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Summary

The aim of this study was to investigate the effects of adsorption on
ceramic particles on the catalytic activities of enzymes. Although the key
interaction forces that govern protein adsorption on inorganic particles are
known, their influence on enzymatic activity has been poorly evaluated
and difficult to predict. Enzyme immobilization on inorganic oxide particles
is a widely employed technique that permits the reuse of costly enzymes
in catalytic processes. An understanding of the major factors that control
protein adsorption and their impact on the catalytic activities of enzymes
will lead to more individualized immobilization with increased enzymatic
activity after immobilization.

The adsorption of the proteolytic enzyme a-chymotrypsin on silica (Sioz2),
alumina (Al20s3), and two types of titania (TiCh) was studied. The enzyme
adsorption process was specifically investigated by extensive material
characterization before and after adsorption, quantification of the
adsorbed enzyme and detailed enzymatic activity measurements. The
assays required to investigate the enzymatic activity of the adsorbed
Chymotrypsin were optimized and adapted for specific application to oxide
colloidal particles based on known assays for dissolved enzymes.
Furthermore, the experimental results were interpreted based on
complementary simulations. Covalent enzyme immobilization on amino-
functionalized Al:Os and Sic2 was also performed. The effects of
immobilization on the enzymatic activity of a-chymotrypsin were
additionally investigated by employing matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectroscopy (MALDI-ToF-MS) using
lysozyme as the enzyme substrate to analyze multiple lysozyme-derived
peptides after proteolytic digestion. The main findings of this thesis are as
follows:

Physisorption:

« Chymotrypsin adsorbed efficiently on all tested colloidal particles in
a concentration- and pH-dependent manner; adsorption increased
with increasing pH.

e Adsorption increased as the hydrophobicity of the particles
increased.

e The highest adsorption affinities were exhibited by the two types of
TiC>, followed by AI203 and then SC>.

XVI
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An activity assay for adsorbed enzymes was established as a simple,
rapid method to determine the changes in the catalytic activities of
adsorbed enzymes.

A substantial loss in enzymatic activity was observed after
adsorption for all tested colloidal particles.

For Chymotrypsin adsorbed on TiCs2 (rutile), an increase in the Km
value for the artificial substrate p-nitrophenyl acetate (p-NPA) was
analyzed and potentially attributed to blockage of the active site or
conformational changes due to adsorption.

Lateral enzyme-enzyme interactions appeared to have little
influence on enzymatic activity, which was similar for all colloidal
particles and was largely independent of the surface density of the
adsorbed enzymes.

Covalent immobilization:

The formation of lysozyme-derived peptides was induced by
covalently immobilized Chymotrypsin on the surface of particles.
Kinetic studies revealed that Chymotrypsin bound to colloidal
particles remained active longer than unbound Chymotrypsin.

A reduction in enzymatic activity and slower digestion kinetics were
observed after immobilization to both Al203 and Sio2 particle types.
The loss of enzymatic activity was more pronounced for Sio2 than
for AI203 in cyclic reusability studies, likely due to differences in the
digestion reaction and possible steric hindrance.

Both materials retained lysozyme digestion activity after 7 weeks of
storage at room temperature.

XVII
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen der
Enzymadsorption auf keramischen Partikeln auf die katalytische Aktivitat
der Enzyme. Obwohl die wichtigen Wechselwirkungen, die die
Proteinadsorption auf Oxidpartikeln beeinflussen, bekannt sind, ihr
Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt ist wenig untersucht und
unzureichend vorhersehbar. Enzymimmobilisierung auf anorganischen
Oxidpartikeln ist eine weit  verbreitete Methode um die
Wiederverwendbarkeit der Kkostspieligen Enzyme in katalytischen
Prozessen zu ermdglichen. Das Verstehen der Hauptfaktoren, die die
Adsorption steuern und deren Einfluss auf die katalytische Aktivitat der
Enzyme kann zur Auswahl einer individuelleren Immobilisierungsmethode
und somit zu einer gesteigerten enzymatischen Aktivitat nach der
Immobilisierung fuhren.

Die Adsorption des proteolytischen Enzyms a-Chymotrypsin auf
Siliciumoxid (Sio2), Aluminiumoxid (Al203) und auf zwei Arten von
Titanoxid (TiUz2) wurde erforscht. Der Prozess der Enzymadsorption wurde
mit Hilfe der ausfihrlichen Materialcharakterisierung vor und nach der
Adsorption, der Bestimmung der adsorbierten Enzymmenge und der
detaillierten Messungen der enzymatischen Aktivitdt untersucht. Die
Analysemethoden, die fur die Untersuchung der katalytischen Aktivitat des
adsorbierten Chymotrypsin notig waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit
fur die spezielle Anwendung mit kolloidalen Oxidpartikeln basierend auf
bekannter Untersuchungsmethode fir gel6ste Enzyme optimiert und
weiterentwickelt. Desweiteren wurden die experimentellen Ergebnisse
basierend auf ergdnzenden Simulationen interpretiert. Zuséatzlich wurde
die Methode der kovalenten Enzymimmobilisierung auf
aminofunktionalisierten AI203- und Sio2-Partikeln angewendet. Die
Auswirkung auf die katalytische Aktivitdt von a-Chymotrypsin wurde mit
MALDI-ToF-MS untersucht, indem die Peptide aus dem proteolytischen
Verdau des Substrates Lysozym analysiert wurden. Die Hauptergebnisse
dieser Arbeit sind folgende:

Physisorption:

e Chymotrypsin adsorbierte auf allen getesteten kolloidalen Partikeln
und wies dabei Konzentrations- und pH-Abhé&ngigkeit auf, wobei die
Adsorption mit steigendem pH gestiegen ist.

e Hohere Adsorption wurde fiur hydrophobere Oberflachen beobachtet.

XVI
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e Beide Arten von Tio2 zeigten die hoéchste Adsorptionsaffinitat,
gefolgt von AI203 und zuletzt von SIC>.

e Aktivitatstest fur adsorbierte Enzyme wurde etabliert und diente als
einfache und schnelle Methode zur Bestimmung der Anderungen der
katalytischen Aktivitat von adsorbierten Enzymen.

e Erheblicher Verlust der enzymatischen Aktivitdt wurde nach der
Adsorption auf allen getesteten kolloidalen Partikeln beobachtet.

e Fur das adsorbierte Chymotrypsin auf Tio2 (Rutil): Anstieg des KM
Wertes fur das kinstliche Substrat p-Nitrophenylacetat (p-NPA)
wurde festgestellt, wobei die Blockierung des Aktivitdtszentrums
oder die Konformationsdnderungen wahrscheinliche Ursachen dafir
waren.

e Seitliche Wechselwirkungen der benachbarten adsorbierten Enzyme
schienen die enzymatische Aktivitdt kaum zu beeinflussen, da diese
fur alle kolloidalen Partikel gréRtenteils unabhéngig von der Dichte
der adsorbierten Enzyme auf der Oberflache blieb.

Kovalente Immobilisierung:

« Die Entstehung der Peptide, die Lysozym zugeordnet wurden, wurde
durch die Présenz des kovalent immobilisierten Chymotrypsins auf
der Partikeloberflache herbeigefuhrt.

e Kinetische Untersuchungen: Chymotrypsin, das auf Partikeln
immobilisiert wurde, blieb lAnger aktiv als das nicht immobilisierte
Chymotrypsin.

e Verringerung der enzymatischen Aktivitdt und langsamere Kinetik
der Verdauung wurden nach der Immobilisierung auf Al20s und SiC>2
beobachtet.

e Die Verringerung der enzymatischen  Aktivitat bei  den
Wiederverwendungsstudien war mehr ausgepragt fur SiCs2 als fir
AI203 und war am wahrscheinlichsten durch die Verdaureaktion und
die mdglichen sterischen Hinderungen zu erklaren.

Beide Materialien waren aktiv bei dem Verdau von Lysozym nach 7
Wochen Lagerung bei Raumtemperatur.
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