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Kapitel 1

Einleitung

Enzymkatalyse in organischen Ldsungsmitteln, inversen mizellaren Ldsungen oder mehr-
phasigen Systemen entwickelte sich in den letzten Jahren und Jahrzehnten zu gangigen Syn-
thesewegen fiir organische Substanzen. Zahlreiche Beispiele hierfiir sind im Handbuch von
Drauz und Waldmann [12, 16], in den Ubersichtsartikeln von Carrea und Riva [17], Lui-
si [18], Khmel’nitskii et al. [19], Carvalho und Cabral [20], Stamatis et al. [21] und Miya-
ke [22] sowie in den Artikeln [23-33] u. v. a. m. zu finden.

Bedeutend weniger Literaturstellen entdeckt man hingegen, wenn man nach Studien Uber
Enzymaktivitaten in direkten Mizellen sucht. Man stoRt beispielsweise auf die Artikel von
Meziani et al. [34], Stradner et al. [35], Marcozzi et al. [36] und Viparelli et al. [37].

Diese Arbeit beschaftigt sich im wesentlichen mit der Abhéangigkeit der Aktivitat von Alko-
holdehydrogenase aus Pferdeleber von der Strukturierung einphasiger Losungen, bestehend
aus Tensid, Alkohol und Puffer. Die Ergebnisse sollen mit Strukturinformationen, die aus
anderen Methoden und aus der Literatur erhalten wurden, verglichen werden, um magliche
Erklarungen fiir die Anderungen der Enzymaktivitét zu finden. Dariiberhinaus soll festge-
stellt werden, ob mit HLADH als Sonde die CMC von Tensiden oder Verteilungskoeffi-
zienten von Substraten zwischen mizellarer und waRriger Pseudophase bestimmt werden
konnen, falls die Aktivitdat von HLADH tatséchlich von der Strukturierung der Ldsungen
abhangt. Zwei Tensidtypen wurden fiir die Untersuchungen ausgewahlt: kationische Tenside
vom CxTAB-Typ und nichtionische Tenside vom Polyethylenoxid-Typ. Untersuchungen mit
HLADH wurden in den terndren Systemen CxTAB/1-Hexanol/Wasser (mit x = 6, 8, 10, 12,
14) sowie C12E23/Alkohol/Wasser (Alkohol = n-Alkanol mitn =2, 3, ..., 10, oder a,w-n-
Alkandiol mit n =5, 7) durchgefiihrt. Grundlage der Untersuchungen bildeten verschiedene
Literaturstellen [34, 38, 39] sowie verschiedene ,,neu“ entwickelte Methoden.

Zur Untersuchung der Strukturierung der Tensidldsungen der kationischen Tenside wur-
den Phasendiagramme bestimmt sowie Leitfahigkeitsmessungen durchgefiihrt und UV/Vis-
Spektroskopie mit dem Farbstoff Safranin T (oder Safranin O) als Sonde betrieben. Als in-
teressantes ,,Nebenprodukt* bei der UV/Vis-Spektroskopie mit Safranin T konnte die Aggre-
gationszahl von Mizellen bestimmt werden. Bisher lbliche Verfahren zur Bestimmung der
Aggregationszahl sind ja nicht UV/Vis-Spektroskopie sondern verschiedene Streumethoden,
wie z. B. Lichtstreuung oder Neutronenstreuung [7, 40, 41], oder Fluoreszenzspektroskopie
mit Hilfe von Farbstoffen [7,40-42].

Im folgenden sollen zunéchst die fiir die Untersuchungen notwendigen Grundlagen gelegt
werden. Danach werden die experimentellen Ergebnisse und ihre Auswertung dargestellt,
diskutiert und schlieBlich zusammengefalit.






Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Tenside

2.1.1 Definition und Einteilung der Tenside

Tenside sind meist niedermolekulare Verbindungen, die sich durch ihr amphiphiles Verhal-
ten auszeichnen. Dieses wird durch die Kombination hydrophiler (polarer) und hydrophober
(unpolarer) Bereiche im Molekil bestimmt. Als Kopfgruppe bezeichnet man den hydrophi-
len Teil, der von geladenen oder neutralen polaren Gruppen gebildet wird. Der hydrophobe
oder lipophile Teil, die sogenannte Schwanzgruppe, besteht in der Regel aus langeren, meist
unverzweigten Alkyl- oder Arylalkylketten mit ca. 8 bis 18 Kohlenstoffatomen in der Alkyl-
kette. [7,41]

Abbildung 2.1 zeigt zwei gédngige Arten der symbolischen Darstellung einfacher Tensidmo-
lekiile sowie eine etwas andere Art der Darstellung nichtionischer Tenside vom Polyethertyp.

hydrophober Bereich hydrophiler Bereich

{ — nichtionisches oder

H / ionisches Tensid
/\/\/\/\/\/\Q nichtionisches Tensid

: / vom CE -Typ

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung ionischer und nichtionischer Tenside

Fir die Loslichkeit und das Aggregationsverhalten eines Tensides in einem bestimmten Lo-
sungsmittel(system) sind die Art, die Anzahl und die GroRenverhaltnisse hydrophiler und
hydrophober Gruppen im Tensidmolekiil entscheidend. Haufig findet man Tenside mit einer
Kopfgruppe und ein bis zwei Kohlenwasserstoffketten. Es gibt aber auch Verbindungen mit
mehreren Kopfgruppen oder bis zu vier hydrophoben Ketten oder polymere Tenside. [7]
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Tenside kann man beispielsweise anhand der hydrophilen Gruppe in unterschiedliche Klas-
sen einteilen [7,41]:

« anionische Tenside:

— Carboxylate (-COO™)
- Sulfonate (-SO3)
— Sulfate (-OSQO3): z. B. NaC120S03 (SDS, vgl. Abbildung 2.2)

« kationische Tenside:
— quartdre Ammoniumsalze (-N*R3): z. B. C12TAB (vgl. Abbildung 2.2)

* zwitterionische (amphotere) Tenside:

Betaine (-N*-(CH2),-CO0™)
Sulfobetaine (-N*-(CH2)s-SO3)
Aminoxide (-N*-07)
Phospholipide

* nichtionische Tenside:

— Polyethertenside, u.a. Polyethylenoxidtenside (-O-(CH2-CH2-O)p-H):
z. B. C12E23 (Brij 35, vgl. Abbildung 2.2)

— Zuckertenside

hydrophober Bereich hydrophiler Bereich

/\/\/\/\/\/\E\ */CH:‘ Br ioni i
N kationisches Tensid (C,,TAB)
H3¢/ ICHa

s
O ﬁ I:O
o o o
/\/\/\/\/\/\;0/\/0\/\0/\/0 o
: O/\/o\/\o/\/od J/o

nichtionisches Tensid (C,,E,;)

K/o\/\o/\/o\/\o

: Oy ~° Na" anionisches Tensid
D N

P T e N (NaC,,0S0,)

Abbildung 2.2: Beispiele fiir ionische und nichtionische Tenside
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Jeder dieser vier Tensidgruppen kann man weitere, sich zum Teil Uiberschneidende Tensid-
gruppen zuordnen:

» Kohlenwasserstofftenside « funktionalisierte Tenside
« perfluorierte Tenside « polymere Tenside
« Silikontenside « natlirliche Tenside

Tenside reichern sich wegen ihres amphiphilen Charakters an Phasengrenzen (fliissig-gasfor-
mig, flussig-fliissig, fest-fliissig) an und bilden dort dichtgepackte monomolekulare Filme,
wobei die hydrophile Gruppe zur polaren Phase und die hydrophobe Gruppe zur unpolaren
Phase hin gerichtet ist. [7,41]

2.1.2 Herstellung von Tensiden

Die industrielle Synthese der in dieser Arbeit verwendeten Tenside, d. h. Alkyltrimethylam-
moniumbromide (CHz-(CH2)x_1-NT(CH3)3, CxTABs, mit x = 6, 8, 10, 12, 14, 16) und
Brij 35 (CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2)23-OH, C12E23), soll anhand der entsprechenden Reak-
tionsgleichungen etwas néher erklart werden. Die Hauptquelle der Alkylketten in der Tensid-
industrie bilden nattrlich vorkommende Fette, die durch Verseifung (z. B. mit Natronlauge)
in die entsprechenden Fettsduresalze (Carbonsauresalze) und Glycerin aufgespalten werden.
Bei der Herstellung der kationischen Tenside vom CxTAB-Typ sind folgende Synthesewege
denkbar:

1. Synthese ausgehend von den Carbonsduren [43,44]:

 Herstellung der entsprechenden Alkylamine aus den Ammoniumsalzen der Car-
bonsauren:

R—COO NH} —R—CONHz+H20 - R—C=N+2H;0
R—C=N+2H; —+R—CH=NH+H; — R—CHz—NH;

« Quaternierung mit Chlormethan:
R —CH; —NH,+3 CH3Cl — R— CHz — N*(CH3)3CI™ + 2 HCI

« Austausch von CI~ durch Br— mittels lonenaustauscher (Alternative: im vorher-
gehenden Reaktionschritt statt CH3Cl CH3Br einsetzen).

2. Quaternierung von Trimethylamin mit den entsprechenden Alkylhalogeniden [45]:

R— CHy— X+ N(CHs)sz — R—CHy—NT(CHz)3sX ™, X = Cl, Br

Will man hingegen nichtionische Tenside vom Polyethylenoxidtyp herstellen, geht man vom
entsprechenden langkettigen Alkohol aus und setzt diesen mit Ethylenoxid um [46]:
R—CH,—O—-H+n (CHz)QO — R—CHy— (O—CHQ—CHg)n—OH

Dabei erhélt man allerdings ein Gemisch von Tensiden mit unterschiedlicher Anzahl an Ethy-
lenoxidgruppen, d. h. ein Homologengemisch.
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2.1.3 Assoziatbildung der Tenside
2.1.3.1 Phasendiagramme

Versucht man, sich tber Tensidassoziate oder allgemein tber das Phasenverhalten in einem
speziellen System, z. B. in bindren Tensid/Losungsmittel-Gemischen oder terndren Ten-
sid/Kotensid/Lésungsmittel-Systemen, einen Uberblick zu verschaffen, so ist es am besten,
das zugehdrige Phasendiagramm zu betrachten. Die unterschiedlichen Assoziattypen (direk-
te und inverse Mizellen, FlUssigkristalle, ...) lassen sich z. B. anhand ihrer optischen, visko-
simetrischen oder rheologischen Eigenschaften differenzieren. Ob eine, zwei oder mehrere
Phasen vorliegen, kann man meist relativ einfach feststellen: durch das Betrachten der ent-
sprechenden Mischung.

Die Grundlage aller Phasendiagramme bildet die Gibbs’sche Phasenregel [8,47,48]:
f=2+nc—n—np (2.1)

Sie stellt den Zusammenhang her zwischen der Anzahl der Freiheitsgrade im System (der
Varianz), f, der Anzahl der im System enthaltenen Komponenten, n¢, der Zahl der chemi-
schen Reaktionen zwischen den Komponenten, ny, sowie der Zahl der Phasen im System, ny,.
Der minimal mdgliche Wert fiir f ist 0, d. h. das System besitzt keinen Freiheitsgrad mehr.
Sind in einem Einkomponentensystem z. B. der Druck p und die Temperatur T festgelegt,
so ist im Fall f = 0 auch das molare Volumen v der Komponente fest.

Betrachten wir den Fall eines terndren Systems, bestehend aus Tensid, Kotensid und Lo-
sungsmittel. Geht man davon aus, daf} keine chemischen Reaktionen in diesem System statt-
finden, so erhélt man aus Gleichung 2.1 mitn, =0 und nc =3

f=5-np 22

Ein solches aus drei Komponenten aufgebautes System kann maximal vier Freiheitsgrade
haben, und zwar genau dann, wenn nur eine Phase vorliegt. Diese Freiheitsgrade konnen
z. B. Druck, Temperatur und die Konzentrationen (Molenbriiche) zweier Komponenten sein.
Arbeitet man hingegen bei konstantem Druck und konstanter Temperatur, so reduziert sich
Gleichung 2.2 zu

f=3-np (23)

Dies bedeutet, daf in einem Drei-Komponenten-System bei p, T = konst. maximal drei Pha-
sen maglich sind.

Wie stellt man aber nun ein Mehr-Komponenten-System dar?

Im Fall einer aus zwei Komponenten bestehenden Mischung ist dies relativ einfach. Man
wabhlt ein rechtwinkliges x-y-Koordinatensystem, bei dem man auf der x-Achse die Zusam-
mensetzung der Mischung auftragt und auf der y-Achse z. B. die Temperatur. Phaseniiber-
gange werden dann als Linien eingezeichnet. Als Beispiel dient das theoretische Phasen-
diagramm einer Tensid-Wasser-Mischung in Abbildung 2.3, wobei es sich um ein ionisches
Tensid handelt [7].

Betrachtet den in Abbildung 2.3 dargestellten Ausschnitt des Phasendiagramms fir die-
ses System, so findet man verschiedene Bereiche: molekulare Tensidldsung, mizellare Pha-
se, flussigkristalline Bereiche (hexagonale und lamellare Phase) und unterhalb von T, der
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Molekulare Mizellare Phase Hexagonale Flassig-

Lésung Phase kristalline
(flussig- Lamellen-
kristalline struktur

e Mittelphase)

LN P

N
N N
/ omc T~ i
~TT

Gel-Phase

Tensid /HO ——»

Abbildung 2.3: Phasendiagramm eines bindren Tensid/Wasser-Systems (nach [7])

Cc

Xg Xa

Xe Xc

Al x| Xc [ X, |IB

Abbildung 2.4: Allgemeine Form eines terndren Phasendiagramms (nach [8])

Kraffttemperatur, eine Gel-Phase. Im Falle von Tensiden in waRrigen oder polaren Losungs-
mitteln spricht man von ,,normalen* oder ,direkten* Assoziaten, was bedeutet, dal3 die po-
laren Kopfgruppen zum Losungsmittel hin gerichtet sind, wahrend die hydrophoben Reste
ins Innere der Aggregate zeigen, wie man z. B. in Fall der mizellaren Phase erkennen kann.
Liegt eine Tensidldsung in unpolaren Lsungsmitteln vor, so kehrt sich die Situation um: die
hydrophoben Reste befinden sich im Ldsungsmittel, die hydrophilen Gruppen im Inneren
der Aggregate. Man spricht dann von ,,inversen Assoziaten, z. B. von inversen Mizellen.

Hat man hingegen eine Mischung aus drei Substanzen vorliegen, d. h. ein terndres System,
so wird das ganze schon etwas schwieriger. Am zweckmaRigsten ist es, die verschiedenen
Phasen bei einer bestimmten Temperatur und einem bestimmten Druck in ein gleichseitiges
Dreieck einzuzeichnen (vgl. Abbildungen 2.4 und 2.5). Die Zusammensetzung an einem be-
liebigen Punkt in diesem Dreieck erhdlt man, wenn man drei zu den Dreiecksseiten parallele
Geraden durch diesen Punkt legt und die Absténde zwischen den Geraden und den zugehori-
gen Dreiecksseiten bestimmt, wie dies in Abbildung 2.4 dargestellt ist. Die Konzentration
der Komponente A (z. B. im Konzentrationsmal3 Molenbruch) erhalt man aus dem Abstand
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Cyclohexane
o

Water O s
& & ~ Lecithin

2
%4

Abbildung 2.5: Phasendiagramm des terndren Systems Lecithin-Wasser-Cyclohexan (aus

&)

zwischen der dem entsprechenden Eckpunkt gegeniiberliegenden Dreiecksseite und der dazu
parallelen Gerade. Analoges gilt fiir die Komponenten B und C [8].

In Abbildung 2.5 ist ein Beispiel fiir ein solches Phasendiagramm, fiir das ternédre System
Lecithin-Wasser-Cyclohexan bei 25°C [9], zu finden. Die dort aufgefiihrten Bezeichnungen
fiir die einzelnen Phasengebiete sollen hier bis auf wenige Ausnahmen nicht naher erlautert
werden. L ist die allgemein iibliche Abkiirzung firr klare, fliissige und isotrope Phasen, wo-
bei Ly der direkten mizellaren Phase bzw. Mikroemulsion (und zugehdriger molekularer
Tensidldsung) und L der inversen mizellaren Phase bzw. Mikroemulsion (und zugehoriger
molekularer Tensidldsung) entspricht. Ly wird hingegen zur Kennzeichnung der lamellaren
Phase, d. h. einer fliissigkristallinen Phase, verwendet. Man sieht in diesem Phasendiagramm,
daB maximal drei Phasen miteinander im Gleichgewicht stehen kdnnen, was ja auf Grund der
Gibbs’schen Phasenregel zu erwarten war.

Noch schwieriger wird das ganze, wenn man vier oder mehr Komponenten im System hat.
Hier ist das einfachste, mehrere ,,pseudoternédre” Phasendiagramme aufzustellen, wobei ei-
ne oder mehrere der Ecken jeweils einer ,,Pseudokomponente™ entspricht, die aus zwei oder
mehreren in konstantem Verhéltnis zueinander stehenden Komponenten zusammengesetzt
ist.

2.1.3.2 Mizellen und Mikroemulsionen
2.1.3.2.1 Mizellen

Betrachten wir noch einmal Abbildung 2.3. Bei einer Temperatur oberhalb der Kraffttempe-
ratur T liegt in Tensid-Wasser-Mischungen mit sehr geringer Tensidkonzentration eine mo-
lekulare Losung vor. Allerdings kann die Ldsung je nach Tensidtyp bereits dimere, trimere
oder oligomere Tensidassoziate enthalten. Wenn die Tensidkonzentration einen bestimmten
Wert erreicht, die sogenannte kritische Mizellkonzentration (CMC), andern sich mehr oder
weniger abrupt die physikalischen Eigenschaften der Tensidldsung. Man geht davon aus, dafl
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(a) Mizelle eines ionischen Tensids. 1 (b) Mizelle eines nichtionischen
= Gouy-Chapman-Bereich, 2 = Tensids vom Polyethylenoxidtyp. 1 =
Stern-Schicht (ionische Kopfgruppen Schale (hydratisierte
und ein Teil der Gegenionen), 3 = Polyethylenoxidketten), 2 = Kern
Kern (hydrophobe Reste), 4 = Tensid, (hydrophobe Reste).
5 = Gegenion.

Abbildung 2.6: Normale Mizellen ionischer bzw. nichtionischer Tenside (nach [7])

fast schlagartig etwa 50-160 Tensidmonomere zu den sog. Mizellen aggregieren. Es handelt
sich dabei um in der Regel kugelférmige oder fast kugelformige ellipsoide Gebilde. Steigt
die Tensidkonzentration weiter, so erhoht sich die Anzahl der Mizellen, wobei sich die Mi-
zellgroRe und -form verandern kann. Z. B. kdnnen scheiben- oder zigarrenformige Ellipsoide
oder stabférmige Gebilde entstehen. Kommt es dabei zu einer erneuten mehr oder weniger
ausgepragten Anderung der physikalischen Eigenschaften der Tensidlésung, so bezeichnet
man die Konzentration, bei der diese Anderung auftritt, als zweite CMC. [7,41,49]

Die oben erwahnte Krafft-Temperatur gibt die Temperatur an, bei der die Loslichkeit des
Tensids gleich der CMC ist. Der Punkt, bei dem dies zutrifft, der sog. Krafftpunkt, ist ein
Tripelpunkt, bei dem sich drei Kurven schneiden: die Loslichkeitskurve des Tensids, der
Phaseniibergang Molekiil-Mizelle und der Phaseniibergang molekulare Ldsung-Mizelle.

In Abbildung 2.6 sind kugelférmige normale Mizellen eines ionischen und eines nichtioni-
schen Tensides dargestellt. Man kann allgemein mindestens zwei Zonen bei Mizellen un-
terscheiden: den unpolaren Innenraum und die polare Grenzzone. Der unpolare Bereich
der Mizellen wird von den hydrophoben Resten der Tenside gebildet, wobei diese nicht
so streng geordnet im Mizellinnern vorliegen, wie in der Abbildung dargestellt ist, son-
dern in einer Form, die mit fliissigem Kohlenwasserstoff verglichen werden kann. Die polare
Grenzzone besteht im Fall ionischer Tenside aus der Stern-Schicht und der Gouy-Chapman-
Schicht, d. h. aus den ionischen Kopfgruppen und einem Teil der Gegenionen sowie assozier-
ten Lésungsmittelmolekiilen. Im Fall nichtionischer Tenside vom Polyethylenoxidtyp bilden
mehr oder weniger stark hydratisierte Polyethylenoxidketten die polare Grenzzone. [7] Wie
man sich vorstellen kann, ist die treibende Kraft der Mizellbildung auf die Minimierung der
Wasserkontakte (oder allgemeiner der Kontakte mit einem polaren Lésungsmittel) der hy-
drophoben Tensidteile zurlickzufiihren [7,41].
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Im Fall inverser Mizellen mu man sich die Situation in etwa umgekehrt vorstellen. Der
Innenbereich der inversen Mizelle, der die Kopfgruppen des Tensides und ggf. auch Was-
ser enthdlt, ist polar, der AuRenbereich unpolar. Inverse Mizellen weisen haufig kleinere
Aggregationszahlen und eine breitere Verteilung der AggregatsgrofRe als normale Mizellen
auf [49].

2.1.3.2.2 Modelle der Mizellbildung

Wie hat man sich nun aber die Mizellbildung vorzustellen? Es gibt zwei thermodynamische
Ansétze, wie man die Entstehung von Mizellen beschreiben kann, namlich das Pseudopha-
senmodell und das Massenwirkungsmodell [41,50,51].

Das einfachste thermodynamische Modell der Mizellbildung ist das Pseudophasen- oder
Phasenseparationsmodell. Hierbei werden die Mizellen als getrennte Phase betrachtet, &hn-
lich einer Olphase, wenn die Olmolekiile nur beschrankt im polaren Lésungsmittel 16slich
sind. Die zweite, mit den Mizellen im Gleichgewicht stehende Phase ist die umgebende
Ldésung mit molekular geldsten Tensidmonomeren. Wenn die Tensidkonzentration die CMC
Ubersteigt, kommt es also zur Separation einer mizellaren Phase mit einheitlichen, fiir ein ge-
gebenes Tensid typischen Eigenschaften. Die Gibbs’sche Standardbildungsenergie der Mi-
zellen erhalt man fiir das Phasenseparationsmodell und ein nichtionisches Tensid aus

AGY, = RT In(xemc) (2.4)

wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die absolute Temperatur und xcmc der Molen-
bruch von Tensidmonomeren an der CMC bzw. die CMC im Konzentrationsmall Molen-
bruch ist. [41]
Im Falle eines ionischen 1-1-Tensids erhalt man unter Beriicksichtigung des Beitrags der
Gegenionen und der Tensidmolekiile folgende Gleichung firr die Gibbs’sche Standardbil-
dungsenergie:

AGY = (2— G)RT |n(XCMc) (2.5)

o entspricht dem mizellaren lonisationsgrad bzw. (1 — a) dem Anteil der durch die Gegen-
ionen neutralisierten Ladungen auf den Mizellen. [41]

Das Massenwirkungsmodell beschreibt die Mizellbildung als einen GleichgewichtsprozeR,
der zu Mizellen mit bestimmten Aggregationszahlen und chemischen Potentialen fiihrt. Fir
ein nichtionisches Tensid kann man folgendes Aggregationsgleichgewicht aufstellen:

N-S=M (2.6)

wobei N die Aggregationszahl, S das Tensid und M die Mizelle ist. Die Aggregationszahl
N ist an sich variabel. AuBerdem konnen Mizellen unterschiedlicher Aggregationszahlen
koexistieren. Am einfachsten ist es allerdings, wenn man davon ausgeht, dal3 eine Aggrega-
tionszahl dominiert. Fiir die Gleichgewichtskonstante unter idealen Bedingungen, d. h. wenn
die Aktivitét gleich dem Molenbruch ist, gilt

XM
M= g (2.7)

wobei Xy und xs den Molenbriichen der Mizellen und der freien Tensidmonomere entspre-
chen. Die Gibbs’sche Standardmizellbildungsenergie fiir ein Tensidmonomer ist gegeben als

AGY = fRTé In(Kw) (2.8)
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Hieraus erhélt man

AGY =RT [(1— %) In(xcme) + f(N)} (2.9)
mit
F(N) = % {m <N2 (%)) +(N=1)In <%)] (2.10)

Wird die Aggregationszahl N sehr grof, vereinfacht sich Gleichung 2.9 zu
AGY; =RT In(xemc) (2.11)

Wie man sieht, ist diese Gleichung identisch mit Gleichung 2.4 fiir den Fall des Pseudopha-
senmodells. [41]

Gehen wir von einem kationischen Tensid vom 1-1-Typ aus. Das Aggregationsgleichgewicht
zwischen N freien Tensidkationen S+, p zugehorigen Gegenionen X~ und einer einzelnen
Mizellspezies M+ (NP 133t sich folgendermaen darstellen:

N-ST4p-X" = MFN-P) (212)
Der mizellare lonisationsgrad ist dabei

_N-p
N
Die Gibbs’sche Mizellbildungsenergie fiir das Massenwirkungsmodell ergibt sich im Falle

groRer Aggregationszahlen und Bedingungen nahe der CMC aus den Gleichungen 2.8 und
212 zu

o (2.13)

AGY = RT(Z—G)m(XCMc) (2.14)

Dieses Ergebnis ist identisch mit der fiir das Phasenseparationsmodell erhaltenen Gleichung
(vgl. Gleichung 2.5). [41]

Mizellen sind keine starren, sondern dynamische Gebilde, wie man bereits anhand der bei-
den Mizellbildungsmodelle erkennen kann. Es findet zum einen ein sténdiger Austausch
zwischen den Tensidmolekiilen in der Mizelle und den freien Monomeren statt, zum ande-
ren werden Mizellen andauernd auf- und auch wieder abgebaut. Der Austausch von Tensid-
molekiilen passiert relativ schnell, im ps-Bereich, der Mizellauf- und -abbau ist hingegen
langsamer, im ms-Bereich [49].

2.1.3.2.3 Einflusse auf die Mizellbildung

Physikalische und chemische Faktoren haben einen wesentlichen Einfluf auf die Mizell-
bildung. Entscheidend fiir Form, GroéRe und Stabilitdt von Mizellen sind die molekulare
Tensidstruktur, die Temperatur sowie das Vorhandensein weiterer Substanzen (Elektrolyte
und Nichtelektrolyte) in der Tensidldsung, da sie hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den hydrophoben Tensidresten, van-der-Waals’sche Anziehungskrafte und Abstoungskréfte
zwischen den gleichgeladenen Kopfgruppen ionischer Tenside beeinflussen konnen. [7, 41]

Kurzkettige Alkohole (Methanol, Ethanol, Propanol) und andere polare Losungsmittel wir-
ken haufig destabilisierend auf mizellare Systeme, wahrend langerkettige Alkohole wie etwa
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Abbildung 2.7: CMC im System C1,TAB/1-Hexanol/Wasser als Funktion des Verhaltnisses
c(1-Hexanol)/c(C12TAB) [10]

1-Butanol, 1-Pentanol etc. die Mizellbildung fordern kdnnen [52-54]. Beispielsweise sinkt
die CMC, wenn im System C12,TAB/1-Hexanol/Wasser das Verhéltnis der Konzentrationen
von 1-Hexanol und C12TAB (c(1-Hexanol)/c(C12TAB)) zunimmt, wie man in Abbildung 2.7
sieht [10].

Aber auch Zusatz von Salzen hat einen deutlichen EinfluB auf die Mizellen. Mit steigender
Natriumbromidkonzentration sinkt die CMC von C12TAB deutlich: von 1.48 mmol/kg in
walriger Losung auf 0.465 mmol/kg in einer Losung mit 0.1 mol/kg NaBr (bei 25 °C) [55].
AuBerdem werden die Mizellen groRer, d. h. die Aggregationszahl erhdht sich, wenn der Na-
triumbromidgehalt in mizellaren C1,TAB-L&sungen steigt [51]. Ahnliches beobachtet man
auch fiir die Losungen anderer ionischer Tenside [40, 41]. Die Ursache hierfir ist in der
Debye-Hiickel-Theorie zu suchen. Der Radius der lonenwolke (bzw. die Debye-Lé&nge) ist
folgendermalen definiert [8]:

1
~ [€0gksT\ 2
=) =
mit
| = E-i;zi Ci (2.16)

€o ist die Elementarladung, z; die Ladungzahl der lonen der Sorte i und c; ihre molare Kon-
zentration.

Steigt die Salzkonzentration einer Ldsung, so hat dies eine Erhohung der lonenstarke | und
damit eine Abnahme des Radius der lonenwolke (3 zur Folge. Daraus resultiert eine starkere
Abschirmung der Kopfgruppen ionischer Tenside wie C12TAB.
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2.1.3.2.4 Kosolventien, Koaggregate und Kotenside

Kehren wir zu den Alkoholen und zu anderen organischen Verbindungen vergleichbarer Po-
laritat und Amphiphilitat zurlick. Man kann diese Verbindungen hinsichtlich ihrer Beteili-
gung an direkten mizellaren Strukturen, d. h. an Mizellen in waBrigen Ldsungen, in drei
Klassen unterteilen: in Kosolventien, Koaggregate und Kotenside [54].

Unter Kosolventien versteht man polare Losungsmittel, die zwar die Eigenschaften des waR-
rigen Losungsmittels etwas verandern, aber nicht in die mizellare Palisadenschicht eindrin-
gen. Als Palisadenschicht bezeichnet man einen mit der wéRrigen Umgebung in Kontakt
stehenden polaren Teilbereich der Mizelle, zusammengesetzt aus den (ionischen) Kopfgrup-
pen und den ersten ,,Teilstlicken des hydrophoben Tensidrests. Gerade wegen Modifikatio-
nen des walrigen Losungsmittels kdnnen natiirlich auch Kosolventien Auswirkungen auf die
Mizellbildung, -struktur und -stabilitat haben.

Koaggregate sind polare Verbindungen, deren polare Gruppen an der Mizelloberflache bleibt
und deren hydrophober Teil in der Palisadenschicht der Mizelle eingebaut wird. Diese ther-
modynamisch bevorzugte Anordnung reduziert die Oberflachenladung und fiihrt somit zu
einer dichteren ,,Packung” der Tensid- und Koaggregatmolekiile.

Bei den Kotensiden handelt es sich ebenfalls um polare Verbindungen, die den Tensiden
schon relativ dhnlich sind, was den hydrophoben Rest betrifft, und die deshalb zwischen
Tensidmonomere in der Mizelle eindringen oder diese sogar ersetzen konnen. Auch im Fall
der Kotenside kommt es zu einer Verringerung der Oberflachenladung. AuRerdem ist das
Eindringen von Wasser in die Mizelle im Vergleich zu Koaggregat-haltigen Mizellen gerin-
ger.

Ob eine Verbindung als Kotensid, Koaggregat oder Kosolvens wirkt, héngt unter anderem
vom Tensid ab. Teilweise werden Koaggregate und Kotenside auch nicht unterschieden, son-
dern beide Typen als Kotensid bezeichnet (z. B. in [7]). Im folgenden soll daher, wenn nichts
anderes angegeben ist, der Einfachheit halber als Kotensid eine Verbindung bezeichnet wer-
den, die entweder vom Typ Koaggregat oder vom Typ Kotensid ist.

2.1.3.2.5 Mikroemulsionen

Von mizellaren Systemen mit Kosolventien, Koaggregaten oder Kotensiden ist der Schritt
nicht mehr weit zu den Mikroemulsionen. Optisch isotrope, klare (oder transluzente) und
thermodynamisch stabile fliissige Systeme, die Wasser, ,,O1“, Tenside und eventuell weitere
Komponenten enthalten, bezeichnet man als Mikroemulsionen [7, 49]. Unter ,,OI ist dabei
eine unpolare, mit Wasser nicht mischbare Verbindung zu verstehen. Typische Mikroemul-
sionen enthalten vier Komponenten: Wasser, Ol, Tensid und Kotensid. Es gibt aber auch
kotensid- oder tensidfreie Mikroemulsionen.

Man unterscheidet zwischen Ol-in-Wasser- und Wasser-in-Ol- Mikroemulsionen (O/W- und
W/O-Mikroemulsionen) - analog zu den O/W- und W/O-Emulsionen. Emulsionen sind je-
doch im Gegensatz zu Mikroemulsionen thermodynamisch nicht stabil, d. h. nach gewisser
Zeit entmischen sich Wasser- und Ol-Phase. O/W-Mikroemulsionen werden in Analogie zu
den Mizellen auch als direkte oder normale, W/O-Mikroemulsionen als inverse Mikroemul-
sionen bezeichnet.

In Abbildung 2.8 sind typische Assoziatstrukturen von Tensiden und Kotensiden in direk-
ten und inversen Mikroemulsionen dargestellt. Die Ahnlichkeit mit normalen und inversen
Mizellen (vgl. Abbildung 2.6) ist relativ groR, was unter anderem darin begriindet ist, dal
der Ubergang zwischen mizellaren Strukturen und Mikroemulsionen flieRend ist. AuBerdem
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(a) Direkte Mikroemulsion (b) Inverse Mikroemulsion

Abbildung 2.8: Tensidassoziate in direkten und inversen Mikroemulsionen (nach [7]). Mit
weil} gefiillter ,,Kopfgruppe* sind die Tensidmolekiile gekennzeichnet, mit schwarz
gefiillter ,,Kopfgruppe* die Kotenside.

gibt es keine experimentelle Methode, die eine Unterscheidung von mizellaren Ldsungen
und Mikroemulsionen méglich macht.

Der Begriff Mikroemulsion ist zudem nicht ganz unumstritten. Manchmal werden Mikro-
emulsionen auch als ,,Ldsungen aufgequollener Mizellen* oder als ,,L&sungen solubilisierter
Mizellen* bezeichnet. Gelegentlich kommt es auch vor, daR die einen Autoren ein identi-
sches System als Mikroemulsion, die anderen aber als mizellare Lésung beschreiben. [49]
Im folgenden soll daher ein optisch isotropes, klares (oder transluzentes) und thermodyna-
misch stabiles fllissiges System, das z. B. aus Tensid, Alkohol und Wasser oder Elektro-
Iytldsung besteht und in dem ,mizellartige” Aggregate vorhanden sind, als mizellare Ldsung
bezeichnet werden, auch wenn es sich eventuell um eine Mikroemulsion handelt.
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2.1.3.3 Charakterisierung von Tensidassoziaten
2.1.3.3.1 Kiritische Mizellkonzentration

Wie bereits erwéhnt (2.1.3.2), dndern sich bei einer bestimmten Konzentration, der kriti-
schen Mizellkonzentration (auch als kritische Mizellbildungskonzentration, kritische mizel-
lare Konzentration oder einfach als CMC bezeichnet) die physikalischen Eigenschaften der
Tensidlésung drastisch, weil Tensidmonomere assoziieren. In Abbildung 2.9 sind die Ande-
rungen verschiedener MeRgréRen mit der Konzentration an Tensid aufgetragen.

Abbildung 2.9: Anderungen verschiede-
ner physikalischer MeRRgrofen (AY)
als Funktion der Tensidkonzentra-
tion (nach [7], [41] und [56]).
Aufgetragen sind folgende MeR-
groRendnderungen: (1) die elektri-
sche Leitfahigkeit, (2) die Inten-
sitdt des Streulichts bei einem Streu-
winkel von 90°, (3) die Solubilisa-
tion, (4) die elektrische Aquivalent-
leitfahigkeit und (5) die Oberflachen-
spannung.

c(Tensid) —>

Zur Bestimmung der CMC kann man beispielsweise die Konzentrationsabhangigkeit folgen-
der MeRgroRen heranziehen [7,40]:

« Leitfahigkeit (im Fall ionischer Tenside),

* Oberflachenspannung,

« Lichtstreuung,

« Lichtbrechung (Brechungsindex),

* Dichte,

* Viskositét,

« Lichtabsorption in verschiedenen Spektralbereichen

Neben diesen ,direkten Methoden lassen sich aber auch verschiedene ,.indirekte Methoden
zur CMC-Bestimmung verwenden. Eigenschaftsanderungen einer als ,,Sonde" zugesetzten
Verbindung bei ihrem Ubergang aus der Lésung in die mizellare Phase bilden die Grundlage
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der ,indirekten“ Methoden. Z. B. kann man Veranderungen der Loslichkeit oder des spek-
tralen Verhaltens (UV/Vis-Spektrum, Fluoreszenz, ...) einer Substanz relativ einfach mes-
sen. [7,40]

Wie man in Abbildung 2.9 sieht, tritt also an der CMC ein mehr oder weniger stark ausge-
préagter Knick auf. Wie bestimmt man nun aber die CMC? Dies erfolgt am einfachsten durch
Anpassung zweier Geraden (oder Polynome niedrigen Grades) an die beiden Kurvenéste
unter- und oberhalb des Knicks und Bestimmung des Schnittpunktes [57].

Der fiir ein bestimmtes Lésungsmittel und unter identischen experimentellen Bedingungen
bestimmte CMC-Wert kann als Stoffkonstante betrachtet werden. Je nach verwendeter Be-
stimmungsmethode ergeben sich allerdings etwas unterschiedliche Werte fiir die CMC. Bei-
spielsweise erhalten A. Dominguez et al. [58] fiir die CMC von SDS aus Leitfahigkeits-
messungen einen Wert von 8- 10~3 mol/l, aus Messungen der Absorption von 1-Phenyl-1,3-
butadion 7.8 - 10~2 mol/l und aus Fluoreszenzmessungen mit Pyren 7.4-10~3 mol/I.

Neben dieser ,.ersten CMC* findet man im Bereich hoherer Tensidkonzentrationen flir man-
che Tenside eine sog. ,,zweite CMC*. Hierbei handelt es sich um die Konzentration, bei der in
der Kurve einer konzentrationsabhéngig dargestellten Tensideigenschaft ein mehr oder we-
niger deutlich erkennbarer zweiter Knick auftritt. Man nimmt an, daf an der ,,zweiten CMC*
eine gravierende Anderung der Mizellgestalt und/oder -groRe stattfindet, beispielsweise der
Ubergang von kugelférmigen zu ellipsoiden oder zylinderférmigen Mizellen. [7,59]

2.1.3.3.2 Bestimmung von Mizellmasse, -grofRe und -form

Die Molmasse, GrofRe und Form von Mizellen hangen im wesentlichen von der Tensidstruk-
tur, von den experimentellen Bedingungen und im Falle ionischer Tenside von den Gegenio-
nen ab. Die Molmasse der Mizelle ist der Aggregationszahl proportional. In erster Naherung
gilt folgender Zusammenhang [60]:

Mw = Nag Mg (2.17)

wobei My, die Molmasse der Mizelle, Nag die Aggregationszahl und M, die Molmasse eines
Tensidmonomeren ist.

Mittels statischer Lichtstreuung oder anderen Streumethoden (Neutronen- und Rontgen-
kleinwinkelstreuung) laRt sich die Molmasse bzw. die Aggregationszahl der Mizelle bestim-
men. Auch Uber Fluoreszenzspektroskopie mit geeigneten ,,Sonden* erhalt man die Aggre-
gationszahl. [7,40,41]

Aussagen uber die Form und GrolRe mizellarer Aggregate lassen sich ebenfalls Uiber Streu-
messungen (dynamische Lichtstreuung, Neutronen- und Rontgenkleinwinkelstreuung) tref-
fen. [40,49,61,62]

2.1.3.4 Solubilisation in Tensidassoziaten

Als Solubilisation bezeichnet man die Auflosung eines Stoffes, des Solubilisats, in einem
Ldsungsmittel, in dem er normalerweise wenig oder nicht I8slich ist, wobei der geldste Stoff
und das Losungsmittel (chemisch) nicht verandert werden. Die Auflésung einer wenig 16sli-
chen Substanz in einem Ldsungsmittel erreicht man durch den Zusatz geeigneter Verbindun-
gen, den sog. Solubilisationsmitteln oder Losungsvermittlern. Man kann zwischen mizellarer
und nichtmizellarer Solubilisation unterscheiden, je nachdem, welcher Typ von L&sungsver-
mittler verwendet wird. [7]
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Mizellare Solubilisation ist die Solubilisation einer Verbindung in Ldsungen, die Tensidasso-
ziate (Mizellen, Mikroemulsionen, ...) enthalten. Bis auf wenige Ausnahmen konnen Tenside
nur in assoziierter Form als Solubilisationsmittel verwendet werden. Dies bedeutet, da im
allgemeinen die Loslichkeit eines schwer ldslichen Stoffes unterhalb der CMC eines Tensids
konstant niedrig ist und erst oberhalb davon mehr oder weniger stark zunimmt. Daher kann,
wie bereits erwdhnt wurde, die verdnderte Loslichkeit einer Substanz zur Bestimmung der
CMC herangezogen werden. Einfliisse auf die Solubilisation eines Stoffes haben die Struktur
des Tensids und des Stoffes, zusétzlich geldste Substanzen und die experimentellen Bedin-
gungen (Temperatur, Druck, Konzentration, lonenstérke, pH-Wert). [7,63]

In normalen Mizellen konnen Solubilisate in verschiedene Bereiche aufgenommen wer-
den. Stark polare Verbindungen werden an die Mizelloberflache gebunden. In die Palisa-
denschicht werden semipolare Solubilisate eingebaut, unpolare Substanzen hingegen in das
unpolare Mizellinnere [7]. Wie man sich vorstellen kann, ist der Ubergang zwischen polaren
bzw. semipolaren Solubilisaten und Kotensiden flieBend. Beispielsweise gibt es Untersu-
chungen zur Solubilisation von Alkoholen wie 1-Pentanol oder 1-Hexanol in Mizellen [64],
die ja typische Kotenside sind.

Eine charakteristische Grofie fiir das Solubilisationsvermdgen eines Tensides erhélt man aus
dem Pseudophasenmodell: den Verteilungskoeffizienten p. Er ist folgendermalen definiert:

Cor
p=_"C (2.18)
Chulk
Cmic entspricht der Konzentration des mizellar gebundenen Solubilisats, ¢k der Konzentra-
tion des Solubilisats in der extramizellaren Phase [63]. Bei bekannter Gesamtkonzentration
Ctot des Solubilisats 18Rt sich mit der Massenbilanz

Ctot = Cmic + Cbulk (2.19)

Gleichung 2.18 umformen zu

Ctot — C
_ Ctot — Chulk (2.20)
Chulk

Verteilungskoeffizienten fiir ein Solubilisat lassen sich mit verschiedenen Methoden bestim-
men. Dazu gehdren unter anderem NMR-Spektroskopie, UV/Vis-Spektroskopie und Fluo-
reszenzspektroskopie, Dampfdruck- und Leitfahigkeitsmessungen [50]. Wie sich spater zei-
gen wird, kann man auch aus Messungen der Enzymaktivitat Verteilungskoeffizienten be-
stimmen, wenn das Solubilisat ein Substrat des Enzyms ist.
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2.2 Enzyme

Biologische Reaktionen werden meist durch spezialisierte Proteine, die Enzyme, katalysiert.
Enzyme sind also Biokatalysatoren, die sich durch ihre auerordentliche Spezifitdt und ka-
talytische Aktivitét, die deutlich groRRer als die kuinstlicher Katalysatoren ist, auszeichnen.
Manche Enzyme enthalten nur eine Polypeptidkette, d. h. eine groBe Anzahl L-a-Aminosau-
ren, die durch Peptidbindungen verknliipft sind, andere hingegen zwei oder mehr. Enzyme,
die mehrere Polypeptidketten, die sogenannten Untereinheiten, enthalten, werden auch als
oligomere Proteine bezeichnet.

Enzyme kdnnen aus einfachen oder zusammengesetzten Proteinen bestehen. Einfache Prote-
ine sind Proteine, die nur aus Aminosduren aufgebaut sind. Die zusammengesetzten Proteine
enthalten zusatzlich zu den Aminosduren weitere organische oder anorganische Verbindun-
gen, die sogenannten Kofaktoren. Handelt es sich beim Kofaktor um ein Metall(ion), wie
z.B. Zink im Fall der Alkoholdehydrogenase, so spricht man von Metallproteinen oder Me-
tallenzymen. Als Koenzyme bezeichnet man Kofaktoren, die organische Molekiile sind. Ist
das Koenzym sehr fest, z.B. kovalent, an das Enzym gebunden, so wird es auch als prostheti-
sche Gruppe bezeichnet. Unter Kosubstrat versteht man ein Koenzym, das nur locker an das
Enzym gebunden ist und auch wieder abdissoziieren kann.

Die Kofaktoren sind wesentlich am katalytischen ProzeR beteiligt. Als Beispiel ist in Abbil-
dung 2.10 das Koenzym Nicotinamidadenindinucleotid (NAD™), das bei Redoxreaktionen
bei der Wasserstoff-Elektronentbertragung vom oder zum Substrat eine Rolle spielt, in der
oxidierten und der reduzierten Form (NAD* und NADH) dargestellt. [11, 12, 65]

o) NH, H H O
A NH NZ N Reduktion NH
@/L : Ly ——= (g™
+ - - N N

N i Oxidation N
H,C—0— I—O— —0—CH, 4
o o)
OHHO!
(¢}
OH OH

Abbildung 2.10: Chemische Struktur von NAD™ und NADH (nach [11] und [12])

=1-0
O=71-0
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2.2.1 Proteinstruktur

Man kann vier verschiedene Elemente der Proteinstruktur unterscheiden, namlich Primar-,
Sekundar-, Tertidr- und Quartdrstruktur [11, 13, 66].

1. Die Primarstruktur beschreibt das kovalente Grundgerust (einschlieBlich der Disul-
fidbriicken) und die Reihenfolge der Aminosduren im Protein.

2. Als Sekundarstruktur bezeichnet man die regelmaRige, sich wiederholende rdumliche
Anordnung der Polypeptidkette in einer Dimension, die durch die Ausbildung intra-
molekularer Wasserstoffbriickenbindungen hervorgerufen wird. Dazu zéhlen unter an-
derem a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen.

3. Unter Tertidrstruktur versteht man die durch nichtkovalente Wechselwirkungen, lonen-
bindungen oder Wasserstoffbriickenbindungen der Aminosdurereste bestimmte drei-
dimensionale Faltung der Proteinkette. Beispiele hierfir sind Faserproteine und glo-
bulére Proteine.

4. Die Quartarstruktur beschreibt die Anordnung der im allgemeinen nicht kovalent ver-
bundenen einzelnen Polypeptidketten fur oligomere Proteine. Hdmoglobin ist ein Bei-
spiel fiir ein oligomeres Protein.

In seinem nativen Zustand besitzt jedes Protein eine charakteristische Gestalt, die als Konfor-
mation bezeichnet wird. Die Konformation beinhaltet Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruk-
tur. In Abbildung 2.11 ist die dreidimensionale Struktur eines Komplexes von Alkoholdehy-
drogenase aus Pferdeleber (HLADH) mit NAD™ und Dimethylsulfoxid dargestellt.

2.2.2 Stabilitat der Proteinstruktur

Proteine in Ldsung enthalten eine Mischung verschiedener Typen von chemischer Gruppen,
némlich unpolar, polar und ionisierbar bzw. elektrisch geladen. In der Regel enthalten Pro-
teine Aminosauren, von denen ca. 40% unpolare, ca. 40 % polare, ungeladene und ca. 20 %
geladene Seitenketten tragen. Man kann Proteine daher auch als amphotere Polyelektrolyte
mit einigen hydrophoben Gruppen bezeichnen. Die Konformation und damit die L&slichkeit
und die biologische Aktivitdt von Proteinen hangen von pH-Wert, lonenstérke, dielektrischen
Eigenschaften des Losungsmittels und Temperatur sowie Druck ab. Verlieren Proteine ihre
charakteristische native Gestalt und damit ihre biologische Aktivitat, so spricht man von De-
naturierung. Die Denaturierung kann reversibel oder irreversibel sein. [11, 13, 66, 68]

Da die ionisierbaren Gruppen eines Proteins eine breite pKg-Wert-Verteilung haben, sind die
Ladungsverteilung und damit die Proteinstruktur vom pH-Wert abangig. Die meisten Prote-
ine zeigen an ihrem isoelektrischen Punkt, d. h. an dem pH-Wert, an dem ihre Nettoladung
null und daher die elektrostatischen Wechselwirkungen minimal sind, ein Minimum in der
Ldslichkeit. [13]

Elektrolytzugabe zu einem gel&sten Protein verringert die Stérke intra- und intermolekula-
rer elektrostatischer Wechselwirkungen. Dies laBt sich analog zu den mizellaren Systemen
(vgl. Abschnitt 2.1.3.2.3) aus der Debye-Hiickel-Theorie der Elektrolytldsungen ableiten.
Bei niedrigen lonenstarken im Losungsmittel ist das elektrostatische Potential einer Ladung
relativ weitreichend, bei hohen lonenstarken hingegen relativ kurzreichweitig. Ladungen
werden also bei hohen lonenstéarken abgeschirmt. [13, 66]
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Abbildung 2.11: Die rdumliche Struktur von Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber
(HLADH), mit NAD™ und Dimethylsulfoxid (DMSO) komplexiert. Die Polypeptid-
ketten der beiden Enzymuntereinheiten sind in unterschiedlichen Grautdnen dargestellt.
Schwarz gefarbt sind die Zink-Atome sowie die NAD - und DMSO-Molekiile. Erzeugt
wurde die Graphik mit dem Programm Rasmol aus PDB-Daten (PDB = Protein Data
Base, [67]).

Der Zusatz organischer Losungsmittel kann unterschiedliche Wirkung auf Proteine haben.
Beispielsweise denaturieren hohe Konzentrationen an Ethanol (ca. 30 %) Proteine. Gerin-
ge Ethanolkonzentrationen konnen ebenfalls zu Verdnderungen der Proteinstruktur fiihren —
und in manchen Féllen Proteine stabilisieren! Diese Phanomene kann man damit erkléren,
daf Ethanol und vergleichbare kurzkettige Alkohole wie 1-Propanol oder 1-Butanol Was-
serstoffbriickenbindungen und auch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Aminosaure-
resten beeinflussen, da sie selbst zur Ausbildung von H-Briicken beféhigt sind und zudem
einen unpolaren Molekiilteil besitzen. [69, 70]

Man kann die Instabilitdt von Proteinen unter Druck darauf zurlickfuihren, daB unpolare Ami-
nosaurereste und geladene Gruppen im Proteininneren starker solvatisiert werden. Monome-
re Proteine werden durch Druck nicht so schnell denaturiert wie oligomere Proteine. [69]
Die Erhohung der Temperatur fuhrt zu einer Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit, die
sich aus der Arrhenius-Gleichung ableiten 186t:

k=A-exp(—

Ea
) (2.21)

R-
A ist eine empirisch bestimmbare Konstante, E, die Aktivierungsenergie des Ubergangszu-
stands der Enzymreaktion, die in erster Ndherung als nahezu temperaturunabhéngig ange-
nommen wird, R die Gaskonstante und T die Temperatur. Als Faustregel gilt: nimmt man
eine Aktivierungsenergie in der GréRenordnung 40-50 kJ/mol an, so verdoppelt sich die Re-
aktionsgeschwindigkeit nahezu, wenn die Temperatur um 10 K erhoht wird.

Zusétzlich kann es durch Temperaturerhdhung zu einer Aufwindung nativ gefalteter Struk-
turen der Polypeptidketten im Protein und zur Ausbildung einer zufélligen Anordnung kom-
men. Das Protein verliert damit seine biologische Aktivitat, es wird denaturiert.
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Beide Prozesse, die Denaturierung und die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit, tberla-
gern sich und fiihren zu einem scheinbaren Temperaturoptimum der katalytischen Aktivitét.
Durch Temperaturen oberhalb 40 °C werden die meisten Proteine aus mesophilen Organis-
men inaktiviert. Proteine aus thermophilen Organismen verlieren teilweise ihre Aktivitat erst
oberhalb von 100 °C. [11,69, 71]

2.2.3 Wechselwirkungen von Tensiden mit Proteinen

Die biologische Funktion von Proteinen héngt stark von ihrer direkten Wechselwirkung mit
anderen Molekiilen — beispielsweise Nukleinsduren, Polysaccharide, Lipide und andere Pro-
teine — ab. Deshalb ist es nicht iberrraschend, daR die meisten wasserloslichen Tenside stark
mit Proteinen wechselwirken.

DaR Tensid-Protein-Wechselwirkungen existieren, wurde durch verschiedene experimentelle
Methoden belegt. Dazu gehdren unter anderem die Bestimmung der Oberflachenspannung,
Viskositatsmessungen, Messungen von Circulardichroismus (CD) und optischer Rotations-
dispersion (ORD) sowie Solubilisierung von Farbstoffen und Fluoreszenzmessungen.

Die treibende Kraft fiir die Assoziierung von Tensidmolekiilen zu Mizellen ist die Verminde-
rung des Kontakts zwischen Wasser und hydrophobem Tensidrest. Dieselbe treibende Kraft
fordert die Assoziierung der Tensidreste mit hydrophoben Teilen der Proteinmolekiile. Die
Kopfgruppen ionischer Tenside tendieren hingegen dazu, mit geladenen Gruppen der Prote-
ine zu wechselwirken. [13,68]

\Von Biochemikern werden Tenside zur Solubilisation, Reinigung und Charakterisierung von
Proteinen und anderen biochemisch relevanten Stoffen verwendet. Beispiele fiir die Anwen-
dung von Tensiden sind die SDS- bzw. CTAB-Polyacrylamidgelelektrophorese, die zur Be-
stimmung des Molekulargewichts von Proteinen verwendet werden, sowie die Extraktion
von Proteinen aus biologischen Membranen [7,13,68]

2.2.3.1 Thermodynamische Aspekte

Die Bindung eines Liganden (L), beispielsweise eines Tensidmolekiils, an eine bestimmte
Stelle eines Proteins (P) kann durch folgendes Gleichgewicht dargestellt werden:

P+L="PL (2.22)
Die zugehdrige Assoziationskonstante K ist definiert als

K= Pt (2.23)
Cp-CL

wobei davon ausgegangen wird, dal3 alle beteiligten Substanzen in so geringer Konzentrati-
on vorliegen, daB thermodynamische Idealitdt angenommen werden kann. Im Hinblick auf
Protein-Tensid-Wechselwirkungen ist es realistischer, einen Satz multipler Gleichgewichte
zu verwenden:

PLi_i+L=PL (1<i<n) (2.24)
Wenn die Gleichgewichtskonstante K fir jeden Bindungsschritt identisch ist, folgt

K" = PLo (2.25)
Cp-C
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Die mittlere Anzahl der pro Protein gebundenen Liganden erhélt man aus

(K -CL)n

n=
+(K-C|_)n

(2.26)
Gleichung 2.26 beschreibt die Situation, in der die n Bindungsstellen identisch und un-
abhéngig sind. Realistischer ist es, wenn man annimmt, daf die Bindung eines Liganden
an eine Stelle eine Erhdhung oder Reduzierung der Affinitaten anderer Bindungsstellen, d.h.
positive oder negative Kooperativitat, bewirkt. Durch die Einfiihrung eines Kooperativitats-
koeffizienten € ergibt sich fiir n der folgende Ausdruck:

S ST\ @.27)
14+ (K-c)?

Im Falle positiver Kooperativitét gilt & > 1, im Falle negativer Kooperativitat & < 1. [13]

2.2.3.2 Molekulare Wechselwirkungen

Bei den Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Tensiden miissen zwei Falle unterschie-
den werden: ionische und nichtionische Tenside.

Die Bindung ionischer Tenside an Proteine findet in zwei Schritten statt (vgl. Abbildung
2.12). Zundchst wird das Tensid, d.h. der Ligand, an spezifische Stellen an der Proteinober-
flache gebunden. Fir SDS kommt es beispielsweise — so wird angenommen — zu elektro-
statischen Wechselwirkungen des Sulfatanions mit den positiv geladenen Seitenketten von
Lysin, Histidin und Arginin. AuRerdem gibt es hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
dem Dodecylrest des Tensids und unpolaren Gebieten auf der Proteinoberflache, die den po-
sitiv geladenen Seitenketten benachbart sind. [13]

In einem zweiten Schritt entfaltet sich das Protein, ,,6ffnet* sein hydrophobes Inneres und

=] Maerd

o T /
~7 e
Enzym SDS-Molekule f \’

Abbildung 2.12: Denaturierung eines Proteins in zwei Schritten durch die Wechselwirkung
mit SDS (nach [13] und [12])
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ermoglicht so den Zugang zu weiteren potentiellen Bindungsstellen. Das Protein wird somit
denaturiert. In diesem unspezifischen kooperativen Bindungsbereich ist die treibende Kraft
die hydrophobe Wechselwirkung zwischen den Tensidschwénzen und den unpolaren Resten
des aufgefalteten Proteins. Wenn die mittlere Zahl der Tensidliganden 50 oder mehr erreicht
und die Tensidkonzentration sich der CMC annéhert, &hnelt die Struktur des Protein-Tensid-
Komplexes immer mehr einer (stdbchenformigen) Mizelle, die solubilisiertes Protein enthalt.
Wird, wie im Fall der SDS-Gelelektrophorese, ein deutlicher Uberschuf an SDS zur Prote-
inldsung zugegeben, so bildet sich ein stark negativ geladener Protein-SDS-Komplex, dessen
Ladung ungeféhr der Proteinmasse proportional ist. [12, 13, 66]

Nichtionische Tenside zeigen im Bereich der CMC unspezifische hydrophobe Wechselwir-
kungen mit Proteinen. Spezifische Bindungen gibt es hingegen nur in wenigen Ausnah-
mefallen, wie im Fall von Rinderserumalbumin und C12Eg. Darliberhinaus fiihren nichtioni-
sche Tenside nicht zu einer Auffaltung oder Denaturierung von Proteinen. Eine mdgliche
Ursache mag darin begriindet liegen, daB3 viele nichtionische Tenside eine relativ niedri-
ge CMC besitzen und daher die Bildung von Mizellen giinstiger ist als die Bildung eines
Protein-Tensid-Komplexes. [13, 68]

Einflsse auf die Bindung von Tensiden an Proteine haben neben der Natur der Tensid-
Kopfgruppe noch eine Reihe weiterer Faktoren: die Kettenlange des Tensids, die lonenstérke
der L&sung, der pH-Wert, die Temperatur, weitere (organische) Zusatzstoffe. Allgemein 143t
sich z. B. feststellen, dafl Zusétze, die die CMC eines ionischen Tensids herabsetzen, aber
keine Elektrolyte sind, die Tendenz des Tensids, sich an Proteine anzulagern, reduzieren. [68]
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2.2.4 Enzymkinetik

Wie bereits erwdhnt wurde, handelt es sich bei den Enzymen um Biokatalysatoren, die eine
auferordentliche Spezifitat und Aktivitat besitzen. So beschleunigt das Enzym Urease den
Abbau von Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid um den Faktor 1014 [66]. Um die
Wirkungsweise von Enzymen — auch im Bezug auf die untersuchten Systeme — besser zu
verstehen, soll im folgenden auf wesentliche Grundlagen der Enzymkinetik eingegegangen
werden. Als Quelle wurden im wesentlichen [71], [11] sowie [12] und [16] verwendet.

2.2.4.1 Ein-Substrat-Reaktionen

2.2.4.1.1 Michaelis-Menten-Gleichung

Betrachten wir zunachst einmal den einfachsten Fall einer enzymkatalysierten Reaktion:

k1 k2
EA

E+A E+P

ko1
(2.28)

Das Substrat A bildet mit dem Enzym E den Enzym-Substrat-Komplex EA. Dieser wiederum
zerféllt entweder wieder zum Substrat und zum Enzym oder zum Produkt P und zum Enzym.

Die Reaktionsgeschwindigkeit v fiir diese Reaktion ergibt sich aus

d[A]

g = alAIE+ka[EA] (2.29)
% = —ka[AJ[E]+ (k-1+k2)[EA] (2.30)
LA~ e - (v kEn) (231)
M oA = (232)

[X] entspricht dabei der Konzentration der Komponente X und k; der Geschwindigkeitskon-
stanten der i-ten Teilreaktion.

Giltky &~ k_1>> ko, so kommt es zu einem gleichgewichtsahnlichen Zustand, dem sog. ,,Stea-
dy state, und es folgt

dlE] _ d[EA]

dt —  dt 0 (233)
und damit und mit der Enzymgesamtkonzentration [E],

[Elo = [E]l+[EA] (2.34)
ergibt sich

ka[AJ[E]o
EA —_— 2.35
[EA Ka[A] +k_1+k2 (239

(2.36)
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Setzt man diesen Ausdruck in Gleichung 2.32 ein, so erhdlt man eine Beziehung zwischen
Umsatzgeschwindigkeit und Substratmenge:

= W iojea) - AL (2:37)
+[A]
kg
Mit
Ky = itk (2.38)
kg
sowie mit der Maximalgeschwindigkeit der Reaktion, Vmax,
Vmax = kZ[E]O (2-39)
folgt "
Vimax[A
VS A (2.40)

die sogenannte Michaelis-Menten-Gleichung.

2.2.4.1.2 Reversible Enzymreaktionen

Folgende Reaktionsgleichung ergibt sich fiir den Fall einer reversiblen Enzymreaktion:

k1 k2
E+A EA E+P
|(71 k—2
(2.41)
Die Geschwindigkeit dieser Reaktion erhdlt man aus folgender Gleichung:
KmpV1[A] — KmaV2[P]
V=V —Vp= 242
1T KnaKenp+ [ATKenp + [PTKma (242)
mit
k-1+k ko1+k
Kma = 1T ; Kmp = 1T )
k1 k—2
Vi = ke[Elo ; Va=k[E]o

Wie man sieht, setzt sich Gleichung 2.42 aus Anteilen der Michaelis-Menten-Gleichungen
fiir die Hin- und Riickreaktion zusammen. Fiir [P] oder [A] = 0 erhélt man aus Gleichung
2.42 die Gleichungen der getrennten Reaktionen:
V1[A] V[P
Vi — : Vo= — 23 2.43
' Ka+ [A] 27 Kept [P] @43
Man kann daraus folgern, da man selbst bei Vorliegen einer Riickreaktion die einfache
Michaelis-Menten-Gleichung als giltig ansehen kann, solange man das Produkt vernachlés-
sigen kann, d.h. nur im Anfangsbereich der Zeit-Umsatz-Kurve.
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2.2.4.2 Reversible Enzymhemmung

Als Enzymhemmung wird die ,,negative Beeinflussung der Enzymaktivitét durch spezifisch
an definierte Zentren (katalytische oder regulatorische) bindene Liganden - Hemmstoffe oder
Inhibitoren [71] bezeichnet. Manche Hemmstoffe werden so fest an das Enzym gebunden,
daf sie nicht mehr entfernt werden kdnnen. Man spricht dann von irreversibler Hemmung.
Andere Inhibitor kénnen dagegen wieder vom Enzym abgeldst oder verdrangt werden. Diese
Art der Hemmung bezeichnet man als reversible Enzymhemmung.

2.2.4.2.1 Allgemeine Geschwindigkeitsgleichung

Ein Hemmstoff | bindet reversibel an ein Enzym und beeinfluRt dessen Reaktionsgeschwin-
digkeit vy:

k1 k2

E+A EA E+P
ko1

+ 1 +1

k3 H k-3 Kg H K-a

k5 k6

El+A EAI El+P
k_s

(2.44)

Fir das Substrat A und den Hemmstoff | ergeben sich aus diesem Reaktionsmechanismus je
zwei Dissoziationskonstanten:

o _ K EBA ks [EIA
AT T [EA AT % T [EAIl
k. — ks_[E . _kea _[EAI[
© T ke [E] VT T OEAT

Setzt man diese Ausdriicke ineinander ein, erhédlt man eine Gleichung fir den Zusammen-
hang aller vier Konstanten:
Ka _ Kic
Kai  Kiy
Beriicksichtigt man Steady-State-Bedingung und Massenbilanz, sowie die anderen Zusam-
menhénge, so erhdlt man fiir die Reaktionsgeschwindigkeit v:

(2.45)

(vt 2l g
V= ORI (2:46)
Km(1+ =)+ (1+ W)[A]

Der hier dargestellte Mechanismus entspricht einer partiell nicht-kompetitiven Hemmung.
Hieraus lassen sich die wichtigsten Formen der reversiblen Hemmungen, die in Abbildung
2.13 als Ubersicht dargestellt sind, ableiten.

Etwas naher soll im folgenden Text auf kompetitive, unkompetitive und nicht-kompetitive
Hemmung eingegangen werden.
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reversible Hemmung

/ \
/ V=0 Vo #£0

vollstandige Hemmung partielle Hemmung
Kiu—>00 Kic—>00 V1:V2 Kic—>00
¥ N\ ¥ N\

kompe- nicht- unkompe- part. part. nicht- part.
titive kompetitive titive komp. komp. unkomp.
Hemmung Hemmung
/ / \ \ VAN

=P KicZKu Kic=Kiy | =\A Kic # Ky  Kic =Kiy

Produkt-  gemischte  reine Substrat- gemischte  reine
Hemmung nicht-komp. Hemmung  Hemmung nicht-komp. Hemmung

Abbildung 2.13: Die wichtigsten reversiblen Hemm-Mechanismen

2.2.4.2.2 Kompetitive Hemmung

Kompetitive Hemmung bedeutet, daR der Hemmstoff mit dem Substrat um dessen Bindungs-
stelle am aktiven Zentrum des Enzyms konkurriert. Es kann entweder das Substrat oder der
Hemmstoff gebunden werden, aber nicht beide gleichzeitig.

Fir den Fall der kompetitiven Hemmung vereinfacht sich die allgemeine Reaktionsglei-
chung, Gleichung 2.44, zu

k1 k2
E+A EA E+P
kg
+1
s
El+A (2.47)

Als Geschwindigkeitsgleichung fiir die kompetitive Hemmung erhalt man
V= _ Vmac[A] (2.48)

Km~(l+}[<L_])+[A]
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2.2.4.2.3 Unkompetitive Hemmung

Bei der unkompetitiven Hemmung bindet der Hemmstoff nur an den Enzym-Substrat-Kom-
plex. Dies kann dann geschehen, wenn die Bindungsstelle fiir den Hemmstoff erst durch die
Wechselwirkung Substrat-Enzym entsteht. Dieser Hemmtyp kommt allerdings relativ selten
vor.
Nimmt man als Hemmmechanismus unkompetitiven Hemmung an, so wird aus Gleichung
2.44

k1 k2
E+A EA E+P
k-1
+1
e
EAI (2.49)

Die Reaktionsgeschwindigkeit im Fall einer unkompetitiven Hemmung erhélt man aus nach-
folgender Gleichung:

v Vmax—m] (2550)
Km+(1+ K—_) -[A]

Ein Beispiel flr die unkompetitive Hemmung ist die Substrathemmung, die auch als Sub-
stratiiberschuBhemmung bezeichnet wird. Liegt das Substrat im UberschuB vor, so bindet
ein erstes Substratmolekiil an das Enzym und nimmt an der Katalyse bei, wahrend das zwei-
te Substratmolekiil formal als unkompetitiver Hemmstoff wirkt, der nur mit dem Enzym-
Substrat-Komplex wechselwirken kann.

2.2.4.2.4 Nicht-kompetitive Hemmung

Die nicht-kompetitive Hemmung ist eine Mischung aus kompetitiver und unkompetitiver
Hemmung. Man bezeichnet sie auch als gemischte Hemmung. Es ergibt sich folgende Re-
aktionsgleichung:

k1 k2

E+A EA E+P
ko1

+1 + 1
e il

ks

El+A EAI
kg

(2.51)
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Die Reaktionsgeschwindigkeit ist fur den Fall nicht-kompetitiver Enzymhemmung gegeben
als

v= Vimac-[A] (2.52)

K (1 )+ (1 ) [A

Gilt Kjc = Kjy, so spricht man von einer reinen nicht-kompetitiven Hemmung.

2.2.4.3 Mehr-Substrat-Reaktionen

Im Fall der Dehydrogenasen, zu denen HLADH zéhlt, liegt eine Mehr-Substrat-Reaktion
vor, da durch HLADH z.B. ein Alkohol oxidiert wird, wahrend das Koenzym bzw. -substrat
NAD™ reduziert wird. Deshalb soll noch kurz auf einen speziellen Fall einer Mehr-Substrat-
Reaktion eingegangen werden, ndmlich den ,,Ordered Bi-Bi-Mechanismus®, der z. B. fiir
HLADH angenommen wird. Folgendes Reaktionsschema 1aRt sich aufstellen:

E+A ———= EA

k2 k3
EA+B ————— EAB=EPQ

EQ+P

EQ ———— E+Q
(2.53)

Fir diesen Mechanismus ergibt sich ein sehr komplexer Ausdruck fiir die Geschwindigkeits-
gleichung, der nur der Vollstandigkeit halber hier dargestellt werden soll:

v, (a2

KmgVa[P] N KmpV1[Q]
Kg Kg

KiaKmgV2 + KmgV2[A] 4 KmaV2[B] +

KmqVa[A][P] n KmaV2[B][Q] +V1[P][Q]
KiaKg Kig Kqg

+V2[A][B] +

(2.54)
+V2[A][B][F’] +V1[B][P][Q]

Kip KisKg
Fir den Fall von unter Steady-State-Bedingungen gemessener Anfangsgeschwindigkeit It
sich diese Gleichung fiir die Hinreaktion mit [P] = [Q] = 0 vereinfachen zu
_ Va[A][B]
V=
KiaKms + KmB[A] + KmA[B] + [A] [B]

(2.55)
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Geht man davon aus, dal die Konzentration des Substrats B konstant bleibt, z. B. indem B
in sehr groBem Uberschul® vorliegt, dann kann man Gleichung 2.55 in eine der Michaelis-
Menten-Gleichung (Gleichung 2.40) equivalente Form bringen:

_ VialAl
-~ Kh+I[A]

(2.56)

Hierbei wurden folgende Ersetzungen durchgefiihrt:

. (B]
Ve = [B]4 Kop

K Kma[B] + KiaKmg
mo [B] +Kme

2.2.4.4 Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit

Es gilt nun noch die Frage zu beantworten, wie die (Anfangs-) Reaktionsgeschwindigkeit
einer enzymatischen Reaktion bestimmt werden kann.

Am sinnvollsten ist es, eine Methode zu wéhlen, bei die Konzentration eines der Edukte oder
Produkte der gemessenen GroRe proportional ist. Aus der zeitlichen Anderung der Mef-
groRe wahrend der Reaktion 148t sich dann die zeitliche Anderung des Edukts oder Produkts
bestimmen und damit die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion. Im Fall von HLADH ist
die UV/Vis-Spektroskopie die Methode der Wahl, da die Koenzyme NAD™ und NADH im
UV/Vis-Bereich absorbieren.

Betrachten wir beispielsweise eine Reaktion, die sich mit der Michaelis-Menten-Gleichung
(Gleichung 2.40) beschreiben 1aRt. Durch Integration der Michaelis-Menten-Gleichung er-
halt man fur das Edukt A

KmIn < (Al ) +[Alo — [A] = Vimext (2.57)
[Alo

eine Gleichung, die sich nur numerisch nach [A] aufldsen 1aBt. Unter Annahme einer irrever-
siblen Reaktion und damit [P] = [A]o — [A] erhdlt man fur das Produkt P einen ebenfalls nur
numerisch I8sbaren Ausdruck:

KmIn <M) + [P] = Vimaxt (2.58)

[Alo

In Abbildung 2.14 ist der numerisch berechnete zeitliche Verlauf der Produktkonzentrati-
on dargestellt. Wie man sieht, liegt zu Beginn der Reaktion eine mehr oder minder lineare
Abhéngigkeit der Produktkonzentration von der Reaktionszeit vor. Pat man in diesem Be-
reich (t — 0) den Kurvenverlauf durch eine lineare Regression an, so ergibt sich die An-
fangsgeschwindigkeit aus der Steigung der erhaltenen Geraden. Diese Methode wird auch
als Tangenten-Verfahren bezeichnet. Es ist zwar nicht das beste Verfahren, um genaue Werte
fuir die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit zu erhalten, aber doch das rechnerisch einfachste.
Um Einfllisse schwankender Enzymkonzentrationen auszugleichen, wird eine Normierung
der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten durchgefiihrt. Zunédchst wird die Enzymaktivitét de-
finiert als

V
r= oo (2.59)
Vstd,o
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Abbildung 2.14: Zeitlicher Verlauf der aus der Michaelis-Menten-Gleichung numerisch be-
rechneten Produktkonzentration fiir verschiedene Anfangskonzentrationen an Substrat.
Folgende Werte wurden verwendet: i = 1 - 5 (Indizes der Kurven), [A]o =i%0.2, Ky =1,
Vmax = 1. (Anmerkung: cp(t) = [P].)

wobei v, prp die gemessene Anfangsreaktionsgeschwindigkeit fir eine Probeldsung und v siq
fur eine Standardldsung bei jeweils identischer Enzymkonzentration ist. Im Fall von HLADH
wird beispielsweise eine 102 mol/l Ethanolldsung verwendet. DaR die Reaktionsgeschwin-
digkeit von der Enzymkonzentration abhangig ist, erkennt man bei der Herleitung der Mi-
chaelis-Menten-Gleichung 2.40: die Maximalgeschwindigkeit Vi ist laut Gleichung 2.39
definiert als

Vimax = kZ[E]o

Setzt man diese Gleichung in Gleichung 2.40 ein, so erhélt man
v ki [Elo-[A]

" Kmi +[A]i
i entspricht dabei Std oder Prb. Ersetzt man in Gleichung 2.59 v pr und Vo sig durch einen
Gleichung 2.60 entsprechenden Ausdruck, so ergibt sich foldende Gleichung:

ko [Alpb - (Kmsd + [Als)

(Km,pro + [Alprb) + k2,5t [Al st

Verwendet man als Standard immer die gleiche Ldsung, so sind ks, [A]sid und Km s
konstant und kénnen zu einer neuen Konstanten ksiq zusammengefaf3t werden:

(2.60)

(2.61)

Km,std + [Al s
ksd = ———F— 2.62
%97 Kosd- [Alsd (262)
Damit vereinfacht sich Gleichung 2.61 zu
- . / .
e kopro- [Alro-Kstd  Vimax * [Alpo (2.63)

Kmpo+[Alpb — Km,pro + [Alprb
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mit Vinax = Ko,prb - Ksa @ls scheinbarer Maximalgeschwindigkeit. Das Substrat A fir Pro-
bemessung und Standard kann dieselbe Substanz sein, es kdnnen aber auch verschiedene
Substanzen verwendet werden.
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2.3 UV/Vis-Spektroskopie

2.3.1 Das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz

Die Grundlage von Absorptionsmessungen von ultraviolettem, sichtbarem und infrarotem
Licht (UV, Vis und IR) bildet das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz. Es beschreibt die Tat-
sache, daR die Intensidt von Licht, das durch eine mit einer Probe befiillten Kiivette fallt,
durch Absorption abnimmt. In Abbildung 2.15 ist dies schematisch dargestellt. [8,47,48,72]

M M
0 d X

Abbildung 2.15: Absorption von Licht

lo sei die Intensitdt des in eine verdiinnte Losung, die sich in einer Kiivette befindet, einfal-
lenden Lichtes, | die Intensitét des austretenden Lichtes. Unter der Annahme, dal3 Reflexion
oder Streuung an der Kiivette und der Losung nicht beriicksichtigt werden miissen, kann man
fiir die Intensitatsabnahme durch Absorption folgende Gleichung aufstellen:

—dl =k-1-dx (2.64)

Hierbei ist dx die durchstrahlte Schichtdicke und k die Proportionalitdtskonstante.
Integriert man nun nach Variablentrennung zwischen Il und | bzw. entsprechend zwischen 0
und d, so erhalt man

InITO =k-d (2.65)

Haufig wird Gleichung 2.65 statt im natiirlichen Logarithmus im dekadischen Logartithmus
geschrieben, was dem Bouguer-Lambertschen Gesetz entspricht:

log ITO =a-d (2.66)

aist der lineare dekadische Extinktions- bzw. Absorptionskoeffizient. Fiir eine Losung, deren
Ldsungsmittel vollig durchlassig ist (a y = 0), gilt

a=¢-c (2.67)
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wobei € als molarer dekadischer Extinktions- oder Absorptionskoeffizient bezeichnet wird
und c die molare Konzentration ist. Fast man Gleichung 2.67, die von Beer aufgestellt wurde,
und Gleichung 2.66 zusammen, so ergibt sich das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz:

A:IogITO:s-c~d (2.68)

A ist das (dekadische) Absorptionsvermdgen bzw. die Extinktion. Eine weitere géngige
GroRe, die bei Absorptionsmessungen bestimmt wird, ist die Transmission bzw. die Durch-
lassigkeit T, die in % angegeben wird:

7= L 100 (2.69)

lo
Die Extinktion kann man damit auch folgendermafen darstellen:

lo _ 1oq 100

A:IogI og T

(2.70)

Aus Gleichung 2.68 1Rt sich der molare dekadische Extinktionskoeffizient € bestimmen:

A

Man sollte beachten, daf € und damit auch A von der Wellenlange A bzw. wegen v = 1/A
von der Wellenzahl abhéngt.

Fir eine verdiinnte Losung, die mehrere Komponenten enthélt, gilt auch das Bouguer-Lam-
bert-Beersche Gesetz. Die gemessene Extinktion A dieser Losung ist die Summe der Extink-
tionen, die erhalten wiirde, wenn jede einzelne Komponente getrennt in Ldsung vermessen
wirde:

A ist die Extinktion der Losung der i-ten Komponenten, €; ist ihr molarer dekadischer Ex-
tinktionskoeffizient, ¢; ihre Konzentration und d die Schichtdicke der Kiivette.
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2.3.2 Komplexe zwischen zwei Komponenten

Treten Abweichungen vom Bouguer-Lambert-Beerschen Gesetz auf, kann man diese manch-
mal durch Komplexbildungs- bzw. Assoziationsgleichgewichte erklaren [72].

Im folgenden sollen zunéchst die Grundlagen zur Untersuchung eines 1:1-Komplexes zwi-
schen zwei Substanzen mittels UV/Vis-Spektroskopie gelegt werden, bevor dann der Fall
eines Tensid-Farbstoff-Komplexes behandelt wird.

2.3.2.1 Grundlagen [72]

Betrachtet man allgemein die Bildung eines 1:1-Komplexes XY aus zwei Verbindungen X
und,

X+Y=XY

so 1aRt sich die zugehorige Komplexbildungskonstante wie folgt darstellen:

~ Cxy
Cx -Cy

(2.73)

wobei c¢x, ¢y und cxy die Konzentrationen der Substanzen X, Y und des Komplexes XY
darstellen und die Aktivitatskoeffizienten unter der Annahme einer nahezu idealen Ldsung
vernachlassigt wurden.

Mit Hilfe der Massenbilanz fiir die Substanzen X und Y

Cx,0=Cxy +Cx ; Cy,0 = Cxy +Cy (2.74)

erhalt man aus Gleichung 2.73

Cxy

K —
(cx,0—Ccxv)(Cy,0—Cxy)

(2.75)

Cx,0 bzw. cy o sind hierbei die Gesamtkonzentrationen der Komponente X bzw. Y in der
betrachteten Losung.

Betrachten wir nun die Extinktion einer Ldsung, die die Komponenten X und Y sowie den
Komplex XY enthélt. Die gesamte Extinktion A ist - setzt man die Giiltigkeit des Bouguer-
Lambert-Beerschen Gesetz (Gleichung 2.68 bzw. 2.72) voraus - die Summe der Extinktionen
der einzelnen absorbierenden Substanzen:

n
A= ZAi=(5x-Cx+8v-Cv+8xv-va)-d (2.76)
i=

Formt man Gleichung 2.74 entsprechend um und setzt sie in Gleichung 2.76 ein, erhélt man
folgende Gleichung:
A = (&x-(Cx,0—Cxy)+E&y-(Cy,0—Cxy)+Exy-Cxy)-d
= ((exy —&x —&y)-Cxy +-€x - Cx,o+Ey Cyo)-d (2.77)

Aus dieser Gleichung bekommt man durch entsprechendes Umformen einen Ausdruck fiir
die Konzentration des Komplexes, cxy:

A—€x-Cxo—E&y-Cvpo
d-(Sxyfﬁxfey)

Cxy = (2.78)
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Nun flihrt man zwei neue GroRen ein, die Extinktionsdifferenz AA und die Extinktionskoef-
fizientendifferenz Ae:

AA = A—ex-Cxo—E&v:Cro = A—Axo—Avo (2.79)
Ae = Exy—E&x—¢&y (2.80)
Damit vereinfacht sich Gleichung 2.78 zu
AA
CXy = —— 2.81
XY = 9 he (2.81)

Wie kommt man aber nun zu einer Gleichung, mit deren Hilfe sich die Komplexbildungskon-
stante graphisch bzw. durch einen Fit bestimmen 1a3t? Man formt zunéchst einmal Gleichung
2.73 wie folgt um:

1 (ex,0—Cxv)(Cx0—CxY) _ Cx,0°Cy,0

K Cxy Cxy
Nun gibt es zwei Mdglichkeiten, wie man weiterverfahren kann. Man kann entweder davon
ausgehen, daf (Cx o+ Cy,0) > Cxy und daB somit cxy vernachléssigt werden kann, oder dafl
dies nicht gilt und deshalb cxy nicht vernachléssigt werden kann. Diese beiden Moglich-
keiten sollen aus Griinden der Ubersichtlichkeit in zwei getrennten Unterpunkten behandelt
werden.

—(Cx,0+Cy,0) +Cxy (2.82)

2.3.2.1.1 Vernachlassigung von cxy

Gilt (cx,0+Cy,0) > cxv, so erhélt man aus Gleichung 2.82

1 C -C
L_oxoo (oot (283)
K Cxy ’ ’

Setzt man hierin Gleichung 2.81 ein und formt entsprechend um, so ergibt sich folgende
Gleichung:

d-Cx,0°Cy,o 1 n Cx,0t+Cv,0

AA - NAe-K Ae

Die GroBen cx o und cv o sind bekannt, AA IaRt sich aus den gemessenen Spektren berech-
nen, und Ae sowie K kann man aus der Auftragung von d - Cx o Cy o/AA gegen (Cx,o+Cy o)
bestimmen.
Aus Gleichung 2.84 lassen sich drei weitere Moglichkeiten der graphischen Bestimmung
von Ag und K herleiten:

(2.84)

1. Mit cx,0>> cy o folgt aus Gleichung 2.84:

d-Cxo-Cyo 1 Cx,0
AA T Ae-K ' As (2.:85)
2. Teilt man Gleichung 2.84 durch (cx o+ Cv o), S0 erhdlt man
d- Cx.o0-Cy.o 1 1
: = +— 2.86
DA (Cxo+Cyo) Ae-K-(Cxo+Cyo) At (2.86)
3. Aus Gleichung 2.86 ergibt sich fiir cx o > cy o
d- 1 1
Cvo _ 2.87)

DA 7As-K-cxyo+A_s
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2.3.2.1.2 Bericksichtigung von cxy

Vernachléssigt man cxy nicht, so erhdlt man durch Einsetzen von Gleichung 2.81 in Glei-
chung 2.82

d- Cx,0°CY,0 1 Cx,0t+Cv,0 AA
DA e KT ae beZd (288)
und durch Division durch (Cx o+ Cv,0)
d-cxo-C 1 1 AA
X,0°tY,0 (2.89)

= 4+
DA-(cxotCvo) Ae-K-(CxotCyo) At Ag2-d-(Cxo+Cy,o)

2.3.2.2 Komplex zwischen Mizelle und Farbstoff
2.3.2.2.1 Bestimmung der Aggregationszahl

Ublicherweise wird die Aggregationszahl von Mizellen mittels Streumethoden oder Fluo-
reszenzmessungen bestimmt. In der Literatur finden sich allerdings keine Angaben zur Be-
stimmung aus Absorptionsmessungen im UV/Vis-Bereich. Theoretisch 148t sich aber, wie
im folgenden gezeigt werden soll, die Aggregationszahl durchaus UV/Vis-spektroskopisch
bestimmen.

Gehen wir wieder von einem 1:1-Komplex, diesmal zwischen Mizelle M und Farbstoff D,
aus:

M+D =MD

Die zugehdrige Komplexbildungskonstante ergibt sich analog zu 2.73:

_ o (2.90)
Cv-Cp
Die Gesamtkonzentration an Mizellen cv o ist, wenn man von der Giiltigkeit des Massen-
wirkungsmodell der Mizellbildung (vgl. Abschnitt 2.1.3.2.2) ausgeht und davon, dal3 die
Konzentration an freien Tensidmonomeren oberhalb der CMC konstant bleibt, definiert als

CTo—Ccmc _ AcCtp

2.91
NaG NaG (299

CM,0 =
Hierbei ist Nag die Aggregationszahl der Mizellen, ct o die Gesamtkonzentration an Tensid
in der Losung, ccmc die kritische Mizellkonzentration des Tensids und Act o die Tensidkon-
zentrationsdifferenz, definiert als

ACT o =CT,0— CcMC (2.92)

Fiir alle nun verwendeten Gleichungen ist der erste Schritt identisch: cx o wird durch cu o
und cy o durch cp o ersetzt und aulerdem wird noch Gleichung 2.91 verwendet.
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1. Aus Gleichung 2.84 erhalten wir

d-AcTo-Cpo _ 1 Act o+ Cp,o-Nag (2.93)
DA-Nag  De-K Ae-Nag '
Multipliziert man jetzt noch mit Nag, ergibt sich folgende Gleichung:
d-Acto-C N Ac Cpo-N
T0°CDo _ NAG | ACTo , CDo-NAG (2.94)

NA T Ae-K T Ac Ae

Durch eine Auftragung von d - Act - Cp,o/AA als Funktion von Act und cpo und
einen entsprechenden Fit lassen sich also die Aggregationszahl Nag einer Mizelle so-
wie K und Ag bestimmen.

. Aus Gleichung 2.85 erhéalt man

d-A . A
CT,0-CD,0 _ 1 CT,0 (2.95)
Nag - DA Ae-K  Nag-Ae
Nach Multiplikation mit Nag ergibt sich
d-Acto-C N Ac
T,0°tD,o _ NAG T,0 (2.96)

NA T Ae-K T Ac

Man erkennt, daB sich mit dieser Gleichung keine Aggregationszahlen bestimmen las-
sen.

. Gleichung 2.86 wird zu

d-Acto-C 1 1
o = s + s (2.97)
Nag DA (T2 +Cpo)  Ae-K- (2 +Cpo)
NaG NaG

Auch durch Umformen 146t sich diese Gleichung nicht weiter vereinfachen - auer
zu Gleichung 2.94, was aber nicht der Sinn des Ganzen ist - , so daf mit ihr eine
Bestimmung der Aggregationszahl nicht maglich ist.

. Aus Gleichung 2.87 ergibt sich

d- CDo Nac I 1
AA T Ae-K-Acto At

(2.98)

Aus dieser Gleichung IaRt sich, wie man sofort sieht, Nag ebenfalls nicht bestimmen.

. Gleichung 2.88 wird zu

d-ACro-Cppo 1 Acto+Nag-Cpo DA

= 2.99
AA-Nag Ae-K Nag - Ae Ae2.d ( )
Durch Multiplikation mit Nag erhalt man
d-Acto-C N Ac NaG-C Nag-AA
T,0°tD,o _ NAG + T,0 + AG*tD,o  NAG (2'100)

NA T Ae-K T Ac Ae Ae?.d

Betrachtet man d - Acto- Cp,0/AA als Funktion von Act o, Cp,o Und AA und fitted ent-
sprechend, so kann man Nag, K und Ag bestimmen.
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6. Fuhrt man die Ersetzungen in Gleichung 2.89 durch, so ergibt sich

d-AcT0:CD,o 1 1 AA

= + -
Ac Ac Ac
NAG'AA'(j‘FCD,o) AS'K'(j‘i‘CD,o) Ae AsZ-d-(ﬁ-i—cD,o)
NaG NaG NaG
(2.101)

Aus dieser Gleichung ergibt sich, dhnlich wie bei Gleichung 2.97, durch Umformen
keine Gleichung, die die Bestimmung der Aggregationszahl erlaubt.

Zusammenfassend 148t sich also sagen, dal nur die Gleichungen 2.84 und 2.88 sowie die dar-
aus abgeleiteten Gleichungen 2.94 und 2.100 dazu geeignet sind, Aggregationszahlen sowie
die Komplexbildungskonstanten K fiir einen 1:1-Komplex zwischen Mizelle und Farbstoff
und die Differenz der molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten Ae von Komplex, Farb-
stoff und Mizelle zu bestimmen. Man kann aber auch sagen, dafl mit den Gleichungen 2.96,
2.97, 2.98 und 2.101 K und A€ nur dann bestimmt werden kdnnen, wenn Nag bekannt ist.

2.3.2.2.2 Bestimmung von Komplexbildungskonstante und Extinktionskoeffizienten-
differenz bei unbekannter Aggregationszahl

Ein Problem besteht darin, ob sich die Komplexbildungskonstante K und die Extinktionsko-
effizientendifferenz Ae fiir den Komplex zwischen Mizelle und Farbstoff auch dann bestim-
men lassen, wenn die Aggregationszahl Nag der Mizelle nicht bekannt ist.

Betrachten wir zundchst einmal Gleichung 2.96:

d-AcT,0:Cp,o _ NaG 4 Acto
AA Ae-K Ae

Fihrt man eine neue Komplexbildungskonstante K’ ein, fur die gilt:

K
K'=_— (2.102)
NaG
so erhélt man aus Gleichung 2.96:
d- ACT70 *Cp,o0 B 1 ACT70
AA - Ae-K! Ae (2.103)

D.h. mit dieser Gleichung laRt sich eine Komplexbildungskonstante K’ sowie eine Extink-
tionskoeffizientendifferenz A bestimmen, wobei aber in der Komplexbildungskonstante die
Aggregationszahl der Mizelle steckt.

Analoges ergibt sich, wenn man Gleichung 2.102 in Gleichung 2.98 einsetzt:

d~CD’0_ 1 I 1
DA Ae-K'-Acto A

(2.104)

Im Fall der Gleichungen 2.94, 2.97, 2.100 und 2.101 ist die Einfiihrung von K’ hingegen
nicht sinnvoll.
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2.3.2.2.3 Bestimmung der kritischen Mizellkonzentration

Man geht davon aus, dal —wie oben dargestellt — eine Wechselwirkung bzw. Assoziation nur
zwischen Farbstoff und Mizelle, aber nicht zwischen Farbstoff und freiem Tensidmonomer
stattfindet. Die Folge davon ist, daR Verdnderungen des Spektrums des Farbstoffes erst ab
der CMC auftreten. Beispielsweise kann sich im Farbstoffspektrum ein Maximum sowohl
in der Wellenlange als auch in der Extinktion verschieben, wenn die Tensidkonzentration
die CMC {iberschreitet. Die CMC erhalt man, indem man die Wellenldnge Amax oder die
Extinktion Emnax des Maximums oder die Extinktion E bei einer Wellenldnge im Bereich des
Maximums als Funktion der Tensidkonzentration auftrigt und die Lage des Knicks bestimmt
(vgl. Abschnitt 2.1.3.3.1).
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2.3.3 Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit einer Enzymreaktion
aus UV/Vis-Messungen

Man geht von einer Enzymreaktion aus, fir die die Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung

2.40) giiltig ist. Nimmt man an, daf das Produkt P der Reaktion bei der Beobachtungswel-

lenlange absorbiert, die anderen an der Reaktion beteiligten Substanzen aber nicht, so hangt
die Extinktion zur Zeit t, A(t), nur von der Konzentration an Produkt P ab:

A(t) =¢ep-cp(t)-d (2.105)

v 1akt sich damit darstellen als

,_ dep(t) __dA®)

dt  ep-d-dt (2.106)

dA(t)
dt
Man kann natiirlich auch die in Gleichung 2.59 definierte Enzymaktivitat anstelle der An-

fangsreaktionsgeschwindigkeit verwenden. Unter der Voraussetzung, da sowohl bei der
Probemessung als auch bei der Standardmessung das gleiche Produkt spektroskopisch be-
obachtet wird, erhalt man mit Gleichung 2.106 folgenden Ausdruck fiir die Enzymaktivitat

r:
FERNET

= (dcpas;d(t)) = (dAztd(t))

Wie man sieht, mul} zur Bestimmung der Enzymaktivitat die Extinktion nicht unbedingt in
die Probenkonzentration umgerechnet werden.

v ist somit der zeitlichen Anderung der Extinktion

proportional.
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2.4 Leitfahigkeitsmessungen

Da zur Bestimmung der CMC neben UV/Vis-spektroskopischen Messungen auch Leitfahig-
keitsmessungen verwendet wurden, sollen im folgenden die wichtigsten Gesichtspunkte die-
ser MeRmethode dargestellt werden.

Fir den Fall einfacher kationischer Tenside kann man — in Abwandlung des Gleichgewichts
2.12 nach dem Massenwirkungsmodell — annehmen, dal} in waRrigen mizellaren Ldsungen
folgendes Gleichgewicht vorliegt [73]:

N-SX=N-ST+N-X" = (SnXp)t NP 4 (N—p)- X~ (2.108)

(SnXp) (NP ist identisch mit der Mizellspezies MT(N=P) (vgl. Gleichgewicht 2.12).
Beitrage zur Leitfahigkeit liefern die dissoziierten Tensidmonomere und die teilweise disso-
ziierten Mizellen. Nimmt man an, daf es sich bei der CMC um eine einzige, diskrete Kon-
zentration handelt, 18Rt sich die spezifische Leitfahigkeit einer Ldsung eines kationischen
Tensids darstellen als

CT—Ci CT—Ci
K:CCMC'()\X— +)\S+)+%'AM +%'AX‘ (2.109)

cr entspricht der Tensidkonzentration, A der Einzelionenleitfahigkeit der entsprechenden
Komponente und Ay der Aquivalentleitfahigkeit der Mizelle. An der CMC gilt:

Keme = Comc - (Ax- +Ast) (2.110)

Tragt man K als Funktion der Tensidkonzentration ct auf, so ergibt sich an der CMC ein
Knick in der Kurve (vgl. Abschnitt 2.1.3.3.1). Die beiden Kurvendste ober- und unterhalb
des Knickpunktes werden durch Geraden angepaft. Die Steigungen s; und s dieser Geraden
(1 entspricht unterhalb, 2 oberhalb der CMC) sind definiert als

o = KoMc_ ) e (2.111)
Ccmc
K*KCMc:l (N—p)

—A\m+
cr—Cccmc N

s = Ax- (2.112)

N
Der Stokes’sche Ansatz besagt, daf? die Leitfahigkeit proportional dem Quadrat der Ladung
und umgekehrt proportional zum Radius der jeweiligen Spezies ist. Unter Annahme des
Stokes’schen Ansatzes und kugelformiger Teilchen erhalt man folgende Gleichung:

Av _ (N—p)?

Es werden zwei Naherungen gemacht. Die erste Naherung beruht darauf, daf der Radius
einer Mizelle durch folgende Gleichung beschrieben wird:

Rw = /n-3Vs: /(4m) (2.114)

Als zweite Naherung wird angenommen, daB der Radius eines Rumpfteilchens S+ aus fol-
gender Gleichung bestimmt werden kann:

Rs- = ¢/3Vs+ /(4T (2.115)
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Der mizellare lonisationsgrad bzw. Dissoziationsgrad ist laut Gleichung 2.13 definiert als

_N-»
Y

Damit ergibt sich folgende quadratische Gleichung:

a

0= (N2/3(s14x7)) a2+ Ay 0 — S (2.116)

aus der sich der Dissoziations- bzw. lonisationsgrad an der CMC bestimmen 183t [74].
Alternativ 1Rt sich o auch mit einer etwas vereinfachten Formel aus [58] bestimmen:

a—2 (2.117)
S1
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Kapitel 3

Experimenteller Teil

3.1 Apparatives

3.1.1 Thermostatisierung

Um eine ausreichende Temperaturkonstanz zu gewahrleisten, wurden Probenpréparation und
alle Messungen in einem Thermokonstantraum bei 25+ 1°C durchgefihrt.

Zur Thermostatisierung des Zellenblocks des UV/Vis-Spektrophotometers auf 25+ 0.2°C
wurde ein Hauptthermostat des Typs Lauda C6 eingesetzt, dessen Kiihlwasserkreislauf von
einem Vorthermostaten, einem Kryostaten des Typs Haake FK 2 oder Haake KT 33, gespeist
wurde. Die Temperatur des Hauptthermostaten wurde mit einem Quecksilberthermometer
mit 0.1°C-Skalierung regelmaRig tiberprift.

Die pH-Messungen und Leitfahigkeitsmessungen wurden im Thermostatenbad eines Haupt-
thermostaten des Typs Haake NB 22, der mit einem Kryostaten des Typs Haake KT 33
gekoppelt war, bei 25+ 0.1°C durchgefihrt.

3.1.2 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-spektroskopischen Messungen, genauergesagt die Bestimmung der Extinktion
verschiedener Ldsungen als Funktion der Wellenldange bzw. bei konstanter Wellenlédnge als
Funktion der Zeit, wurden mit einem Spektrophotometer vom Typ Cary 3E der Firma Vari-
an durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um ein Zweistrahlspektrophotometer. In Abbildung
3.1 ist der Aufbau eines solchen Zweistrahlgerdtes schematisch dargestellt. Die benutzten
Kivetten aus Quarzglas Suprasil von der Firma HELLMA hatten Schichtdicken von 1, 2,
5 oder 10 mm. Als MeR- und Referenzkiivette wurden Kiivettenpaare gleicher Schichtdicke
verwendet. Fiir die Messungen der Enzymkinetik wurden nur 10-mm-K(ivetten verwendet,
fiir die Messung der UV/Vis-Spektren hingegen — je nach Bedarf — Kiivetten verschiedener
Schichtdicken.

Als Referenz diente im Fall der Kinetikmessungen reines Wasser (Millipore-Qualitat). Bei
der Bestimmung der UV/Vis-Spektren wurde ebenfalls reines Wasser als Referenz verwen-
det, wenn die Losungen im wesentlichen walrige Systeme waren, ansonsten wurde das ent-
sprechende organische Losungsmittel eingesetzt.

Enzymkinetiken wurden bei einer Wellenlange von 340 nm aufgezeichnet. Als Begriindung
kann auf das Spektrum der oxidierten und reduzierten Form des Koenzyms von HLADH,
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines Zweistrahlspektrophotometers (nach [72]
und [75]). Q: Lichtquelle (UV: Wasserstoff- oder Deuteriumlampe, VIS: Wolfram-
Halogenlampe), M: (Doppel-) Monochromator (Prisma und/oder Gitter), Z1: rotierender
Spiegel zur Zerlegung in zwei Strahlengénge, R: Referenzkiivette (z. B. reines Ldsungs-
mittel), P: MeRkiivette (Probelsung), Z,: mit Z; gekoppelter rotierender Spiegel, D:
Detektor (Photomultiplier), C: MeRrechner.

¢ oxidiert NAD™:
E A [nm] | 912/cm] | & [1/(mol - cm)]
206 48500 30000
260 38500 17600
NADH:
reduziert Anm] | v[1/cm] | €[lI/(mol-cm)]
204 49000 34000
258 38700 13000
339 29500 51000
250 300 350 400
A [nm]
(a) UV/Vis-Spektrum von (b) Lage der Maxima von NAD™ und
NAD™ und NADH (aus [11], NADH (aus [72])
nachbearbeitet)

Abbildung 3.2: UV/Vis-Spektrum und Lage der Maxima von NAD* und NADH

NAD* und NADH, verwiesen werden, das in Abbildung 3.2 dargestellt ist. Wie man sieht,
absorbiert bei 340 nm die oxidierte Form, NAD™, nicht, die reduzierte Form, NADH hinge-
gen schon.
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3.1.3 pH-Wert und Leitfahigkeit

Ein MeRgerdt der Firma Consort, Typ ,,lon/EC Meter C733", wurde zur Bestimmung von
pH-Werten und Leitfahigkeiten verwendet.

Zur pH-Messung diente eine mittels zwei Pufferlésungen unterschiedlicher pH-Werte ge-
eichte pH-Elektrode. Da die pH-Werte der fiir die Enzymkinetikmessungen und spektro-
skopischen Messungen verwendeten Pufferlésungen im Bereich zwischen 7.5 und 9 lagen,
wurden zur Eichung ein Phosphatpuffer (pH 7, Merck) und ein Borsaure/Kaliumchlorid-
Natronlauge-Puffer (pH 9, Merck) verwendet.

Die mit vier Platinelektroden und einem PT-100-Temperaturfiihler ausgestattete Tauchson-
de wurde fiir die Leitfahigkeitsmessungen mit 0.01 M waRriger KCI-Ldsung kalibriert. Als
Zellkonstante ergab sich hierbei ein Wert von C = 0.762 cm~1. Auf die Verwendung einer
Lprézisen” MeRanordnung, die am Lehrstuhl vorhanden gewesen ware, wurde verzichtet, da
Baar [76] gezeigt hatte, dal} das Consort-Mel3gerét vergleichbare Ergebnisse liefert.
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3.2 Experimentelles

3.2.1 Verwendete Chemikalien

Das verwendete reine Wasser wurde mit einer Milli-Q-Anlage der Firma Millipore produ-
ziert und besaR eine Leitfahigkeit von unter 10~6 Sm~1,

Alle Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung oder Trocknung eingesetzt.

Fir enzymatische Untersuchungen wurden das Enzym Alkoholdehydrogenase aus Pferde-
leber (HLADH) und das Koenzym Nicotinamidadenindinucleotid (NAD™T) eingesetzt. \on
Fluka wurde HLADH (Lot-Nr. 394514/1 42199 und 71014/1 42500, im weiteren als Lot A
bzw. B bezeichnet) bezogen, von Merck NAD* (Lot-Nr. 24343542 750, Reinheit > 95%).
Es wurden zwei Arten von waRrigen Pufferlésungen fiir die Messungen verwendet: ein Puf-
fer mit Glycin, Semicarbazidhydrochlorid (SC-HCI) und Natriumhydroxid (NaOH) und ein
Puffer mit N-[-Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonséure (TES) und Natrium-
hydroxidlosung. Genaueres ist in den Tabellen 3.1 und 3.2 dargestellt. Abbildung 3.3 zeigt
die Strukturformeln der organischen Komponenten dieser beiden Pufferldsungen.

Tabelle 3.1: Pufferlésung mit Glycin (pH 8.7 - 8.75)

[ Komponente | Bezugsquelle [ Reinheit [ M [g/mol] [c[moll] |
Glycin Aldrich 99 % 75.07 0.100
SC-HCI Aldrich >99 % 113.53 0.075
NaOH Merck 99 % 40.00 =~ 0.086

Tabelle 3.2: Pufferlésung mit TES (pH 7.45-7.55)

[ Komponente | Bezugsquelle [ Reinheit | M [g/mol] | ¢ [mol/l]
TES Fluka >99% 229.25 0.050
NaOH-L6- Merck 1 mol/l 40.00 =~ 0.024
sung

H  H o) OH T

H2N><”/OH HzNjkN/NHZ N\/\/S<OH

| 7 N\
® ° @' "TTJLe° 7
HO

Abbildung 3.3: Chemische Struktur der Pufferbestandteile Glycin (1), Semicarbazid (2) und

N-[-Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonséure (3)




Kapitel 3: Experimenteller Teil

Es wurde ein nichtionisches Tensid, Polyoxyethylen(23)-laurylether (Brij 35™), und sechs
kationische Tenside vom Alkyltrimethylammoniumbromidtyp (CxTAB) verwendet. Genau-
eres ist in Tabelle 3.3 zu finden. An Alkoholen wurden n-Alkanole (n = 2-10) und a,w-n-
Alkandiole (n =5, 7) eingesetzt (vgl. Tabelle 3.4). Weitere verwendete Chemikalien sind in
Tabelle 3.5 aufgefiihrt. Dazu zdhlen zusétzlich verwendeten Salze, Losungsmittel sowie der

Farbstoff Safranin T.

Tabelle 3.3: Verwendete Tenside

[ Tensid | Abkiirzung | Bezugsquelle | Reinheit | M [g/mol] |
Polyoxyethylen(23)- | C12E23 Fluka k. A. 1199.8
laurylether
Hexyl-TAB C¢TAB Fluka > 98% 224.18
Oktyl-TAB CgTAB Fluka > 98% 252.24
Decyl-TAB C10TAB Fluka > 98% 280.29
Dodecyl-TAB C12TAB Fluka > 98% 308.35
Tetradecyl-TAB C14TAB Aldrich 99% 336.41
Hexadecyl-TAB Ci6TAB Fluka > 99% 364.46

Tabelle 3.4: Verwendete Alkohole
[ Alkohole | Abkiirzung | Bezugsquelle | Reinheit | M [g/mol] |
Ethanol C,0H ROTH 99.8 46.05
1-Propanol C30H MERCK 99 60.10
1-Butanol C40OH MERCK 99.7 74.12
1-Pentanol CsOH FLUKA 99 88.15
1-Hexanol CgOH ALDRICH 98 102.18
1-Heptanol C;OH ALDRICH 98 116.18
1-Oktanol CgOH ALDRICH 99 130.23
1-Nonanol CoOH ALDRICH 98 144.26
1-Dekanol C100H ALDRICH 99 158.29
1,5-Pentandiol Cs5(0OH)2 MERCK > 98 104.15
1,7-Heptandiol C7(OH)> ALDRICH 95 132.20
Tabelle 3.5: Zusitzlich verwendete Chemikalien

[ Substanz | Abkiirzung | Bezugsquelle | Reinheit | M [g/mol] |
Natriumchlorid NaCl Merck >99.5% 58.44
Kaliumchlorid KCI Merck >99.5% 74.56
Methanol C.0OH Merck >99.8% 32.04
Acetonitril ACN Baker >99.8% 41.05
Toluol - Merck >99.5% 92.14

[ Safranin T [ST [ Aldrich [ ~95% [ 350.85 |
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N N
H,C N NH, H,N N NH

HN

Abbildung 3.4: Struktur des Farbstoffes Abbildung 3.5: Struktur des Farbstoffes
Safranin T [14] Safranin O [14]

Zum verwendeten Farbstoff sind noch einige Fragen zu kldren. Im Chemikalienkatalog von
Aldrich wird der Farbstoff als Safranin T bezeichnet, im Merck-Katalog werden hingegen
die Bezeichnungen Safranin T und Safranin O synonym verwendet. Dutta und Bhat [14]
stellen Safranin T und O als zwei Verbindungen vor, die sich nur in der Position einer NHz-
und einer CHz-Gruppe unterscheiden, wie in den Abbildung 3.4 und 3.5 zu sehen ist.

Es kommt noch hinzu, da man auf eine ganze Reihe weitere &hnliche Strukturformeln stoft,
wenn man in der Beilstein-Datenbank nach Safranin T oder O sucht. Um welchen Farb-
stoff handelt es sich nun bei dem hier verwendeten? Es soll zumindest der Versuch unter-
nommen werden, die Maxima der UV/Vis-Spektren von ,,unserem Safranin in verschiede-
nen Ldsungsmitteln mit den Literaturdaten zu vergleichen, um vielleicht einen Aufschlufl
dariiber zu erhalten, um welchen Farbstoff es sich handelt. Hierzu aber spater. Der hier ver-
wendete Farbstoff soll im weiteren — unabhéngig davon, ob das ganz korrekt ist oder nicht —
als Safranin T, kurz ST, bezeichnet werden.

3.2.2 Herstellung der verwendeten Ldsungen

Zunéchst wurden Stammlosungen hergestellt, indem die entsprechenden Substanz(en) (z. B.
Tensid und/oder Alkohol) in einen MefRkolben eingewogen wurde(n) und dann mit dem
jeweiligen Losungsmittel (z. B. reines Wasser oder Puffer) aufgefiillt wurde. Zur Einwaa-
ge wurden Analysenwaagen der Firma Mettler (H20T und AB204, Ablesbarkeit 0.01 mg
bzw. 0.1 mg) verwendet. Auf eine ,Luftauftriebskorrektur* der einzelnen Einwaagen wur-
de verzichtet. Als Probeldsungen wurden die Stammldsungen entweder direkt oder nach
Verdiinnung verwendet. Da es zum Teil relativ lang dauerte, bis alles Tensid vollstandig auf-
geldst und der z. T. gebildete Schaum wieder verschwunden war, wurden die tensidhaltigen
Stammlosungen teilweise erst nach 12 Stunden fertiggestellt und weiterverarbeitet.

Der uiberwiegende Anteil der Losungen wurde im Konzentrationsmall Molaritét ([mol/l Lo6-
sung]) hergestellt. Ausnahmen bilden dabei die Losungen bzw. Mischungen fiir die Pha-
sendiagramme sowie ein Grof3teil der Losungen der Brij 35/Alkohol/Wasser-Systeme. Fr
sie gilt das Konzentrationsmall Gewichtsbruch bzw. Gewichtsprozent ([Gew%]) oder/und
[mol/g Lésungsmittel].
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3.2.3 Durchgefiihrte Experimente

3.2.3.1 Bestimmung der Phasendiagramme flr die terndren Systeme 1-Hexanol/Al-
kyltrimethylammoniumbromid/Wasser

Um eine Vorstellung zu bekommen, in welchen Bereichen der ternédren Systeme 1-Hexa-
nol/CxTAB/Wasser (mit x = 6, 8, 10, 12, 14, 16) ,,mizellare” oder andere Phasen vorliegen,
wurden zunéchst die terndren Phasendiagramme aufgestellt. Es wurde so vorgegangen, dal
mehrere bindre Mischungen bekannter Zusammensetzung aus dem Tensid und einem der
beiden Ldsungsmittel (Hexanol oder Wasser) hergestellt wurden und dann jeweils mit dem
anderen Losungsmittel titriert wurden.

Den genauen Ablauf zur Behandlung einer Probe kann man sich folgendermaf3en vorstellen:

1. genaue Einwaage von Tensid und L&sungsmittel 1 in ein mit Schraubdeckel versehenes
Reagenzglas

2. grundliches Mischen der Komponenten im verschlossenen Reagenzglas mittels eines
Schittelgerates der Firma Heidolph, Typ Reax 2000, und eines selbstgebauten Aufsat-
zes (ca. 3 min)

3. Equilibrierung des Systems {iber einen Zeitraum von etwa 5 min
4. optische Priifung des Reagenzglas-Inhaltes

5. Bestimmung der Masse und Notierung des Aussehens und/oder des FlieRverhaltens,
falls eine Veranderung des Aussehen und/oder des FlieRverhaltens festgestellt wird

6. Zugabe eines Tropfens des Losungsmittels 2 in das Reagenzglas
7. Fortfahren mit Punkt 2 der Auflistung

Die Untersuchung einer Probe wird sinnvollerweise spatestens dann abgebrochen, wenn die
raumliche Ausdehnung des Reagenzglases eine weitere Losungsmittelzugabe nicht mehr
zulaRt. Man nennt dieses Verfahren auch ,,Phasengrenzentritration” [77].

Als ungefahre Ausgangskonzentrationen bindrer Tensid/Losungsmittelmischungen wurden
1, 2,5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 und 90 Gew% Tensid gewahlt, d. h. 12 Proben. Insge-
samt wurden flir jedes ternére System mindestens 2 - 12 = 24 binéare Mischungen hergestellt
und titriert.
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3.2.3.2 Leitfahigkeitsmessungen

Fir die verschiedenen kationischen Tenside vom CxTAB-Typ (x = 6, 8, 10, 12, 14) wurden
die kritische Mizellkonzentration (CMC) und der lonisationsgrad o der Mizellen in waBriger
Losung mittels Leitfahigkeitsmessungen bestimmt. Fir jedes Tensid wurden daher minde-
stens 30 Losungen, davon 15 bei Konzentrationen unterhalb der in der Literatur angegebenen
CMC, der Rest der Losungen oberhalb, vermessen. Meist wurden 25 ml Ldsung pro Kon-
zentration — durch Verdiinnung eines entsprechenden Volumens der jeweiligen Stammldsung
— hergestellt. Knapp 25 ml Probeldsung wurden fiir eine Messung benétigt.

Folgende Ldsungen wurden — wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben — hergestellt und vermes-
sen:

CgTAB: 30 Proben im Bereich zwischen 0 und 1.2 mol/l sowie 4 Proben im Bereich
zwischen 1.2 und 2.0 mol/l

CgTAB: 30 Proben im Bereich zwischen 0 und 0.3 mol/l sowie 10 Proben im Bereich
zwischen 0.3 und 0.5 mol/l

C10TAB: 30 Proben im Bereich zwischen 0 und 0.15 mol/l sowie 4 Proben im Bereich
zwischen 1.2 und 2.0 mol/l

C12TAB: 30 Proben im Bereich zwischen 0 und 0.03 mol/l (Anmerkung: von Preu [10]
ibernommen)

* C14TAB: 30 Proben im Bereich zwischen 0 und 0.0075 mol/I

Die Auswertung (Kurvenanpassung durch Geraden oder Polynome niedrigen Grades und
Schnittpunktsbestimmung) erfolgte mit den Programmen Origin 5.0™ und Maple V.3™.



Kapitel 3: Experimenteller Teil 53

3.2.3.3 UV/Vis-Spektren von Safranin T in unterschiedlichen L&sungen

Generell wurden von jeder Probe drei UV/Vis-Spektren (Extinktion A in Abhéngigkeit von
der Wellenlange A) aufgezeichnet. Zusétzlich wurden drei Messungen mit der jeweiligen
Referenz (z. B. dem Ldsungsmittel) durchgefiihrt. Dann wurden drei zusammengehdrende
Probenspektren bzw. Referenzspektren rechnerisch (mit Origin 5.0™ oder einem selbstge-
schriebenen C-Programm) gemittelt. SchlieRlich wurde das Referenzspektrum mittels Ori-
gin 5.0™ oder eines selbstgeschriebenen C-Programmes von den Probenspektren subtra-
hiert, um Effekte wie einen Knick an der Stelle, wo vom Spektrophotometer zwischen UV-
und Vis-Lampe umgeschaltet wurde, zu beseitigen. Ein Beispiel hierfur ist in Abbildung 3.6
gegeben.

T T T
0.04- 1 0.04- 1
0.03 la | 0.03 1b |
— 002 1 — o 002 4
< 0014 4 < 0,01 ]

0.00- 0.00- 030

025

-0.01 T T -0.01 T T

200 400 600  80C 200 400 600  80C 0.20]

Afnml A fm] - 0.15]

< 0.10-

005

030 . . 030 . . 0.0

0.254 0.254

0.20 0.20

T 0.15 T 0.15

Al

0.104 0.104

0.05 0.05

0.00 ’ - 0.00 d -
200 400 600  80C 200 400 600  80C
A fnml Afnml

Abbildung 3.6: Beseitigung des ,,Umschaltknicks” im UV/Vis-Spektrum: Aus drei gemesse-
nen Spektren fiir Referenz (1a) und Probe (2a) ergeben sich die gemittelten Spektren fir
Referenz (1b) und Probe (2b). Durch Subtraktion von 2b und 2a erhélt man ein ,,schwan-
kungsarmes* Spektrum der Probe (3) ohne den Knick, der durch den Lampenwechsel
des Photometers bei 350 nm entsteht.

Um die Bestimmung der Maxima zu erleichtern, mufiten die Spektren teilweise noch ge-
glattet werden. Dies erfolgte mit einem selbstgeschriebenen C-Programm auf der Basis der
Savitzky-Golay-Filterung unter Verwendung von abgewandelten Routinen aus [78]. Die Ma-
xima der UV/Vis-Spektren wurden ebenfalls mit Origin 5.0™ bzw. einem selbstgeschriebe-
nen C-Programm bestimmt.

Fur weitere Auswertungen wurden die Computerprogramme Origin 5.0™ und Maple V.3™
verwendet.
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UV/Vis-Spektren von 10~° mol/l Safranin T (ST) in folgenden Losungen wurden aufge-
zeichnet

« in ,reinen” Losungsmitteln: Wasser, TES-Puffer, TES-Puffer mit 5-10~3 mol/l 1-He-
xanol

« in bindren Mischungen CxTAB/Wasser (x = 6, 8, 10, 12, 14): im wesentlichen gleiche
Tensidkonzentrationen wie fir die Leitfahigkeitsmessungen

* in (pseudo-) bindren Losungen CxTAB/TES-Puffer (x = 6, 8, 10, 12, 14) ohne bzw. mit
5-10~3 mol/l 1-Hexanol: ungefahre C,TAB-Konzentration 1-10~" und 5-10~" mol/l,
z. T.auch 2-10~% miti=6,5, 4, 3, 2, 1, 0 (je nach Tensid)

« in terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer: bei konstanten Molzahlenver-
héltnissen C12TAB/1-Hexanol (1:1, 2:1, 4:1 und 8:1) und C12TAB-Konzentrationen
zwischen 0 und 0.2 mol/I

Dabei wurden als Stammldsungen Losungen in den jeweiligen Losungsmitteln (Wasser oder
Puffer) verwendet. Als Referenz diente reines Wasser. Zusatzlich wurden Spektren der reinen
Losungsmittel (Wasser, TES-Puffer, TES-Puffer mit 5-10~2 mol/I 1-Hexanol) aufgezeichnet.
Es wurden Kiivetten der Schichtdicke 10 mm fiir die Messungen verwendet.

AuBerdem wurden weitere UV/Vis-Spektren von ST bestimmt:

« ST in reinem Wasser: ST-Konzentrationen zwischen 1-10~5 und 8-10~* mol/I (Refe-
renz: reines Wasser; Kuvetten: 10, 5 und 1 mm)

e ST in verschiedenen Losungsmitteln (Wasser, Methanol, Ethanol, 1-Butanol, 1-Hexa-
nol, Acetonitril, Toluol): ST-Konzentrationen i - 10~° mol/l mit i = 1, 2 (Referenz: das
jeweilige Losungsmittel; Kiivetten: 10 mm)

e ST in in terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer: bei konstantem Molzah-
lenverhéltnis C12TAB/1-Hexanol (1:1) und C12TAB-Konzentrationen zwischen 0 und
0.2 mol/l: ST-Konzentrationen i-10~° mol/I miti =1, 2, 4, 8 (Referenz: reines Wasser;
Kivetten: 10 mm flir i =1, 2 und 5 mm fiir i = 4, 8)

Zusatzlich wurden auch hier UV/Vis-Spektren der reinen Losungsmittel (Wasser, ...) aufge-
zeichnet.

Als Stammldsung diente eine ST-Ldsung in Methanol. Das angewendete Verfahren zur Lo-
sungsherstellung war dabei etwas anders als in Abschnitt 3.2.2 beschrieben. Entsprechende
Volumina der Stammlésung wurden in die MeR3kolben einpipettiert. Dann wurde im Was-
serstrahlvakuum das Methanol verdampft, wahrend ST im MeRkolben zuriickblieb. Und
schlieflich wurde ggf. noch eine entsprechende Menge der tensid- und/oder alkoholhalti-
gen Stammldsung zugegeben und mit dem jeweiligen Losungsmittel aufgefiillt.

Es wurde festgestellt, da ST in Toluol nicht nennenswert 6slich ist.
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3.2.3.4 Bestimmung der Aktivitat von HLADH in C4TAB-haltigen und -freien Losun-

gen

Far alle Messungen wurde Lot A von HLADH sowie Puffer auf TES-Basis als Pufferldsung
eingesetzt. Als Standard wurde eine 10~2 mol/l Ethanol-L&sung verwendet. Folgende Syste-
me wurden untersucht:

10~2 mol/l Ethanol-Lésungen zur Bestimmung einer moglichen zeitabhangigen De-
naturierung von HLADH bei der Metemperatur 25°C

10~2 mol/l Ethanol-Losungen mit variierender lonenstérke: Natriumchloridkonzentra-
tionen zwischen 0 und 2 mol/I NaCl

1-Hexanol-L&sungen mit 1-Hexanol-Konzentrationen im Bereich zwischen 1-10—4
und 1-10~2 mol/l zur Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit der HLADH-
Aktivitat

pseudobindre Losungen CyTAB/TES-Puffer (x = 6, 8, 10, 12, 14) mit 5-10~3 mol/l
1-Hexanol: ungefihre C,TAB-Konzentration 1-10~% und 5-10~%" mol/l, miti = 6, 5,
4,3,2,1,0 (je nach Tensid)

terndre Losungen C12 TAB/1-Hexanol/TES-Puffer: bei konstanten Molzahlenverhilt-
nissen Tensid/Alkohol (1:1, 2:1, 4:1 und 8:1) und Tensidkonzentrationen zwischen 0
und 0.2 mol/Il

Die verwendete HLADH-Ldsung hatte eine Konzentration von 1 g/l, die NAD*-L&sung eine
Konzentration von 20 g/I.
Der MeRablauf war der folgende:

1.

2
3
4.
5

6.

Herstellung der NAD™ - und der HLADH-LG6sung (jeweils in einem 4-ml-Probenglas
mit Schraubverschluf)

e Zugabe der entsprechenden Menge Pufferldsung zur eingewogenen Menge an
NAD™, um eine Losung der Konzentration 20 g/l zu erhalten

e Zugabe der entsprechenden Menge Pufferldsung zur eingewogenen Menge an
HLADH, um eine Losung der Konzentration 1 g/l zu erhalten, und Start der
Stoppuhr (t = 0)

« Platzierung der Reagenzglaser mit NAD™- und HLADH-L&sung in ein Eis-Was-
ser-Bad, um eine zeitabhédngige Denaturierung der HLADH zu minimieren

. Durchfiihrung von ca. 3 Einzelmessungen mit Standardldsung

. Durchfiihrung von ca. 3 Einzelmessungen mit Probeldsung

Durchfiihrung von ca. 3 Einzelmessungen mit Standardldsung

. Durchfiihrung von ca. 3 Einzelmessungen mit Probeldsung

Eine MeRreihe wurde stets mit Messungen der Aktivitat von HLADH/NAD™ in Standard-
16sung begonnen und abgeschlossen. Als Referenz diente eine mit reinem Wasser gefiillte
10-mm-Kuivette.
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Abbildung 3.7: Bestimmung der Anfangsextinktionsénderung aus MeRdaten. Die etwas
Lzittrigen®, leicht gekrlimmten Kurven sind die Me3daten und die Geraden die linea-
ren Fits. Der in Teilbild 3.7(a) auftretende Peak wird vermutlich durch aufsteigende
Luftblasen in der Kiivette verursacht. Die Grenze des Fitbereiches, 60 s, ist durch eine
gestrichelte Linie gekennzeichnet.

Die Durchfiihrung einer Einzelmessung wird nachfolgend beschrieben:

« Befiillen einer Kiivette (10 mm) mit 3 ml Probe oder Standard (i), VerschlieBen und
Platzierung der Kiivette zur Thermostatisierung im Kiivettenhalter

« friihestens nach 5 min Thermostatisierung Entnahme der Kivette aus dem Kiivetten-
halter, Zugabe von 25 pl NAD*-L6sung sowie von 25 pl HLADH-Losung (t = t;.1)

griindliches Mischen der Ldsungen in der Kiivette, Platzierung der Kiivette im Kivet-
tenhalter, Starten der Messung der Extinktion bei 340 nm (ber einen Zeitraum von
3min(t=ta2~t1+205s)

* Notierung der Zeiten (tj 1, tj 2) und des der Probe entsprechenden Dateinamens

Die Bestimmung der ,,Anfangsgeschwindigkeit* (besser: der Anfangsextinktionsanderung)
aus den MefRdaten erfolgte durch einen robusten linearen Fit der Daten innerhalb der ersten
60 s der MeRzeit (d. h. zwischen t; > und tj 2 + 60 s). Die Anpassungen wurde am Computer
entweder mit Origin 5.0 oder mit einem selbstgeschriebenen C-Programm unter Verwendung
abgewandelter Routinen aus [78] durchgefiihrt. Zwei Beispiele fiir auf diese Art und Wei-
se behandelte ,,Rohdaten” sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Wie man in Abbildung 3.7(a)
sieht, gehen stérkere Schwankungen in der Extinktion, die beispielsweise durch aufsteigen-
de Luftblasen entstehen konnen, beim Anpassen der MeRdaten durch eine Gerade wegen der
verwendeten Fitmethode nicht in den Fit mit ein.

Die Enzymaktivitdten r wurde so bestimmt, daR zundchst die Anfangsextinktionséanderun-
gen der Standardmessungen als Funktion der MeRzeit t; ; aufgetragen und die sich ergebe-
ne Kurve durch einen linearen Fit angepalit wurde. Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung
3.8 dargestellt. Dann wurden die Anfangsextinktionsanderungen der Proben noch durch
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Abbildung 3.8: Anfangsextinktionsanderung (v) von Standard- und Probeldsungen, aufge-
tragen als Funktion der MeRzeit t. Probeldsungen waren Losungen mit konstanter Etha-
nolkonzentration (10~2 mol/l) und variierender Natriumchloridkonzentration.

= 0.84

0.6 4

0.4+

0‘.0 0‘.5 1.‘0 1.‘5 2.‘0
c(Nacl) [mol/l]
Abbildung 3.9: Gemittelte Enzymaktivitdt sowie zugehorige Standardabweichung in

Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration c(NaCl). Die Standardabweichungen der
einzelnen, durch Splines verbundenen Punkte sind als Fehlerbalken eingezeichnet.

den der jeweiligen MeRzeit t;j 1 entsprechenden aus dem Fit erhaltenen Wert der Standard-
Anfangsextinktionsanderung dividiert. Die drei Enzymaktivitaten, die aus den drei Messun-
gen pro Probe erhalten wurden, wurden schlieBlich noch gemittelt. AuBerdem wird die Stan-
dardabweichung des Mittelwerts bestimmt. Als Beispiel fur das Ergebnis aus dieser Mitte-
lung ist in Abbildung 3.9 die Enzymaktivitat r als Funktion der Natriumchloridkonzentration
aufgetragen. Die Computerprogramme Origin 5.0™ und Maple V.3™ wurden fiir weitere
Auswertungen eingesetzt.

Es wurde auRerdem untersucht, ob im Bereich hoher 1-Hexanolkonzentration und mittlerer
CxTAB-Konzentration das Enzym HLADH 1-Hexanol oxidiert und NAD™ reduziert. Ver-
mutlich liegen in diesem Bereich inverse Mizellen vor. Da eine zeitabhéngige Messung der
Extinktion bei 340 nm nicht mdglich war, weil z. T. zu Beginn der Messung die Reaktions-
mischungen triib waren, wurden statt dessen im 10 min Abstand sieben Spektren pro Probe
aufgezeichnet.
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Die Reaktionsmischungen wurden folgendermafen hergestellt:
« Vorlage von V1 Lésung 1 in die Kiivette
e Zugabe von Vp Losung A und Vg Losung B und Vermischen
* Zugabe von V, Lésung 2 und Vermischen

Unter Losung 1 ist eine 1-Hexanol-freie CxTAB/TES-Puffer-Ldsung zu verstehen, unter
Losung A und B die HLADH- bzw. NADT-Ldsung und unter Losung 2 eine terndre 1-
Hexanol/Cy TAB/TES-Puffer-Losung. Als Referenz diente eine mit Wasser befiillte Kiivette.
In Tabelle 3.6 sind die verwendeten Losungen 1 und 2, in Tabelle 3.7 die entsprechenden
Mischungen dargestellt.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung der verwendeten Losun-  Tabelle  3.7: Zusammenset-

gen 1 und 2 (jeweils in Gew% der Komponenten zung der verwendeten
C«TAB, 1-Hexanol und TES-Puffer) Reaktionsmischungen
Ldsung 1 Losung 2 (V1 und Vz in [ml], Va
CxTAB/CcOH / TES | C,TAB / CeOH / TES und Vg in [ul])
20.00 / 0.00 /80.00 | 19.84 /7648 /368 | |Index| a [ b [ c [ d |
8 | 20.08 / 0.00 /79.92 | 20.11 / 75.73 / 4.26 ! 01/02(03|04
10 | 20.00 / 0.00 /80.00 | 19.89 / 76.22 /3.89 Va 15|15 | 15 | 15
12 | 20.41 / 0.00 /79.59 | 20.11 / 75.86 /4.03 Vs 15|15 | 15 | 15
14 | 19.68 / 0.00 /80.32 | 19.99 / 75.66 /4.35 i 17|16 |15 |14

Die Mischungen a, b, c und d einer MeRreihe (d. h. Mischungen mit demselben Tensid) konn-
ten gleichzeitig vermessen werden, da im Kiivettenhalter des UV/Vis-Spektrometers bis zu
sechs Probekivetten und entsprechend sechs Referenzkiivetten Platz finden. Dies bedeutet,
daB vom Herstellen der Mischungen bis zum Start der Messung ungefahr 2 min vergingen.
Zum Vergleich wurden parallel zur jeweiligen MeRserie Messungen mit 10~2 mol/I Ethanol-
Lésungen in TES-Puffer durchgefiihrt, wobei 1.8 ml der Ethanol-Lésung mit 15 pl NAD™-
und 15 pl HLADH-L6sung versetzt wurden, also die gleichen Volumina wie bei den anderen
Reaktionsmischungen.

Zusatzlich wurden Spektren von Mischungen, die bis auf Losung A und B mit den in Tabelle
3.7 aufgefiihrten Reaktionsmischungen identisch waren, aufgezeichnet. Sowohl fiir Losung
A als auch B wurde TES-Puffer verwendet. Diese Mischungen dienten — soweit moglich —
als Referenz fiir die in Abschnitt 3.2.3.3 beschriebene Auswerteprozedur, wobei aber pro
Reaktions- und Referenzmischung nur eine Messung durchgefiihrt wurde und daher eine
Mittelung nicht moglich war.
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3.2.3.5 Wiederholung und Erweiterung der Enzymtests aus der Diplomarbeit

In Zusammenarbeit mit Yan Liu wurden die in der Diplomarbeit [39] untersuchten Systeme
(C12E23/Alkohol/Wasser) noch einmal untersucht und auch erweitert. Fiir die Messungen
wurden Lot A und B von HLADH sowie als Pufferlésung Puffer auf Glycin-Basis (vgl. Ab-
schnitt 3.2.1) eingesetzt. Die verwendeten Alkohole sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Es wurden — in Abhéngigkeit vom jeweiligen System — bei Konzentrationen von 0, 1, 8 und
22 Gew% des Tensids C12E23 Lésungen mit Alkoholkonzentrationen zwischen 0 mol/g LM
und der maximalen Loslichkeit des jeweiligen Alkohols (bei der noch homogene, klare, ein-
phasige Ldsungen erhalten wurden) hergestellt und enzymatisch untersucht.

Im Fall von Ethanol und 1-Pentanol wurden auferdem Untersuchungen um die CMC von
C1oE23 herum durchgefiihrt, und zwar in Lésungen mit 1-10~2 oder 1-10~2 mol/I Ethanol
bzw. 1-1073,5-1073, 7.5. 1073 oder 1- 10~2 mol/l 1-Pentanol.

Die Messungen wurden analog zu den in Abschnitt 3.2.3.4 dargestellten durchgefiihrt. Die
Bestimmung der ,,Anfangsgeschwindigkeiten” erfolgte mittels der zum UV/Vis-Spektropho-
tometer gehorenden Software. Die weitere Auswertung wurde mit den Computerprogram-
men Origin 5.0™ und Maple V.3™ durchgefiihrt.
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Kapitel 4

Darstellung und Auswertung der
MelRergebnisse

4.1 Phasendiagramme der ternaren Systeme C,TAB/1-He-
xanol/Wasser

In den Graphiken 4.1 bis 4.6 sind die Phasendiagramme der ternédren Systeme CxTAB/1-He-
xanol/Wasser mit x = 6, 8, 10, 12, 14 und 16 dargestellt. Die Konzentrationen der Einzel-
komponenten sind als Gewichtsbruch ([Gew%/100%]) angegeben.

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
C,OH

Abbildung 4.1: Phasendiagramm des Systems CgTAB/1-Hexanol/Wasser
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0.0,1.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
C,OH

Abbildung 4.2: Phasendiagramm des Systems CgTAB/1-Hexanol/Wasser

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
C,OH

Abbildung 4.3: Phasendiagramm des Systems C10TAB/1-Hexanol/Wasser
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0.0,1.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
C,OH

Abbildung 4.4: Phasendiagramm des Systems C12TAB/1-Hexanol/Wasser

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
C,OH

Abbildung 4.5: Phasendiagramm des Systems C14TAB/1-Hexanol/Wasser
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0.0,1.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
C,OH

Abbildung 4.6: Phasendiagramm des Systems C16TAB/1-Hexanol/Wasser

Der Bereich, in dem eine homogene, klare, wenig viskose Ldsung vorliegt, ist in den Abbil-
dungen 4.1 bis 4.6 weil dargestellt, der Bereich, in dem andere Phasentypen zu finden sind,
grau. Die durch die Phasengrenzentitration bestimmten Phaseniibergénge zwischen diesen
beiden Gebieten sind durch offene Kreise gekennzeichnet.

Wie man sieht, liegt im Fall von CgTAB noch ein geschlossenes, relativ groRes Einphasen-
Gebiet vor, das von der Wasser-Ecke bis zur 1-Hexanol-Ecke reicht. Im terndren System
CsTAB/1-Hexanol-Wasser gibt es hingegen bereits zwei getrennte Einphasen-Gebiete. Den
Bereich auf der wasserreichen Seite kann man als L1, das auf der 1-Hexanol-reichen Seite
als Ly bezeichnen. Bei allen weiteren terndren Systemen der untersuchten Tensid-Serie findet
man ebenfalls nur noch zwei Gebiete, die mit steigender Kettenlange des Tensidkohlenwas-
serstoffrestes immer kleiner werden.

Im Fall von C16TAB ist der L;-Bereich bereits relativ klein, wie man im Vergleich der Abbil-
dung 4.6 mit den anderen Abbildungen (4.2 bis 4.4) sieht. Deshalb wurde bei den weiteren
Untersuchungen (Leitfahigkeit, Spektren von ST, Enzymaktivitat) darauf verzichtet, Mes-
sungen mit C15 TAB-haltigen Losungen durchzufiihren.
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4.2 Bestimmung der CMC und des Dissoziationsgrades von
C,TAB-Tensiden aus Leitfahigkeitsmessungen

4.2.1 Lineare Auftragungen von k und k/c

Die Leitfahigkeiten von CyTAB-L&sungen in reinem Wasser wurden gemessen, um die CMC
der Tenside sowie den Dissoziationsgrad o der Mizellen bestimmen zu kénnen. Zunéchst
sollen die MeRergebnisse graphisch dargestellt werden. Die Leitfahigkeit k sowie k/c als
Funktion der Tensidkonzentration ¢ sind in den Abbildungen 4.7 bis 4.11 fur die verschiede-
nen CyTAB-Ldsungen (x = 6, 8, 10, 12, 14) dargestellt.

Wie man in den Abbildungen 4.7 und 4.8 erkennen kann, ist fiir CsTAB und CsTAB eine
Bestimmung der CMC aus der Auftragung von k oder k/c als Funktion der Konzentration
nicht moglich, da sich beide mehr oder weniger kontinuierlich verdndern und kein ausge-
pragter Knick auftritt.

Hingegen kdnnen aus den Auftragungen von K als Funktion der Tensidkonzentration fiir
C10TAB, C12TAB und C14TAB die CMC und der Dissoziationsgrad a bestimmt werden,
da deutliche Knicke vorhanden sind. Die beiden Kurvendste links und rechts des Knicks
wurden durch eine Gerade angepalft. In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse fiir die Auftragung
von K als Funktion der Tensidkonzentration, genauergesagt die Fitparameter fiir die beiden
Geraden, ccvc und a, dargestellt. o wurde nach Gleichung 2.116 sowie nach Gleichung
2.117 bestimmt (vgl. Abschnitt 2.4). Die Werte fiir a aus beiden Methoden weichen zwar
voneinander ab, zeigen aber dieselbe Tendenz: mit zunehmender Kettenldnge sinkt der Dis-
soziationsgrad der Mizellen.
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Abbildung 4.7: Auftragung von K und K /c als Funktion der CgTAB-Konzentration
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Abbildung 4.8: Auftragung von K und K/c als Funktion der CsTAB-Konzentration
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Abbildung 4.9: Auftragung von k und k/c als Funktion der C1oTAB-Konzentration
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K [uS/cm]

m}

Abbildung 4.10: Auftragung von k und K/c als Funktion der C12TAB-Konzentration
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Abbildung 4.11: Auftragung von k und k/c als Funktion der C14TAB-Konzentration
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Auftragung von K als Funktion der CxTAB-Konzentration.
o wurde aus den Gleichungen 2.116 und 2.117 in Abschnitt 2.4 bestimmt. Fir die Ein-
zelionenleitfahigkeit der Bromid-lonen wurde ein Wert von 78.14 S cm? mol—1 [79]
verwendet. Als Aggregationszahlen N wurden die gerundeten Werte 40, 50 und 60 fiir
x =10, 12 und 14 verwendet [60,80-82]. a; (i = 1, 2) hat die Einheit [uS/cm], s; (i = 1,
2) die Einheit [pS-1/cm-mol] und die kritische Mizellkonzentration ccmc die Einheit

[mol/I].
X ¢ < Ccmc C> Ccmc Ccmc a
K=a;+851:C K=4a2+8S2:C Gl. 2.116 | GI. 2.117
ap | St az | S2
10 | 187.5303 | 79635.36761 | 3670.2451 | 25409.40457 | 0.0642 0.319 0.304
12 9.95 92077.8532 | 1056.50117 | 22732.33911 | 0.0151 0.247 0.197
14 | 1.37308 | 94479.53567 | 273.96905 | 22427.10478 | 0.00378 | 0.237 0.181

Bei den Auftragung von k/c als Funktion der Konzentration an C1oTAB, C12TAB bzw.
C14TAB wurden die Kurvenaste durch Polynome angepalit. Die erhaltenen Werte fir die
CMC der drei Tenside sind in Tabelle 4.2 im {ibernachsten Abschnitt zu finden.

4.2.2 Logarithmische Auftragungen K und k/c

Um eine Vergleichsmoglichkeit mit spater dargestellten UV/Vis-spektroskopischen Ergeb-
nissen zu haben, sind in den Abbildungen 4.7 bis 4.11 k sowie K/c als Funktion der loga-
rithmierten Tensidkonzentration fiir die verschiedenen CyTAB-Ldsungen (x = 6, 8, 10, 12,
14) aufgetragen. Es zeigt sich, daf im Fall von C¢TAB und CgTAB kein deutlicher Knick in
der Kurve fiir k oder k/c auftritt. Eine Bestimmung der CMC ist flir diese beiden Tenside
also auch an Hand dieser beiden Arten der MeRwertedarstellung nicht moglich. Fiir die drei
verbleibenden Tenside konnte hingegen durch Anpassung entsprechender Polynome an die
Kurvenéste ober- und unterhalb der CMC dieselbe bestimmt werden. Im Fall von C14TAB
wurden fiir die Anpassung der Auftragung k = f(log(c)) zwei verschiedene Polynome fur
den Kurventeil unterhalb der CMC verwendet. Die Ergebnisse sind gemeinsam mit den Er-
gebnissen aus Abschnitt 4.2.1 (lineare Auftragung) in Tabelle 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.12: Auftragung von k und k/c als Funktion der logarithmierten C¢TAB-Kon-

zentration
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Abbildung 4.13: Auftragung von k und K/c als Funktion der logarithmierten CgTAB-Kon-
zentration
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Abbildung 4.14: Auftragung von Kk und K /c als Funktion der logarithmierten C10TAB-Kon-

zentration
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Abbildung 4.15: Auftragung von k und k/c als Funktion der logarithmierten C12TAB-Kon-
zentration
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Abbildung 4.16: Auftragung von Kk und K /c als Funktion der logarithmierten C14TAB-Kon-
zentration

4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus linearen und logarithmi-
schen Auftragungen von k und K/c
Die aus Auftragungen von k und k/c gegen die (logarithmierte) Tensidkonzentration erhal-

tenen Werte fiir die CMC von C19TAB, C12TAB bzw. C14TAB stimmen relativ gut {iberein,
wie man in Tabelle 4.2 erkennen kann.

Tabelle 4.2: Werte fiir die CMC von C4TABs aus verschiedenen Arten der Auswertung der
Leitfahigkeitsmessungen

ccmc[mol/I] aus der Auftragung Mittelwert
x | k=f(c) |[k/c =]k = | k/c =|ceme

f(c) f(log(c)) | f(log(c))| [mol/I]

10 | 0.0642 0.0640 0.0639 0.0658 0.0645
12 | 0.0151 0.0152 0.0172 0.0152 0.0157
14 | 0.00378 | 0.00368 | 0.00375 | 0.00377 0.00375
(0.00416)
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4.3 UV/Vis-Spektren von Safranin T in unterschiedlichen
Losungen

4.3.1 UV/Vis-Spektren von ST in walirigen CxTAB-L&sungen — Bestim-
mung der CMC von C4TAB-Tensiden

In der Literatur wird die Verwendung von Safranin T zur Bestimmung von CMC und Aggre-
gationszahlen verschiedener Tenside tiber UV/Vis- bzw. Fluoreszenzspektroskopie in direk-
ten und inversen Mizellen beschrieben [83-87]. Offenbar bildet sich ein Komplex zwischen
Farbstoff und Mizelle. Beispielsweise ist ST geeignet fir Triton X-100 und andere nichtioni-
sche Tenside in Chloroform oder Wasser. Auch im Fall von Natriumdodecylsulfat in Wasser
kommt es zu einer Wechselwirkung mit ST, die sich in Anderungen im UV/Vis-Spektrum
widerspiegelt [14].

Hingegen konnten Dutta und Bhat [14] keine Verénderungen im Spektrum von ST und an-
deren vergleichbaren Phenaziniumfarbstoffen feststellen, wenn Cetylpyridiniumchlorid, ein
kationisches Tensid, in den Farbstoffldsungen vorlag. Sie begriindeten dies mit elektrostati-
scher AbstolRung zwischen dem kationischen Farbstoff und dem kationischen Tensid.

Es zeigte sich jedoch bei ersten Vorversuchen, daB sich die UV/Vis-Spektren von ST in
CxTAB-L06sungen oberhalb der CMC teilweise deutlich von ST-Spektren unterhalb der CMC
oder in tensidfreier Losung unterscheiden. Deshalb soll Giberpriift werden, ob ST als Sonde
zur CMC-Bestimmung kationischer Tenside geeignet ist.

Beispielhaft ist eine Reihe von UV/Vis-Spektren von ST bei steigender C1oTAB-Konzentra-
tion in Abbildung 4.17 und ein Ausschnitt daraus in Abbildung 4.18 dargestellt. Wie man

0.5 " T " T " E
A c(C,,TAB)/(molll) =

- 0
0.4 ----0.02 b

0.3 1

N

Al

0.2 1

0.1+

0.0
200

A [nm]

Abbildung 4.17: Extinktion in wa&Rrigen Losungen konstanter ST-Konzentration
(10~ mol/l) und steigender C1oTAB-Konzentration (0 - 0.14 mol/l) im Bereich
von 200 - 800 nm
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Abbildung 4.18: Extinktion in waéRrigen Losungen Kkonstanter ST-Konzentration
(10~ mol/l) und steigender C1oTAB-Konzentration (0 - 0.14 mol/l) im Bereich
von 400 - 600 nm

sieht, dndert sich das Spektrum unterhalb der CMC, die bei ca. 0.0645 mol/l liegt (vgl. Ta-
belle 4.2), kaum.

Eine Ausnahme bildet die tensidfreie ST-Losung, deren Extinktionskurve deutlich niedriger
liegt als die der Losung mit 0.02 mol/l C1oTAB. Ein vergleichbarer Effekt tritt auch in den
Ldsungen mit den anderen Cx TABs auf.

Die Begriindung fiir dieses Phdnomen liefern Beobachtungen beim Herstellen der Proben.
Bei den ST-L6sungen handelt es sich je nach ST- und Tensidkonzentration um rosa bis blut-
rot bzw. rosaviolett gefarbte Losungen. Die MeR3kolben, in denen die tensidfreie ST-Losun-
gen hergestellt wurden, zeigten nach der Entnahme der Losungen eine deutliche Rotféarbung
des Glases, die auch nach mehrmaligem Waschen mit reinem Wasser nicht verschwand.
Erst nach Behandlung mit einer Kaliumhydroxid-lsopropanol-Wasser-Mischung lieR sich
die Rotfarbung des Glases entfernen. Ein Teil des Farbstoffes adsorbierte offensichtlich an
der Glaswand des Mel3kolbens. Bei den MeRkolben, in denen sich tensidhaltige ST-Ldsun-
gen befunden hatten, war hingegen keine derartige Rotfarbung zu erkennen.

In der Literatur beschreiben Atun et al. [88] Untersuchungen zur Adsorption von Safranin-O
an hydrophilen und -phoben Glasoberfldachen. In anderen Literaturstellen [14,83-87,89-91]
wird auf dieses Phdnomen dagegen nicht hingewiesen.

Aber zuriick zu den UV/Vis-Spektren. Oberhalb der CMC verschiebt sich das Maximum, das
in tensidfreier Losung bei ca. 520 nm liegt, hin zu hoheren Wellenlangen und etwas hoherer
Extinktion. Zudem scheint bei ca. 520 nm ein isosbestischer Punkt aufzutreten, was auf die
Bildung eines Komplexes zwischen Mizellen und Farbstoff hindeutet (vgl. [72] und [14]).
Die Maxima im UV/Vis-Spektrum von ST, die unterhalb von 300 nm liegen, verdndern
sich bei weitem nicht so stark wie das Maximum bei ca. 520 nm — bzw. {iberhaupt nicht
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—, wenn die Tensidkonzentration zunimmt. Deshalb beschrankt sich die weitere Auswertung
der Spektren nur noch auf das Maximum bei ca. 520 nm.

Die Verschiebung des Maximums bei ca. 520 nm mit steigender CxTAB-Konzentration wird
am deutlichsten, wenn man die Lage des Maximums, genauergesagt die Wellenlange Amax,
und die Extinktion am Maximum, A, als Funktion der (logarithmierten) Tensidkonzentra-
tion auftragt.

4.3.1.1 Lineare Auftragung von Amax und Amax

In den Abbildungen 4.19 bis 4.23 sind Wellenldnge Amax und Extinktion Apax am Maximum
in Abéngigkeit von der CxTAB-Konzentration fiir x = 6, 8, 10, 12 und 14 dargestellt. Daraus
soll — soweit mdglich — die CMC der verschiedenen homologen Tenside gewonnen werden.

Im Fall von ST in Cg-TAB-haltigen wéRrigen Losungen werden die Wellenldnge und die
Extinktion des Maximums mit steigender Tensidkonzentration groRer. Je hoher die Tensid-
konzentration ist, desto weniger stark nehmen Amax und Amax zu. Es tritt kein ausgepragter
Knick in den beiden Kurven in Abbildung 4.19 auf, so dal? eine Bestimmung der CMC nicht
moglich ist. Immerhin verschiebt sich Amax verschiebt sich von 522+ 1 nm im Falle der nied-
rigsten CgTAB-Konzentration (0.12 mol/l) bis zu 537+ 1 nm in einer Losung mit 1.98 mol/l
CgsTAB, d. h. um rund 17 nm, und Amax von 0.394 zu 0.497.

Betrachten wir als ndchstes die Verdnderungen in Amax und Amax bei steigender CgsTAB-Kon-
zentration (vgl. Abbildung 4.20). Die Kurve fiir Amax zeigt einen dhnlichen Verlauf wie flr
CgTAB, d. h. es ist kein deutlicher Knick zu erkennen. Dagegen ist ein schwacher Knick in
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Abbildung 4.19: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der C¢TAB-Konzentration
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Abbildung 4.20: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der CgTAB-
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Abbildung 4.21: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
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Abbildung 4.22: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums

Abbildung 4.23: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
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der Auftragung der Extinktion als Funktion der CsTAB-Konzentration zu erkennen. Die bei-
den Kurvendste ober- und unterhalb des Knicks wurden durch Geraden angepal3t. Die Wel-
lenldange des Maximums verschiebt sich im Fall von CgTAB von 520+ 1 nm in der Losung
mit der niedrigsten Tensidkonzentration (0.01 mol/l) um etwa 14 nm bis zu 534 4+1 nm in
0.5 mol/l Losung. Amax verandert sich in den gleichen Lésungen von 0.383 hin zu 0.495.

Im Fall von C1oTAB (Abbildung 4.21) kann man sowohl in der Auftragung von Ama als
auch Amax als Funktion der Tensidkonzentration einen deutlichen Knick erkennen. Der Kur-
venteil unterhalb des Knicks wurde durch eine Gerade, der oberhalb des Knicks durch ein
Polynom niedrigen Grades angepal3t. Auch hier verandern sich Apmax und Amax relativ stark:
von 521+ 1 nm bzw. 0.388 in 0.005 mol/l C1oTAB-LOsung hin zu 534+ 1 nm bzw. 0.481 in
0.15 mol/l Losung.

Studiert man die Auftragung von Amax und Amax als Funktion der C12TAB-Konzentration in
Abbildung 4.22, so stellt man fest, daf} auch hier ein Knick in den beiden Kurven vorhan-
den ist. Die Kurvenaste unter- und oberhalb des Knicks konnten durch Geraden beschrieben
werden. Allerdings andern sich die Wellenlange und die Extinktion bei weitem nicht mehr so
stark im betrachteten Konzentrationsbereich wie bei C19TAB. Flir Amax und Amax erhalt man
in 0.001 mol/l C12TAB-L&sung 520 +1 nm bzw. 0.395, in 0.03 mol/l Lsung 527 +1 nm
bzw. 0.417.

Wie man in Abbildung 4.23 erkennen kann, andern sich im Falle steigender C14TAB-Kon-
zentration Amax und Amax nicht besonders deutlich: von 520+ 1 nm bzw. 0.394 in 5-10~4 mol/I
C14TAB-L6sung zu 524 + 1 nm bzw. 0.400 in 0.017 mol/l Lésung. Ein Knick in den Kurven
ist nicht festzustellen. Auch hier ist also eine Bestimmung der CMC nicht méglich.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Kurvenschnittpunkte, d. h. der CMC, aus den linearen
Auftragungen sind gemeinsam mit den Ergebnissen aus den logarithmischen Auftragungen
in Tabelle 4.3 in der Zusammenfassung im tUbernéchsten Abschnitt zu finden.
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4.3.1.2 Logarithmische Auftragung von Amax und Amax

Die Wellenldange und die Extinktion des Maximums im Spektrum von ST bei 520 nm wird
in den Abbildungen 4.24 bis 4.28 als Funktion der logarithmierten CyTAB-Konzentration (x
=6, 8, 10, 12, 14) aufgetragen. Es soll versucht werden, aus dieser Form der Auftragung
vielleicht doch noch die CMC der Tenside, die sich aus den linearen Auftragungen nicht
bestimmen lieR, zu erhalten.

Betrachtet man sich Abbildung 4.24, so stellt man fest, dal® nur in der Auftragung von Amax
als Funktion steigender logarithmierter Ce TAB-Konzentration ein mehr oder minder deutli-
cher Knick zu erkennen ist, aber nicht in der in der Auftragung von Amax. Die beiden Kur-
venaste unter- und oberhalb des Knicks fir die Auftragung von Amax wurden jeweils durch
eine Gerade gefittet.

Sowohl in der Auftragung von Amax als auch von Apmax in Abhangigkeit von der logarith-
mierten CsTAB-Konzentration kann man einen Knick erkennen (vgl. Abbildung 4.25). Die
Kurventeile unterhalb und oberhalb des Knicks wurden entweder linear oder durch ein Po-
lynom niedrigen Grades angepalt.

Auch im Fall von C1oTAB sowie C12TAB tritt in der Kurve von Amax und Amax €in deutlich
sichtbarer Knick auf, wie man in den Abbildungen 4.26 bzw. 4.27 sehen kann. Geraden oder
Polynome niedrigen Grades wurden fiir den Fit der beiden Kurvenéste ober- und unterhalb
des Knicks verwendet.

In Abbildung 4.28 wird hingegen deutlich, daf nur die Auftragung von A max als Funktion der
logarithmierten C14TAB-Konzentration einen mehr oder minder ausgepréagten Knick zeigt,
die Auftragung von Amax hingegen nicht. Die beiden Kurventeile unter- und oberhalb des
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Abbildung 4.24: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C¢ TAB-Konzentration
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Abbildung 4.25: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten CgTAB-Konzentration
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Abbildung 4.26: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C19TAB-Konzentration
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von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C1,TAB-Konzentration
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Abbildung 4.28: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C14TAB-Konzentration
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Knicks der Amax-Auftragung wurden durch Geraden angepalt.
In Tabelle 4.3 im néchsten Abschnitt sind die CMCs, die aus den Kurvenschnittpunkten der
logarithmischen Auftragungen erhalten wurden, dargestellt.

4.3.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus linearen und logarithmischen Auftra-
gungen von Amax und Amax

Die aus der linearen und logarithmischen Auftragungen von A max und Amax erhaltenen Wer-
te fur die Fitkurvenschnittpunkte und damit die CMC-Werte der verschiedenen Cy-TAB-
Tenside sind in Tabelle 4.3 dargestellt.

Tabelle 4.3: Werte flir die CMC von CxTABs aus verschiedenen Arten der Auswertung der
UV/Vis-Spektren von ST

ccmc|mol/1] aus der Auftragung Mittelwert
X | Amax = | Amax = | Amax = | Amax = | Ccmc
f(c) f(c) f(log(c))| f(log(c))| [mol/I]
6 - - - 0.621 0.621
8 - 0.191 0.134 0.206 0.177
10 | 0.0657 0.0604 0.0653 0.0597 0.0628
12 | 0.0136 0.0185 0.0146 0.0156 0.0156
14 - - 0.00508 - 0.00508
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4.3.2 UV/Vis-Spektren von ST in (pseudo-) bindren Losungen CyTAB/TES-
Puffer

Zur Erganzung der spateren enzymatischen Messungen wurden UV/Vis-Spektren von ST in
CxTAB-Ldsungen (x =6, 8, 10, 12, 14) in TES-Puffer ohne bzw. mit 5- 103 mol/I 1-Hexanol
aufgezeichnet. Da die UV/Vis-Spektren denen der zur CMC-Bestimmung erstellten relativ
ghnlich waren, wird darauf verzichtet, explizite Beispiele darzustellen. Stattdessen sollen
nur die Ergebnisse — die Wellenldnge und die Extinktion am Maximum bei ca. 520 nm in
Abhéngigkeit von der logarithmierten CxTAB-Konzentration — dargestellt werden. Die loga-
rithmische Auftragung ist deshalb notwendig, weil der relativ grolle Konzentrationsbereich
sonst nicht darstellbar ware.

4.3.2.1 Amax und Amax als Funktion der logarithmisch aufgetragenen C4TAB-Konzen-
tration

In den Abbildungen 4.29 bis 4.33 sind die Veranderungen von Amax und Amax in Abhéngig-
keit von der logarithmierten Tensidkonzentration fiir die Tenside CsTAB, CsTAB, C10TAB,
C12TAB und C14TAB dargestellt. Dabei wurden dieselben Symbole zur Kennzeichnung ver-
wendet: B und O entsprechen der Wellenlange des Maximums in 1-Hexanol-freier bzw.
-haltiger Ldsung, ® und O der Extinktion des Maximums in 1-Hexanol-freier bzw. -haltiger
Losung. Die Zugehdrigkeit der jeweiligen Kurven zur entsprechenden y-Achse ist zuséatzlich
durch Pfeile in den Abbildungen angegeben. Die gestrichelt bzw. gepunktet eingezeichneten
Geraden entsprechen den jeweiligen Werten von Amax bzw. Amax in tensidfreier Lésung, die
auf Grund der logarithmischen Skalierung sonst nicht dargestellt werden konnten.
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Abbildung 4.29: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten CgTAB-Konzentration in
(pseudo-) bindren Ldsungen.



Kapitel 4: Darstellung und Auswertung der Mel3ergebnisse

83

T T T T T T T
540 - 045
_e
554 i L0.40
«®*— A /“o/O ~0—0-0~
S °
T 5304 ) \'O//:\ A L0.35 —,
E 0-0—0-0"0"C~0~ 0-C T
= p <
/ L 0.30
525 -
L 0.25
5204-----"1 g0 - gz foFU -----------
| S R
T T T T T T T T 020
1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 001 01 1

c(C,TAB) [mol/l]

8

Abbildung 4.30: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten CgTAB-Konzentration in

(pseudo-) bindren Ldsungen.
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Abbildung 4.31: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C1oTAB-Konzentration in

(pseudo-) bindren Ldsungen.
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Abbildung 4.32: Auftragung der Wellenlange Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C12TAB-Konzentration in
(pseudo-) bindren Ldsungen.
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Abbildung 4.33: Auftragung der Wellenldnge Amax und der Extinktion Amax des Maximums
von ST bei ca. 520 nm als Funktion der logarithmierten C14TAB-Konzentration in
(pseudo-) bindren Ldsungen.
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Es scheint, dal ST in TES-Puffer-haltiger Losung bedeutend schwacher als in wéaRriger
Ldsung an Glas adsorbiert, da weder die GlasgefaRe der TES-haltigen, tensidfreien Losun-
gen rosa gefarbt waren noch die Extinktion von ST am Maximum bei ca. 520 nm geringer
als in tensidhaltiger Losung ist.

Wie man sieht, bleibt Apax fiir niedrige Tensidkonzentrationen relativ konstant und steigt erst
ab einer bestimmten CxTAB-Konzentration deutlich an. Der ungeféhre Beginn des Anstiegs
ist in Tabelle 4.4 angegeben.

Tabelle 4.4:Beginn des Anstiegs von  Tabelle 4.5: Beginn des Anstiegs (1) bzw.

Amax fur (pseudo-) bindre Ldsungen Abfalls (}) von Amna fiir (pseudo-)
CxTAB/TES-Puffer bindre Losungen CxTAB/TES-Puffer
\ x [ c(CxTAB) [mol/I | | x| c(CxTAB) [mol/I] |
6 >0.1 6 - >1]
8| >0.05 | >0.02 8 - >021
10 | >0.01 | >0.02 10| >0.011| >02%
12| >0.01 | >0.05 12| >0.011| >0.02)
14 | > 0.005 | > 0.01 14 | >0.011 | >0.002 ]
[ c(CeOH) [mol/lj | 0 [5-10°] [c(COH)[mol/[] 0 [ 5-10° |

Betrachtet man hingegen den Verlauf von Amax, SO ergibt sich ein etwas anderes Bild.

Fir CeTAB steigt Amax im Bereich niedriger Tensidkonzentrationen leicht an, wie man in
Abbildung 4.29 erkennen kann. Oberhalb einer bestimmten Tensidkonzentration (1 mol/l)
sinkt in den 1-Hexanol-haltigen CgTAB-L8sungen Amax plotzlich wieder ab. Es wurde fest-
gestellt, daB die Probeldsung mit c(CeTAB) = 2 mol/l deutlich schwacher gefarbt war als
die Losung mit 1 mol/l. Die Farbintensitat nahm wieder zu, wenn die Losung mit c(C¢TAB)
= 2 mol/l geschittelt wurde. Wenn diese Ldsung aber einige Zeit unbewegt stehengelassen
wurde, entférbte sie sich wieder. Es konnte keine Phasentrennung festgestellt werden, was
eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phdanomen gewesen waére.

Fir niedrige Tensidkonzentrationen stieg Amax auch in den (pseudo-) bindren CgTAB- und
C10TAB-Ldsungen minimal an (vgl. Abbildungen 4.30 und 4.30). Sowohl in den 1-Hexanol-
haltigen als auch -freien CgTAB- und C1oTAB-Ldsungen gab es oberhalb einer bestimmten
Konzentration einen deutlichen Anstieg von Amax.

Im Falle der (pseudo-) bindren C12TAB- und C14TAB-Ldsungen stieg Amax ebenfalls im
Bereich niedriger Tensidkonzentrationen an. Fiir 1-Hexanol-haltige C12TAB-L6sungen und
C14TAB-Ldsungen mit einer Tensidkonzentration oberhalb von 0.02 bzw. 0.002 mol/l wur-
de dieselbe Beobachtung gemacht wie firr die entsprechenden CgTAB-LOsungen mit 1-
Hexanol, d. h. es wurde ein geringeres Amax Sowie eine geringere Farbintensitat als die
Ldsungen mit niedrigerer Tensidkonzentration gefunden. Die Zunahme der Farbintensitat
konnte ebenfalls durch Schitteln der Proben erreicht werden. Hingegen trat bei den 1-Hexa-
nol-freien Losungen von C12TAB und C14TAB ein deutlicher Anstieg von Amax auf.

Die Konzentrationen, oberhalb derer es zur starken Zu- oder Abnahme der Extinktion am
Maximum von ST kam, sind der Ubersicht halber in Tabelle 4.5 dargestellt.
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4.3.2.2 \ergleich von ST in (pseudo-) bindren Ldsungen CyTAB/TES-Puffer und in
walrigen CxTAB-L0dsungen

Um eine Vergleichsmdglichkeit zu haben, sind in den Abbildungen 4.34 bis 4.38 die Ver-
anderungen der Wellenldnge des Maximums von ST bei ca. 520 nm in (pseudo-) bindren
Losungen CxTAB/TES-Puffer und in walrigen CxTAB-Ldsungen bei steigender CxTAB-
Konzentration gegeniibergestellt. Um die Abbildungen etwas tibersichtlicher zu halten, sind
die Kurven fiir die 1-Hexanol-freien (M) und -haltigen (O0) bzw. die wéaRrigen (O) CxTAB-
Ldsungen mit getrennten y-Achsen dargestellt. Die Pfeile in den Abbildungen dienen der Zu-
ordnung zur jeweiligen y-Achse. Die gestrichelt bzw. gepunktet dargestellten Geraden ent-
sprechen den Amax-Werten von ST in tensidfreier 1-Hexanol-haltiger und -freier Pufferldsung
bzw. tensidfreier wakriger Losung.

Wie man sieht, treten die Verdnderungen in Amax bei den (pseudo-) bindren CxTAB-Ldsun-
gen (mitx =6, 8, 10, 12 und 14) ungefahr im gleichen Bereich auf wie in den entsprechenden
walrigen Lésungen.

In den Kurven flir Amax in walrigen C10TAB-, C12TAB- und C14TAB-L8sungen (vgl. Abbil-
dungen 4.36 bis 4.38) sind einige zusatzliche MefRpunkte eingezeichnet, die aus Platzgriinden
in den Abbildungen 4.21 bis 4.23 sowie 4.26 bis 4.28 im Abschnitt 4.3.1 nicht dargestellt
wurden.

530 47/ 540

E o T
c —CF c
< s204-----1 oot -y —-D/]\;-%ﬂﬁél'—/————g—---sao <
*.—I%.—.—E—— §
g
&
BLO - oo me s e 520

T T T
1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 001 0.1
¢(C,TAB) [mol/l]

Abbildung 4.34: Auftragung der Wellenlange Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm
als Funktion der logarithmierten CgTAB-Konzentration in (pseudo-) bindren Losungen
in TES-Puffer und in Wasser.
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Abbildung 4.35: Auftragung der Wellenldnge Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm
als Funktion der logarithmierten CgTAB-Konzentration in (pseudo-) bindren Losungen
in TES-Puffer und in Wasser.
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Abbildung 4.36: Auftragung der Wellenldnge Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm
als Funktion der logarithmierten C10TAB-Konzentration in (pseudo-) bindren Losungen
in TES-Puffer und in Wasser.
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Abbildung 4.37: Auftragung der Wellenldnge Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm
als Funktion der logarithmierten C1,TAB-Konzentration in (pseudo-) bindren Losungen
in TES-Puffer und in Wasser.
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Abbildung 4.38: Auftragung der Wellenldange Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm
als Funktion der logarithmierten C14TAB-Konzentration in (pseudo-) bindren Losungen
in TES-Puffer und in Wasser.
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4.3.3 UV/Vis-Spektren von ST in terndren Ldsungen C1o TAB/1-Hexa-
nol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlverhéltnissen C1oTAB/1-
Hexanol

Zum Vergleich mit Messungen der Aktivitat von HLADH wurden in verschiedenen ternéren
Ldsungen C1>,TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlverhéltnissen C1,TAB/1-
Hexanol die UV/Vis-Spektren von ST aufgezeichnet. Auf eine Darstellung der einzelnen
Spektren wird verzichtet. In den Abbildungen 4.39 und 4.40 sind die Wellenldnge und die
Extinktion des Maximums von ST bei ca. 520 nm als Funktion der Tensidkonzentration fur
C12TAB/1-Hexanol-Verhéltnisse von 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 aufgetragen.

Die Kurvenverlaufe sind in allen vier Féllen relativ dahnlich: Amax und Amax Steigen mit zuneh-
mender C12TAB-Konzentration an, allerdings wird der Anstieg immer schwécher, je hoher
die Tensidkonzentration ist. Die vier Kurven fiir Amax sind zudem fast deckungsgleich. Die
Extinktion des Maximums schwankt hingegen etwas stérker, was durch Konzentrationsfeh-
ler bedingt sein durfte.
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Abbildung 4.39: Auftragung der Wellenlédnge Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm als
Funktion der als Funktion der C1,TAB-Konzentration in terndren Losungen C1o,TAB/1-
Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlverhéltnissen C1o TAB/1-Hexanol
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Abbildung 4.40: Auftragung der Extinktion Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm als
Funktion der als Funktion der C1,TAB-Konzentration in terndren Losungen C1,TAB/1-
Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlverhaltnissen C1o TAB/1-Hexanol
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4.3.4 UV/Vis-Spektren von ST in reinem Wasser

In den Abbildungen 4.41 und 4.42 sind UV/Vis-Spektren von ST bei niedrigen (110~ bis
6- 105 mol/l) bzw. hohen (8- 10~ bis 4 - 10~* mol/l) ST-Konzentrationen dargestellt. Die
angegebene ST-Konzentration beriicksichtigt nicht (') die bereits erwdhnte Adsorption von
ST an Glasgefalen, was bedeutet, daB die tatsdchliche ST-Konzentration vermutlich etwas
geringer ist. Es wurde nicht die Extinktion als Funktion der Wellenlange aufgetragen, son-
dern — der besseren Vergleichbarkeit wegen — der Extinktionskoeffizient €. Wie man sieht,
verdndern sich die Spektren deutlich, wenn die ST-Konzentration zunimmt.

Gut zu sehen ist dies auch, wenn man die Veranderung von Wellenldnge und Extinktions-
koeffizient des Maximums, Amax und €max, als Funktion der ST-Konzentration auftragt, wie
dies in Abbildung 4.43 der Fall ist. Die Anderung des Extinktionskoeffizienten ist nicht so
gravierend, wenn man seinen Fehler mit beriicksichtigt, der sich auf Grund von Konzen-
trationsfehlern und MeRfehlern ergibt und ungefahr einen Wert von £1000 I/mol/cm besitzt.
Hingegen &ndert sich Amax VerhaltnismaRig stark von 520+ 1 nm in 1-10~° mol/l ST-L8sung
bis hin zu 5014 1 nm in 4- 10~ mol/l L&sung, d. h. um knapp 20 nm. Ein deutliches Absin-
ken von Amax beginnt etwa ab 8- 105 mol/l ST in Wasser.
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Abbildung 4.41: UV/Vis-Spektren von ST in reinem Wasser — ,,niedrige“ ST-Konzentra-
tionen
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Abbildung 4.42: UV/Vis-Spektren von ST in reinem Wasser — ,,hohe ST-Konzentrationen
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Abbildung 4.43: Verschiebung von Amax und €max in Abhéngigkeit von der ST-Konzentration
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4.3.5 UV/Vis-Spektren von ST in verschiedenen Ldsungsmitteln

In den Abbildungen 4.44 bis 4.46 sind die UV/Vis-Spektren — und insbesondere der Bereich
um 520 nm — von 1-107° bzw. 2- 10> mol/l ST in reinem Wasser, Methanol, Ethanol, 1-
Butanol, 1-Hexanol und Acetonitril dargestelit.

Zur Erganzung sind in Abbildung 4.47 und in Tabelle 4.6 die Wellenlange und der Extink-
tionskoeffizient des Maximums von ST bei ca. 520 nm in Abhédngigkeit vom Lésungsmittel
dargestellt. Amax fiir 110~ mol/l ST-Lésungen wird durch M und fiir 2-10~> mol/l ST-
Losungen wird durch O, gmax fiir 1-10~° mol/l ST durch @ und fiir 2- 10=2 mol/I ST durch
O dargestellt. Es wurden Groftfehler von 1 nm in Amax und £1000 I/mol/cm in €max ange-
nommen und als Fehlerbalken eingezeichnet. (Anmerkung: Der aus der Fehlerfortpflanzung
bestimmte Fehler von gme ist etwas kleiner, er liegt zum Beispiel im Fall von 2-10~> mol/l
ST in Wasser bei ca. 210 I/mol/cm, in 1-Hexanol bei +360 I/mol/cm .)

Wie man in den Abbildungen und in der Tabelle sieht, steigt die Wellenldnge und der Extink-
tionskoeffizient des Maximums, wenn in der H(CH2),OH-homologen Losungsmittelreihe n
von 0 (Wasser) bis 6 (1-Hexanol) zunimmt. Im Fall von reinem Wasser muB allerdings wie-
der die Adsorption an den Glasgefalen beriicksichtigt werden, die zu einer \Verringerung der
Farbstoffkonzentration in der waRrigen Losung fiihrt. Im Fall von Acetonitril ergibt sich ein

niedrigerer Wert flir Amax als fiir Wasser und die Alkohole. emax ist ebenfalls niedriger als fiir
die Alkohole.
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Abbildung 4.44: UV/Vis-Spektren (200 - 800 nm) von 1-10~° mol/l ST in verschiedenen
Ldsungsmitteln
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Abbildung 4.45: UV/Vis-Spektren (400 - 600 nm) von 1-10~° mol/l ST in verschiedenen
Losungsmitteln
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Abbildung 4.46: UV/Vis-Spektren (400 - 400 nm) von 2-10~° mol/l ST in verschiedenen
Ldsungsmitteln
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Abbildung 4.47: Amax und €max von ST in verschiedenen Ldsungsmitteln

Tabelle 4.6: Amax Und €max VON ST in verschiedenen Ldsungsmitteln

LM [ Amax | Amax c(ST) d €max H(CH2),OH
[nm] [mol/l} | [em] | [I/mol/cm] n
H,O | 520 [0.27616 [ 1-107° | 1 27616 0
CiOH | 529 | 055413 |1-107°| 1 55413 1
C,OH | 533 | 059938 | 1-107°| 1 59938 2
C4OH | 538 | 0.62209 | 1-107°| 1 62209 4
CgOH | 540 | 0.62727 | 1-107°| 1 62727 6
ACN | 518 | 052539 | 1-1075| 1 52539 -
H,O | 519 [0.64414 [2-10°] 1 32207 0
CiOH | 529 | 1.10771 | 2-107°| 1 55386 1
C,OH | 534 | 1.18962 | 2-107°| 1 59481 2
C4OH | 538 | 1.21114 | 2-107°| 1 60557 4
CgOH | 540 | 1.24168 | 2-107°| 1 62084 6
ACN | 518 | 1.0101 |[2-1075| 1 50505 -
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4.3.6 UV/Vis-Spektren von ST in terndren Losungen C1, TAB/1-Hexa-
nol/TES-Puffer bei einem Molzahlverhaltnis C1o TAB/1-Hexanol
von 1:1

Als Beispiele fiir die bestimmten Spektren sind die UV/Vis-Spektren von 1-10~4 mol/I ST in
terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei einem Molzahlverhaltnis C1,TAB/1-
Hexanol von 1:1 und steigender C1oTAB-TAB-Konzentration in der Abbildung 4.48 darge-
stellt.

Es zeigt sich — analog zu den Ldsungen mit steigenden C12TAB/1-Hexanol-Verhaltnissen
(vgl. Abschnitt 4.3.3) —, daB8 sich mit steigender Tensidkonzentration das Maximum bei
ca. 520 nm zu hoheren Wellenldngen und Extinktionen bzw. Extinktionskoeffizienten ver-
schiebt. Dies ist in den Abbildung 4.49 und 4.50 deutlich erkennbar. Die Kurven von A max
und gmax als Funktion der Tensidkonzentration liegen fir alle vier verwendeten Farbstoff-
konzentrationen mehr oder weniger aufeinander. Allerdings zeigt €max fir 1-10~° mol/l ST
einen etwas ,,zappeligen” Kurvenverlauf, was moglicherweise durch Fehler in der ST-Kon-
zentration (bedingt durch Volumenfehler der MeRkolben und Pipetten bei der Herstellung)
verursacht wurde. Auf3erdem scheint es in den tensidfreien Losungen wieder — wie in den
walrigen Losungen — zu einer durch Adsorption an Glasgefaen bedingten Verringerung der
ST-Konzentration gekommen zu sein.
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Abbildung 4.48: UV/Vis-Spektrum von 1-10~° mol/l ST in terndren Lésungen C1,TAB/1-
Hexanol/TES-Puffer bei einem Molzahlverhaltnissen C12TAB/1-Hexanol von 1:1
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Abbildung 4.49: Auftragung der Wellenldnge Amax des Maximums von ST bei ca. 520 nm als
Funktion der C12TAB-Konzentration in terndren Losungen C1>TAB/1-Hexanol/TES-
Puffer bei einem Molzahlverhaltnissen C1oTAB/1-Hexanol von 1:1
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Abbildung 4.50: Auftragung der Wellenlange emax des Maximums von ST bei ca. 520 nm als
Funktion der C12TAB-Konzentration in terndren Losungen C1>TAB/1-Hexanol/TES-
Puffer bei einem Molzahlverhaltnissen C1oTAB/1-Hexanol von 1:1
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4.3.7 Bestimmung von Komplexbildungskonstanten und Aggregations-
zahlen mittels ST in ternaren Lésungen C1>, TAB/1-Hexanol/TES-
Puffer bei konstanten Molzahlverhaltnissen C1, TAB/1-Hexanol

Zunachst stellt sich die Frage, welcher Wellenlangenbereich um das Maximum von ST bei
520 nm herum am besten geeignet zu einer Bestimmung der Komplexbildungskonstante des
ST-Mizellkomplexes und der Aggregationszahl der Mizellen ist. Am einfachsten IaRt sich
dies klaren, wenn man die UV/Vis-Spektren (oder besser gesagt die Extinktionen als Funk-
tion der Wellenlange) von ST in TES-Puffer und in einer Losung mit grofRer Tensidkonzen-
tration voneinander abzieht. In Abbildung 4.51 ist dies am Beispiel zweier Ldsungen mit
einem Molzahlverhaltnissen C12TAB/1-Hexanol von 8:1 dargestellt.

Es soll darauf hingewiesen werden, daB das Spektrum von ST in TES-Puffer wegen der
Adsorption von ST an Glasgefalen bei der Herstellung der Losung und der dadurch verur-
sachten Konzentrationsverringerung mittels einer im Anhang (Abschnitt A.1) beschriebenen
Prozedur korrigiert worden ist, um Werte der Extinktion fuir gleiche Konzentration wie in den
tensidhaltigen Ldsungen zu erhalten. Diese Korrektur wurde auch bei allen weiteren Rech-
nungen, bei denen die Extinktion tensidfreier Lésungen verwendet wurde, angewendet, d. h.
bei der Bestimmung von Komplexbildungskonstanten und Aggregationszahlen.

Am besten geeignet sind die Bereiche um das Maximum bei ca. 490 nm bzw. das Minimum
bei ca. 540 nm. Mit |AA| & —0.158 weifdt das Minimum einen deutlich groeren Extinktions-
unterschied auf als das Maximum mit |AA| =2 0.069 und sollte daher bevorzugt werden. Der
Bereich um 520 nm herum sollte hingegen nicht verwendet werden. Die Extinktionen von
ST in Puffer und C12TAB-haltiger Losung unterscheiden sich bei 520 nm nur minimal, weil
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Abbildung 4.51: Differenz-UV/Vis-Spektrum von 1-10~5 mol/l ST in terndren Lsungen
C1oTAB/1-Hexanol/TES-Puffer und in reinem TES-Puffer bei einem Molzahlverhéltnis
C1oTAB/1-Hexanol von 8:1
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hier ein isosbestischer Punkt ist, wie beispielsweise Abbildung 4.48 (vgl. Abschnitt 4.3.6)
zeigt.

Zum selben Ergebnis kommt man auch, wenn man die Fitqualitat, die durch den Korrelati-
onskoeffizienten rr reprasentiert wird, verschiedener Fits betrachtet. Der Korrelationskoef-
fizient ist folgendermaRen definiert [92]:

_ S ((im— W) (YiF— ¥) 1)
VI (yim— )3 3 (ir— ¥?)

wobei yim und y; r die y-Werte der MeRdaten bzw. die entsprechenden y-Werte aus der An-
passung (Fit) sind und “y; bzw. 'y die Mittelwerte der jeweiligen y-Werte.

Beispiele fur unterschiedliche Fitqualitaten sind unter anderem in den Abbildungen 4.52 bis
4.58 zu finden. Die Fitqualitat ist gut fiir rr > 0.9 und sehr gut firr rg > 0.99. Im Bereich um
520 nm ist folglich die Fitqualitdt eher schlecht, da rr deutlich unter 0.8 liegt. Zudem treten
negative Gleichgewichtskonstanten auf, die physikalisch nicht sinnvoll sind.

Die fiir die verschiedenen Fits bendtigten GroRen AA und Acr o, die in den Gleichungen
2.79 und 2.92 in Abschnitt 2.3.2 definiert sind, lassen sich relativ einfach bestimmen. Vor-
versuche, die hier nicht dargestellt werden sollen, haben gezeigt, daf C12, TAB-Ldsungen sich
hinsichtlich ihrer Extinktion im hier betrachteten Spektralbereich nicht wesentlich von der
Extinktion von Wasser oder Pufferldsung unterscheiden. Daher vereinfacht sich Gleichung
2.79 zu

R

AA=A—Ap, 4.2)

Ap,o ist die Extinktion einer Losung von ST im entsprechenden Ldsungsmittel (hier: TES-
Puffer) bei gleicher Schichtdicke und ST-Konzentration wie im Fall der tensidhaltigen Lo-
sungen. Die Werte fiir die CMC, die zur Bestimmung von Act o bendtigt werden, wurden
von Preu [10] Gibernommen, der sie — allerdings in walriger Losung und nicht in Puffer —
mit Leitfahigkeitsmessungen bestimmt hatte. Die Werte fiir die CMC in Abhangigkeit vom
Molzahlverhaltnis C1,TAB/1-Hexanol sind in Abbildung 2.7 im Abschnitt 2.1.3.2.3 darge-
stellt.

Es wurden flr die Anpassung mehrere Gleichungen, die in Abschnitt 2.3.2 hergeleitet wur-
den, verwendet. Die Gleichungsnummern, die zu fittenden GroRen und die Abkiirzungen,
die im folgenden verwendet werden sollen, sind in Tabelle 4.7 dargestellt.

Tabelle 4.7: Fiir die Anpassung der Daten zur Bestimmung von Komplexbildungsparame-
tern zwischen Mizelle und Farbstoff verwendete Gleichungen und die einzusetzenden
GroRen (vgl. Abschnitt 2.3.2)

| Nummer | y | x1a [ x2 | xa [ Kirzel |
d-Acto-C
2.103 ﬁ AclT,o - - 1)@
*Cp,o0
2.104 s - - 2), (d
A Acro (2), (d)
d-AcTo-C
294 ﬁ ACT70 CD70 - (b)
2.100 % Acto | Coo | DA | (0)
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Eine Frage, die es zu beantworten gilt, ist die Auswahl der ,,MeRpunkte”, die noch in den
Fit mit einbezogen werden dirfen. Hierzu ist auf die Abbildungen 4.52 und 4.53 zu verwei-
sen, die Extinktionskoeffizientendifferenz Ae und Korrelationskoeffizienten r als Funktion
der Wellenlédnge fiir drei verschiedene Auswahlbereiche der zu fittenden Punkte, namlich
ab der ersten, zweiten oder vierten C1,TAB-Konzentration, darstellt. Zur Anpassung wurde
Gleichung (1) (vgl. Tabelle 4.7) verwendet.

Der Fit ab der ersten Konzentration ist deutlich schlechter als der Fit ab der zweiten oder
vierten Konzentration, da der Korrelationskoeffizient r im Mittel unter 0.8 liegt. Die Fits ab
dem zweiten bzw. vierten ,,MeRpunkt* unterscheiden sich — wenn der Wellenldngenbereich
um 520 nm aus den oben erwéhnten Griinden nicht beriicksichtigt wird — mit rr > 0.9 kaum
hinsichtlich ihrer Fitqualitat. Diese beiden letztgenannten Fits liefern allerdings etwas un-
terschiedliche Werte fiir Ae. Als nachstes soll untersucht werden, ob eine Anpassung nach
Gleichung (1) oder nach Gleichung (2) besser ist. Deshalb sind in den Abbildungen 4.54 und
4.55 die Ergebnisse aus Fits mit Gleichung (1) und Gleichung (2) und in Abbildung 4.56
die Fitkurven im Vergleich mit den ,,MeRdaten“ dargestellt. In beiden Fallen wurden fir die
Anpassung die Tensidkonzentrationen ab ,,MeRpunkt‘ Nr. 4 verwendet.

Die Fitqualitét ist — wenn man den Wellenléngenbereich um 520 nm herum aufer Acht laRt
—fiir Fitgleichung (1) und (2) relativ gut. Beide Gleichungen liefern fast identische Werte fiir
die Extinktionskoeffizientendifferenz, wie in Abbildung 4.54 zu sehen ist. Auch die Gleich-
gewichtskonstanten, die in Abbildung 4.55 als Funktion der Wellenldnge dargestellt sind,
sind fiir beide Fitgleichungen nahezu gleich.

Ein kleines Problem zeigt sich in Abbildung 4.56. Die aus den MeRpunkten berechneten
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Abbildung 4.52: Auftragung der Extinktionskoeffizientendifferenz Ae und des Korrelati-
onskoeffizienten rg aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. i mit i = 1 (O), 2
(©) und 4 (A) sowie mit Fitgleichung (1) als Funktion der Wellenlange am Beispiel
ClzTAB/CGOH =81
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Punkte flir den Fit sind zwar fiir Gleichung (1) aquidistant, aber im Fall von Gleichung (2)
liegen sie immer dichter, je groRer die Tensidkonzentration ist. Dies konnte eventuell Ein-
fllisse auf die Fitqualitat haben.

Die Abbildungen 4.57 und 4.58 zeigen die Ergebnisse fiir die Anpassung der ,,Mefwerte*
fiir die Molzahlenverhdltnisse C12TAB/CgOH = 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 mit Gleichung (1).
Wird der Bereich um 520 nm nicht beriicksichtigt, so ist die Qualitat der Fits mit rg > 0.9
fiir alle vier Molzahlenverhéltnisse relativ gut. Fir die Auftragung der Extinktionskoeffizi-
entendifferenz Ae als Funktion der Wellenlange erhdlt man, wie in Abbildung 4.57 zu sehen
ist, einen sehr dhnlichen Kurvenverlauf fir C12TAB/CgOH = 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1. Hinge-
gen ergeben sich Unterschiede im Verlauf der Komplexbildungskonstanten Ky (= K’) (vgl.
Abbildung 4.58).
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Abbildung 4.53: Auftragung der Komplexbildungskonstanten Ky (= K’) und des Korrela-
tionskoeffizienten rr aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. i mit i = 1 (O), 2
(©) und 4 (A) sowie mit Fitgleichung (1) als Funktion der Wellenlange am Beispiel
ClzTAB/CGOH =81
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Abbildung 4.54: Auftragung der Extinktionskoeffizientendifferenz Ae und des Korrelations-
koeffizienten rr aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. 4 mit Fitgleichung (1) (O0)
bzw. (2) (O) als Funktion der Wellenldnge am Beispiel C1oTAB/CgOH = 8:1
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Abbildung 4.55: Auftragung der Komplexbildungskonstanten K (= K’) und des Korrelati-

onskoeffizienten rr aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. 4 mit Fitgleichung (1)
(O) bzw. (2) (©) als Funktion der Wellenldnge am Beispiel C12,TAB/CgOH = 8:1
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Abbildung 4.56: Vergleich der Fits ab ,,MelRpunkt‘ 4 nach Gleichung (1) und (2) mit den
»MeRpunkten* fiir C1oTAB/CgOH = 1:1 und 8:1.
Hierbei entsprechen O bzw. © den ,MeRpunkten“ zu C12TAB/CgOH = 1:1 bzw. 8:1
fur die Anpassung mit Gleichung (1) und A bzw. v fir die Anpassung mit Gleichung
(2). Die Fitgeraden fiir C12TAB/CgOH = 1:1 und 8:1 werden in beiden Féllen durch
und ----- dargestellt. Die Nummern in der Graphik geben die Nummern
der MeRpunkte an und die Pfeile die Zugehorigkeiten zu den Achsen.
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Abbildung 4.57: Auftragung der Extinktionskoeffizientendifferenz Ae und des Korrelations-
koeffizienten rg aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. 4 mit Fitgleichung (1) als
Funktion der Wellenlange fiir C12TAB/CgOH = 1:1 (O), 2:1 (0), 4:1 (A) und 8:1 (V).
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Abbildung 4.58: Auftragung der Komplexbildungskonstante K und des Korrelationskoeffi-
zienten rg aus einem Fit ab Tensidkonzentration No. 4 mit Fitgleichung (1) als Funktion
der Wellenlénge fir C12TAB/CgOH = 1:1 (O), 2:1 (0), 4:1 (A) und 8:1 (V).
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Aus den UV/Vis-Spektren lassen sich, wie bereits erklart, neben Extinktionskoeffizienten-
differenzen und Komplexbildungskonstanten auch die Aggregationszahlen von Mizellen be-
stimmen. Hierzu sind die Gleichungen 2.94 und 2.100 (hier als (b) und (c) bezeichnet —
vgl. Tabelle 4.7) geeignet, die in Abschnitt 2.3.2 hergeleitet wurden. Allerdings ist eine
Voraussetzung fiir die sinnvolle Anwendung dieser Gleichungen die Messung von UV/Vis-
Spektren bei verschiedenen Farbstoff- und Tensidkonzentrationen und die Zusammenfas-
sung der MeRergebnisse zu einer ,,Datenreihe® fiir die Anpassung. Deshalb wird zur Aus-
wertung auf die bereits in Abschnitt 4.3.6 dargestellten UV/Vis-Spektren von ST in ternédren
Ldsungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei einem Molzahlverhéltnis C12TAB/1-Hexanol
von 1:1 und einer Tensidkonzentration zwischen 0 und 0.2 mol/l zuriickgegriffen.

In Abbildung 4.59 ist die Aggregationszahl Nag der Mizellen in o. g. terndren Losungen
als Funktion der Wellenlange dargestellt, wobei als Fitgleichung die Gleichung (c) diente.
Wie man sieht, ist zwar die Fitqualitat mit rr > 0.98 fir Wellenlédngen oberhalb von 520 nm
sehr gut, die Ubereinstimmung mit dem aus der Lichtstreuung erhaltenen Wert fiir die Ag-
gregationszahl (Nag = 63 [10]) dagegen eher schlecht. Es ergeben sich Aggregationszahlen
zwischen ca. -200 — physikalisch unsinnig — und etwa +2600 — ungeféahr das vierzigfache
des Werts aus der Lichtstreuung. Die letztgenannte Aggregationszahl wurde aus Griinden
der Ubersichtlichkeit in Abbildung 4.59 nicht mehr dargestellt.
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Abbildung 4.59: Auftragung der mit Gleichung (c) bestimmten Aggregationszahl Nag und
des Korrelationskoeffizienten rg fiir C12TAB/1-Hexanol = 1:1 als Funktion der Wel-
lenldnge. Folgende Symbole wurden verwendet: O fiir die Anpassung aller Datenpunk-
te, O fiir die Anpassung ohne die erste ST-Konzentrationsreihe, A fiir die Anpassung
ohne die ersten beiden C1o-TAB-Konzentrationen in allen ST-Konzentrationsreihen und
v flir die Anpassung ohne die erste ST-Konzentrationsreihe und ohne die ersten beiden
C12-TAB-Konzentrationen. Die eingezeichntete Gerade ( - ---- ) entspricht dem
Wert fiir Nag, der aus Lichtstreumessungen [10] erhalten wurde.
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Die aus der Anpassung der MefRdaten mit Gleichung (b) erhaltenen Werte fiir die Aggregati-
onszahl der Mizellen in terndren Losungen mit dem Molzahlenverhdltnis C12TAB/1-Hexanol
= 1:1 sind in Abbildung 4.60 dargestellt. Auch hier besitzen die Fits — wenn man von dem
Wellenlangenbereich um 520 nm absieht — eine gute Qualitdt mit einem Korrelationskoeffi-
zienten von iber 0.98.

Dartiberhinaus zeigt sich, daf die fiir verschiedene Wellenléngen bestimmten Werte fiir die
Aggregationszahl fast gleich sind, wenn die ersten beiden C12TAB-Konzentrationen nicht
fur den Fit verwendet werden. Die Werte sind fast identisch, wenn in diesem Fall die er-
ste ST-Konzentrationsreihe (c(ST) = 1- 10~ mol/l) beriicksichtigt oder vernachlassigt wird.
Wird die erste ST-Konzentrationsreihe fur den Fit vewendet, ergeben sich Aggregationszah-
len zwischen 93 bei 525 nm und 73 bei 560 nm sowie eine mittleren Aggregationszahl von
87 £5, wenn man Uber alle Aggregationszahlen in diesem Wellenlangenbereich mittelt. \Ver-
nachldssigt man die erste ST-Konzentrationsreihe hingegen, erhélt man Werte zwischen 100
und 59 bei 525 bzw. 560 nm und eine mittlere Aggregationszahl von 83 4 9. Die Werte fiir
die Aggregationszahl weichen bei weitem nicht mehr so stark von dem Wert aus der Licht-
streuung ab: 87 ist z. B. ungeféhr das 1.4fache von 63.

Wenn die ersten beiden Tensidkonzentrationen dagegen in den Fit mit eingehen, zeigt sich
eine deutliche Wellenlangenabhéngigkeit der Aggregationszahl, wie in Abbildung 4.60 zu
sehen ist. Auch hier sind die Kurvenverlaufe fiir die Anpassung mit oder ohne den ersten bei-
den C12TAB-Konzentrationen fast identisch. Es ergeben sich Aggregationszahlen zwischen
168 bei 525 nm und 69 bei 560 nm und eine mittlere Aggregationszahl von 121+ 23, wenn
man fiir den Fit alle Datenpunkte verwendet. Wird nur die erste ST-Konzentrationsreihe nicht
fiir die Anpassung verwendet, so erhdlt man Aggregationszahlen zwischen 181 und 55 fiir
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Abbildung 4.60: Auftragung der mit Gleichung (b) bestimmten Aggregationszahl Nag und

des Korrelationskoeffizienten rg fiir C12TAB/1-Hexanol = 1:1 als Funktion der Wel-
lenlénge. Die Symbole und Linien haben dieselbe Bedeutung wie in Abbildung 4.59.



Kapitel 4: Darstellung und Auswertung der Mel3ergebnisse 107

525 und 560 nm sowie einen Mittelwert von 118 429 nm. Die Abweichung von der Aggre-
gationszahl aus Lichtstreumessungen ist damit deutlich groRRer als fir die Anpassungen, die
die ersten beiden Tensidkonzentrationen vernachlassigen.

Anhand der Abbildungen 4.61 bis 4.64 sollen verschiedene Fitgleichungen, namlich die
Gleichungen (a), (b), (c) und (d) aus Tabelle 4.7, sowie die Resultate bei Beriicksichtigung
oder Vernachlassigung der niedrigsten beiden Tensidkonzentrationen fiir die Anpassung ver-
glichen werden. In allen Abbildungen zeigt sich, dal die Korrelationskoeffizienten meist
deutlich tiber 0.9 liegen und daher die Fitqualtitat relativ gut ist.

Werden die Anpassungen mit allen Datenpunkten durchgefiihrt, so ergeben sich fir Glei-
chung (b) und (c) fast identische Werte fiir die Extinktionskoeffizientendifferenz sowie die
Gleichgewichtskonstante, wie in den Abbildung 4.61 und 4.62 zu sehen ist. Die Werte fir die
verschiedenen ST-Konzentrationen sind deshalb identisch, weil zur Anpassung mit den Glei-
chungen (b) und (c) alle MeRwerte zu einer Datenserie zusammengefal3t werden muf3ten, um
den Fit erst zu ermdglichen.
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Abbildung 4.61: Auftragung der mit verschiedenen Gleichungen bestimmten Extinktionsko-
effizientendifferenz A€ und des Korrelationskoeffizienten rgr fiir C1oTAB/1-Hexanol =
1:1 als Funktion der ST-Konzentration bei einer Wellenldnge von 540 nm. Die Anpas-
sungen wurden mit allen Datenpunkten durchgefiihrt. Als Symbole wurden verwendet:
O fiir die Anpassung nach Gleichung (a), A fiir die Anpassung nach Gleichung (b), v
flir die Anpassung nach Gleichung (c) und O fiir die Anpassung nach Gleichung (d).
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Werden hingegen die Gleichungen (a) und (d) verwendet, so wird jede der vier MeRrei-
hen konstanter ST-Konzentration einzeln angepalft. Es ergeben sich deutliche Abhéngigkei-
ten zwischen Ae bzw. K und der ST-Konzentration. Die Extinktionskoeffizientendifferenz
Ag scheint mit steigender Farbstoffkonzentration zuzunehmen, wahrend die Gleichgewichts-
konstante Ky abnimmt. Die Ergebnisse fiir 2-10~° und 2-10~° mol/l ST, die man bei der
Anpassung mit Gleichung (a) erhalt, sind den Ergebnissen mit Gleichung (b) und (c) relativ
ghnlich.
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Abbildung 4.62: Auftragung der mit verschiedenen Gleichungen bestimmten Gleichge-
wichtskonstanten Ky und des Korrelationskoeffizienten rg fiir C1o,TAB/1-Hexanol = 1:1
als Funktion der ST-Konzentration bei einer Wellenlange von 540 nm. Die Anpassungen
wurden mit allen Datenpunkten durchgefiihrt. Es wurden dieselben Symbole verwendet
wie in Abbildung 4.61.
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Ein etwas anderes Bild ergibt sich, wenn bei den Anpassungen die ersten beiden C1>-TAB-
Konzentrationen vernachlassigt wurden. Betrachtet man die Abbildungen 4.63 und 4.64, so
stellt man fest, daR3 die Extinktionskoeffizientendifferenzen und Gleichgewichtskonstanten,
die man aus den Anpassungen der MelRdaten mit den Gleichungen (b) und (c) erhélt, starker
voneinander abweichen als im Fall der Anpassung aller MeRpunkte. Auch hier gilt wieder,
wie bereits weiter oben erwahnt wurde, dal fiir die Anpassungen mit den Gleichungen (b)
und (c) alle Daten zu einer ,,MeRreihe” zusammengefalit wurden.
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Abbildung 4.63: Auftragung der mit verschiedenen Gleichungen bestimmten Extinktions-
koeffizientendifferenz Ae und des Korrelationskoeffizienten rg fiir C12TAB/1-Hexanol
= 1:1 als Funktion der ST-Konzentration bei einer Wellenlange von 540 nm. Die An-
passungen wurden ohne die ersten beiden Datenpunkte (Tensidkonzentrationen) durch-
gefihrt. Es wurden dieselben Symbole verwendet wie in Abbildung 4.61.
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Abbildung 4.64: Auftragung der mit verschiedenen Gleichungen bestimmten Gleichge-
wichtskonstanten Ky und des Korrelationskoeffizienten rg fiir C1o,TAB/1-Hexanol = 1:1
als Funktion der ST-Konzentration bei einer Wellenlédnge von 540 nm. Die Anpassun-
gen wurden ohne die ersten beiden Datenpunkte (Tensidkonzentrationen) durchgefiihrt.
Es wurden dieselben Symbole verwendet wie in Abbildung 4.61.
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4.4  Aktivitat von HLADH in C,TAB-haltigen und -freien
Losungen

4.4.1 Aktivitat von HLADH in 10~2 mol/l Ethanol-Lésungen

Zundchst soll geklart werden, ob die Aktivitdt von HLADH in der Zeit nach der Herstellung
der HLADH-L6sung abnimmt, was einer Denaturierung von HLADH entsprechen wiirde.
In Abbildung 4.65 sind daher die Anfangsextinktionsanderung v sowie die Aktivitat r von
HLADH in Abhangigkeit von der Zeit, die von der Herstellung der HLADH-L8sung bis
zum Beginn der Messung der Aktiviat in 10~2 mol/I Ethanol/TES-Puffer-Lésungen ver-
ging, dargestellt. Wie man sieht, bewegt sich die Anfangsextinktionsénderung immer um
den Mittelwert aller gemessenen Anfangsextinktionsanderungen, der als v, zur Bestimmung
der Enzymaktivitat verwendet wurde, herum. Gleiches gilt folglich auch fiir die Aktivitat
von HLADH. Im betrachteten Zeitraum von knapp vier Stunden nach der Herstellung der
HLADH-Stammldsung kann deshalb nicht von einem (detektierbaren) Verlust der Enzymak-
tivitat die Rede sein. Dies konnte sich vielleicht andern, wenn man {iber langere MeRinterval-
le (z. B. einen Bereich von mehreren Tagen) hinweg die Enzymaktivitdt beobachten wiirde.
In dieser Arbeit wurden Enzymldsungen nie langer als vier oder fiinf Stunden verwendet.
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Abbildung 4.65: Auftragung der Anfangsextinktionsanderung v (CJ) bzw. der Aktivitét r (O)
von HLADH in 10~2 mol/l Ethanol-Losungen als Funktion der Zeit, die von der Herstel-
lung der HLADH-Stammlsung bis zum Beginn der Messung der jeweiligen Ethanol-
haltigen Probe verging. Die jeweiligen Mittelwerte sind als gestrichelte bzw. gepunktete
Gerade eingezeichnet.
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4.4.2 Aktivitat von HLADH in 10~2 mol/l Ethanol-Lésungen variieren-
der lonenstérke

Die lonenstarke kann, wie bereits in Abschnitt 2.2.2 erwéahnt, einen deutlichen EinfluB auf
die Enzymkonformation und damit die Aktivitat haben. Daher wurden Messungen der Enzy-
maktivitét in Losungen unterschiedlicher lonenstérke durchgefiihrt. Die lonenstdrke wurde
dadurch variiert, daR Losungen in TES-Puffer mit 102 mol/I Ethanol und mit unterschiedli-
cher Natriumchloridkonzentration hergestellt wurden. Die lonenstarke ist in Gleichung 2.16
(vgl. Abschnitt 2.1.3.2.3) definiert als | = 1/2- ", z2c; . Somit setzt sich die lonenstirke
zusammen aus der lonenstérke des Puffers und der der reinen Salzldsung mit derselben Kon-
zentration an Salz wie in der gepufferten Losung. Die lonenstérke des Puffers 1Bt sich mit
Hilfe der Dissoziationskonstante von TES (pKa = 7.54 laut Merck-Katalog), des lonenpro-
dukts von Wasser (Kw = 10~1* (mol/l)2), der Massen- und Ladungsbilanz bestimmen. Die
Berechnung soll hier nicht explizit durchgefihrt werden, sondern nur das Ergebnis angege-
ben werden. Fiir den hier verwendeten TES-Puffer mit pH = 7.5 und ¢(TES) = 0.05 mol/Il
ergibt sich eine lonenstérke von 0.024 mol/l.

In Abbildung 4.66 ist die Aktivitt von HLADH in 10~2 mol/l Ethanol-L&sungen als Funkti-
on der Natriumchloridkonzentration aufgetragen. Wirde man die NaCl-Konzentration durch
die lonenstarke ersetzen, so wiirde das nur zu einer Verschiebung der Kurve auf der x-Achse
flihren, aber keine weiteren Veranderungen zur Folge haben. Deshalb wurde auf die Auftra-
gung als Funktion der lonenstérke verzichtet.

Wie man sieht, zeigt die Aktivitdt von HLADH zunéchst einen kleinen Anstieg von 1 in
NaCl-freier Losung auf einen Wert von ca. 1.29 bei 0.1 mol/l NaCl. Mit steigender Salz-
konzentration sinkt dann allméhlich die HLADH-Aktivitét bis auf 0.38 bei 2 mol/l NaCl.
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Abbildung 4.66: Auftragung der Aktivitit r von HLADH in 10~2 mol/I Ethanol-L&sungen
als Funktion der Natriumchloridkonzentration c(NaCl)
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4.4.3 Aktivitat von HLADH in 1-Hexanol-Losungen verschiedener Kon-
zentration

In Abbildung 4.67 ist die Aktivitat von HLADH in Abhangigkeit der 1-Hexanol-Konzentra-
tion von 1-Hexanol/TES-Puffer-Ldsungen dargestellt.

Wie man sieht, steigt die Aktivitat r von 0.49 bei 1-10~* mol/l mit steigender 1-Hexanol-
Konzentration an. Bei ca. 5- 10~ bis 2.4- 103 mol/l erreicht die Aktivitat von HLADH ein
Maximum bzw. Plateau mit Werten um 0.76 bis 0.84. Bis zur Ldslichkeitsgrenze bei etwa
1-10~2 mol/l, wo ein Wert von 0.69 erreicht wird, sinkt die Aktivitit allmahlich wieder ab.
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Abbildung 4.67: Auftragung der Aktivitat r von HLADH in 1-Hexanol/TES-Puffer-Ldsun-
gen als Funktion der 1-Hexanol-Konzentration c(CgOH)
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4.4.4 Aktivitat von HLADH in pseudobindren Lésungen CxTAB/TES-
Puffer

Um Informationen Gber den Einfluf unterschiedlicher Konzentrationen der Tenside vom
CxTAB-Typ auf HLADH zu erhalten, wurden Messungen der Enzymaktivitat in CxTAB-
Losungen (x = 6, 8, 10, 12, 14) in TES-Puffer mit 5- 102 mol/l 1-Hexanol und steigender
CxTAB-Konzentration durchgefiihrt. Die Resultate der Auswertung sind in den Abbildun-
gen 4.68 bis 4.72 dargestellt. Die Messungen wurden ungefahr bis in den Grenzbereich der
Tensidkonzentration durchgefiihrt, wo gerade noch klare, einphasige, fllissige Lsungen vor-
liegen.

Es zeigt sich fur alle flinf verwendeten Tenside, daB die Aktivitat von HLADH bei niedriger
Tensidkonzentration, deutlich unterhalb der jeweiligen CMC, in etwa der Aktivitat in tensid-
freier Ldsung mit 5- 10~3 mol/I 1-Hexanol, die bei etwa 0.81 liegt, entspricht.

Im Fall der CgTAB-haltigen Losungen kommt es nach anfanglich konstanter Aktivitat ab
einer Tensidkonzentration von ungefahr 0.01 mol/l zunéchst zu einem kleinen Anstieg der
Aktivitét bis zu einem Wert von 1.04 bei 0.06 mol/l (vgl. Abbildung 4.68). Danach féllt die
Enzymaktivitéat ziemlich stark bis auf ungefahr 0.03 — also fast 0 — in 2.41 mol/l C¢TAB-
Ldsung ab.
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Abbildung 4.68: Auftragung der Aktivitat r von HLADH als Funktion der CgTAB-Konzen-
tration in pseudobinéren Ldsungen.
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Abbildung 4.69: Auftragung der Aktivitat r von HLADH als Funktion der CsTAB-Konzen-
tration in pseudobinéren Ldsungen.

Betrachtet man hingegen die Auftragung der Aktiviat von HLADH als Funktion der CgTAB-
Konzentration in Abbildung 4.69, so verlduft die Kurve etwas anders. Die Aktivitat bleibt bis
zu einer Tensidkonzentration von 0.05 mol/l in etwa auf dem Niveau tensidfreier Lésung mit
5-10~3 mol/l 1-Hexanol. Dann beginnt ein ziemlich starker Abfall bis auf eine Aktivitét von
0.04 (= 0) in einer Losung mit 0.98 mol/l CsTAB.

Abbildung 4.70 zeigt die Abhéngigkeit der Aktivitdt von HLADH in Ldsungen mit einer
1-Hexanol-Konzentration von 5-10~3 mol/I und steigender C1oTAB-Konzentration. Auch
hier bleibt, wie bereits erwahnt, die Aktivitdt von HLADH zunachst die gleiche wie in ten-
sidfreier 1-Hexanol-Lésung. Ab 0.01 mol/l C1oTAB beginnt ein etwas flacheres Absinken
der Aktivitdt als im Fall der CgTAB- oder CgTAB-haltigen Losungen. Der Endwert liegt bei
einer Aktivitat von rund 0.18 in 0.84 mol/l C1oTAB.
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Abbildung 4.70: Auftragung der Aktivitat r von HLADH als Funktion der C1oTAB-Konzen-
tration in pseudobinéren Ldsungen.

Als néchstes gilt es, den Verlauf der HLADH-AKktivitat mit steigender C12TAB-Konzentra-
tion, der in Abbildung 4.71 dargestellt ist, zu erldutern. Es ergibt sich eine leichte Einbuch-
tung der Kurve der Enzymaktivitét ab einem Wert von 5- 104 mol/l C1>TAB bis zu etwa
0.05 mol/l. Die Aktivitat ist mit ungefahr 0.67 - 0.64 deutlich geringer als die Aktivitdt von
rund 0.81 in der tensidfreien bzw. -armen Losung. Bei 0.05 mol/l C12TAB wird mit 0.79
noch einmal ungefahr der Wert der tensidfreien Losung erreicht. Danach kommt es wieder
zu einem Absinkten der HLADH-AKktivitat bis auf 0.35 in 0.49 mol/l C12TAB-L&sung.

Im Fall der C14TAB-haltigen Lésungen mit 5- 10~2 mol/I 1-Hexanol kommt es ebenfalls zu
einer Art Einbuchtung, die aber bereits ab ca. 1- 108 mol/l C14TAB beginnt. Das Minimum
dieser Einbuchtung liegt mit einer Aktivitat von 0.47 ungefahr bei einer Tensidkonzentration
von 1-10~3 bis 5. 10~3. Danach kommt es zu einem Anstieg bis auf etwa 0.76, also in etwa
die Aktivitat in tensidfreier Losung, bei einer Konzentration von 5-10~2 mol/l C14TAB. An-
schlieRend fallt die Enzymaktivitét bis auf einen Wert von 0.5 in 0.45 mol/l C14TAB-L8sung.
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Abbildung 4.71: Auftragung der Aktivitat r von HLADH als Funktion der C1oTAB-Konzen-
tration in pseudobinéren Ldsungen.

1.2 T T T T T T T T

0.2 B

T T T T T
1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 001 0.1 1
¢(C,,TAB) [moll]

Abbildung 4.72: Auftragung der Aktivitat r von HLADH als Funktion der C14TAB-Konzen-
tration in pseudobinéren Ldsungen.
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4.4.5 Aktivitat von HLADH in ternaren Lésungen mit C1»,TAB/1-He-
xanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlenverhaltnissen C1, TAB/1-
Hexanol

In terndren Lésungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlenverhaltnis-
sen C1oTAB/1-Hexanol von 8:1, 4:1 2:1 und 1:1 wurde die Aktivitdat von HLADH bestimmt.
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.73 bis 4.75 — auch im Vergleich mit tensidfreien
Ldsungen 1-Hexanol/TES-Puffer — dargestellt.

Zundchst zu Abbildung 4.73. Sie zeigt die Aktividat von HLADH als Funktion der C1oTAB-
Konzentration fiir die Molzahlenverhéltnisse 8:1 bis 1:1. Es zeigt sich, daf die Kurven-
verldufe fiir alle vier verschiedenen Molzahlenverhaltnisse relativ dhnlich sind. Zunédchst
kommt es zu einem Anstieg der Enzymaktivitat, dann ergibt sich ein Maximum — oder bes-
ser ein Plateau — und schlieBlich fallt die Aktivitat wieder ab.

Die Anfangsaktivitét fiir 0.02 mol/l C12TAB steigt von C12TAB/1-Hexanol = 8:1 bis 1:1
leicht an: fuir ein Molzahlenverhéltnis von 8:1 betrégt sie 0.49, flr 4:1 0.54, fur 2:1 0.60 und
fiir 1:1 0.66. Das Plateau liegt im Falle von C1,TAB/1-Hexanol = 8:1 bei 0.08 bis 0.18 mol/Il
C1oTAB mit Aktivitatswerten zwischen 0.70 und 0.76. Fiir C12TAB/1-Hexanol = 4:1 findet
man ein Maximum bei Tensidkonzentrationen um 0.06 bis 0.16 mol/l sowie Aktivitaten r
von 0.72 bis 0.80. Die Lage des Plateaus kann man fiir ein Molzahlenverhdltnis C12TAB/1-
Hexanol von 2:1 zwischen 0.06 und 0.16 mol/l C1o,TAB sowie HLADH-Aktivitaten zwi-
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Abbildung 4.73: Auftragung der Aktivitat von HLADH als Funktion der C12TAB-Konzen-
tration in terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzah-
lenverhaltnissen C12,TAB/1-Hexanol. Die Kurven fiir C1oTAB/1-Hexanol = 8:1 und 2:1
bzw. 4:1 und 1:1 wurden jeweils mit verschiedenen y-Achsen aufgetragen, um die Gra-
phik etwas lbersichtlicher zu gestalten. Die Zuweisungen zur jeweiligen Achse sind in
der Legende angegeben.
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schen 0.77 und 0.81 angeben.

Betrigt C12 TAB/1-Hexanol = 1:1, so erhélt man fur den Plateaubereich Tensidkonzentratio-
nen zwischen 0.06 und 0.14 mol/l und Enzymaktivitaten zwischen 0.74 und 0.80. Am ,,0be-
ren” Ende des Plateaus kommt es zu einem leichten Minimum der Aktivitat bei 0.18 mol/l
C12TAB mit einem Wert von 0.67, bevor die Aktivitat wieder auf 0.70 bei 0.20 mol/l C1oTAB
ansteigt. Im Rahmen der in Abbildung 4.73 angegebenen MeRfehler kann dieses Minimum
auch nur durch die natiirliche Schwankung der Enzymaktivitét bedingt sein.

Abbildung 4.74 zeigt die Aktivitat von HLADH in Abhangigkeit der 1-Hexanol-Konzentra-
tion in den terndren Losungen mit Molzahlenverhéltnissen C1oTAB/1-Hexanol von 8:1, 4:1
2:1 und 1:1. Der Kurvenverlauf bleibt der gleiche wie bereits fiir Abbildung 4.73 erldutert.
Jedoch verschieben sich die Kurven zueinander auf der x-Achse, was dadurch zu erklaren ist,
daR ja die 1-Hexanol-Konzentration bei verschiedenen Molzahlenverhaltnissen C1,TAB/1-
Hexanol und gleicher Tensidkonzentration nicht identisch sein kann. Beispielsweise enthélt
eine Losung mit 0.10 mol/l C12TAB fiir C12TAB/1-Hexanol = 8:1 0.0125 mol/l 1-Hexanol,
fiir 4:1 0.025 mol/I, fiir 2:1 0.05 mol/l und fiir 1:1 0.10 mol/I.

In Abbildung 4.75 sind die Aktivitdten von HLADH fir tensidfreie Losungen mit 1-Hexa-
nol/TES-Puffer sowie Molzahlenverhéltnisse C12TAB/1-Hexanol von 8:1 und 1:1 dargestelit.
Wie man sieht, ist der Kurvenverlauf fiir tensidfreie und tensidhaltige Lésungen ahnlich, al-
lerdings liegen Anstieg, Plateau und Abfall der Aktivitat im Fall reiner 1-Hexanol-Ldsungen
bei deutlich niedrigen 1-Hexanol-Konzentrationen als im Fall der tensidhaltigen Ldsungen.
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Abbildung 4.74: Auftragung der Aktivitdt von HLADH als Funktion der 1-Hexanol-
Konzentration in terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten
Molzahlenverhéltnissen C1oTAB/1-Hexanol. Die Kurven fiir C1oTAB/1-Hexanol =
und 2:1 bzw. 4:1 und 1:1 wurden jeweils — analog zu Abbildung 4.73 mit verschiedenen
y-Achsen aufgetragen.
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Abbildung 4.75: Auftragung der Aktivitdit von HLADH als Funktion der 1-Hexanol-
Konzentration in terndren Losungen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten
Molzahlenverhéltnissen C12TAB/1-Hexanol. Es wurden die Kurven fir tensidfreie
Ldsungen mit 1-Hexanol/TES-Puffer (0:1) sowie C12TAB/1-Hexanol = 8:1 und 1:1 ein-
gezeichnet.
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4.4.6 Aktivitat von HLADH in Mischungen mit hoher 1-Hexanol- und
mittlerer C1,TAB-Konzentration

Um feststellen zu konnen, ob HLADH auch in Mischungen mit hoher 1-Hexanol- und mitt-
lerer C1,TAB-Konzentration aktiv ist, wurden Messungen an den in Abschnitt 3.2.3.4 erldu-
terten Rektionsmischungen durchgefiihrt.

Als Beispiel fiir die Anderung der Spektren im Bereich um 340 nm sind in Abbildung 4.76
die Spektren der Reaktionsmischung (d) mit C¢TAB nach (i-1)*10 min miti =1, 3, 5 und
7 dargestellt. Wie man sieht, steigt die Extinktion des Maximums mit steigender Zeit an,
wahrend die Kurven ab ca. 380 nm und héher bzw. unterhalb von 300 nm mehr oder weniger
deckungsgleich sind. Dies bedeutet, daB aus NAD™ merklich NADH entsteht, das ja Licht
bei rund 340 nm absorbiert, wie in Abbildung 3.2 in Abschnitt 3.1.2 zu sehen ist, wahrend
NAD™ bei dieser Wellenlange nicht absorbiert.

Betrachtet man hingegen Abbildung 4.77, in dem zwei UV/Vis-Spektren der Reaktionsmi-
schung (1) mit Ethanol nach (i-1)*10 min mit i = 1 und 7 zu finden sind, so stellt man fest,
daR die beiden Spektren deckungsgleich sind. Dies gilt auch fir die restlichen funf Spektren
mit i = 2 bis 4, die nicht mit abgebildet sind. Daraus 1aRt sich schliefen, daf im Beob-
achtungszeitraum kein neues NADH mehr gebildet wurde, weil ja sonst eine Zunahme der
Extinktion im Bereich von 340 nm zu sehen sein mufte.

In den Abbildungen 4.78 bis 4.82 ist die Extinktion der unterschiedlichen Reaktionsmischun-
gen fiir die verschiedenen CyTAB-Tenside (x = 6, 8, 10, 12, und 14) in Abhdngigkeit von der
Melzeit aufgetragen.

Sinkt die Extinktion im Bereich kleiner MeRzeiten, so bedeutet dies nicht etwa, dal bereits
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Abbildung 4.76: UV/Vis-Spektren der Reaktionsmischung (d) mit C¢TAB nach (i-1)*10 min
miti=1, 3,5 und 7. Die Reihenfolge ist durch den in die Graphik eingezeichneten Pfeil
angegeben.
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Abbildung 4.77: UV/Vis-Spektren der Reaktionsmischung (1) mit Ethanol nach (i-1)*10 min
miti =1 und 7. Eine Kennzeichnung der Spektren ist nicht nétig, da sie im Rahmen des
Grundrauschens der Messung deckungsgleich sind.

gebildetes NADH wieder zu NAD™ oxidiert wird, sondern daf die Reaktionsmischung zum
Zeitpunkt des Starts der Messung triib war und erst im Laufe der Zeit wieder klar wurde.
Dies war der Fall fir folgende Reaktionsmischungen: (a) mit CgTAB, (a) mit CsTAB, (a)
mit C10TAB, (a) und (d) mit C12TAB sowie (a), (c) und (d) mit C14TAB. Da die Triibung der
Reaktionsmischung (d) mit C14TAB nach Ende der Messung immer noch bestand, wurde
auf eine Auftragung der zugehorigen Kurve in Abbildung 4.82 verzichtet.

DaR die Anfangsextinktionen der unterschiedlichen Reaktionsmischungen einer MeRreihe
unterschiedlich sind, liegt zum einen an dem bereits genannten Phanomen der Triibung, zum
anderen aber auch daran, daf die verwendeten 10-mm-Kiivetten fiir Probe und Referenz
nicht immer identisch waren. Entscheidend ist folglich nicht der absolute Wert der Extink-
tion, sondern die Anderung der Extinktion im Laufe der Zeit. Aus diesem Grund sind in
Tabelle 4.8 als Erganzung die Extinktionsanderungen fiir die verschiedenen Reaktionsmi-
schungen angegeben. Bei der Beurteilung der Werte sollte aber beachtete werden, daf? das
»Rauschen” der Extinktion bei 340 nm bereits in der GroRenordnung +0.002 liegt.

In Abbildung 4.78 zeigt sich, daf fiir die CeTAB-haltigen Reaktionsmischungen (a) die Ex-
tinktion nicht oder nur ganz minimal ansteigt. Fir die Mischung (b) ist der Anstieg der Ex-
tinktion im Laufe der Zeit mit 0.009 (vgl. Tabelle 4.8) nur minimal, aber doch erkennbar. Die
Reaktionsmischungen (c) und (d) zeigen hingegen einen deutlichen Anstieg der Extinktion
von 0.034 bzw. 0.049 vom Zeitpunkt 0 min bis zum Zeitpunkt 60 min.
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Abbildung 4.78: Extinktion bei 340 nm als Funktion der MeRzeit fiir verschiedene Reakti-
onsmischungen mit C¢sTAB
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Abbildung 4.79: Extinktion bei 340 nm als Funktion der MeRzeit fiir verschiedene Reakti-
onsmischungen mit CgsTAB
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Tabelle 4.8: Anderung der Extinktion verschiedener Reaktionsmischungen mit CxTAB zwi-
schen MefBbeginn und -ende. Die Zahlen in Klammern geben an, welche Extinkti-
onswerte voneinander abgezogen wurden. (2) bedeutet A(60 min) - A(10 min), (3)
A(60 min) - A(20 min). Wenn keine Zahl in Klammern angegeben ist, wurde A(60 min)
- A(0 min) verwendet.

[x |a (b [c d |
6 | 0.002(3) | 0.009 | 0.034 0.049
8 | 0.001 (2) | 0.021 | 0.062 0.082

10 | 0.003 (2) | 0.045 | 0.158 0.219

12 | 0.008 (2) | 0.105 | 0.222 0.142 (2)

14 | 0.012 (2) | 0.093 | 0.120(2) | -

Die CgTAB-haltigen Reaktionsmischungen, deren Extinktionen als Funktion der MeRzeit in
Abbildung 4.79 dargestellt sind, zeigen ein &hnliches Verhalten wie die C¢ TAB-haltigen Re-
aktionsmischungen. Fiir die Reaktionsmischung (a) erkennt man keinen deutlichen Anstieg
der Extinktion im Laufe der MeRzeit. Die Extinktion steigt fuir die Mischung (b) leicht an.
Es ergibt sich ein Extinktionsunterschied von 0.021, wie in Tabelle 4.8 angegeben, zwischen
der Extinktion zu Beginn und am Ende der Mefzeit. Die Extinktionskurven der Reaktions-
mischungen (c) und (d) steigen deutlich an, wobei sich fiir Mischung (c) ein Extinktionsun-
terschied von 0.062, fiir Mischung (d) von 0.082 ergibt.

In Abbildung 4.80 findet man die Extinktionen der C1oTAB-haltigen Reaktionsmischungen
als Funktion der MeRzeit aufgetragen. Es zeigt sich erneut, da3 die Extinktion der Reakti-
onsmischung (a) mehr oder weniger konstant bleibt, wahrend die der Mischung (b) leicht
ansteigt und sich ein Extinktionsunterschied von 0.045 ergibt. Die Extinktionen der Mi-
schungen (c) und (d) steigen hingegen relativ stark an: zwischen 0 min und 60 min &@ndert
sich die Extinktion um 0.158 bzw. 0.219.

Die Anderung der Extinktion fiir C1,TAB-haltige Reaktionsmischungen ist in Abbildung
4.81 dargestellt. Wie man sieht, bleibt die Extinktion fiir Mischung (a) relativ konstant, es
kommt nur zu einem leichten Anstieg von 0.008. Dagegen &ndert sich die Extinktion von
Mischung (b) wahrend des MeRzeitraums deutlich, ndamlich um 0.105. Die Reaktionsmi-
schungen (c) und (d) zeigen ebenfalls eine deutliche Extinktionsanderung. Fiir Mischung (c)
betrdgt die Extinktionsédnderung zwischen 0 und 60 min 0.222, fiir Mischung (d) zwischen
10 und 60 min 0.142.

Die Extinktionsanderung der C14TAB-haltigen Reaktionsmischung (a) ist nur ganz minimal,
sie betrdgt 0.0012 im Bereich von 10 bis 60 min, wie in Abbildung 4.81 und in Tabelle 4.8
zu sehen ist. Hingegen gibt es einen deutlichen Anstieg der Extinktion flr die Mischungen
(b) und (c), ndmlich 0.093 bzw. 0.120 zwischen 0 bzw. 10 und 60 min.

Auf eine Auftragung der Extinktionsanderungen in Ethanol-haltigen Ldsungen wurde ver-
zichtet, da bereits anhand von Abbildung 4.77 gezeigt wurde, dafl es kaum Unterschiede
zwischen den einzelnen Kurven gab.
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Abbildung 4.80: Extinktion bei 340 nm als Funktion der MeRzeit fiir verschiedene Reakti-
onsmischungen mit C1oTAB
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Abbildung 4.81: Extinktion bei 340 nm als Funktion der MeRzeit fiir verschiedene Reakti-
onsmischungen mit C1,TAB
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Abbildung 4.82: Extinktion bei 340 nm als Funktion der MeRzeit fiir verschiedene Reakti-
onsmischungen mit C14TAB
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4.5 Ergebnisse der Wiederholung und Erweiterung der En-
zymtests aus der Diplomarbeit — Aktivitat von HLADH
in verschiedenen terndren Losungen mit Ci,E,3/Alko-
hol/Glycin-Puffer

Zundchst sollen, um eine Idee des Phasenverhaltens der terndren Systeme Ci2Eas/Alko-
hol/Wasser zu gewinnen, in den Abbildung 4.83 und 4.84 vier ausgewahlte Phasendiagram-
me dargestellt werden. Die schwarzen Gebiete entsprechen Bereichen mit einphasigen, iso-
tropen, niedrigviskosen und thermodynamisch stabilen Losungen. Da die Experimente mit
Losungen in diesen einphasigen Bereichen stattfanden, werden die weien Fldchen, die an-
deren Phasen entsprechen, nicht naher beschrieben.

Es wurden die Phasendiagramme mit Ethanol, 1-Butanol, 1-Hexanol und 1-Nonanol aus-
gewahlt, da Ethanol und 1-Propanol sich relativ dhnlich verhalten, ebenso 1-Pentanol, 1-
Hexanol und 1-Heptanol sowie 1-Oktanol, 1-Nonanol und 1-Dekanol (vgl. [93] und [38]).

@ (b)

Abbildung 4.83: Phasendiagramme ausgewabhlter terndrer Systeme C12E23/Alkohol/Wasser
aus [93] bzw. [38]. Teilbild 4.83(a) zeigt das Phasendiagramm fiir das System mit Etha-
nol, 4.83(b) fiir das System mit 1-Butanol. A bedeutet Alkohol, T Tensid und W Wasser.
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(@ (b)

Abbildung 4.84: Phasendiagramme ausgewabhlter terndrer Systeme C12E23/Alkohol/Wasser
aus [93] bzw. [38]. Teilbild 4.84(a) zeigt das Phasendiagramm fiir das System mit 1-He-
xanol und 4.84(b) fiir das System mit 1-Nonanol. A bedeutet Alkohol, T Tensid und W
Wasser.

45.1 Aktivitat von HLADH in bindren Systemen Alkohol/Glycin-Puf-
fer ohne Tensid

In verschiedenen bindren Lésungen mit Alkohol/Glycin-Puffer wurde die Aktivitdt r von
HLADH bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.85 bis 4.87 dargestellt. Da 1-
Nonanol und 1-Dekanol kaum wasserldslich sind, wurde auf die Untersuchung tensidfreier
Systeme verzichtet.

Es zeigte sich, daB die Aktivitdten fir HLADH aus Lot A und B fiir dieselben Systeme sich
deutlich unterscheiden, wie z. .B. in Abbildung 4.85 fiir Ethanol und in Abbildung 4.86 fir
1-Pentanol zu sehen ist. Die Form der Kurven und die Lage des Maximums blieben jedoch
ungefahr gleich.

Fir die Alkohole von Ethanol bis 1-Heptanol lagen die maximalen Enzymaktivitaten ryay in
bindren Ldsungen zwischen 1.2 und 1.6 — ohne erkennbaren Trend. Die Alkoholkonzentra-
tion cmax am Maximum sanken jedoch von ungefahr 1-10~4 mol/g fiir Ethanol bis ungefahr
1-10~® mol/g fiir 1-Heptanol. Genauere Angaben sind in Abschnitt 4.5.2 in den Tabellen 4.9
bis 4.19 zu finden.

Die hdchsten Aktivitaten wurden fir die Diol-Systeme gefunden. Bei 1,5-Pentandiol lag das
Aktivitatsmaximum bei cmax ~ 2 - 10~% mol/g und rmax = 1.85 (vgl. Tabelle 4.18), bei 1,7-
Heptandiol bei cmax ~ 3- 1078 mol/g und rma = 1.54 (vgl. Tabelle 4.19).
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Abbildung 4.85: Aktivitat von HLADH in bindren Systemen ohne Tensid: Systeme mit Etha-
nol (O, HLADH Lot A, und O, Lot B), 1-Propanol (A, Lot B) und 1-Butanol (v, Lot
B). Die Punkte sind zur besseren Orientierung durch Splines verbunden.
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Abbildung 4.86: Aktivitat von HLADH in bindren Systemen ohne Tensid: Systeme mit 1-
Pentantol (O, Lot A von HLADH, und O, Lot B) und 1-Hexanol (A, Lot B).



130 4.5. Ergebnisse der Wiederholung ... der Enzymtests aus der Diplomarbeit

204 T T T T T T |
A
IA‘Q
&a
1.5 ’ . E
4
1.0 i
- 4
A
a
0.5 s AA E
N0 N
0.0 R

T T T
1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0.01
n(Alkohol)/m(Wasser) [mol/g]

Abbildung 4.87: Aktivitdt von HLADH in bindren Systemen ohne Tensid: Systeme mit 1-
Heptanol (OJ), 1-Oktanol (O), 1,5-Pentandiol(A) und 1,7-Heptandiol (V). In allen vier
Fallen wurde Lot B von HLADH eingesetzt.
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4.5.2 Aktivitat von HLADH in ternéaren Systemen C12E»3/Alkohol/Gly-
cin-Puffer

In den Tabellen 4.9 bis 4.19 sowie den Abbildungen 4.88 bis 4.99 sind die Ergebnisse fir die
verschiedenen terndren Ci2Ez3/Alkohol/Wasser-Systeme dargestellt. Die Maxima wurden
graphisch, die Verteilungskoeffizienten aus der Lage der Maxima bestimmt. Dazu wurde
Gleichung 2.18 aus Abschnitt 2.1.3.4 unter der Annahme umgeformt, daf3 gilt:

Cmic = Cmax — Ceff = Cmax — Cmax,0 (4.3)

wobei cmax die Alkoholkonzentration am Maximum der HLADH-AKktivitat bei einer be-
stimmten Tensidkonzentration ist, cg die tatsdchliche Alkoholkonzentration in der wéaRri-
gen Pseudophase und cmax,o die Alkoholkonzentration am Maximum der HLADH-AKktivitét
in tensidfreier Losung.
Damit ergibt sich fiir den Verteilungskoeffizienten

p= Cmax — Cmax,0 (4.4)

Cmax

Fir Ethanol bleibt die Lage der Maxima im Rahmen der Schwankungen der Aktivitat von
HLADH fiir die Losungen mit 0, 1, 8 und 22 Gew% C12E53 in etwa gleich, wie in Tabelle
4.9 und in den Abbildungen 4.88 und 4.89 zu sehen ist. Dies flihrt zu einem Verteilungs-
koeffizienten von 0 in den tensidhaltigen Losungen. Man erkennt wieder, daR HLADH aus
unterschiedlichen Lots etwas unterschiedliche Kurvenverlaufe zur Folge hat, was die Hohe
der Enzymaktivitat betrifft. Die Lage der Maxima bleibt aber ungefahr gleich.

Fir 1-Propanol ergibt sich ein &hnliches Bild. In Tabelle 4.11 und Abbildung 4.90 zeigt sich,
daf cmax flr 0, 1 und 22 Gew% Tensid gleich bleibt und damit p ebenfalls O ist.

Deutliche Unterschiede zeigen sich fiir die terndren Systeme mit 1-Butanol, die in Tabel-
le 4.11 und Abbildung 4.90 dargestellt sind. Die Lage des Maximums verschiebt sich mit
steigendem Tensidgehalt von 2:10~% zu 2.10~5 mol/g 1-Butanol, d. h. zu héheren Alkohol-
gehalten. Eine Ausnahme bildet das System mit 8 Gew% C12E53, das mit 4-10~6 mol/g einen
niedrigeren Wert fiir cmax besitzt als das System mit 8 Gew% C15E 23 und cmax = 7-10~8. Dies
mag aber in der Schwankung der Aktivitdat von HLADH begriindet liegen. Die Verteilungs-
koeffizienten zeigen dasselbe Verhalten: 0.71, 0.5 und 0.9 in den Systemen mit 1, 8 und 22
Gew% Tensid.

Im Fall von 1-Pentanol erhoht sich cmax mit steigendem C12E23-Gehalt, wie in Tabelle 4.10
und den Abbildungen 4.92 und 4.92 zu erkennen ist. Es ergibt sich ein Wert von 2-10~8 mol/g
fiir 0 Gew% und ein Wert von 7-10~8 fiir 22 Gew% C12E 3 fiir die 1-Pentanol-Konzentration
am Maximum der HLADH-AKktivitat. Das Maximum im System mit 1 Gew% C12E>3 stellt
mit cmax = 1-10~8 mol/g, d. h. niedriger als im System mit 0 Gew% C15E 23 mit 2-10~% mol/g,
eine Ausnahme dar, die vermutlich in Aktivitatsschwankungen begriindet liegt. Fiir 8 Gew%
C12E23 ergibt sich ein Verteilungskoeffizient von 0.5, fiir 22 Gew% 0.71, d. h. eine dhnliche
Tendenz wie in den terndren Systemen mit 1-Butanol.

In den Systemen mit 1-Hexanol steigert sich cmax um fast zwei Zehnerpotenzen: in tensid-
freien Losungen findet sich ein Wert von 5-10~7 mol/g, in Systemen mit 22 Gew% Tensid
ein Wert von 3-10~°. Man erhélt fiir 1-Hexanol Verteilungskoeffizienten von 0.75, 0.9 und
0.98 in Mischungen mit 1, 8 und 22 Gew% C12E>»3. Die Ergebnisse fiir die terndren Systeme
mit 1-Hexanol sind in Tabelle 4.13 und Abbildung 4.94 dargestellt.
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1-Heptanol-haltige terndre Systeme zeigen ein dhnliches Verhalten wie die Systeme mit 1-
Butanol, 1-Pentanol oder 1-Hexanol: das Maximum der HLADH-AKktivitét verschiebt sich
von 8-10~7 mol/g bei 0 Gew% Tensid zu 3-10~° mol/g bei 22 Gew%, wie in Tabelle 4.14 und
Abbildung 4.95 zu sehen ist. DaB cmax flir Systeme mit 0 und 1 Gew% C12E>3 fast identisch
ist, mag an den Schwankungen der Enzymaktivitét liegen. Es finden sich Verteilungskoeffi-
zienten von 0.2, 0.8 und 0.97 fiir 1, 8 und 22 Gew% C12E23.

Fir 1-Oktanol 1368t sich cmax in tensidfreien Systemen mehr schlecht als recht bestimmen,
da das Maximum sehr nahe an der Ldslichkeitsgrenze des Alkohols liegt. Man erhalt einen
Wert von ca. 6:10~7 mol/g. cmex erhdht sich mit steigendem Tensidgehalt und erreicht in
Losungen mit 22 Gew% C12E23 mit 1.10~4 mol/g mehr als das Hundertfache des Werts in
tensidfreien Systemen. Fiir 8 Gew% C12E3 erhdlt man einen Verteilungskoeffizienten von
0.93, flir 22 Gew% von 0.99. Die Ergebnisse firr 1-Oktanol-haltige Systeme sind in Tabelle
4.15 und Abbildung 4.96 dargestellt.

Fiir 1-Nonanol und 1-Dekanol wurden, wie bereits erwahnt, keine Messungen in tensidfreier
Losung durchgefiihrt. Deshalb konnen fiir diese beiden Alkohole keine Verteilungskoeffizi-
enten bestimmt werden. Es 18Rt sich aber in den Tabellen 4.16 und 4.17 sowie in Abbildung
4.97 feststellen, daf fiir beide Alkohole die Maxima bei 8 Gew% C12E>3 bei einer niedri-
geren Konzentration liegen als bei 22 Gew% C12E23. Es zeigt sich also die gleiche Tendenz
wie fiir die anderen Alkohole ab 1-Butanol.

Jetzt bleiben nur noch die beiden diolhaltigen Systeme zur Erldauterung tibrig.

Die Ergebnisse der Messungen an terndren Systemen mit 1,5-Pentandiol sind in Tabelle 4.18
sowie in Abbildung 4.98 zu finden. Es zeigt sich, daR cmax mit 2-10~4 mol/g und damit p=0
fiir die Systeme mit 0, 1 und 8 Gew% Tensid identisch ist. Mit 3-10~* mol/g und einem dar-
aus resultierenden Verteilungskoeffizienten von 0.33 weichen die Ldsungen mit 22 Gew%
C12E23 etwas von den anderen Ldsungen ab, was aber moglicherweise nur durch Schwan-
kungen der Enzymaktivitat hervorgerufen wird.

In Tabelle 4.19 und in Abbildung 4.99 sind die Resultate fiir 1,7-Heptandiol dargestellt. Hier
findet man eine deutliche Steigerung von cmax mit steigendem C12E23-Gehalt: in Losungen
mit 0 Gew% erhalt man cmax = 3-10~8 mol/g, in Lésungen mit 22 Gew% 5.10~* mol/g. Es
ergeben sich fiir 1,7-Heptandiol Verteilungskoeffizienten von 0.25, 0.67 und 0.99 in Syste-
men mit 1, 8 und 22 Gew% C12E 3.
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Tabelle 4.9: Lage der Maxima und Vertei-
lungskoeffizienten fiir Ethanol

Tabelle 4.10: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Pentanol

C(C12E23) | Cmax | Fmax | P C(C12E23) | Cmax | Tfmax | P
[Gew%)] | [mol/g] [Gew%)] | [mol/g]
0 8105 [121] 0 0 21006129 0
1 1.1074 [ 1.09 | 0.2 1 11076 | 1.15 | (-1)
8 - - | - 8 4108 | 157 | 05
22 1.10~% | 0.86 | 0.2 22 7-107% | 0.84 | 0.71
(HLADH Lot A) (HLADH Lot A)
0 11004716 [ 0 0 2106144 0
1 1104 | 149 | 0 1 - - -
8 11074 | 128 | 0 8 - - -
22 11074 | 061 | O 22 71076 | 1.32 | 0.71
(HLADH Lot B) (HLADH Lot B)

Tabelle 4.11: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Propanol

c(C12E23) Cmax max | P
[Gew%] | [mol/g]
0 210°[121]0
1 2107° | 144 |0
8 - - | =
22 2.107® | 121 |0

Tabelle 4.13: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Hexanol

Tabelle 4.12: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Butanol

c(C12E23) Cmax I'max p
[Gew%] | [mol/g]
0 2106[153] 0
1 7.107% | 157 | 0.71
8 41078 | 1.24 | 05
22 21075 | 1.34 | 09

Tabelle 4.14: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Heptanol

c(C12E23) Crmax max p c(C12E23) Cmax Imax p
[Gew%%)] | [mol/g] [Gew%)] | [mol/g]
0 5107 [151] © 0 81077 [132] 0
1 2:1076 | 1.34 | 0.75 1 11076 | 125 | 0.2
8 51076 | 1.51 | 0.9 8 51076 | 132|084
22 3-107° | 1.26 | 0.98 22 3.107° | 1.15 | 0.97

133
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Tabelle 4.15: Lage der Maxima und Ver-
teilungskoeffizienten fiir 1-Oktanol

C(C12E23) | Cmax Imax p
[Gew%)] | [mol/g]

0 6107091 0
1 - - -
8 81076 | 1.02 | 0.93

22 1.10~4 | 0.93 | 0.99

Tabelle 4.16: Lage der Maxima und Ver-  Tabelle 4.17: Lage der Maxima und Ver-

teilungskoeffizienten fiir 1-Nonanol teilungskoeffizienten fiir 1-Dekanol
C(C12E23) | Cmax | Fmax | P C(C12E23) | Cmax | Fmax | P
[Gew%)] | [mol/g] [Gew%)] | [mol/g]
8 2107° 092 [ - 8 7.10°% ] 0.67 | -
22 41075 1 0.84 | - 22 8107° | 052 | -

Tabelle 4.18:Lage der Maxima und Tabelle 4.19:Lage der Maxima und

Verteilungskoeffizienten fir 1,5- Verteilungskoeffizienten fir 1,7-
Pentandiol Heptandiol
C(C2E23) | Cmax |Fmax | P C(C12E23) | Cmax | Tfmax | P

[Gew%)] | [mol/g] [Gew%)] | [mol/g]

0 21074185 0 0 3106154 0

1 21074 | 1.8 0 1 41076 | 1.67 | 0.25

8 21074 | 1.82| 0 8 9.107% | 1.57 | 0.67

22 31074 | 1.74 | 0.33 22 5.107% | 1.39 | 0.99
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Abbildung 4.88: Enzymaktivitat in terndren C12E23/Ethanol/Wasser-Systemen mit verschie-
denen C12E»3-Gehalten (O 0 %, © 1 % und A 22 % Cj12E»3). Es wurde Lot A von
HLADH in allen drei Fallen verwendet.
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Abbildung 4.89: Enzymaktivitat in terndren C12E23/Ethanol/Wasser-Systemen mit verschie-
denen C12E23-Gehalten (OO 0 % Ci2E23, O, A 8 % und Vv 22 % C12E23). Es wurde in
allen vier Fallen Lot B von HLADH verwendet.
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Abbildung 4.90: Enzymaktivitét in terndren Ci2E23/1-Propanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E,3-Gehalten (0 0 %, © 1 % und 22 % A 8 % C12E>»3). Es wurde Lot B
von HLADH in allen drei Fallen verwendet.
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Abbildung 4.91: Enzymaktivitét in terndaren Ci2E,3/1-Butanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen Cy2E23-Gehalten (0 0 %, © 1 %, A 8 % Ci2E23 und vV 22 % CioE23).
Es wurde in allen vier Fallen Lot B von HLADH verwendet.
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Abbildung 4.92: Enzymaktivitdt in terndren Ci2E23/1-Pentanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (00 %, O 1 %, A 8 % und vV 22 % C12E23). Es wurde
Lot A von HLADH in allen vier Fallen verwendet.
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Abbildung 4.93: Enzymaktivitdt in terndren Ci2Ez3/1-Pentanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (O 0 % und O 22 % Ci2E23. Es wurde in beiden Fallen
Lot B von HLADH verwendet.
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Abbildung 4.94: Enzymaktivitat in terndren Cq2E23/1-Hexanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (00 %, O 1 %, A 8 % und vV 22 % C12E23). Es wurde
Lot B von HLADH in allen vier Féllen verwendet.
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Abbildung 4.95: Enzymaktivitat in ternaren Cq2E23/1-Heptanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (00 %, © 1 %, A 8 % und V 22 % C12E23). Es wurde in
allen vier Féllen Lot B von HLADH verwendet.
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Abbildung 4.96: Enzymaktivitat in terndren Cq2Ep3/1-Oktanol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (O 0 % , © 8 % und A 22 % C12E»3. Es wurde Lot B
von HLADH in allen drei Fallen verwendet.
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Abbildung 4.97: Enzymaktivitat in terndren Ci2Ea3/Alkohol/Wasser-Systemen mit 1-
Nonanol (O 8% und O 22 % C12E23) bzw. 1-Dekanol (A 8% und Vv 22 % C12E23).
Es wurde Lot B von HLADH in allen vier Fallen verwendet.
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Abbildung 4.98: Enzymaktivitét in terndren C12E23/1-Pentandiol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (0 0 %, O 1 %, A 8 % und vV 22 % C12E»3). In allen vier
Fallen wurde Lot B von HLADH verwendet.
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Abbildung 4.99: Enzymaktivitat in terndren C12E23/1-Heptandiol/Wasser-Systemen mit ver-
schiedenen C12E23-Gehalten (00 %, O 1 %, A 8 % und v 22 % C12E23). Es wurde
Lot B von HLADH in allen vier Féllen verwendet.



Kapitel 4: Darstellung und Auswertung der Mel3ergebnisse 141

453 Aktivitat von HLADH im Bereich der CMC von C1,E»3 in Etha-
nol- bzw. 1-Pentanol-haltigen Losungen

Um eine Idee des Einflusses von C12E23 auf HLADH zu erhalten, wurden Messungen der En-
zymaktivitdt im Bereich der CMC des Tensids in Ethanol- bzw. 1-Pentanol-haltigen Ldsun-
gen durchgefiihrt. Die CMC von C1oE2s liegt bei ungefdhr 5- 102 mol/l [15]. Es wurden
Losungen mit 1-10~3 mol/l oder 1-10~2 mol/l Ethanol bzw. mit 1-10~3 mol/l, 5-10~3 mol/l,
7.5-10~2 mol/l bzw. 1-10~2 mol/l 1-Pentanol verwendet. Die Ergebnisse sind in den Abbil-
dungen 4.100 sowie 4.101 dargestellt.

Man stellt fest, daf fiir alle Konzentrationsreihen der beiden Alkohole ein Knick, der mit
einer Aktivitatsabnahme einhergeht, bei einer Tensidkonzentration von rund 1-10~% mol/l
auftritt. AuBerdem sinkt die Aktivitdt oberhalb von ca. 0.1 mol/l C12E23 in allen Systemen
um die CMC mit Ethanol und 1-Pentanol deutlich ab.

Im Fall der Lsung mit 10~3 mol/I Ethanol bleibt nach dem Absinken der HLADH-AKktivitit
bei 1-10~5 mol/l Tensid die Aktivitat bis ungefahr 1103 mol/l C15Eps relativ konstant,
dann tritt ein kleines Minimum auf, ehe die HLADH-AKktivitat wieder den Wert des konstan-
ten Teilbereichs erreicht. An der CMC des Tensids, die bei etwa 5-10~° mol/l liegt, kommt
es zu keiner Anderung der Aktivitdt von HLADH. Oberhalb von ca. 0.1 mol/l C12E 23 kommt
es, wie bereits erwahnt, zu einem relativ deutlichen Abfall der Enzymaktivitét, wie in Abbil-
dung 4.100 zu sehen ist.

Die L8sungen mit einer Ethanol-Konzentration von 1-10~2 mol/l zeigen ein etwas anderes
Verhalten. Nach dem Absinken bei rund 110~ mol/l C12E3 steigt die Enzymaktivitat wie-
der auf den Wert vor dem Absinken und bleibt bis ungefahr 0.1 mol/l Tensid konstant. Auch
hier tritt keine Anderung der Enzymaktivitat an der CMC von C12Ez3 auf, ahnlich wie in den
Losungen mit 10~2 mol/I Ethanol.

Die Kurve fiir die Aktivitat als Funktion der Tensidkonzentration zeigt fiir 1- 102 mol/l
1-Pentanol einen deutlich anderen Verlauf als fiir die Ethanol-haltigen Ldsungen, was man
in Abbildung 4.101 erkennen kann. Die HLADH-AKktivitat steigt nach dem Absinken der
bei 1-10~8 mol/l C12E23 wieder deutlich an, erreicht ein Maximum bei etwa 5- 10~4 mol/l
Tensid, bevor sie langsam wieder abféllt. Ab 0.1 mol/l C12E23 sinkt die Enzymaktivitat, wie
bereits erwdhnt, ziemlich deutlich.

Vergleicht man die Kurven fiir 5- 10~2 mol/l und 7.5- 10~2 mol/l 1-Pentanol, so zeigen beide
einen sehr dhnlichen Verlauf. Nach dem Abfall bei 1-10~8 mol/I Tensid steigt die Enzymak-
tivitat wieder ungefahr auf den Wert vor dem Absinken und bleibt bis 0.01 mol/l C12E23
mehr oder weniger konstant. Dann steigt die Aktivitat sehr deutlich bis zu 0.1 mol/l Tensid,
ehe sie wieder abfallt.

Im Fall der 1-Pentanol-Lésungen mit einer Konzentration von 1-10~2 mol/I Alkohol ist der
Verlauf der Aktivitat erneut etwas anders als bei den drei bisher beschriebenen 1-Pentanol-
Konzentrationen, was auch in Abbildung 4.101 zu sehen ist. Die Aktivitat von HLADH
erreicht nach dem Absinken bei 1- 10~ mol/l C12E23 wieder den Wert vor dem Absinken.
Sie beginnt dann ab ca. 10~* mol/I Tensid langsam anzusteigen. Zwischen 0.05 und 0.1 mol/l
C12E23 kommt es zu einem etwas starkeren Anstieg der Enzymaktivitét, bevor sie oberhalb
von 0.1 mol/l Tensid abfallt.
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Abbildung 4.100: Aktivitdt von HLADH im Bereich der CMC von Cy2Ez3 in Ethanol-
haltigen Lésungen (O entspricht 10~3 mol/l Ethanol, © 10~2 mol/l). Verwendet wurde
in beiden Féllen Lot A von HLADH.
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Abbildung 4.101: Aktivitit von HLADH im Bereich der CMC von Ci2Ep3 in 1-
Pentanol-haltigen Losungen (O entspricht 102 mol/I 1-Pentanol, © 5:10~3 mol/l, A
7.5:10~3 mol/l und v 10~2 mol/l). Es wurde Lot A von HLADH in allen vier Fallen
verwendet.
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Kapitel 5

Diskussion der Ergebnisse

5.1 Vergleich der aus Messungen der Leitfahigkeit und der
UV/Vis-Spektren bestimmten Werte fur die CMC der
Tenside vom C, TAB-Typ mit Literaturdaten

In Tabelle 5.1 sind die CMC-Werte der verschiedenen CxTAB (x = 6, 8, 10, 12, 14), die
aus Messungen der Leitfahigkeit (vgl. Tabelle 4.2 in Abschnitt 4.2) und aus den UV/Vis-
Spektren mit ST (vgl. Tabelle 4.3 in Abschnitt 4.3.1) bestimmt wurden, Literaturdaten ge-
genlibergestellt.

Betrachten wir zunéchst die Daten aus der Literatur. Es fallt auf, dal teilweise doch eine
deutliche Streuung der CMC-Werte auftritt. Die Ergebnisse hdngen nalirlich auch von der
verwendeten Methode und von der Reinheit des eingesetzten Tensids ab. Beispielsweise er-
gibt sich, wenn alle CMC-Werte fiir C12TAB aus der Literatur gemittelt werden, ein Wert
von 0.0154 mol/I fiir die CMC und +0.0025 mol/I fiir den Fehler, was ca. +16 % entspricht.
Die in dieser Arbeit aus Leitfahigkeitsmessungen erhaltenen Werte fiir die CMC der Tensi-
de C10TAB, C12TAB und C14TAB stimmen sehr gut mit den Literaturwerten tberein, wie
man in Tabelle 5.1 sehen kann. Warum in der Auftragung von K als Funktion der CgTAB-
Konzentration kein Knick auftrat, obwohl dies bei Baar [76] der Fall war, der somit die CMC
von CgTAB bestimmen konnte, konnte nicht geklart werden.

Fir die aus UV/Vis-Spektren mit ST bestimmten CMC-Werte findet man nur im Fall von
C10TAB sowie C12TAB eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Lite-
ratur.

Fir C14TAB weicht die spektroskopisch bestimmte CMC mit 0.00508 mol/l doch deutlich
vom aus Leitfahigkeitsmessungen erhalten Wert von 0.00375 mol/l ab, und zwar um rund
35%. Das Ergebnis liegt aber immerhin in der gleichen GréRenordnung. Die Ursache fiir
diese deutliche Abweichung liegt darin begriindet, daB die Anderungen der UV/Vis-Spektren
von ST mit steigender C14TAB-Konzentration im Vergleich zu den anderen CxTABs relativ
gering sind und daher die Bestimmung der CMC relativ ungenau wird. Was die Ursache fir
diese geringeren Anderungen sind, soll aber erst spéter erlautert werden.

Fir CgTAB erhdlt man nur aus der Auswertung der UV/Vis-Spektren einen Wert fir die
CMC. Der Mittelwert von 0.177 mol/l der drei erhaltenen CMC-Werte (vgl. Tabelle 4.3 in
Abschnitt 4.3.1) weicht deutlich — um rund 30 bis 50 % — von der Literatur ab, wo Werte
zwischen 0.25 und 0.34 mol/I fiir die CMC von CgTAB angegeben werden. \Vernachlassigt
man hingegen den aus der Auftragung von Amax als Funktion der logarithmierten Tensidkon-
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zentration erhaltenen Wert, so ergibt sich ein gemittelter Wert von 0.199 + 0.008 mol/l und
damit nur noch eine Abweichung von etwa 20 bis 40 % von den Literaturdaten. Beispiels-
weise weicht aber der Wert von 0.25 mol/l von 0.34 mol/I ebenfalls bereits um rund 26 % ab.
Dadurch relativiert sich die Abweichung der spektroskopisch bestimmten CMC-Werte von
den Literaturwerten ein wenig.

Die Bestimmung der CMC war fir CeTAB nur aus der Auftragung von Amax als Funk-
tion der logarithmierten C¢TAB-Konzentration einigermalRen mdglich, aber nicht mit den
anderen Auftragungen der UV/Vis-spektroskopischen Ergebnisse und auch nicht aus den
Leitfahigkeitsmessungen. Man gewinnt eher den Eindruck, wenn man die entsprechenden
Abbildungen fir CeTAB in den Abschnitten 4.2 und 4.3.1 betrachtet, daR dieses Tensid kei-
ne richtige CMC besitzt. Statt dessen scheint ein flieRender Ubergang von Monomeren zu
oligomeren Aggregaten stattzufinden. In der Literatur [94, 95] werden zwar Werte fir die
CMC von CgTAB, die ungefahr mit dem spektroskopisch bestimmten Wert {ibereinstimmen,
angegeben — ob diese aber sinnvoll sind, ist schwer zu beurteilen.

Tabelle 5.1: CMC von C4TAB-Tensiden bei 25°C in [mol/l]. In der Tabelle werden folgende
Abkiirzungen verwendet: LF = Leitfahigkeit, UV/Vis = UV/Vis-Spektrophotometrie,
LS = Lichtstreuung, OS = Oberflachenspannung, Kal = Kalorimetrie, US = Ultraschall,
Di = Dichtemessung

| X \ 6 \ 8 \ 10 \ 12 | 14 |
in dieser Arbeit bestimmt (Mittelwerte)

LF - - 0.0645 | 0.0157 | 0.00375
UV/Vis | 0.621 | 0.177 | 0.0628 | 0.0156 | 0.00508
aus der Literatur

[76]LF |- 0.284 | - 0.0155 |-
[94] LF | 0.578 | 0.325 | 0.0655 | 0.0156 | 0.00374
[96]LS |- 032 |- - -
[97]LS | - 034 |- - -

[82] LF | - - - 0.0158 | 0.0036
0os 0.01445 | 0.00234
Kal 0.01785 | 0.00331
[98] LF | - - - 0.0144 | 0.0033
[81]US | - 0.28 | 0.0663 | — -

[99] LF | - - - 0.0155 | 0.00389
[100] Di | - 0.250 | 0.067 | 0.0148 | 0.0037
[95] LF | 0.509 | 0.290 | 0.0661 | 0.0146 | 0.00354

[80] LF | 0.250 | — 0.0667 | — 0.0035

(20°C)
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5.2 UV/Vis-Spektren von ST in verschiedenen Medien

5.2.1 Begrundung fur die Verwendung von ST zur Untersuchung mi-
zellarer Medien mit Tensiden vom CxTAB-Typ

In der Literatur wird die Verwendung von Farbstoffen zur UV/Vis-spektrophotometrischen
Bestimmung der CMC als géngige Methode beschrieben [7,101, 102]. Gegeniiber der Mes-
sung der Oberflachenspannung hat die Bestimmung der CMC {iber UV/Vis-Spektren den
Vorteil, daB sie bei weitem nicht so sensibel auf Verunreinigungen reagiert [103]. Dariiber-
hinaus kann sie — im Falle ionischer Tenside — anstelle von Leitfahigkeitsmessungen einge-
setzt werden, wenn man die CMC in Losungen mit Alkoholen bestimmen will [101]. HGhere
Alkoholgehalte in Lésungen ionischer Tenside kdnnen die Leitfahigkeit so beeinflussen, daf
es schwierig wird, die CMC genau zu bestimmen [101, 104].

Die Auswahl eines geeigneten Farbstoffes zur Bestimmung der CMC ist nicht ganz trivi-
al. Wenn der Farbstoff geladen ist, so kann es zur Bildung von lonenpaaren oder ,,Clu-
stern” mit entgegengesetzt geladenen Tensidmolekiilen bei Tensidkonzentrationen unterhalb
der CMC kommen. Dies ist der Fall fiir Methylenblau bzw. Acridinorange, beides kationi-
sche Farbstoffe, und das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat [105,106]. Die anionischen
Farbstoffe Methylorange und Paramethylrot bilden mit kationischen Tensiden vom CyTAB-
Typ (mit x = 10, ..., 18) lonenpaare oder ,,Cluster”, die sogar als Niederschlag ausfallen
konnen [107,108]. Auch zwischen Indigocarmin, einem anionischen Farbstoff, und C14TAB
findet eine Niederschlagsbildung bei ¢(C16TAB) < ccmc statt [109].

Man sollte also zur CMC-Bestimmung eines ionischen Tensids nach Maglichkeit einen Farb-
stoff auswahlen, der keine lonenpaare mit dem Tensid bilden kann. Es ist darum sinnvoll,
einen Farbstoff auszuwahlen, der die gleiche Ladung wie das Tensid trégt, so daf es nicht zu
elektrostatischer Anziehung zwischen Farbstoff und Tensid kommen kann.

Wahlt man aber einen kationischen Farbstoff fiir ein kationisches Tensid oder einen anio-
nischen fiir ein anionisches Tensid, so kann ein weiteres Problem auftreten. Uberwiegt die
Abstoung der gleichgeladenen ionischen Gruppen von Farbstoff und Tensid, so kann dies
dazu fihren, dafl es zwischen Farbstoff und Mizelle nicht zur Bildung eines Komplexes
kommt. Dies hat zur Folge, daB keine nennenswerten Veranderungen im UV/Vis-Spektrum
des Farbstoffes mit steigender Tensidkonzentration auftreten und somit eine Bestimmung
der CMC mittels dieses Farbstoffes nicht moglich ist. Roberts et al. [109] berichten bei-
spielsweise, dal3 sie Indigocarmin, einen anionischen Farbstoff, und das anionische Tensid
SDS verwendeten und keine Verdanderungen des Farbstoffspektrums mit steigendent Ten-
sidkonzentration auftraten. Ahnliches beobachteten Sarkar und Poddar [110, 111] bei der
Untersuchung der UV/Vis-Spektren von Methylviolett, einem kationischen Farbstoff, ober-
und unterhalb der CMC von C,6TAB. Fiir die kationischen Farbstoffe Phenosafranin, Safra-
nin T und Safranin O fanden Dutta und Bhat [14] keine Veranderungen der UV/Vis-Spektren
bei Zugabe von Cetylpyridiniumchlorid, einem kationischen Tensid. Ebensowenig entdeck-
ten sie Verédnderungen der Spektren von Methylorange bei Zusatz von SDS.

Zu etwas anderen Ergebnissen kamen Pal et al. [112] bei spektroskopischen Untersuchungen
der Wechselwirkungen dreier kationischer Rhodamin-Farbstoffe, ndamlich Rhodamin 123,
4,5-Dibromrhodaminmethylester und 4,5-Dibromrhodamin-n-butylester, mit C16TAB. Rho-
damin 123 zeigte in C16TAB-L6sung nur minimale Unterschiede der spektroskopischen Ei-
genschaften gegeniiber der tensidfreien waRrigen Losung, wahrend bei den beiden ande-
ren Farbstoffen doch etwas groRere Veranderungen zu finden waren. Sie fiihren dies darauf
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zuriick, daf 4,5-Dibromrhodaminmethylester und 4,5-Dibromrhodamin-n-butylester hydro-
phober sind als Rhodamin 123 und deshalb die hydrophoben Wechselwirkungen tber die
elektrostatische AbstoRung dominiert, was die Einlagerung in C16 TAB-Mizellen ermdglicht.
DaR es zwischen ST, einem kationischen Farbstoff, und kationischen Tensiden entgegen der
Beobachtungen von Dutta und Bhat [14] zur Bildung Bildung von Komplexen kommen kann,
wurde bereits gezeigt. Dies ist vermutlich ebenfalls darauf zurtickzufiihren, daf es zwischen
Mizellen aus Tensiden vom CxTAB-Typ und ST zu hydrophoben Wechselwirkungen kommt,
die {iber die AbstoRung der kationischen Gruppen von Farbstoff und Tensid dominieren. Dal3
dies nicht die einzige Ursache ist, wird im nun folgenden Abschnitt naher erlautert.

5.2.2 Klarung der Frage, warum sich die CMC von C14TAB nur sehr
schlecht aus den UV/Vis-Spektren von ST bestimmen lai3t

Der Vergleich der CMC-Bestimmung aus Leitfahigkeitsmessungen und UV/Vis-Spektren
wurde bereits durchgefiihrt. Nun soll eine mdgliche Ursache aufgedeckt werden, warum
sich die CMC der anderen Tenside vom CyTAB-Typ spektroskopisch einigermalien (x = 6,
8) bzw. gut (x = 10, 12) bestimmen 14Rt, aber nicht die CMC von C14TAB.

Man Uberlege sich zunadchst folgendes: wieviele Mizellen treffen bei einer Tensid-Ldsung,
deren Konzentration doppelt so grof ist wie die CMC, auf ein Farbstoffmolekail, d. h. wie
groR ist der Wert des Faktors fmic? fmic sei definiert als

C
fmic= Mo (5.1)
CD,o

wobei cu o die Gesamtkonzentration an Mizellen in der Lésung und cp o die Gesamtkonzen-
tration an Farbstoff ist. Die Gesamtkonzentration an Mizellen ist durch Gleichung 2.91 in
Abschnitt definiert als

CT0—Ceme _ Acto (5.2)

CM,0 =
NaG NaG

Mit diesen beiden Gleichungen laRt sich also der Faktor fpic bestimmen, wenn man die Ge-
samtkonzentration des Tensids, seine CMC und seine Aggregationszahl kennt.

Fiir die verschiedenen CxTABs wurde fpmc flir c1/o = 2 ccmc bestimmt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 5.2 dargestellt. Fiir die CMC wurden die Werte aus Leitfahigkeitsmessungen bzw.
UV/Vis-Spektroskopie verwendet. Die Aggregationszahlen der Mizellen wurden der Lite-
ratur entnommen. Fur die Farbstoffkonzentration wurde die Konzentration von ST fir die
CMC-Bestimmung der Tenside, die bei 1-10~5 mol/l lag, verwendet.

Wie man sieht, besteht im Fall von C¢TAB die grofite Wahrscheinlichkeit, daf ein ST-
Molekiil auf eine Mizelle trifft und sich mit ihr zu einem Komplex verbindet, wenn man
eine Losung vorliegen hat, deren Gesamttensidkonzentration doppelt so hoch ist wie die
CMC. Ein Farbstoffmolekiil steht rund 3100 Mizellen gegeniiber. Mit steigender Kettenlange
x der C4xTABs sinkt die CMC und damit auch fqc. Fiir C14TAB ist das Verhaltnis Mizel-
le/Farbstoff gerade noch 6.25 — also nicht mehr besonders groRR. Damit ist auch die Wahr-
scheinlichkeit deutlich kleiner, daR ein ST-Molekdl auf eine Mizelle trifft.

Die Veranderungen im UV/Vis-Spektrum hangen im wesentlichen von der Zahl der freien
und der komplexierten Farbstoffmolekiile ab und diese wiederum von der Mizellkonzentra-
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Tabelle 5.2: Bestimmung von fpic und cyp fiir die verschiedenen Tenside vom CyTAB-Typ.
Es wurde folgendes angenommen: ¢1,0 = 2 Ccmc, Cp,o = ¢(ST) =1- 102 mol/l sowie
K = 2000 I/mol fiir alle CxTABs.

CmMD
Cp,o

X | cemc | Nag| Cro CM,0 fmic CMD

[mol/l] [mol/1] | [mol/l] [mol/l]
6 0.621 | 202 | 1.242 | 0.03105 | 3105 | 9.84147E-6 | 0.98415
8 0.177 [30P| 0.354 | 0.0059 590 9.21762E-6 | 0.92176
10 | 0.0645 | 40°€¢ | 0.129 | 0.00161 | 161.25 | 7.62456E-6 | 0.76246
12 | 0.0157 | 509 | 0.0314 | 3.14E-4 | 31.4 | 3.82847E-6 | 0.38285
14 | 0.00375 | 60 € | 0.0075 | 6.25E-5 | 6.25 | 1.09379E-6 | 0.10938

3aus [80], gerundet
baus[96], gerundet

Caus [81], gerundet, und [80]
daus [82], gerundet, und [60]
€aus [82] ,gerundet

tion, was sich aus den Gleichungen 2.90 und 2.74 in Abschnitt 2.3.2 herleiten 1a0t:

C
K — MD
Cm - Cp
Cpo = CmDp+CD
K-cm-Cp,o
= CMD= ——- 5.3
MPT Ko+ 1 3

Diese Gleichungen wurden verwendet, um aus der Mizellkonzentration unter Annahme einer
identischen Komplexbildungskonstante K von 2000 I/mol (vgl. K fiir C12TAB in Tabelle A.2
in Abschnitt A.2 im Anhang) fiir alle Tenside vom C,TAB-Typ die Anzahl der Farbstoff-
Mizell-Komplexe sowie das Verhaltnis der Konzentration an komplexiertem Farbstoff zu
freiem Farbstoff zu bestimmen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 furr die verschiedenen
CxTABs dargestellt.

Man sieht, daf mit steigendem x, d. h. Zunahme der Kettenldange des Tensidrests und der
Aggregationszahl der Mizelle, nicht nur die Mizellzahl abnimmt, sondern auch die Konzen-
tration des Mizell-Farbstoff-Komplexes. Bei einer Konzentration an C¢TAB, die doppelt so
groB wie seine CMC ist, liegen rund 98 % der Farbstoffmolekdile in komplexierter Form vor
— bei C12TAB dagegen nur noch rund 11 %.

Im UmkehrschluR sollte man aber dann auch davon ausgehen kdnnen, daB die Extinktion des
Maximums von ST bei rund 520 nm bei gleichem fyc die gleiche sein miRte. Aus diesem
Grund wurde in den Abbildung 5.1 bzw. 5.2 eine Auftragung von Anax als Funktion des (lo-
garithmierten) Faktors fpic flir die verschiedenen CyTABs dargestellt. Zur Berechnung von
fmic wurden die Werte aus Tabelle 5.2 verwendet. Die zugehdrigen MeRdaten sind dieselben,
die fiir die CMC-Bestimmungen verwendet wurden.

Die Kurven fiir CgTAB und CgTAB weichen hingegen deutlich von den Kurven der anderen
drei Tenside ab. Die Ursache hierfiir sind wohl unter anderem die nicht genau bestimmbaren
Werte fiir die CMC und die Aggregationszahl dieser beiden Tenside.
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Abbildung 5.1: Auftragung der Extinktion am Maximum, Amax, als Funktion des Faktors
fmic fur die verschiedenen CxTABs. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden die Ergebnisse
fur CeTAB (O) und CgTAB (O) bzw. C10TAB (A), C12TAB (V) und C14TAB (0) auf
getrennten y-Achsen dargestellt. Zur Orientierung sind in der Graphik Pfeile angegeben.

0.55

0.60 4

0.50

0.554

0.50- Py "<>/ éJ p e
| —m / ) o - 0.40
O—b_ 7K J Ddﬁﬁﬁa{ .
0.45- 4—&&%@—5

Qo=
-0.35

Al
Al-

o— o0~

0.40 T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000

mic

Abbildung 5.2: Auftragung der Extinktion am Maximum, Amax, als Funktion des logarith-
miert dargestellten Faktors fyc flr die verschiedenen CTABs. Die Symbole haben
dieselbe Bedeutung wie in Abbildung 5.1
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5.2.3 UV/Vis-Spektren von ST in reinem Wasser

Betrachtet man den Verlauf der Wellenlange am Maximum von ST bei ca. 520 nm, der in
Abbildung 4.43 dargestellt ist, so findet man, wie bereits in Abschnitt 4.3.4 erldutert wurde,
eine deutliche Abnahme von Amax ab einer Farbstoffkonzentration von 8- 10~ mol/l. Die
UV/Vis-Spektren zeigen ebenfalls deutliche Unterschiede.

Es stellt sich die Frage, worauf diese spektralen Veranderungen zuriickzufiihren sind. Die Er-
klarung findet sich in der Literatur. Atun et al. [88] bestimmten einen Wert fiir die kritische
Mizellkonzentration von Safranin O bei 25°C von 1.26 - 10~* mol/l, was ungefahr mit dem
Bereich (bereinstimmt, in dem, wie in Abbildung 4.43 dargestellt, sich deutliche Verande-
rungen im UV/Vis-Spektrum von ST ergeben.

Wenn man sich die Struktur von Safranin T und Safranin O in den Abbildungen 3.4 und
3.5 im Abschnitt 3.2.1 ansieht, so besitzen diese beiden Farbstoffe kationischen Tensiden
vergleichbare Eigenschaften: eine positiv geladene polare ,,Kopfgruppe“ (um den positiv
geladenen Stickstoff herum, zusatzlich mit zwei polaren NH»-Gruppen versehen) und ein
hydrophober Kohlenwasserstoffrest, die Phenylgruppe.

Casero et al. [113] erldutern, daf Farbstoffe Amphiphile sind, die aus grof3en nichtionischen
Molekiilteilen und ionischen Gruppen bestehen. Farbstoffe zeigen aber nur geringe Ober-
flachenaktivitat, da sie keine langkettigen Kohlenwasserstoffketten besitzen. Eine Erhdhung
der Farbstoffkonzentration kann zu einer schrittweisen Aggregation fiihren. Diese Aussage
trifft offenbar auf Safranin O bzw. den in dieser Arbeit verwendeten Farbstoff ST zu.

5.2.4 Versuch der Klarung der Frage, um welchen Farbstoff es sich bei
dem verwendeten handelt — UV/Vis-Spektren von ST in verschie-
denen Losungsmitteln

In den Tabellen 5.3 und 5.4 sowie den Abbildungen 5.3 und 5.4 werden die hier erhaltenen
Ergebnisse fir Wellenldnge und Extinktion des Maximums von ST bei etwa 520 nm den
Literaturwerten flr Safranin O und Safranin T gegeniibergestellt.

Es zeigt sich, dal die gemessenen Werte und die Literaturdaten fiir die Wellenldnge des
Maximums in verschiedenen Lésungsmitteln z. T. sehr dhnlich sind. Problematisch ist al-
lerdings, daR die Daten aus [87] eher zweifelhaft sind und da Dutta und Bhat [14] fur
Safranin O und Safranin T die gleichen Werte fiir Amax angeben. Anhand der Wellenléange
allein 1aBt sich folglich nicht kldaren, um welchen der beiden Farbstoffe es sich bei dem in
dieser Arbeit verwendeten ST handelt.

Die Extinktionskoeffizienten des Maximums von Safranin T und Safranin O in Wasser unter-
scheiden sich mit 29000 bzw. 37000 I/mol doch sehr deutlich [14]. Der aus der Extrapolation
der MeRdaten erhaltene Wert von 37000 -+ 1000 I/mol/cm stimmt mit dem Wert fiir Safra-
nin O Uberein.

Dafiir zeigen die Extinktionskoeffizienten von ST in den anderen Ldsungsmitteln mehr oder
weniger groRe Unterschiede gegeniiber den Werten, die Aaron et al. [90] und Islam et al. [89]
angeben. Allerdings ist hier wieder zu beachten, dafl die Messungen bei unterschiedlichen
Temperaturen durchgefiihrt wurden. Am ahnlichsten sind sich noch die Werte fiir ST und fir
Safranin O aus [90], wie man in Abbildung 5.4 sehen kann.

Folglich ist es weder anhand der Wellenldange des Maximums noch anhand des Extinktions-
koeffizienten der verschiedenen Farbstoffe in unterschiedlichen L8sungsmitteln mdglich,
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den in dieser Arbeit verwendeten Farbstoff eindeutig als Safranin T oder Safranin O zu
klassifizieren. Moglicherweise handelt es sich auch um ein Farbstoffgemisch. Deshalb wird
weiterhin die Bezeichnung ,,ST* beibehalten, wenn von diesem Farbstoff gesprochen wird.

Tabelle 5.3: Die Wellenldnge des Maximums, Amax, von ST bei rund 520 nm in verschie-
denen Losungsmitteln — Vergleich mit Literaturdaten. In der Tabelle wurden folgende
Abkiirzungen verwendet: LM = Ldsungsmittel, SX = der in dieser Arbeit verwendete
Farbstoff ST, ST = Safranin T, SO = Safranin O, T = Temperatur. Zusétzlich werden die
in Abbildung 5.3 verwendeten Symbole angegeben.

Amax [nm]
SX | SO SO | ST | ST \ SO
LM [90] | [8912 | [87] [14]
H>0 520 —| 519 | 522 | 520 | 520

C,OH 529 | 534 | 527 - - -
Co0OH 533 | 534 | 533 | 533 - -
C40OH 538 | 537 - - - -

CgOH 540 - - - - -

ACN 518 | 518 | 517 | 525 - -

Fehler + 1 1 - - 1 1
| T[°C] | 25 \ 20 | 23 | 25 | 25 \ 25 |

[Symbol [ O] o] A[ v[ O] +]
agraphisch bestimmt

540 ) 1
535 - 1

5304

A [nm]
> HH

5254 vooq

v
5204 § J

515 T T T T T

Abbildung 5.3: Auftragung der Wellenldnge am Maximum, Amax, Von ST in Abhangigkeit
vom Losungsmittel — Vergleich mit Literaturdaten. Es werden die in Tabelle 5.3 ange-
gebenen Symbole verwendet.
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Tabelle 5.4: Der Extinktionskoeffizient des Maximums, €max, von ST bei rund 520 nm in
verschiedenen Ldsungsmitteln — Vergleich mit Literaturdaten. In der Tabelle wurden
dieselben Abkiirzungen verwendet wie in Tabelle 5.3. Zusétzlich werden die in Abbil-
dung 5.4 verwendeten Symbole angegeben.

€max [I/mol/cm]

SX SO SO ST ST | SO
LM [90] | [89]2 [87] [14]

H20 29900° — | 24237 — | 29000 | 37000
C,OH 55400 | 63096 | 48399 - - -
Co0H 59700 | 56234 | 58253 - - -
C4OH 61400 | 58884 - - - -
CeOH 62400

ACN 51500 | 60256 | 38450 - - -
Fehler £ 1000 - - - 50 50
[TPC] | 25| 20| 23] 25| 25| 25|
[ Symbol | O] o] A] V] O 4]

agraphisch bestimmt
baus Extrapolation (vgl. Abschnitt A.1 im Anhang): 37000 I/mol/cm

: T : : T :
60000 - T % o
E o]
50000 -| z
A
E
S
2 40000 A
= +
.
300004 1
PN
20000 . ; : ; T T

Abbildung 5.4: Auftragung des Extinktionskoeffizienten am Maximum, €max, von ST in
Abhéngigkeit vom Losungsmittel — Vergleich mit Literaturdaten. Es werden die in Ta-
belle 5.4 angegebenen Symbole verwendet.
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5.2.5 Bestimmung von Komplexbildungskonstanten und Aggregations-
zahlen mittels ST

Wie in Abschnitt 4.3.7 dargestellt wurde, lassen sich durch entsprechende Auswertung der
UV/Vis-Spektren mit ST in verschiedenen ternaren Losungen C12,TAB/1-Hexanol/TES-Puf-
fer bei konstanten Molzahlenverhéltnissen C12TAB/1-Hexanol von 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 und
fester ST-Konzentration relativ einfach Bildungskonstanten des Komplexes zwischen Farb-
stoff ST und Mizellen bestimmen.

Wird die Konzentration des Farbstoffs in Losungen mit einem C1,TAB/1-Hexanol-Verhalt-
nis von 1:1 variiert, so ermdglicht dies auerdem die Bestimmung der Aggregationszahl der
in diesen Losungen enthaltenen Mizellen. Die Mittelwerte, die bei Vernachl&ssigung unter-
schiedlicher Teile der MeRRdaten aus der Anpassung mit Gleichung 2.94 bei verschiedenen
Wellenlangen — in Abschnitt 4.3.7 auch als Fitgleichung (b) bezeichnet — liegen mit 87 £5
bzw. 83 + 9 relativ nahe an dem Wert der Aggregationszahl aus der Lichtstreuung an wakri-
gen Losungen mit einem C12TAB/1-Hexanol-Verhéltnis von 1:1, der 63 betrégt [10].
Mégliche Einfllisse von Fehlern in der Tensidkonzentration, der Farbstoffkonzentration und
der CMC auf die Berechnung von Aggregationszahlen etc. werden im Anhang in Abschnitt
A.2 dargestellt. Als Ergebnis ergibt sich, daB Fehler in der Tensidkonzentration den groften
EinfluR auf die Aggregationszahl und auf die Komplexbildungskonstante Ky haben. Hinge-
gen wirken sich Fehler in der CMC nicht so stark aus.

Wesentlich verbessern lieen sich die Ergebnisse vermutlich, wenn noch mehr UV/Vis-
Spektren in Lésungen unterschiedlicher Konzentration aufgezeichnet wiirden. Dann kdnnten
némlich Streuungen in der Konzentration der einzelnen Komponenten, die ja immer auftre-
ten kdnnen, besser abgefangen werden.

Die Durchfiihrung einer Bandenanalyse fiir die verschiedenen Spektren ware ebenfalls ein
niitzliches Mittel, weitere Informationen {iber die an der Komplexbildung beteiligten Spezies
zu gewinnen. Es wurden Versuche unternommen, die verschiedenen Spektren der terndren
Mischungen (mit C12TAB/1-Hexanol = 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 bei konstanter ST-Konzentration
sowie mit variabler ST-Konzentration bei C12TAB/1-Hexanol = 1:1) mittels des Programmes
Origin 5.0 einer solchen Bandenanalyse zu unterziehen. Sie scheiterten aber daran, daf nicht
bekannt ist, wie viele Spezies tatsachlich in der Losung vorliegen, da ST selbst aggregiert
und — wie bereits erwahnt — eine CMC besitzt [88].

Auf eine Berechnung der Komplexbildungskonstanten zwischen ST und Mizellen fiir die
walrigen CxTAB-Ldsungen mit x = 6, 8, 10, 12 und 14 wurde verzichtet. Zum einen ist fir
CTAB und CgTAB die CMC nur ungenau bestimmt und zum anderen wurden fiir alle fiinf
Tenside nicht gentigend UV/Vis-Spektren bei Tensidkonzentrationen deutlich oberhalb der
CMC gemessen.
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5.3 HLADH in C,TAB-haltigen und -freien Lésungen

5.3.1 Auswahl des Puffers fiir die Untersuchungen von HLADH in L6-
sungen mit und ohne C,TAB

In der Literatur findet man eine ganze Reihe an Puffern, die fiir Untersuchungen mit Alko-
holdehydrogenasen eingesetzt werden:

« 0.1 mol/l Natriumphosphat mit 0.5 mmol/l EDTA, pH 6.0-8.1 [114]

« 83 mmol/l Kaliumphosphat, 40 mmol/lI Kaliumchlorid und 0.25 mmol/l EDTA, pH
7.3 [115]

« 0.1 mol/l TES/Kaliumhydroxid, pH 7 [116]

* 0.1 mol/l TAPS/Kaliumhydroxid, pH 8.5 [116]
* 0.1 mol/l BisTrisPropan/Salzsaure, pH 10 [116]
e 50 mmol/l TES, pH 7.5 [26]

« 50 mmol/l Phosphat, pH 6.0, 7.0 und 7.5 [26]

* 50 mmol/l Tris, pH 8.5 [26]

* 50 mmol/l Borat, pH 8.5 und 9.0 [26]

¢ 0.1 mol/l Glycin, 0.075 mol/l Semicarbazidhydrochlorid und Natriumhydroxid, pH
8.7 [34]

Man sieht bereits an dieser Auswahl, dal das pH-Optimum von HLADH zwischen pH-
Werten von 6 und 10 liegt.

Samama et al. [26] filhrten Untersuchungen in Mikroemulsionen durch, die entweder SDS
oder C16TAB sowie Alkohol (1-Butanol, 1-Pentanol, 1-Hexanol oder t-Butanol), Wasser und
Cyclohexan enthielten. Fiir den GroRteil der Untersuchungen verwendeten sie einen TES-
Puffer mit 0.050 mol/I TES und pH 7.5. Die Aktivitat von HLADH blieb in den kationischen
Mikroemulsionen — anders als bei den anionischen Mikroemulsionen — relativ lange erhal-
ten.

Da auch in dieser Arbeit kationische Tenside eingesetzt wurden, wurde der in Abschnitt 3.2.1
beschriebene Puffer mit TES und Natriumhydroxid sowie pH 7.5 verwendet. Im Gegensatz
zu Semicarbazidhydrochlorid, das fiir den zweiten Puffer fiir die Messungen mit C12E3 ver-
wendet wurde, ist TES nicht toxisch, was ein grofRer Vorteil ist.
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5.3.2 EinfluR der lonenstarke auf die Aktivitat von HLADH

Es wurde festgestellt, daR die Aktitivdt von HLADH in 10~2 mol/l Ethanol/TES-Puffer-
Ldsungen bei kleinen Natriumchloridkonzentrationen (< 0.4 mol/l) deutlich hdher war als
in salzfreier Losung, wie in Abbildung 4.66 in Abschnitt 4.4.2 zu sehen ist. Ab 0.2 mol/l
NaCl beginnt die Aktivitat allmahlich abzusinken.

Wie kann man dies erkldren? Drauz und Waldmann [12, 16] erwéhnen, da® HLADH durch
eine Reihe von Anionen inhibiert wird: Halogenide, Cyanide, Oxalate, ...Das Chlorid-
Anion in NaCl ist ja ein Halogenid. Die Erhdung der Enzymaktivitat fiir niedrige NaCl-
Konzentrationen lait sich damit aber nicht erkléren.

In Abschnitt 2.2.2 wurde bereits erldutert, dal die lonenstarke Auswirkungen auf die Prote-
instruktur hat, weil die lonenstarke die Stirke intra- und intermolekularer elektrostatischer
Wechselwirkungen des Proteins beeinflut. Studien hierzu finden sich auch in der Literatur.
Beispielsweise studierten Ana Ruggia et al. [117] die Auswirkungen verschiedener Salze
(Natriumacetat, Natriumbromid, Natriumchlorid, Natriumnitrat, Natriumperchlorat, Natri-
umsulfat, Natriumcyanat, Mononatriumphosphat und Dinatriumphosphat) und lonenstérken
auf die Aktivitat von mitochondrieller Malatdehydrogenase (mMMDH) aus Schweineherz. Sie
stellten Ahnliches fest wie fir HLADH gefunden wurde, dag namlich alle Salze auf zwei-
fache Art wirken: bei niedrigen Konzentrationen erhdhen sie die Aktivitat von mMDH, bei
hohen Konzentrationen, die von Salz zu Salz verschieden sind, inhibieren sie das Enzym. Sie
flihrten diese Ergebnisse darauf zurtick, daR mMDH, das als Dimer vorliegt, bei niedriger lo-
nenstérke stabilisiert wird und somit eine hohere Aktivitat zeigt. Eine weitere Erhohung der
lonenstarke fiihrt zu einem Aktivitatsverlust, der offenbar eine Folge struktureller Verande-
rungen des Enzyms ist. Dieselben Schliisse kann man wohl auch aus den Veranderungen der
HLADH-AKtivitét ziehen.

5.3.3 HLADH in 1-Hexanol-Ldsungen verschiedener Konzentration

In Abbildung 5.5 ist zum Vergleich die gemessene Aktivitat von HLADH in 1-Hexanol-
Ldsungen verschiedener Konzentration und die Aktivitat fiir unkompetitive Hemmung (aus
dem Fit der MeRdaten) sowie ungehemmte Michaelis-Menten-Kinetik dargestellt. Als un-
kompititiver Inhibitor wurde das Substrat betrachtet. Fiir die Anpassung wurde die reziproke
Gleichung von Gleichung 2.50 in Abschnitt 2.2.4 verwendet [71]:

1 1 Km 1
-—=—-—++ +
V. Vmax  Vmax:[A] Vi Kiy

(5.4)

Dabei wurde die Inhibitorkonzentration [I] durch die Substratkonzentration [A] ersetzt.

Es zeigt sich eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen gemessenen und angepaBten Wer-
ten. Man erhalt fir Vina einen Wert von 0.9330, fiir Ky, einen Wert von 8.740 - 10~° mol/l
und fiir K;, einen Wert von 2.467 - 10~2 mol/l. Der Korrelationskoeffizient des Fits ist mit
0.9815 relativ gut. HLADH scheint in der Tat durch hohe 1-Hexanolkonzentrationen auf un-
kompetitive Art und Weise gehemmt zu werden.

Um genauere Aussagen machen zu kdnnen, waren mehr Messungen bei niedriger 1-Hexanol-
Konzentration notwendig. Zu hoheren Konzentrationen hin ist eine Erweiterung auf Grund
der begrenzten Wasserloslichkeit von 1-Hexanol leider nicht mehr moglich.
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Abbildung 5.5: Vergleich der Aktivitat von HLADH in 1-Hexanol-Ldsungen verschiedener
Konzentration (CJ0) mit durch Anpassung erhaltenen Werten fiir unkompetitive Hem-
mung ( ). Mit den aus der Anpassung erhaltenen Werten fiir Ky und Vipax wur-
den Werte flir eine ungehemmte Michaelis-Menten-Kinetik ( ===== ) berechnet.

5.3.4 HLADH in pseudobinédren Ldsungen CxTAB/TES-Puffer

Die Aktivitat von HLADH in pseudobinadren Losungen CxTAB/TES-Puffer verhalt sich fiir
die verschiedenen CxTABs doch sehr unterschiedlich, wenn die Tensidkonzentration steigt,
wie in Abschnitt 4.4.4 gezeigt wurde. Es soll nun der Versuch unternommen werden, zu
klaren, welcher Art die Ursachen fiir diese unterschiedlichen Kurvenverldufe sind.

5.3.4.1 Vergleich von ST und HLADH in (pseudo-) bindren Ldsungen CyTAB/TES-
Puffer

In den Abbildungen 5.6 bis 5.10 sind die Ergebnisse fiir ST und HLADH in (pseudo-) binéren
Ldsungen CxTAB/TES-Puffer (x = 6, 8, 10, 12, 14) aus den Abschnitten 4.3.2 und 4.4.4 ein-
ander gegegenibergestellt.

Wie man sieht, féallt der Anstieg der Wellenldnge des Maximums mit steigender CxTAB-
Konzentration in etwa mit dem Absinken der Aktivitdt von HLADH zusammen. Beides
findet im Bereich der CMC der verschiedenen Tenside statt, wobei die CMC im Fall von
CeTAB und CgTAB eher schlecht bestimmbar ist, wie bereits erwahnt wurde. DaR der An-
stieg der Kurve von Amax und der Abfall der Kurve von r mit steigender Tensidkonzentration
nicht genau an der CMC beginnt, liegt wohl unter anderem darin begriindet, daB die angege-
benen CMC-Werte in walriger Losung bestimmt wurden, wéhrend die in den Abbildungen
dargestellten Daten von Messungen in TES-Puffer stammen.

Warum im Fall der Lésungen mit C12TAB und C14TAB ein Minimum der Aktivitdt von
HLADH vor der CMC auftritt, kdnnte an einer anderen Art der Wechselwirkung dieser bei-
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den Tenside mit HLADH oder 1-Hexanol liegen. Moglicherweise treten auch vor der CMC
pramizellare Aggregate von Tensid- und Alkoholmolekdlen auf, die einen EinfluR auf die
Konzentration des freien 1-Hexanol in der Losung haben. Dies konnte zu einer Reduktion
der Enzymaktivitdt vor der CMC fiihren. DaR die Aktivitdt aber ab einer bestimmten Kon-

zentration wieder ansteigt, 1a8t sich damit nicht erkléren.

Das Vorhandensein pramizellarer Aggregate wird beispielsweise von Brinchi et al. [118,119]
zur Erklarung erhohter Geschwindigkeitskonstanten von Decarboxylierungs- oder Hydroly-
sereaktionen in Tensidldsungen unterhalb der CMC herangezogen, ist aber in der Literatur

nicht unumstritten [41].
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Abbildung 5.6: Vergleich der Wellenlange des Maximums von ST, Amax, und der Aktivitat
von HLADH, r, in Abhéngigkeit von der CsTAB-Konzentration. B und O entsprechen
der Wellenlénge des Maximums in 1-Hexanol-freier bzw. -haltiger Ldsung, ® der Ak-
tivitdt von HLADH in 1-Hexanol-haltiger Losung. Die Zugehdorigkeit der jeweiligen
Kurven zur entsprechenden y-Achse ist zusétzlich durch Pfeile angegeben. Die CMC

¢(C,TAB) [mol/]

ist durch die gestrichelt eingezeichnete Gerade dargestellt.
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Abbildung 5.7: Vergleich der Wellenldnge des Maximums von ST, Amax, und der Aktivitét
von HLADH, r, in Abhangigkeit von der CgTAB-Konzentration. Es gelten dieselben

Symbole wie in Abbildung 5.6.
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Abbildung 5.8: Vergleich der Wellenldnge des Maximums von ST, Amax, und der Aktivitét
von HLADH, r, in Abhéngigkeit von der C10TAB-Konzentration. Es gelten dieselben

Symbole wie in Abbildung 5.6.
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Abbildung 5.9: Vergleich der Wellenldnge des Maximums von ST, Amax, und der Aktivitét
von HLADH, r, in Abhéngigkeit von der C12,TAB-Konzentration. Es gelten dieselben

Symbole wie in Abbildung 5.6.
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Abbildung 5.10: Vergleich der Wellenlédnge des Maximums von ST, Amax, und der Aktivitét
von HLADH, r, in Abhéngigkeit von der C14TAB-Konzentration. Es gelten dieselben

Symbole wie in Abbildung 5.6.
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5.3.4.2 Einflufl? der lonenstérke der pseudobinaren Lésungen CxTAB/TES-Puffer

Eine weitere Mdglichkeit zur Erklarung der Aktivitat von HLADH in pseudobindren Losun-
gen CxTAB/TES-Puffer besteht darin, den EinfluR der lonenstarke der Tensidldsungen ab-
zuschétzen.

In den Abbildungen 5.11 und 5.12 ist die Aktivitat von HLADH in pseudobindren Losun-
gen mit 5-10~3 mol/l 1-Hexanol und den verwendeten CyTABs und — zum Vergleich — in
10~2 mol/I Ethanol-L8sungen mit steigender Natriumchlorid-Konzentration dargestellt. Die
lonenstérke wurde unter Verwendung der Werte fiir ccmc und Nag aus Tabelle 5.2 berechnet.
Fur den lonisationsgrad o der Mizellen der verschiedenen CyTAB-Tenside wurde als Néhe-
rung der Mittelwert von o fiir C1oTAB, C12TAB und C14TAB, der bei 0.27 liegt, verwendet.

Die lonenstérke einer Tensidldsung der Gesamtkonzentration ¢t vor oder nach der CMC
18Rt sich aus Gleichung 2.16 in Abschnitt 2.1.3.2.3 herleiten, wenn man annimmt, dal? ober-
halb der CMC die Monomerenkonzentration konstant bleibt und es sich bei dem Tensid um
ein 1-1-Tensid handelt.

Man erhélt folgenden Ausdruck fiir die lonenstérke:

1
|{ Ccme JFE‘(CT,O*CCMC)'G'(NAG‘U+1) , CT,0>Cemc (5.5)
CT,0 » Cro<Ccmc

Zusatzlich wird noch die Naherung gemacht, daf3 die lonenstarke des Puffers keinen Einfluf
auf die CMC und den Dissoziationsgrad der Mizellen hat und dafl man deshalb die Gesamt-

LO.S-. AA}\XA N
- 1 \*{\ |
I S

I [mol/l]

Abbildung 5.11: Aktivitat r von HLADH in Abhéngigkeit von der lonenstérke | der Losung.
W entspricht den Losungen mit 10~2 mol/l Ethanol und NaCl. AuBerdem sind die Er-
gebnisse fiir Lésungen mit 5- 103 mol/l 1-Hexanol und CgTAB (O), C10TAB (A) und
C14TAB (Q) abgebildet.
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Abbildung 5.12: Aktivitat r von HLADH in Abhéngigkeit von der lonenstérke | der Losung.
W entspricht den Losungen mit 10~2 mol/l Ethanol und NaCl. AuBerdem sind die Er-
gebnisse fiir Lésungen mit 5- 10~3 mol/l 1-Hexanol und C¢TAB (O), CsTAB (©) und
C12TAB (V) abgebildet.

ionenstdrke der Losung durch Addition der lonenstérke der reinen Tensidldsung und des
reinen Puffers berechnen kann.

Die Kurven der Aktivitat von HLADH fiir die pseudoternéaren Losungen mit CsTAB, CsTAB
und C19TAB &hneln der Kurve, die fiir Ethanol/NaCl erhalten wurde, verbliffend, wie man
in den Abbildungen 5.11 und 5.12 sehen kann. Besonders gro ist die Ahnlichkeit fiir die
Kurve von CgTAB. Man konnte dies mdglicherweise so deuten, daf die Wechselwirkungen
zwischen diesen drei Tensiden und HLADH mehr oder weniger dieselben sind wie zwischen
HLADH und Natriumchlorid und im wesentlichen elektrostatischer Natur sind.

Hingegen besitzen die Kurven fiir C1oTAB und C14TAB fiir kleine lonenstéarken ein deut-
lich anderes Aussehen als die Kurven der anderen drei Tenside und Ethanol/NaCl. Dies mag
vielleicht darauf beruhen, da C12TAB und C14TAB mit HLADH nicht nur elektrostatische
sondern auch hydrophobe Wechselwirkungen zeigen.
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5.3.5 HLADH interndren Ldsungen C1, TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei
konstanten Molzahlenverhaltnissen C12 TAB/1-Hexanol

Im Falle der terndren Ldsungen Ci2TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzah-
lenverhéltnissen C1,TAB/1-Hexanol wiirde eine Auftragung der Aktivitdt von HLADH als
Funktion der lonenstérke im wesentlichen keine neuen Informationen im Vergleich zu Ab-
bildung 4.73 in Abschnitt 4.4.5 liefern. Die Situation ist fur die ternéren Lsungen eine
andere als fiir die pseudobindren, da ja die 1-Hexanolkonzentration mit steigender Tensid-
konzentration zunimmt — mit dem Verhéltnis C12TAB/1-Hexanol als Proportionalitatsfaktor
—, wahrend sie im Fall der pseudobindren Ldsungen konstant gehalten wird. Effekte der
lonenstérke bzw. der Wechselwirkungen zwischen HLADH und C12,TAB werden mit an Si-
cherheit grenzender Wahrscheinlichkeit von Einfliissen von 1-Hexanol auf Enzym und Ten-
sid Uberlagert.

Betrachtet man die Kurven fiir die Aktivitat von HLADH in C12TAB-freien 1-Hexanol-
Ldsungen und terndren Losungen konstanten Tensid/Alkohol-Verhaltnisses in den Abbildun-
gen 4.75 und 4.75 in Abschnitt 4.4.5, so sind sie gegeneinander verschoben, zeigen aber eine
ghnliche Form, wie bereits erlautert wurde. Das ,,Maximum* fir tensidfreie Ldsungen liegt
bei bedeutend niedrigeren 1-Hexanol-Konzentrationen als die Maxima von ternéren Losun-
gen mit C12TAB/1-Hexanol = 8:1, 4:1, 2:1 und 1:1. Die Maxima dieser vier Losungssysteme
verschieben sich in der genannten Reihenfolge hin zu hoheren Alkoholkonzentrationen.
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Abbildung 5.13: Auftragung der Aktivitat r von HLADH und der Wellenldnge des Ma-
ximums, Amax, von ST als Funktion der C1oTAB-Konzentration in terndaren Losun-
gen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlenverhéltnissen C12TAB/1-
Hexanol. Die Kurven fiir r und Amax flir C12TAB/1-Hexanol = 8:1 und 2:1 wurden je-
weils mit verschiedenen y-Achsen aufgetragen. Die Zuweisungen zur jeweiligen Achse
sind in der Legende angegeben.
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Abbildung 5.14: Auftragung der Aktivitdt r von HLADH und der Wellenldnge des Ma-
ximums, Amax, Von ST als Funktion der C1oTAB-Konzentration in terndren Ldsun-
gen C12TAB/1-Hexanol/TES-Puffer bei konstanten Molzahlenverhéltnissen C12TAB/1-
Hexanol. Die Kurven fiir r und Amax flir C12TAB/1-Hexanol = 4:1 und 1:1 wurden je-
weils mit verschiedenen y-Achsen aufgetragen. Die Zuweisungen zur jeweiligen Achse
sind in der Legende angegeben.

Da eine Anpassung analog zum Fit der Aktivitat von HLADH als Funktion der 1-Hexanol-
Konzentration in Abschnitt 5.3.3 mit Gleichung 5.4 bedeutend schlechtere Korrelationsko-
effizienten fir die Losungen mit C1oTAB/1-Hexanol = 8:1, 4:1, 2:1 und 1:1 lieferte als flr
die tensidfreie Losung, wird auf die Darstellung und Diskussion der Resultate verzichtet.
Zur Erganzung sollen die Veranderungen der Aktivitat von HLADH mit den Veranderungen
des Maximums von ST verglichen werden.

Betrachtet man die Kurven der Aktivitdt r von HLADH und der Wellenldnge des Maxi-
mums, Amax, von ST, die in den Abbildungen 5.13 und 5.14 dargestellt sind, so fallt die
groRe Ahnlichkeit bei niedrigen und mittleren Tensidkonzentrationen auf. DaB Mizellen in
den betrachteten Konzentrationsbereichen vorliegen, zeigen der Verlauf der Kurven flr Amax
von ST und von Preu [10] durchgefiihrte Streumessungen. Mit steigender Tensidkonzentra-
tion kann offenbar mehr 1-Hexanol bzw. ST in die Mizellen, deren Konzentration und/oder
GrolRe zunimmt, eingebaut werden.

Die Ursache fir die Verschiebung der Maxima der Aktivitatskurven bei der Auftragung
als Funktion der 1-Hexanolkonzentration (vgl. Abbildungen 4.75 und 4.75 in Abschnitt
4.4.5) konnte sein, daf immer mehr 1-Hexanol in die Mizellen eingelagert wird, je Klei-
ner das C1>,TAB/1-Hexanol-Verhaltnis ist. Dall bei sehr hohen Tensidkonzentrationen und
damit auch hohen Alkoholkonzentrationen die Aktivitat von HLADH allméhlich wieder
sinkt, konnte verschiedene Ursachen haben. Entweder kommt es durch zu hohe 1-Hexanol-
Konzentrationen in der walrigen Pseudophase zur Inhibierung des Enzyms oder durch die
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hohen Tensidkonzentrationen und damit hohen lonenstarken. Denkbar ist auch, dal3 beide
Arten der Inhibierung von HLADH gleichzeitig auftreten. Vergleichbare Ideen stellen Vipa-
relli et al. [37] in ihrem Artikel dar.

5.3.6 HLADH in Mischungen mit hoher 1-Hexanol-Konzentration und
mittlerer CyTAB-Konzentration

In Abschnitt 4.4.6 konnte gezeigt werden, daB HLADH auch in Mischungen mit hoher 1-
Hexanol- und mittlerer C,TAB-Konzentration, d. h. im Bereich inverser Mizellen, aktiv ist.
Betrachtet man die Abbildungen 4.78 bis 4.82 sowie die Tabelle 4.8, so stellt man fest, dafl
fiir steigende Wassergehalte bei gleichem Tensidgehalt die Extinktionsanderung vom An-
fang bis zum Ende einer Messung immer groRRer wird. Dies gilt fiir alle CxTABs. Zur Ver-
deutlichung dieses Phanomens ist in Abbildung 5.15 die zeitliche Anderung der Extinktion
(AA/At), die aus den Werten in Tabelle 4.8 berrechnet wurde, als Funktion der Tensidket-
tenldnge x der CxTABs fiir steigende Wassergehalte dargestellt.

In der Literatur stot man bei Enzymen in inversen Mikroemulsionen bzw. Mizellen eben-
falls auf dieses Phdnomen. Mit steigendem wo-Wert, d. h. zunehmendem Wasser/Tensid-
Verhaltnis steigt in vielen Fallen die Aktivitat der in inverse Mizellen eingelagerten Enzy-
me, bevor ein Maximum erreicht wird und dann die Enzymaktivitdt wieder zu sinken be-
ginnt. Beispielsweise zeigen Freeman et al. [120], daR die Reaktionsgeschwindigkeit von
Chymotrypsin bei der Hydrolyse von N-Glutaryl-L-phenylalanin-p-nitroanilid in inversen
Mizellen von AOT/Natriumtaurocholat in Heptan zu- und wieder abnimmt, wenn der Was-
sergehalt steigt. Stamatis et al. [21] préasentieren ein vergleichbares Bild fiir die Aktivitat
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Abbildung 5.15: Abhangigkeit der zeitlichen Extinktionsdnderung AA/At von Tensidket-
tenldnge x und Wassergehalt in Losungen mit hoher 1-Hexanol- und mittlerer CxTAB-
Konzentration. Der Wassergehalt steigt in der Reihenfolge 0 < O < A < V.
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verschiedener Lipasen bei der Veresterung von Hexanol und Olsaure in inversen Mizellen
im System AOT/Isooctan/Wasser.

Eine mdgliche Erklédrung fiir diese Beobachtung ist die Tatsache, daf mit steigendem Wasser-
gehalt die GroRe der inversen Mizellen zunimmt [21,26]. Man findet bei manchen Enzymen
das Aktivitatsoptimum eines Enzyms in dem wo-Bereich, in dem die GroRe der inversen Mi-
zellen ungefahr der GroRRe des Enzyms entspricht. Zusatzlichen EinfluB auf die Aktivitét hat
die Lage des Enzyms in der inversen Mizelle [19, 21].
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5.4 HLADH in Cy,E3-haltigen und -freien Lésungen

5.4.1 HLADH in bindren Systemen Alkohol/Glycin-Puffer ohne Tensid

Die Aktivitat von HLADH zeigt fiir fast alle n-Alkanole sowie fiir 1,5-Pentandiol eine ver-
gleichbare Abhéangigkeit von der Alkoholkonzentration wie in Abbildung 5.5 fiir 1-Hexanol
in TES-Puffer dargestellt wurde. Dies bedeutet, da® HLADH offenbar auch im Glycin-Puffer
durch das Substrat Alkohol kompetitiv gehemmt wird, was nicht tiberrascht. Eine Anpassung
mit Hilfe der Gleichung 5.4 fiir unkompetitive Hemmung (vgl. Abschnitt 5.3.3) wurde zwar
versucht, lieferte aber keine liberzeugenden Ergebnisse, was die Korrelationskoeffizienten
betraf, und vor allem andere Werte fiir die Maxima der Kurven als die graphisch bestimm-
ten. Auf eine Darstellung der Fitergebnisse wurde daher verzichtet.

Wie bereits erwahnt wurde, sinkt die Konzentration, an der das Maximum der Enzymakti-
vitat auftritt, mit steigender Kettenléange des Alkohols, d. h. von Ethanol zu 1-Heptanol. Man
kann dies so deuten, da® HLADH eine hohere Affinitéat zu langerkettigen Alkoholen besitzt.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Martinek et al. [25] aus Messungen in waRriger
Pufferlésung.

Nur bei 1-Heptanol und 1,7-Heptandiol treten fiir hohe Alkoholkonzentrationen Abwei-
chungen vom erwarteten Verhalten auf: die Enzymaktivitat bleibt mehr oder weniger kon-
stant. Fiir 1-Heptanol trifft dies auf den Konzentrationsbereich zwischen 4.2-10~6 mol/g ~
4.2-10~3 mol/l und der Léslichkeitsgrenze oberhalb von 8.6-10~8 mol/g ~ 8.6-10~2 mol/g
mit Aktivitatswerten zwischen 0.87 und 0.94 zu. Nahezu konstante HLADH-AKktivitédten
zwischen 1.26 und 1.34 findet man fiir 1,7-Heptandiol im Konzentrationsbereich zwischen
7.6-10~%mol/g &~ 7.6-10~3 mol/I und der Mischbarkeitsgrenze oberhalb von 1.6-10~4 mol/l
~ 0.16 mol/l.

In den Artikeln von D’Arrigo et al. [121] und Glifski et al. [122] ist eine mdgliche Er-
klarung zu finden. D’ Arrigo et al. stellen die Ergebnisse von SANS-Experimenten an wakri-
gen Ldsungen verschiedener Diole und Triole dar und geben an, dai3 sie am Spektrum einer
Ldésung mit 0.7 mol/l 1,7-Heptandiol typische Anzeichen fiir ein System mit Aggregaten
und Konzentrationsfluktuationen erkannten. Darliberhinaus geben sie CMC-Werte fiir 1,6-
Hexandiol und 1,7-Heptandiol an, ndmlich 0.15 bis 0.20 mol/l bzw. 0.12 mol/I. Glifski et al.
schliefen aus ungewdhnlichem Verhalten von wéRrigen 1,5-Pentandiol-Ldsungen bei der
Messung der Oberflachenspannung, da mdglicherweise mizellartige Gebilde an der Ober-
flache vorliegen. Zana [52] stellt in einem Ubersichtsartikel ebenfalls dar, da in wéRrigen
Ldsungen von Alkoholen diese Assoziate bilden kénnen. Die Assoziate bestehen aber wahr-
scheinlich nur aus wenigen Molekiilen und haben keine lange ,,Lebenszeit*.

Es ist also durchaus denkbar, dafl im oben genannten Konzentrationsbereich fiir 1,7-Heptan-
diol bzw. 1-Heptanol (mizellartige) Aggregate, bestehend aus Alkoholmolekiilen, auftreten,
was dazu fiihrt, daf die Konzentration an freiem Alkohol in etwa konstant bleibt. Die Folge
davon ist eine ungefahr gleichbleibende Aktivitat von HLADH.

Fir die Losungen zur Aktivitdtsbestimmung von HLADH konnte eine Konzentration von
= 0.16 mol/l an 1,7-Heptandiol nicht {iberschritten werden, ohne triibe Lésungen zu erhal-
ten, obwohl D’ Arrigo et al. [121] ihre Messungen in Ldsungen mit 0.7 mol/l 1,7-Heptandiol
bei 20°C durchfiihren konnten. Dies mag am Einflu des Glycin-Puffers liegen.

Ob mit 1-Oktanol vergleichbare Effekte wie bei 1-Heptanol und 1,7-Heptandiol auftreten,
ist nicht feststellbar, da die Ldslichkeit von 1-Oktanol in Wasser zu gering ist.
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5.4.2 HLADH in terndren Systemen mit Cq,E»3/Alkohol/Glycin-Puffer

In Abschnitt 4.5.2 wurde die Lage der Maxima der Aktivitat von HLADH fiir die verschie-
denen terndren C12Eo3/Alkohol/Wasser-Systemen bereits dargestellt.

Die Aktivitatskurven fiir Ethanol bzw. 1-Propanol und steigende C12E23-Konzentrationen als
Funktion der Alkoholkonzentration bleiben im Prinzip gleich, was die Konzentration am Ma-
ximum und die Kurvenform betrifft. Man kann dies der Tatsache zuschreiben, daf Ethanol
und 1-Propanol als relativ kurzkettige Alkohole nicht in die Mizellen eingebaut werden und
somit ihre Konzentration in der waBrigen Pseudophase auch bei héherer Tensidkonzentration
konstant bleibt. Damit deckt sich auch, daB die Verteilungskoeffizienten zwischen wéaRriger
und mizellarer Pseudophase fiir beide Alkohole ungeféhr 0 sind. Allerdings sinkt die Akti-
vitdat am Maximum im Fall von Ethanol mit steigender Tensidkonzentration, was sich nur
schlecht erklaren 1aRt. Ethanol und 1-Propanol sind somit Kosolventien. Karukstis et al. [54]
kamen fiir Ethanol bzw. 1-Propanol in Losungen mit C12TAB, C14TAB oder C15TAB eben-
falls zu diesem Ergebnis.

Fir die terndren Systeme mit 1-Butanol bis 1-Dekanol zeigt sich, daf die Maxima mit stei-
gender Tensidkonzentration immer mehr zu héheren Alkoholkonzentrationen verschoben
werden. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dafl immer mehr Alkohol in die Mizellen einge-
baut wird, was auch durch die Werte des Verteilungskoeffizienten p fiir die verschiedenen
»langerkettigen” Alkohole und Tensidkonzentrationen belegt wird. Mit steigender Tensid-
konzentration steigt ja auch die Anzahl der Mizellen in der Ldsung. Die Alkohole ab 1-
Butanol bis 1-Dekanol kdnnen als Koaggregate oder Kotenside betrachtet werden, wobei
eine Unterscheidung dhnlich der, die Karukstis et al. [54] treffen, anhand der Ergebnisse der
enzymatischen Untersuchungen nicht maglich ist.

Man sieht zudem, daR fiir die Alkohole mit den groften Kettenlangen, némlich 1-Oktanol,
1-Nonanol und 1-Dekanol, die Werte fiir Amax deutlich geringer als fir die anderen Alkohole
sind. Man kann als Begriindung anfiihren, daf die langkettigen Alkohole zwar eine groRere
Affinitat zu HLADH aufweisen, daf3 sie aber bei weitem nicht so gut umgesetzt werden wie
Alkohole mit geringerer Kettenlénge.

Dariiberhinaus 148t sich feststellen, daR im Falle der Systeme mit 1-Pentanol und 22 Gew%
C12E23 die Aktivitat von HLADH fiir grofRe 1-Pentanol-Konzentrationen auf verhaltnismaRig
hohem Niveau erhalten bleibt und bei einer weiteren Erhéhung der Alkoholkonzentrati-
on nicht abféllt, sondern im Gegenteil wieder ansteigt. Zu &hnlichen Ergebnissen waren
bereits Meziani et al. [34] gekommen. Vielleicht dndert sich mit steigender 1-Pentanol-
Konzentration der Verteilungskoeffizient zwischen mizellarer und waBriger Pseudophase,
was dazu fiihren kdnnte, daR die tatsachliche Alkoholkonzentration in der waRrigen Pseudo-
phase sinkt und somit das Enzym wieder eine hohere Aktivitdt zeigt.

Preu et al. [15] konnten die Verteilungskoeffizienten verschiedener Alkohole in den ternédren
Systemen C12E23/Alkohol/D,0 bei einer C12E23-Konzentration von 8 Gew% aus Neutro-
nenstreuexperimenten bestimmen. Die in dieser Arbeit bestimmten Werte sind in Tabelle 5.5
den Werten aus [15] gegenuibergestellt.

Es zeigt sich, daB die Werte fiir die Verteilungskoeffizienten zwar nicht identisch sind, aber
doch die Tendenz fiir steigende Kettenldnge n der Alkohole ahnlich ist.

Betrachtet man die Ergebnisse fiir die beiden verwendeten Diole, so zeigen sich doch deut-
liche Unterschiede. 1,5-Pentandiol verhdlt sich eher wie die kurzkettigen Alkohole Etha-
nol und 1-Propanol. Die Form der Aktivitdtskurven verandert sich mit steigendem C12E23-
Gehalt kaum, nur flr 22 Gew% Tensid ist das Maximum etwas zu hdheren Diol-Konzen-
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Tabelle 5.5: Vergleich der Verteilungskoeffizient verschiedener Alkohole (C,,OH) in Losun-
gen mit 8 Gew% C12E23 aus Experimenten mit HLADH und aus Neutronenstreuexpe-
rimenten (SANS) [15]

Ln (4 |5 [6 |7 |
HLADH | 05 |05 |09 084
SANS | 0.15 | 0.38 | 09 | 0.99

trationen hin verschoben, was zu einem Verteilungskoeffizienten von 0.33 fiihrt. Dies kann
durch einen stérkeren Einbau des Diols in die Mizellen, aber auch durch Schwankungen der
Enzymaktivitat verursacht sein. Bei 1,5-Pentandiol handelt es sich also ebenfalls um ein Ko-
solvens. Dieselbe Feststellung trafen Karukstis et al. [54].

Fir niedrige Tensidkonzentrationen zeigt sich, daf die Form der Aktivitdtskurve des En-
zyms HLADH in den terndren Systemen mit 1,7-Heptandiol ungefahr gleich bleibt. Nur das
Maximum verschiebt sich allméhlich zu hoheren Alkoholkonzentrationen, wenn die Tensid-
konzentration ansteigt. Besonders deutlich ist die Verschiebung des Maximums zu héheren
Alkoholkonzentrationen fiir die terndren Systeme mit 22 Gew% C12E 23, was vermutlich dar-
auf zurlickzufiihren ist, daR besonders viel 1,7-Heptandiol in die Mizellen eingebaut werden
kann.

An sich steht dies im Widerspruch zu den Ergebnissen von Karukstis et al. [54], daf3 sich
auch 1,7-Heptandiol als Kosolvens verhlt. Cafiadas et al. [123] trafen ebenfalls die Aussa-
ge, dal a,w-Alkandiole sich wie kurzkettige Alkohole verhalten, da sie an der Mizellober-
flache solubilisiert werden. Allerdings sollte man beriicksichtigen, daB diese Autoren Diole
in Ldsungen mit kationischen Tensiden untersuchten, es sich aber bei C12E23 um ein nicht-
ionisches Tensid handelt. Nichtionische Tenside verhalten sich, was die Wechselwirkung
mit Alkoholen betrifft, etwas anders als ionische Tenside. Beispielsweise setzen Alkohole
die CMC nichtionischer Tenside bei weitem nicht so stark herab als die ionischer Tensi-
de [124]. Dariiber hinaus kann es auch zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen
nichtionischen Tensiden und Alkoholen kommen [49]. Was ebenfalls nicht auBer Acht ge-
lassen werden sollte, ist die deutlich gréRere polare Kopfgruppe von C12E23 im Vergleich zu
ionischen Tensiden wie CyTABs oder SDS, wie in Abbildung 2.2 in Abschnitt 2.1.1 zu sehen
ist.

Man kann sich also durchaus vorstellen, daf 1,7-Heptandiol in Ldsungen ionischer Tensi-
de als Kosolvens wirkt, in Losungen nichtionischer Tenside wie C12E»3 als Kotensid oder
Koaggregat.
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5.4.3 HLADH im Bereich der CMC von Cy2E»3 in Ethanol- bzw. 1-
Pentanol-haltigen Losungen

Die in den Abbildungen 4.100 und 4.101 in Abschnitt 4.5.3 dargestellten Kurven fir die
Aktivitiat von HLADH in Losungen verschiedener Ethanol- bzw. 1-Pentanol-Konzentration
weisen im Bereich von 1-10~8 mol/l C12E>3 einen Knick, z. T. auch ein Minimum in der
Aktivitat auf. Man konnte dies einer Inhibierung des Enzyms HLADH durch die Tensidmo-
lekiile zuschreiben.

Der Anstieg nach diesem Knick ist moglicherweise dadurch bedingt, daR es zu pramizel-
larer Aggregation des nichtionischen Tensids kommen konnte. Die Bildung von Aggrega-
ten héatte zur Folge, daR die Inhibierung des Enzyms durch die Tensidmolekile reduziert
wiirde. AuBerdem wiirden sich im Fall der 1-Pentanol-haltigen Losungen die Wechselwir-
kungen zwischen Tensid und Alkohol andern. Man konnte sich vorstellen, daf 1-Pentanol —
in Abhangigkeit von seiner Konzentration — bereits in die pramizellaren Aggregate eingebaut
wird.

Der deutliche Anstieg der Aktivitat von HLADH in Lésungen mit 1- 103 mol/I 1-Pentanol
bis zu 0.1 mol/l Tensid kdnnte dadurch bedingt sein, daf 1-Pentanol hauptséchlich in der
walrigen Pseudophase vorliegt, daR aber durch die vermehrte Bildung von Tensidassoziaten
mit steigender C12E23-Konzentration das Volumen der walrigen Pseudophase allméhlich re-
duziert wird. Dies hétte zur Folge, daf die Konzentration von 1-Pentanol in der walrigen
Pseudophase zunimmt.

Da eine Konzentration von 1-10~3 mol/l 1-Pentanol niedriger als die Konzentration Cmax in
bindrer Lésung mit 1-Pentanol/Glycin-Puffer (Cmax = 21078 mol/g ~ 2. 1073 mol/l) ist,
steigt mit zunehmender 1-Pentanol-Konzentration die Enzymaktivitdt bis zum Maximum
und fallt dann wieder ab — analog zum Verlauf der Aktivitét in bindrer Lésung. Fir sehr
hohe Tensidkonzentrationen kénnte die Inhibierung von HLADH durch das Tensid wieder
dominierend werden oder aber es wird vielleicht deutlich mehr 1-Pentanol in die Mizellen
eingebaut, was Erklarungen fiir den starken Abfall der Enzymaktivitét oberhalb von 0.1 mol/l
C12E23 wéren.

Die Lésungen mit 5-10~3 mol/l, 7.5-10~3 mol/l und 1-10~2 mol/I 1-Pentanol liegen bereits
bei hoheren Konzentrationen als cmax in bindrer Lésung mit 1-Pentanol/Glycin-Puffer. Hier
scheint bis zu einer C12E23-Konzentration von 0.01 mol/l die Konzentration von 1-Pentantol
in der wéaRrigen Pseudophase nahezu konstant zu bleiben, was die relativ konstante Enzy-
maktivitat erklaren konnte. Oberhalb von 0.01 mol/l C12E23 kommt es zu einem Anstieg der
HLADH-AKktivitat, was dadurch bedingt sein diirfte, daf allmahlich immer mehr 1-Pentanol
in die Mizellen eingebaut wird, so daB die nominelle Konzentration in der waRrigen Pseudo-
phase abnimmt und man sich dem Maximum der Aktivitét in bindrer Losung nahert. Ober-
halb von 0.1 mol/l C12E23 sinkt die Aktivitat von HLADH wieder, was dhnliche Ursachen
haben diirfte wie im Fall der Lésungen mit 1-10~2 mol/I 1-Pentanol.
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Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

Die Auswirkungen der Strukturierung von Tensidldsungen auf das Enzym Alkoholdehydro-
genase aus Pferdeleber (HLADH) und den Farbstoff Safranin T (oder Safranin O; kurz ST)
wurden in dieser Arbeit untersucht. HLADH wurde in den terndren Systemen CxTAB/1-
Hexanol/Wasser (mit x = 6, 8, 10, 12, 14) sowie C12E23/Alkohol/Wasser (Alkohol = n-
Alkanol mit n = 2, 3, ..., 10, oder a,w-n-Alkandiol mit n = 5, 7) eingesetzt, ST nur in
den terndren Systemen mit CyTAB. Zur Erganzung der CyTAB-Untersuchungen wurden
Leitfahigkeitsmessungen durchgefiihrt und Phasendiagramme bestimmt. Alle Messungen
fanden bei 25°C statt.

Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich folgendermal’en zusammenfassen:

ST ist dazu geeignet, die CMC kationischer Tenside vom C,TAB-Typ zu bestimmen,
vorausgesetzt die CMC ist nicht zu niedrig oder zu wenig ausgepragt.

ST kann offensichtlich dazu verwenden werden, Aggregationszahlen von Mizellen ka-
tionischer Tenside aus UV/Vis-Spektren zu bestimmen.

HLADH reagiert sensibel auf steigende lonenstarken und Tensidkonzentrationen im
Bereich der CMC der Tenside vom CxTAB-Typ.

HLADH ist in Losungen mit konstantem C1>,TAB/1-Hexanol-Verhaltnissen bei deut-
lich hdheren Alkoholkonzentrationen aktiv als in tensidfreier Losung.

HLADH laRt sich auch ohne zusatzliche organische Losungsmittelzusatze in Systemen
mit ,,inversen“ Mizellen von CxTAB-Tensiden, 1-Hexanol und Puffer einsetzen.

Das Verhalten von verschiedenen Alkoholen in Losungen mit C12E»3 kann mit Hilfe
von HLADH im Hinblick auf den Kotensid- oder Kosolvenscharakter der Alkohole
untersucht werden.

HLADH reagiert in Abhangigkeit vom verwendeten Alkohol mehr oder weniger emp-
findlich auf die Zunahme der Tensidkonzentrationen im Bereich der CMC von C12E»3.

Die Nanostrukturierung der mizellaren Systeme wurde z. T. durch UV/VIS-spektroskopische
Messungen mit ST sowie durch Leitfahigkeitsmessungen in dieser Arbeit bestatigt — und
bzw. oder durch verschiedene Streumessungen [10, 15, 34]. Es handelt sich bei der UV/Vis-
spektroskopischen Bestimmung der CMC um eine weitere, relativ leicht anwendbare Me-
thode zur Bestimmung der CMC. Um zu verifizieren, daB auch aus UV/Vis-Spektren von
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Farbstoff-Mizell-Komplexen Aggregationszahlen bestimmbar sind und nicht nur aus Fluo-
reszenzmessungen an diesen Komplexen oder aus Streumessungen, sollten jedoch in weite-
ren Studien andere Farbstoff-Tensid-Paare untersucht werden als die hier eingesetzten.

Es konnte festgestellt werden, da Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber ein teilweise sehr
empfindlicher Sensor fiir die Nanostrukturierung des sie umgebenden fliissigen Mediums ist.
Das Verhalten von verschiedenen Alkoholen in Ldsungen mit C12E23 konnte mit Hilfe von
HLADH im Hinblick auf den Kotensid- oder Kosolvenscharakter der Alkohole aufgeschliis-
selt werden. HLADH ist hierfir relativ gut geeignet, da die Aktivitét dieses Enzyms mit Hilfe
der UV/Vis-Spektroskopie bestimmt werden kann und keinen grof3en apparativen Aufwand
erfordert.

Erfreulich ist die Moglichkeit, HLADH auch in direkten und inversen Mizellen kationischer
Tenside einsetzen zu kdnnen, wie am Beispiel der terndren Systeme CxTAB/1-Hexanol/TES-
Puffer gezeigt werden konnte. Weitere Untersuchungen dieser terndren Systeme, z. B. im
Hinblick auf den EinfluR des Puffers, sind noch notwendig, um das Bild abzurunden, da ja
in dieser Arbeit zunéchst nur erste Versuche unternommen werden konnten.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse konnten durchaus im Hinblick auf eine spétere biotech-
nologische Anwendung von HLADH interessant sein.
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Anhang A

Erganzungen zu den Untersuchungen an
ST-haltigen LOosungen

A.1 Korrekturverfahren fur die ST-haltigen und tensidfrei-
en Losungen

Da es zu einer Adsorption von ST in tensidfreier Losung an GlasgefaRen kommt, wie in
Abschnitt 4.3.1 beschrieben wurde, miissen die Extinktionswerte dieser Losungen korrigiert
werden. Diese Korrektur wird nachfolgend beschrieben.

Extrapoliert man die in Abschnitt 4.3.1 in den Abbildungen 4.19 bis 4.23 dargestellten Kur-
ven flir Wellenldnge und Extinktion am Maximum bei rund 520 nm fiir CxTAB-haltige
Losungen (x = 6, 8, 10, 12 und 14) mit 10~5 mol/l ST auf ¢(CxTAB) = 0, d. h. tensidfreie
Ldsung, so erhélt man die in Abbildung A.1 und Tabelle A.1 dargestellten Kurven. Durch
eine weitere Extrapolation auf x = 0 ergibt sich fir die Wellenlange des Maximums in ten-
sidfreier Lésung und eine ST-Konzentration von 10~° mol/l ein Wert von 520+ 1 nm und
fur die Extinktion ein Wert von 0.37 £0.01.

Tabelle A.1: Ergebnisse der Extrapolation auf c(CxTAB) =0 und x =0

[ x][A [A |
6 | 519.63514 | 0.38211
8 | 519.77269 | 0.38883

10 | 519.72139 | 0.3944

12 | 520.01455 | 0.39432

14 | 519.77269 | 0.3946
05201 0.37+0.01

Die Herleitung der korrigierten Extinktion in tensidfreier Losung wird nun beschrieben.

Seien A1 und A, zwei Wellenldngen im UV/Vis-Spektrum und A(Ai)r, i = 1, 2, die Extinktion
einer Referenz r der Konzentration ¢, und der Schichtdicke d; sowie A(Ai)y, | = 1, 2, die
Extinktion einer unkorrigierten Probe u der unbekannten Konzentration ¢, und der Schicht-
dicke dy bei diesen beiden Wellenlangen. Die korrigierte Extinktion A(A1)k der Probe bei
einer korrigierten Konzentration ck und der Schichtdicke dyx = dy 18Rt sich wie folgt herlei-
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Abbildung A.1: Auftragung der Ergebnisse der Extrapolation auf c(CxTAB) = 0: Wel-
lenldnge und Extinktion als Funktion von x fiir Lésungen mit 10~5 mol/l.

ten:

AM2)r = &(A2)-cr-dr (A1)
#s@ﬁ:%%% (A2)
AA2u = €(A2)-cy-dy (A3)

A(}\Z)u B A()\g)u -Cr- dr

T -d . A(2)-dy (A4)
AA)k = &A1)k dk (A5)
AAdu = €(A1)-cu-dy (A.6)

_ Ay AA)urA(A2)r - dy
= gM)= cudy ~ A()e-Gr-drdy (A7)
N A()\l)k: A()\l)uA()\Z)r Ck'dk (A8)

AA2)u-Crodr

Sinnvollerweise ist fuir A, die extrapolierte Wellenldnge des Maximums in tensidfreier Lo-
sung mit einem Wert von 520 + 1 nm zu wabhlen, fiir die ST-Konzentration der Referenz
¢ = 10~° mol/l und fir die Extinktion A(A2), der extrapolierte Wert von 0.37 £0.01. ¢ sollte
genauso groR sein wie die ST-Konzentration in den entsprechenden tensidhaltigen Lsungen,
in deren Auswertung Ay einflief3t.

Da die UV/Vis-Spektren von ST in Wasser und in Puffer sich nicht nennenswert unterschei-
den, kann in beiden Fallen diese Korrektur eingesetzt werden.
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A.2 Fehlerabschatzung bei der Berechnung der Eigenschaf-
ten von Mizelle-ST-Komplexen

Es wurde die in Abschnitt 4.3.7 definierte Gleichung (c) fiir die Anpassung der Daten ver-
wendet. Fir die Fehlerbetrachtung wurden die Daten herangezogen, die auch fiir die Be-
stimmung der Aggregationszahl verwendet wurden, d. h. Ldsungen mit einem Molzahlen-
verhaltnis C1oTAB/CgOH = 1:1, Tensidkonzentrationen zwischen 0 und 0.2 mol/l sowie ST-
Konzentrationen von i-10~> mol/l (i = 1, 2, 4, 8). Die anzupassenden Daten bestanden aus
einem aus allen ST-Konzentrationsreihen ohne die ersten beiden Tensidkonzentration zusam-
mengeflgten Datensatz — die Begrutiindung hierfir ist ebenfalls in Abschnitt 4.3.7 zu finden.
Es wurden zur Fehlerabschatzung drei verschiedenen Annahmen untersucht:

« die Tensidkonzentration, ¢(C12TAB), oder
* die Farbstoffkonzentration, c(ST), oder
« die CMC des C12TAB/CgOH-Gemisches

besitzt einen Fehler von +10 %. Die Ergebnisse sind in Tabelle A.2 sowie in den Abbildun-
gen A.2 bis A.5 dargestellt.
Folgende Feststellungen kénnen gemacht werden:

« Die groften Auswirkungen auf Ae hat der Fehler in der ST-Konzentration, die gering-
sten der Fehler in der CMC.

* Am deutlichsten wirkt sich der Fehler der Tensidkonzentration auf die Aggregations-
zahl aus, am schwachsten der Fehler der ST-Konzentration.

 Der Fehler der C12TAB-Konzentration hat den grofiten EinfluR auf die Komplexbil-
dungskonstante Ky (= K'), der Fehler der ST-Konzentration den kleinsten.
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Tabelle A.2: Einflisse der verschiedenen Fehler auf die aus der Anpassung erhaltenen
GroRen bei der Komplexbildung zwischen Mizelle und ST

Fehlertyp Ae NaG K Ky R
[/mol/cm] | [-] | [V/mol] | [I/mol] [
- 27357 | 86| 2087 24 | 0.99004
+10 % in c(C12TAB) 27504 | 97 | 2069 21 | 0.9898
-10 % in ¢(C12TAB) 27180 | 75| 2110 28 | 0.99031
= + 177 11 23 4 | -
+10 % in ¢(ST) 24870 | 78| 1897 24 | 0.99004
-10 % in c(ST) 30397 | 95| 2319 24 | 0.99004
= =+ 3040 9 232 0|-
+10 % in ¢(CMC) 27198 | 84 | 2107 25 | 0.99029
-10 % in ¢(CMC) 27519 | 88| 2067 23 | 0.98977
= &+ 162 2 20 1|-
110 T T T T T T T T T T T T T T
1004
90
o 80
Z<(
70
60 - -
50 T T T T T T T T T T T T T T T
520 525 530 535 540 545 550 555 560

A [nm]

Abbildung A.2: Einflisse von Fehlern der Tensidkonzentration auf die Aggregationszahl. Es
wurde angenommen, daB die Tensidkonzentrationen einen Fehler von +£10 % besitzen.
Die Kurve ohne Fehler ist durch O gekennzeichnet, die fehlerbehafteten Kurven ent-
sprechen . Der Wert fiir die Aggregationszahl aus der Lichtstreuung ist als
""" dargestellt.
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Abbildung A.3: Einflisse von Fehlern der ST-Konzentration auf die Aggregationszahl. Es
wurde angenommen, da3 die ST-Konzentrationen einen Fehler von +10 % besitzen.
Die Symbole und Linien haben dieselbe Bedeutung wie in Abbildung A.2.
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Abbildung A.4: Einflusse von Fehlern der kritischen Mizellkonzentration auf die Aggrega-
tionszahl. Es wurde angenommen, da die CMC einen Fehler von 10 % besitzt. Die
Symbole und Linien haben dieselbe Bedeutung wie in Abbildung A.2.
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Abbildung A.5: Einflusse von Fehlern der Tensidkonzentration auf die Extinktionskoeffizi-
entendifferenz Ae und die Komplexbildungskonstante Ky (= K'). Es wurde angenom-
men, daB die Tensidkonzentrationen einen Fehler von 410 % besitzen. Ae ohne Fehler
ist durch O gekennzeichnet, Ky ohne Fehler durch ©. Die fehlerbehafteten Kurven ent-
sprechen . Die Zuordnung der jeweiligen Kurve zur entsprechenden y-Achse
ist durch einen Pfeil angegeben.
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