnisse der Experimente mit den ersten mokifizierten Siloxanen waren zufriedenstellend.
Die beiden Substanzen 2 und 3 waren in DMSO laidtgt 16slich und konnten daher nicht getestet
werden. Auch die Spektren der Substrate 1 und \tkonaufgrund der Tribung nicht interpretiert
werden. Substrat 4 fiel bei Zugabe des Enzyms HRRuad zeigte bei Zugabe des Enzyms ThL keine
Reaktion. Dafiir konnte bei Substrat 8 ein guter bed Substrat 6 ein sehr guter Farbumschlag
beobachtet werden. Fir die sehr intensive Farbgedea Aminophenol-Derivates dirfte die direkte
Harnstoffbindung verantwortlich sein. Bei allen areh Substanzen befindet sich namlich zwischen

dem Phenolring und der Harnstoffgruppe noch eidtzlishes Kohlenstoffatom (siehe Tabelle 9).
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4.3.2 Modifizierte Siloxane Il

Auf den ersten Blick ist in den Abbildungen 40 uftl deutlich zu erkennen, dass die Proben in
reinem Ethanol klar geblieben sind, wohingegen Riieben im 1:1 Ethanol-Puffer Gemisch trib
wurden. Der Farbumschlag ist allerdings im AlkoRoiffer Gemisch viel besser zu erkennen, da die

Enzyme in diesem Gemisch eine bessere, gepuffengebung vorfinden.

Bei den Substraten 1 und 10 ist weder beim EingatZThL, noch bei der Verwendung von MtL eine
Farbéanderung tber den Zeitraum von sechs Stunderkeanen, wohingegen man bei den Proben 6,
2 und 9 sehr wohl einen Farbumschlag beobachtem Kdaiters ist ersichtlich, dass die Reaktion mit
ThL nicht, die Umsetzung mit MtL gut funktionierat Dies liegt vermutlich daran, dass MtL eine ~
60fach groRere Aktivitat besitzt und in nur seclgn8en Reaktionszeit die Substrate viel besser

umsetzen kann.

Der Vergleich von Blank und Proben nach den veestdnien Trocknungsmethoden mit den
verschiedenen Enzymbehandlungen zeigte, dass 8ulsteder optisch, noch bei den Messungen
mit dem Farbmessgerat gute Ergebnisse erzielent&oie Farbreaktionen blieben bei allen drei
Trocknungsversuchen aus, auch die DifferenzenAdekVerte waren sehr gering. Ebenso war bei
Substrat 10 weder nach dem Trocknen bei Raumtemoperaoch nach dem Trocknen im

Trockenschrank eine Farbreaktion ersichtlich. Lithigdas Trocknen im Exsikkator hat bei Substrat
10 recht gute Ergebnisse erzielt. Bei Substanz 2Penwvalie beiden Trocknungsmethoden bei
Raumtemperatur und bei erhéhter Temperatur erficlgravohingegen die Trocknungsmethode im

Exsikkator versagte.

Im Gegensatz dazu waren die Farb&nderungen zwidglaek und Proben bei den immobilisierten
Substraten 6 und 9 bei allen drei Trocknungsmethagdr gut ersichtlich. Prinzipiell hat Substrat 9
mit einem durchschnittlichenE-Wert von 9,64 (bezogen auf alle drei Trocknungswehe und alle
verwendeten Enzyme) recht gut funktioniert, wurdedoch von Substrat 6 mit einem
durchschnittlichenPAE-Wert von 13,19 geschlagen. Da bei Substrat 9Fdebunterschied optisch
besser zu erkennen war, wurde beschlossen, diebssgr& mit dem Ausgangsstoff Sinapinsaure mit

dem Enzym MPO abzubauen.

Generell kann gesagt werden, dass die Reaktioneihhi nicht so gut funktioniert haben, wie die
Reaktionen mit den Enzymen MtL und TviL. Dies liegirmutlich daran, dass die Aktivitat des
Enzyms ThL um einiges niedriger ist, als die Ak&itén der beiden anderen Enzyme. Aufgrund der
starken Eigenfarbung wurde der Versuch, das Enzgimerh konzentriert einzusetzen, aber nicht

unternommen.
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Aus Sicht der Molekdlstrukturen ist das Reaktiomsa#ten der modifizierten Siloxane Il nur schwer
zu erklaren. Die Stoffe 6 und 2 sind sich prindigehr &hnlich, weil die beiden Ausgangsstofferibe
eine direkte Harnstoffbindung mit den Siloxanen bueden sind. Die Unterschiede in den
Substituenten sind ebenfalls nur gering und soliténdem Enzym Laccase eigentlich gut umsetzbar
sein. Die gemessenenE-Werte sind — bis auf das Trocknungsverfahren iracRenschrank —
vergleichsweise aber sehr verschieden. Auch dieunwg, dass sich die beiden Substrate 9 und 10
ahnlich verhalten, war aufgrund der ahnlichen Molskukturen grof3 (Sinapinsaure unterscheidet
sich namlich nur durch eine zusatzliche Methylgeigmg Phenolring von Ferulasaure). Doch auch
hier stimmten die gemessenai-Werte nur bei der Trocknungsmethode im Exsikkdtalbwegs

Uberein.

Der Abbau des immobilisierten Substrats 9 mittelgeMperoxidase war insofern leider nicht so
erfolgreich, als dass sich sowohl die Probe alé alec Blank innerhalb von finf Tagen stark verfarbt

haben.

4.3.3 Modifizierte Siloxane lli

Im dritten Teil der Testreihen wurden alle verweedeSubstrate zwei Mal umkristallisiert und

gesault, wodurch die Substanzen in sehr reiner Momagen. In Losung ist bei den Tests in reinem
EtOH ist mit freiem Auge lediglich bei Substratié €arbumschlag zu erkennen. Eventuell lasst sich
auch bei den Substraten 2 und 14 eine leichte Rdepéng erahnen, ein eindeutiger Farbumschlag ist
jedoch nicht zu sehen. Die Substanzen 11, 12 undeid@n bei der Umsetzung mit den beiden
Enzymen in reinem Ethanol keinerlei Reaktion. Ing&wesatz dazu konnten bei den Versuchen mit
EtOH + Puffer sehr gut sichtbare Farbanderungerelerwerden. Bei Substrat 6 konnte mit dem

Enzym MtL ein eindeutiger Farbumschlag von durdmsgcauf gelb nachgewiesen werden. Auch

Substrat 13 zeigte eine merkliche Farb&nderung)giefon Substrat 11. Bei genauem Hinsehen kann
man auch bei Probe 12 eine minimale Farbdiffereststellen. Die beiden Substanzen 2 und 14

zeigten im Ethanol-Puffer-Gemisch keine Reaktion.

Der Vergleich der Farbreaktionen in der Mikrotitete und immobilisiert auf den DC-Platten lieferte
fur die modifizierten Siloxane 1l vollig untersadliche Ergebnisse. In flissigem Zustand erzielte
eindeutig Substrat 6 die besten Ergebnisse, gefolgtden Substraten 13, 11, 12 und 2. Substrat 14
zeigte keine Reaktion. Im immobilisierten Zustawehhte eindeutig Substrat 11 die besten Ergebnisse
erzielen, gefolgt von Substrat 2, 6, 13 und 12. Rdistrat 14 konnte zwar ebenfalls eine gut sicatba
Farbreaktion hachgewiesen werden, die Substanpdach beim Auftragen auf die DC-Platten nicht

homogen und wurde daher in der Auswertung nichtiddeichtigt. Zusammenfassend kann gesagt
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werden, dass die Eigenschaften der Substrate und aoch das Reaktionsverhalten davon abhangig

sind, ob die Stoffe im flussigen oder im immobéiten Zustand vorliegen.

Bei der Immobilisierung auf Kieselgel-Platten hablie 12 keine Reaktion bei der enzymatischen
Umsetzung gezeigt. Die Substrate 6, 2 und 13 konmé den Enzymen MtL und TviL grol3e
Unterschiede in den Zahlenwerten erlangen, Sulisdréitat ebenfalls gut funktioniert. Leider war die
Probe 14 in Ethanol jedoch nicht gut I6slich und 8abstrat konnte nicht homogen auf das Kieselgel
aufgebracht werden. Das mit Abstand beste Ergddomiste mit Substrat 11 erzielt werden. Der Blank
blieb stabil, wohingegen sich die Proben dunkelémbten und hohe\E-Werte gemessen werden
konnten. Aus diesem Grund wurde auch beschlossemute einen Abbauversuch mit diesem

immobilisierten Substrat und dem Enzym MPO zu start

Der Abbau des an Kieselgel gebundenen Substratstficls Myeloperoxidase hat sehr gut und
schnell funktioniert. Binnen weniger Stunden hahsglie Probe dunkelrot gefarbt, wohingegen der
Blank stabil geblieben ist. Auch nach fiinf Tagehdrasich weder beim Blank noch bei der Probe
Farbdifferenzen ergeben. Die Immobilisierung undateschlieRende enzymatische Abbau war somit

ein voller Erfolg.
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5. Anhang

Tabelle 48: Verwendete Substrate fir Kopplungsreakbnen

Nummer Name Struktur
(0]
1 Vanillin "
HO
OCH,4
(0]
H,CO
2 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon
HO
OCHj,
OH
3 3,4-Dimethoxybenzylalkohol HsCO
OCHj,
O
L X0
4 Ethyl-4-hydroxy-3-methoxyzimtsaure /Q/\)L
HO
OCHj,
\
o
) OH
5 Guaiacolsulfonsaure
HO—%
O
(0]
N
6 Ferulasaure on
HO
OCH,4
OH
7 2,6-Dimethoxyphenol H3CO\©/°°H3
(0]
8 3,4-Dihydroxybenzoeséaure /Q)‘\OH
HO
OH
OH
9 Katechol @
OH
OH
10 Guaiacol ©/°°H3
(0]
11 Kaffeesaure 7 on
HO
OH
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12 3,4-Dihydroxybenzonitril *

13 3,4-Dihydroxybenzaldehyd

CN

OH

o}
H
HO
OH
NH,
14 3,4-Dimethoxybenzylamin *

OCHj

OCHjy
OH
15 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure y Om
OH
(0]
_ Q/\VLH
16 4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaurealdehyd ¥
" OCH,4
NH,
17 3,4-Dimethoxyphenethylamin cho/©/\/
OCHj,
Tabelle 49: Verwendete Reaktivfarbstoffe
1 Kristallviolett 2 Pararosanilin

~Nt -

I
O o OO
I
\T O O N— NH,
I

3 Coomassie Brilliant Blue G 250 4 Disperse Red 60

| Croy
Lot o

H ) O
5 Remazol Brilliant Blue R 6 Orange IV
O NH, Q ~
SOOL g
Ns
GRS Q"
AN i ~"~0-S-ONa Na

N
o
Io) H
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7 Indigocarmin

8 Fast Blue BB Base

NaO< //
//
//
’/ “ONa

o
o NH,
N
il

9 Victoria Blue B

10 Reactive Black 5

Nt o

+

N
I

@ Cl

.0

/S/

7’

ke 0 ONa
n o)

_\_S_Q_N=N \\SI\\
1] (6]
o
e
H,N

E—@—N_N s7°
z
Oy ofg 0" OoNa

S
NaO O

(o)

N 4
2

11 Patentblau V Calciumsalz

12 Alcian Blue 8GX

POASHIUSASHE
N Sl M

R R
X N\ AN |
= + _
» AN _S\fN\ cl
N C N

13 Fast Red B Salt

S

SO;H

0 NH
% _oH
S
=y
seek
W\ _OH
0 HN s
N
o)
4
BN
S
NN
0=5=0
OH

15 Eosin B (blaulich)

16 2,4-Dinitrophenylhydrazin

Cre
o \AH ¢
+
o”N O O N\o' [Ndz
(6] (6) (0]
Br Br

HoN
ZTSNH

0
e
[>/ o)

Ng,
0" "o

17 Anthron

18 Astrazon Blau BG 200% 01

0

(0
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19 Procion Blue MX-R

20

0 NH
20\ _oH

H

O HN N N _Cl
I Y
S// NN
\OH\g

i
(6]

21 Lanaset Marine R

22 Lanasol Blue 8G

*

*

23 Lanasol Yellow 4G

24 Lanaset Grey G

SO3Na SO3Na

cl
0
Br NH Ay cl
N )
:g/fNH =N
0

25 Irgalan Yellow 2GL

26 o-Chlor

5
COOH
N N
N =N

HO5S l l SOzH
HO | | OH
Ns
N

©/cu

27 m-Chlor 28 p-Chlor
HO3S SO3H
HOOH HO I OH
Nas °N
iNj\ ©
Cl cl
29 0-OH 30 m-OH

HO3S i l SO3H
HO I l OH
Ns
N

©/OH

31 p-OH

32 Reactive Blue 221

HOsS l l SOzH
HO | ' OH
Ns
N

e

OH
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33 0-CkR 34 m-CkK

HO3S SOzH HO3S OO SOgH
Ns
N
©/CF3 i
CF3

35 p-CE 36 o-F

HO3S SO;H

<£L &)

37 m-F 38 p-F
HOGS SOGH HO,;S OO SO3H
”: Ho”:OH
Ns
N

ﬂQ
O

39 0-CH 40 m-CH
HO3S SO3H HO3S OO SO3H
Ns
N

EQ
O

41 p- 42 o-Br
HO5S SOzH
”: HOsS OO SO4H
HO”:OH

Ns

N
©/Br

43 m-Br 44 p-Br
HOLS SO HO,S OO SOgH

Ns

9
O

* Struktur nicht bekannt
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Tabelle 50: Konzentrationen der Farbstoffe mit TveL

Farbstoff | M [g mol"] | Einwaage [mg]| Zugabe [ul]| c [mol I']
1 407,98 14,99 100 2,45710
2 305,37 15,83 700 2,4240
3 854,02 15,39 300 3,60:10
4 331,33 15,90 - -

5 626,54 15,55 1000 1,65:10
6 375,38 15,83 300 8,4310
7 466,35 15,88 300 6,81-10
8 - 15,57 - -
9 506,10 15,14 200 3,99-10
10 991,82 15,10 500 5,0710
11 579,71 15,36 100 1,770
12 - 14,68 1000 -
13 467,43 15,62 4000 8,91:40
14 774,16 14,92 2000 2,570
15 624,09 15,35 500 8,20-10
16 - 15,38 1300 -
17 194,23 15,19 - -
18 - 15,57 150 -
19 637,43 14,97 2200 3,440
20 - 15,16 500 -
21 - 15,37 1700 -
22 - 15,09 700 -
23 - 15,78 1200 -
24 - 15,65 1400 -
25 - 15,18 1800 -
26 457,96 14,51 600 1,27:10
27 457,96 15,28 1300 2,890
28 457,96 15,80 1200 2,760
29 440,40 16,12 800 1,95:40
30 440,40 16,22 1300 3,19710
31 440,40 15,15 1900 4,360
32 1014,00 16,11 1900 2,0110
33 492,40 15,09 1500 3,060
34 492,40 14,75 3500 6,990
35 492,40 16,03 3500 7,600
36 442 40 16,50 4000 9,950
37 442 40 15,32 2500 5,770
38 442 40 14,93 600 1,35:10
39 438,43 15,06 700 1,60:10
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40 438,43 15,64 1400 3,330
41 438,43 16,53 800 2,01:10
42 503,30 15,63 800 1,66:10
43 503,30 16,17 700 1,50:10
44 503,30 15,13 1400 2,810
Tabelle 51: Konzentrationen der Farbstoffe mit HRP
Farbstoff | M [g mol’] | Einwaage [mg]| Zugabe [ul] | c [mol IY]
1 407,98 14,99 100 2,45-10
2 305,37 15,83 700 2,42740
3 854,02 15,39 300 3,60-10
4 331,33 15,90 - -
5 626,54 15,55 1700 2,810
6 375,38 15,83 300 8,4310
7 466,35 15,88 500 1,1440
8 - 15,57 - -
9 506,10 15,14 2300 4,5910
10 991,82 15,10 800 8,1210
11 579,71 15,36 100 1,770
12 - 14,68 1700 -
13 467,43 15,62 4000 8,91:40
14 774,16 14,92 2000 2,570
15 624,09 15,35 400 6,56:10
16 . 15,38 - -
17 194,23 15,19 - -
18 . 15,57 150 -
19 637,43 14,97 2500 3,910
20 . 15,16 - -
21 - 15,37 1500 -
22 . 15,09 700 -
23 - 15,78 1200 -
24 . 15,65 1300 .
25 . 15,18 1700 .
26 457,96 14,51 600 1,27:10
27 457,96 15,28 1300 2,890
28 457,96 15,80 1200 2,760
29 440,40 16,12 800 1,95:40
30 440,40 16,22 1300 3,190
31 440,40 15,15 1900 4,360
32 1014,00 16,11 1900 2,01°10
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33 492,40 15,09 1500 3,060
34 492,40 14,75 3500 6,99:410
35 492,40 16,03 3500 7,600
36 442 40 16,50 4000 9,950
37 442 40 15,32 2500 5,770
38 442 40 14,93 600 1,35:40
39 438,43 15,06 700 1,60:10
40 438,43 15,64 1400 3,330
41 438,43 16,53 800 2,01:10
42 503,30 15,63 800 1,66°10
43 503,30 16,17 700 1,50:10
44 503,30 15,13 1400 2,810

Tabelle 52: Konzentrationen der Farbstoffe mit MPO

Farbstoff | M [g mol”] | Einwaage [mg]| Zugabe [ul]| ¢ [mol ']
1 407,98 15,71 50 1,2810
2 305,37 15,02 800 2,62710
3 854,02 16,41 350 4,480
5 626,54 14,61 1600 2,490
6 375,38 16,27 300 8,67:10
7 466,35 16,29 300 6,99-10
9 506,10 14,77 1500 2,920
11 579,71 15,96 70 1,28:10
15 624,09 16,16 200 3,45:10
19 637,43 14,95 2400 3,750
21 15,96 1400
26 457,96 14,92 600 1,30:10
27 457,96 14,49 1400 2,950
28 457,96 16,23 1000 2,360
29 440,40 14,70 800 1,780
30 440,40 14,96 1100 2,490
31 440,40 14,84 1100 2,470
32 1014,00 15,70 1400 1,45°10
33 492,40 15,30 1800 3,730
34 492,40 15,37 2000 4,16710
35 492,40 15,07 2000 4,0810
36 442 .40 15,26 4000 9,200
37 442 40 14,67 1800 3,980
38 442 .40 15,16 500 1,1440
39 438,43 15,36 500 1,170
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40 438,43 15,12 800 1,84710
41 438,43 15,37 1200 2,800
42 503,30 14,31 800 1,52:10
43 503,30 15,48 700 1,4410
44 503,30 15,88 1000 2,1010
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Verwendete Materialien

6. Verwendete Materialien

6.1 Chemikalien

Name MW [g mol™] Hersteller
2,4-Dinitrophenylhydrazin 198,14 MERCK
2,6-Dimethoxyphenol 154,16 SIGMA-ALDRICH
3,4-Dihydroxybenzaldehyd 138,12 SIGMA-ALDRICH
3,4-Dihydroxybenzoeséure 154,12 SIGMA-ALDRICH
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid 168,15
3,4-Dimethoxybenzylalkohol 168,19 SIGMA-ALDRICH
3,4-Dimethoxyphenethylamin 181.23 SIGMA-ALDRICH
3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetopheno 196,20 SIGMA-ARICH
ethyﬁiﬁ?tﬁéioﬁrﬂg?sbﬁéﬁséure) 548,68
Alcian Blue 8GX Polyscience
Anthron 194,23 MERCK
Astrazon Blau BG 200% 01 DyStar
Catechol 110,11 SIGMA-ALDRICH
Cibacron Blue 3G-A 774,16 SIGMA-ALDRICH
Coomassie Brilliant Blue G 250 854,02 SERVA
Disperse Red 60 331,331 DyStar
Eosin B (blaulich) 624,09 MERCK
Ethyl-4-hydroxy-3-methoxycinnamate 222,24 SIGMA-ARICH
Fast Blue BB Base 300,35 SIGMA-ALDRICH
Fast Red B Salt 467,43 SIGMA-ALDRICH
Ferulasaure 194,18 ROTH
Guaiacol 124,14 SIGMA-ALDRICH
Guaiacolsulfonsaure 242,30 SIGMA-ALDRICH
Indigocarmin 466,35 MERCK
Kaffesaure 180,16
Kristallviolett 407,98 SIGMA-ALDRICH
Orange IV 375,38 SIGMA-ALDRICH
Pararosanilin 305,37 SIGMA-ALDRICH
Patentblau V Calciumsalz 579,71 SIGMA-ALDRICH
Procion Blue MX-R 637,43 SIGMA-ALDRICH
Reactive Black 5 991,82 SIGMA-ALDRICH
Remazol Brilliant Blue R 626,54 SIGMA-ALDRICH
Vanillin 152,15 MERCK
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Victoria Blue B

506,10

SIGMA-ALDRICH

TRIS HCI Ultra Quality

ROTH

Natriumacetat

HOBT

APTS

Kaliumdihydrogenphosphat

ROTH

Dinatriumhydrogenphosphat wasserf

ei

ROTH

Laccase

FLUKA

HRP

SIGMA

DMSO trocken

DMP

DMAP

DCC

AMTES
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