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Zusammenfassung

Aus einem Stamm der Wildhefe Zygosaccharomyces bisporus wurde das Enzym
Pyruvatdecarboxylase (PDC, E.C. 4.1.1.1) mit einer spezifischen Aktivitat von 59 U mg”
isoliert. Die Lyase katalysiert in der ethanolischen Garung die nicht-oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd und Kohlendioxid. Strukturell stellte die
charakterisierte PDC ein Homotetramer mit einem Molekulargewicht von ca. 240 kDa dar.
Das Enzym wird durch sein Substrat Pyruvat aktiviert und zeigte dementsprechend eine
sigmoid verlaufende Reaktionskinetik (Ku= 1,73 mM; n =2,10). Die Anwesenheit der
Cofaktoren Thiamindiphosphat und Mg?* erwies sich als liberaus wichtig fiir die Erhaltung
der Enzymaktivitit Ober einen langeren Zeitraum. Neben Pyruvat (Salz der 2-
Oxopropansdure) wurden auch andere 2-Oxocarbonsduren als Substrate der
Pyruvatdecarboxylase akzeptiert, fiihrten jedoch gleichzeitig zu einer Inhibierung des

Enzyms.

Eine Nebenaktivitdt der Pyruvatdecarboxylase stellte die Bildung von a-Hydroxyketonen
aus einer 2-Oxocarbonsaure und einem Aldehyd in einer Acyloinkondensations-ahnlichen
Reaktion dar. Sie wurde flir Zygosaccharomyces bisporus zuerst in fermentierenden
Hefekulturen beobachtet; dabei wurden verschiedene zugesetzte Aminosauren zunachst
transaminiert und anschlieBend in zwei PDC-katalysierten Schritten zu Acyloinen
umgesetzt. Bei der Untersuchung der Substratspezifitit der C-C-bindungsknipfenden
Reaktion wurden 18 Aldehyde (mit Pyruvat) sowie 6 2-Oxocarbonsduren (mit
Acetaldehyd) mit isolierter PDC erfolgreich zu den entsprechenden a-Hydroxyketonen
umgesetzt. Vor allem die Umsetzung aliphatischer Aldehyde wurde in dieser Bandbreite
(gesattigte, ungesattigte, verzweigte Strukturen) bisher nicht festgestellt und unterscheidet
die Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus offensichtlich erheblich von
den Enzymen anderer Organismen. Von den 38 in der vorliegenden Arbeit synthetisierten
Acyloinen wurden 13 erstmals identifiziert, 14 weitere sind erstmals als natlrliche
Transformationsprodukte beschrieben. 23 Substanzen wiesen interessante geruchsaktive
Eigenschaften auf, die bislang gréBtenteils unbekannt waren.

Schlagworte: Zygosaccharomyces bisporus, Pyruvatdecarboxylase, o-Hydroxyketone,

Biotransformation, Aromastoffe



Summary

Pyruvate decarboxylase (PDC, E.C. 4.1.1.1) was purified from a wildtype yeast strain of
Zygosaccharomyces bisporus with a specific activity of 59 U mg™. During alcoholic
fermentation the enzyme catalyses the non-oxidative decarboxylation of pyruvate to
acetaldehyde and carbon dioxide. Characterisation showed the isolated PDC to be
homotetrameric with a molecular weight of about 240 kDa. Activation of the enzyme by its
substrate pyruvate resulted in a sigmoid dependence of the reaction rate from the
substrate concentration (Ky = 1,73 mM; n = 2,10). Thiamin diphosphate and Mg?*-ions are
required as cofactors and proved to be crucial for maintaining the enzymatic activity
during storage. Besides pyruvate other 2-oxo-acids were accepted as substrates,
however leading to inhibition of the enzyme.

Starting with a 2-oxo-acid and an aldehyde a side activity of pyruvate decarboxylase
resulted in the formation of a-hydroxy ketones in an acyloin-type condensation reaction.
With Zygosaccharomyces bisporus this conversion was first observed in fermenting yeast
cultures. Added amino acids were transformed to acyloins via transamination and two
further steps catalysed by PDC. Investigation of substrate specifity of the C-C bond
forming reaction showed that 18 aldehydes (+ pyruvate) and 6 2-oxo-acids (+
acetaldehyde) could successfully be converted to the corresponding a-hydroxy ketones by
incubating with isolated PDC. Especially the transformation of such a broad range of
aliphatic aldehydes (saturated, unsaturated, branched structures) has not been reported
before and is obviously a main difference to pyruvate decarboxylases from other
organisms. 13 out of 38 here synthesized acyloins were identified for the first time; 14
further compounds had not been described as natural products (microbial or enzymatic
origin) so far. 23 a-hydroxy ketones showed flavour-active properties mostly unknown in

literature.

Key words:  Zygosaccharomyces bisporus, pyruvate decarboxylase, a-hydroxy ketones,

biotransformation, flavours
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Einleitung 1

~Je planmaBiger wir vorgehen, um so wirkungsvoller trifft uns der Zufall.”

(Friedrich DUrrenmatt)

1 Einleitung

Mikrobielle Stoffwechselvorgange werden seit Jahrtausenden bei der Verarbeitung von
Lebensmitteln genutzt; beispielhaft seien hier die Wein-, Brot- und Ké&seherstellung
genannt. Diese Verfahren kénnen als Vorlaufer der modernen Biotechnologie angesehen
werden, fir die eine Definition der DECHEMA lautet: ,Die Biotechnologie beinhaltet den
Einsatz biologischer Prozesse im Rahmen technischer Verfahren und industrieller Pro-
duktionen. (...) Sie behandelt Reaktionen biologischer Art, die entweder mit lebenden
Zellen (Mikroorganismenzellen, pflanzlichen und tierischen Zellen bzw. Geweben) oder
mit Enzymen durchgefihrt werden. (...)" [1].

Enzyme sind die Katalysatoren biologischer Reaktionen, deren Gesamtheit den Stoff-
wechsel aller Organismen darstellt. Bis auf eine Gruppe katalytisch aktiver RNA-Molekiile
(Ribozyme) sind alle Biokatalysatoren Proteine [2]. Der Begriff ,Enzym® leitet sich aus
dem griechischen ab (en = in; zyme = Hefe) und wurde am Ende des letzten Jahrhunderts
gepragt, um herauszuheben, daf3 es etwas in der Hefe gabe, das die Fermentations-
reaktionen katalysiert [3]. 1897 gelang es Eduard Buchner, einen zellfreien Hefeextrakt zu
gewinnen, der Zucker zu Alkohol vergéren konnte. Fir diese zukunftsweisenden Arbeiten
wurde er 1907 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet [4].

Derzeit sind Gber 3200 Enzyme bekannt, es wird jedoch angenommen, daf3 ihre Zahl weit
hoéher liegt und bis zu 10000 betragt [5]. Nach den katalysierten Reaktionstypen erfolgt die
Einteilung der Enzyme in 6 Hauptklassen (Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen,
Lyasen, Isomerasen und Ligasen). Viele Enzyme bendétigen fur ihre katalytische Aktivitat
neben dem Proteinanteil (Apoenzym) zusétzliche chemische Komponenten, die als
Cofaktoren bezeichnet werden (Apoenzym + Cofaktor = Holoenzym). Bei den Cofaktoren
kann es sich um anorganische lonen (z.B. Mg®, Zn**) oder komplexe organische Mole-
kiile (z.B. TDP, NAD) handeln.
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Enzyme sind den Ublichen chemischen Katalysatoren in wichtigen Punkten Uberlegen:

¢ hdhere Reaktionsgeschwindigkeit

e Wirksamkeit unter milderen (physiologischen) Reaktionsbedingungen (Druck, pH,
Temperatur)

e groBere Reaktions- und Substratspezifitat

o hohere Stereoselektivitat.

Enzymatisch bzw. mikrobiell katalysierte Reaktionen werden seit Beginn dieses Jahrhun-
derts in zunehmendem MaBe in der pharmazeutischen und chemischen Industrie genutzt
(z.B. Herstellung von Antibiotica und anderer mikrobieller Wirkstoffe). Im Lebensmittel-
bereich kdnnen mittlerweile zahlreiche Substanzen wie Citronensaure, Aminosduren,
Polysaccharide oder Vitamine durch biotechnologische Prozesse einfacher und kosten-
gunstiger als mit klassischen Verfahren produziert werden [5, 6].

In den letzten Jahren hat auch die biotechnologische Herstellung von Aromastoffen einen
starken Aufschwung erlebt [7, 8, 9]. Dazu hat u.a. beigetragen, dal3 derart produzierte
Stoffe nach europédischem und US-amerikanischem Recht als ,natirlich klassifiziert wer-
den kénnen, was ihnen einen deutlichen Marktvorteil verschafft [10]. Den Anspriichen der
Verbraucher folgend, sind heute etwa 75 % aller in Deutschland vermarkteten
Lebensmittel-Aromen natlrlicher Herkunft [11], obwohl 84 % aller weltweit umgesetzten
Aroma- und Duftstoffe (Flavours & Fragrances) chemisch synthetisiert werden [9]. Diese
Produkte werden z.B. auch als Zusatzstoffe in der Kosmetik- und Waschmittelherstellung
eingesetzt. Neben dem rechtlichen Aspekt sprechen jedoch vor allem die oben genannten
mechanistischen Vorteile enzymatischer Reaktionen und folgende zusatzliche
Gesichtspunkte fur den Einsatz biotechnologischer Verfahren [10, 12, 13]:

e Unabhéangigkeit von landwirtschaftlichen Ressourcen

e (Okologische Kompatibilitat

e deutliche Verfahrensverbesserungen durch Fortschritte in der molekularbiologischen
Forschung (z.B. Genetic Engineering).

Unter den zahlreichen in der Lebensmittel-Biotechnologie eingesetzten Mikroorganismen
spielen Hefen, vor allem Backer- oder Weinhefe (Saccharomyces cerevisiae), seit langem
eine wichtige Rolle. Auch in der chemischen und pharmazeutischen Industrie werden ihre
synthetischen Fahigkeiten umfangreich genutzt, insbesondere stereoselektive Reduktio-
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nen, aber auch Hydrolysen und C-C-Bindungsknlpfungen sind hier zu nennen [14, 15,
16]. In der Aromastoff-Produktion werden verschiedenen Candida-Species u.a. zur

Gewinnung von Lactonen wie 4- und 5-Decanolid eingesetzt [9].

1.1 Problemstellung

Saccharomyces cerevisiae gehort hinsichtlich molekularbiologischer und physiologischer
Aspekte zu den bestuntersuchten Mikroorganismen. In zahlreichen fermentierten
Lebensmitteln tragt die Hefe zu deren spezifischem Aroma bei (Bier, Wein, Backwaren,
Sojasauce etc.). Durch jahrzehntelange Ziichtungen hinsichtlich hoher, aber einseitiger
Produktausbeuten (z.B. bei der alkoholischen Géarung) ist jedoch mdglicherweise die
metabolische Vielseitigkeit zur Bildung von fliichtigen Sekundarstoffen begrenzt worden.
Breitere Substanzspekiren sind hier von den sogenannten ,Wildhefen“ oder ,non-
conventional yeasts” zu erwarten. Der Oberbegriff umfaB3t praktisch alle Hefen auBer S.
cerevisiae [17]. Sie sind auf vielen Rohstoffen pflanzlicher Herkunft ubiquitédr vorhanden
(z.B. Weintrauben), werden jedoch bei anschlieBender Fermentation rasch von den zuge-
setzten Reinzuchthefen Gberwachsen [4]. Wildhefen werden haufig primar im Zusammen-
hang mit Lebensmittelverderb und Off-Flavour-Bildung genannt. Ihr Beitrag zum er-
winschten Aroma fermentierter Produkte darf jedoch nicht unterbewertet werden.

In vorausgegangenen Studien waren 11 verschiedene Species und Stdamme von Wild-
und Weinhefen auf ihr Potential zur Synthese aromaaktiver Sekundarmetabolite unter-
sucht worden [18]. Ein Stamm von Zygosaccharomyces bisporus fiel bei Supplementie-
rung des Wachstumsmediums mit L-Phenylalanin durch die Bildung signifikanter Mengen
aromatischer a-Hydroxyketone auf, die zum Teil olfaktorisch interessante Eigenschaften
aufwiesen. 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon wurde in 87 %igem Enantiomereniberschul3
nachgewiesen (absolute Konfiguration unbekannt). Die Substanz war bisher nicht als
Hefe-Stoffwechselprodukt beschrieben. Die héchsten Produktausbeuten ergaben sich im
Unterschied zu optimalem Zellwachstum in einem Minimalmedium mit 10 g L Glucose,

8 Vol% Ethanol sowie Phenylalanin als einziger Stickstoff-Quelle.

Als Biosyntheseweg wurde vorgeschlagen, daB nach erfolgter Transaminierung des
Phenylalanins die entstehende 2-Oxocarbonsaure in zwei Pyruvatdecarboxylase-
katalysierten Schritten zum Acyloin umgesetzt wird (Decarboxylierung und Addition eines
Aldehyds).



4 Einleitung

Anknlpfend an diese Ergebnisse wurden fir die vorliegende Arbeit folgende Ziele

formuliert:

e |solierung und Charakterisierung des vermuteten Schliisselenzyms Pyruvatdecar-
boxylase aus Zygosaccharomyces bisporus

e Fortflhrung der Supplementierungsversuche mit verschiedenen Aminosauren

e Untersuchung des Substratspektrums des Enzymisolats hinsichtlich der Bildung weite-
rer a-Hydroxyketone

e Aufklarung der Stereoselektivitat der Reaktion

e olfaktorische Charakterisierung der gewonnenen o-Hydroxyketone.
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2 Ergebnisse

2.1 Isolierung und Reinigung der Pyruvatdecarboxylase aus

Zygosaccharomyces bisporus

Die Aufreinigung des Enzyms wurde durch Messung der PDC-Aktivitat (4.7.1) und des
Proteingehaltes (4.7.2) sowie anhand der daraus berechneten spezifischen Enzym-
aktivitat verfolgt.

2.1.1 Fermentation

Fir die Anzucht der Hefezellen wurde ein Medium mit hohen Gehalten an Glucose
(50 g L', Kohlenstoff-Quelle) und Hefeextrakt (10 g L™, Stickstoff- und Vitamin-Quelle)
gewahlt (PDC-Medium, siehe 4.6.1), um rasch gréBtmdgliche Biomassebildung zu errei-
chen. Da die Pyruvatdecarboxylase ein konstitutives Enzym ist, steigt die Enzymkonzen-
tration parallel mit zunehmender Zellmasse an. Der gunstigste Erntezeitpunkt war nach
48stindiger Wachstumsdauer erreicht (Abb 2-1). Danach wurde trotz steigender Zell-
trockenmasse eine abnehmende PDC-Gesamtaktivitat im Rohextrakt festgestellt, was auf

die Einwirkung von Proteasen zuriickgefihrt worden ist [19].

Pro Liter Fermentationsmedium wurden ca. 25 g Hefefeuchtmasse erhalten.
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Abb 2-1 Verlauf von Trockenmassegehalt (-A-) und PDC-Gesamtaktivitat (-e-,
berechnet auf das Fermentationsvolumen) in Schittelkulturen von

Zygosaccharomyces bisporus in Abhéangigkeit von der Fermentationsdauer

2.1.2 ZellaufschlufB

Pyruvatdecarboxylase wurde in verschiedenen Hefespecies als cytosolisches Enzym
lokalisiert [20]. Fur die Gewinnung des Enzyms aus Zygosaccharomyces bisporus wurde
deshalb ein mechanisches AufschluBverfahren ohne weitere Solubilisierungsschritte ge-
wahlt.

Der Aufschlu3 der Hefezellen erfolgte wie in 4.7.3.2 beschrieben durch NaBvermahlung
mit Glasperlen in einer Ruhrwerkskugelmihle. Nach 10minttiger Desintegration konnten
im mikroskopischen Bild keine intakten Zellen mehr beobachtet werden. Die maximale
Enzymausbeute betrug 43 U g Zellfeuchtmasse. Die spezifische Aktivitat der Pyruvat-
decarboxylase im Rohextrakt lag bei 1,43 U mg™ Protein.

2.1.3 Ammoniumsulfat-Fallung

In Vorversuchen zeigte sich, daB die Pyruvatdecarboxylase durch Einstellung eines Satti-
gungsgrades an (NH4)>.SO, zwischen 30 und 60 % prazipitiert werden konnte. Um die mit
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2 Prazipitationsschritten einhergehenden Verluste an PDC zu verringern, wurde bei einem
(NH4).SO4-Gesamtsattigungsgrad von 60 % gefallt (4.7.3.3.1). Nach Resolubilisierung
und Abtrennung verbliebener ungeldster Bestandteile wurde ein konzentrierter Protein-
extrakt mit einer spezifischen PDC-Aktivitat von 2,78 U mg™ Protein erhalten.

2.1.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Als erster Reinigungsschritt wurde die Proteinlésung an Phenyl Sepharose mit einem ab-
nehmendem (NH4).SO,-Gradienten (1 — 0 M) chromatographiert (4.7.3.3.2). Der Grof3teil
der PDC-Aktivitat eluierte in sieben Fraktionen bei einer Ammoniumsulfatkonzentration
von ca. 0,3 mol L' (Abb 2-2).
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Abb 2-2 Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl Sepharose 6 Fast

Flow. Der Proteingehalt wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm
verfolgt (—) und die PDC-Aktivitat in den Fraktionen bestimmt (-o-).
FlieBmittel: 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 mit (NH4).SO4-Gradient
1—>0M(---), FluB 3,8 mL min™", 1 Fraktion = 7,6 mL
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Die vereinigten aktiven Fraktionen wiesen eine spezifische PDC-Aktivitat von 11,6 U mg™
Protein auf. Sie wurden vor dem né&chsten Chromatographieschritt durch erneute
(NH4).SO4-Fallung bei 60 % Sattigung aufkonzentriert und umgepuffert.

2.1.5 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie erfolgte eine Auftrennung des Enzym-
extraktes nach Molekulargewicht bzw. MolekilgréBen (4.7.3.3.3). Das Séaulenmaterial
HiPrep Sephacryl S-300 mit einem Trennbereich von 10 bis 1500 kDa wurde gewahlt, da
nach Vorversuchen von einem Molekulargewicht der PDC > 200 kDa auszugehen war.
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Abb 2-3 Gelpermeationschromatographie an HiPrep Sephacryl S-300. Der

Proteingehalt wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt (—)
und die PDC-Aktivitat in den Fraktionen bestimmt (-o-). FlieBmittel: 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 (0,1 M NaCl), FluB 1,0 mL min™, 1 Fraktion =
5 mL

PDC-Aktivitit [U/mL]
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Der GroBteil der Pyruvatdecarboxylase eluierte in den Fraktionen 29-33 (Abb 2-3) mit
einer spezifischen Aktivitat von insgesamt 42,2 U mg™' Protein. Das Eluat wurde durch

Ultrafiltration konzentriert und fir die IC entsalzt und umgepuffert.

2.1.6 lonenaustauschchromatographie (IC)

Als letzter Reinigungsschritt wurde eine lonenaustauschchromatographie an HiLoad Q
Sepharose mit einem zunehmendem NaCl-Gradienten (0 — 1 M) durchgefihrt (4.7.3.3.4).
Die PDC-Aktivitat wurde in sieben Fraktionen durch ca. 0,3 mol L' NaCl von der Saule
eluiert (Abb 2-4). In dem erhaltenen Enzymextrakt wurde eine spezifische PDC-Aktivitat
von 59,2 U mg' Protein bestimmt.
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Abb 2-4 lonenaustauschchromatographie an HiLoad Q Sepharose. Der

Proteingehalt wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt (—)
und die PDC-Aktivitat in den Fraktionen bestimmt (-o-). FlieBmittel: 20 mM
MES / KOH-Puffer pH 6,5 mit NaCl-Gradient 0 — 1 M (- - -), Flu3

3,4 mL min”, 1 Fraktion = 5,1 mL
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Zur Lagerung der Pyruvatdecarboxylase wurde die Lésung mittels Ultrafiltration auf einen
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,0; 1 mM TDP; 2 mM EDTA, 5 mM MgSQO,) umgepuf-
fert und auf die Hélfte des Ausgangsvolumens konzentriert. Bei —18 °C konnte das Préapa-
rat ohne gréBere Aktivitatsverluste (< 5 %) Uber mehrere Wochen aufbewahrt werden.

2.1.7 Uberpriifung der Reinheit der PDC

Eine erste Uberpriifung der Reinheit des erhaltenen Enzymextraktes wurde mittels analy-
tischer GPC (4.2.4.2, System 2, Sdule 2) an Bio-Silect SEC-400 durchgefihrt. Dabei elu-
ierte ein einziger Proteinpeak (Abb 2-5). Die weitere Beurteilung der Reinheit der Pyruvat-
decarboxylase erfolgte mit Hilfe gelelektrophoretischer Methoden (siehe 2.2.1 und 2.2.2).
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Abb 2-5 Gelpermeationschromatographie an Bio-Silect SEC-400. Der Proteingehalt

wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt (—). FlieBmittel:
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 (0,1 M NaCl), FluB 0,5 mL min
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2.1.8 Bilanzierung der Reinigungsschritte

Bei einer Ausbeute von 24 % der urspriinglichen PDC-Aktivitdt und einem Aufreinigungs-
faktor von 41 wurde ein Enzympraparat mit einer spezifischen Aktivitat von 59,2 U mg™
Protein erhalten. Die Pyruvatdecarboxylase stellte ca. 0,6 % des gesamten unter den ge-
wahlten Bedingungen Idslichen Zellproteins dar, was auf ihre groBe Bedeutung im
Primarstoffwechsel von Zygosaccharomyces bisporus hinweist.

Die Ergebnisse der Isolierung der Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces
bisporus sind in Tab 2-1 zusammengefaft.

Tab 2-1 Bilanzierung von Isolierung und Reinigung der Pyruvatdecarboxylase aus
Zygosaccharomyces bisporus (Mittelwerte von 10 Aufarbeitungen)

Proteingehalt  Aktivitat Spez. Ausbeute  Aufreinigungs-
[mg] [U] Aktivitat [%] faktor
[U/mg]
Rohextrakt 1135 1624 1,43 100
(NH4)2S0s- 462 1283 2,78 79 1,9
Fallung
HIC (Phenyl 89,6 1039 11,6 64 8,1
Sepharose® 6
Fast Flow)
GPC (HiPrep® 13,5 568 42,2 35 22
Sephacryl S-
300)
IC (HiLoad Q 6,59 390 59,2 24 41

Sepharose)
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2.2 Charakterisierung der Pyruvatdecarboxylase

2.2.1 Molekulargewicht

GPC: Zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der Pyruvatdecarboxylase aus
Zygosaccharomyces bisporus wurde der nach 2.1 erhaltene Enzymextrakt an zwei ver-
schiedenen GPC-Phasen rechromatographiert (siehe 4.7.4.1). Mit der Superdex 200 HR-
Saule (Trennbereich 10-600 kDa) ergab sich ein breiterer linearer Kalibrationsbereich,
allerdings traten im Chromatogramm zusétzliche Peaks bei gréBeren Retentionszeiten
auf, was auf eine teilweisen Zerfall der PDC in ihre Untereinheiten hindeutete. Diese Pro-
bleme konnten durch Wahl eines geeigneteren Saulenmaterials (Bio-Silect Sec 400,
Trennbereich 40-1100 kDa) umgangen werden, jedoch war hier der Linearitatsbereich
deutlich kleiner.

Die Auswertung der Daten erfolgte durch Auftragung der Koeffizienten Kay der verwen-
deten Standardproteine gegen den Logarithmus ihrer Molekulargewichte (log MW). Aus
den Kalibriergeraden (Abb 2-6 und Abb 2-7) ergaben sich fur die Pyruvatdecarboxylase
MW-Werte von 224 kDa (Kay = 0,276, Saule 1) bzw. 244 kDa (Kav = 0,413, Saule 2).

59
y = -2,4052x + 6,015
R® = 0,9949

57 +
z
o 55 +
o

53

5,1 ; ; ;

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Kav
Abb 2-6 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der Pyruvatdecarboxylase (o)

durch GPC an Saule 1: Superdex 200 HR (Standardproteine: o)
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Die Abweichung der beiden Ergebnisse voneinander 143t sich durch die unterschiedlichen
PorengréBen (200 bzw. 400 )3\) sowie durch die Abweichung der Proteinstrukturen von der

idealen Kugelform erklaren, die von der Beschaffenheit der Saulenmaterialien (Dextran-
Agarose bzw. Silica) abhangig ist.

5,7
° y = -3,4337x + 6,8038
R® = 0,9882
55 +
=
=
o
o
53 +
51 : : :
0,3 0,35 0,4 0,45 0,5
Kav
Abb 2-7 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der Pyruvatdecarboxylase (o)

durch GPC an Saule 2: Bio-Silect SEC-400 (Standardproteine: o)

SDS: Bei der Bestimmung des Molekulargewichtes der Pyruvatdecarboxylase mittels

SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen (4.7.4.1) wurde eine homogene Protein-
bande beobachtet (Abb 2-8).
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Abb 2-8 SDS-PAGE der Pyruvatdecarboxylase (Bahn 2). Bahn 1 und 3 zeigen
Markerproteinmischungen (MW in Da)

Durch Auftragung der Retentionsfaktoren (Rg) der Standardproteine gegen den Logarith-
mus ihrer Molekulargewichte (log MW) wurde eine Kalibriergerade erhalten, aus der sich
fir die PDC eine Molmasse von 60,7 kDa ergab (Abb 2-9). Verglichen mit den Ergebnis-
sen der GPC, die etwa 4fach héhere Werte ergaben, lief3 sich auf eine Zusammensetzung
der PDC aus 4 Enzymuntereinheiten gleicher GréB3e schlieBen (4 - 60,7 = 242,8 kDa). Der
Aufbau aus 4 Monomeren gleicher oder &hnlicher GréBe wurde bereits fir die Pyruvat-
decarboxylasen u.a. aus Saccharomyces cerevisiae [21, 19] und Zymomonas mobilis [22]

beschrieben.
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5,2
y =-2,227x + 5,9167
% R = 0,998
4.8 1
z
> 4.6 1
o
4,4 1
4,2 1
4 ‘ w w
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Rr
Abb 2-9 Bestimmung des Molekulargewichtes der Pyruvatdecarboxylase (o) durch

SDS-PAGE (Standardproteine: o)

2.2.2 Isoelektrischer Punkt (pl)

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Pyruvatdecarboxylase wurde mit Hilfe
einer isoelektrischen Fokussierung durchgefihrt (4.7.4.2). Zunachst wurde fiir den pH-
Gradienten ein Bereich von pH 3 bis pH 10 gewahlt; dabei konnten zwei scharfe Protein-
banden bei pH-Werten von etwa 5-6 detektiert werden (Abb 2-10 b). Zur genauen Zuord-
nung der Banden wurde daraufhin ein engerer pH-Bereich von 3-7 untersucht. Bei der
Elektrophorese zeigten sich nun mindestens 6 Banden unterschiedlicher Intensitat (Abb
2-10 a).
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(o p

Abb 2-10 IEF der Pyruvatdecarboxylase. a): IEF im pH-Bereich 3-7, Bahnen 1, 2 und
6 Standardproteine, Bahnen 3, 4 und 5 PDC in steigenden Konzentratio-
nen. b): IEF im pH-Bereich 3-10, Bahn 1 PDC, Bahnen 2 und 3 Standard-

proteine

Um festzustellen, ob es sich bei den nach Coomassie-Farbung der Gele sichtbaren Pro-
teinbanden um Verunreinigungen, also Fremdproteine, oder Isoenzyme der PDC handelt,
wurde zuséatzlich eine Aktivitatsfarbung durchgefiihrt. Dazu wurde eine Gelhalfte in einem
Citratpuffer, der die Cofaktoren MgSO, und TDP sowie das Substrat Pyruvat enthielt,
inkubiert. Nach Zugabe von 1,2-Dianilinoethan (DAE) wird bei Anwesenheit von Pyruvat-
decarboxylase ein weiBes Prazipitat sichtbar, das durch Kondensation von DAE mit in situ
gebildetem Acetaldehyd entsteht [23]. Wie in Abb 2-11 ersichtlich, konnten (soweit
erkennbar) alle aufgetretenen Banden auch mittels Aktivitatsfarbung detektiert werden,

wobei 3 Banden die gréBte Intensitat aufwiesen.
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Abb 2-11 Aktivitatsfarbung der PDC nach isoelektrischer Fokussierung im pH-Bereich
3-7 (Ausschnitt), aufgenommen im inversen Modus, aufgetragen wurden 3
verschiedene Konzentrationen (~50-150 pg Protein)

Die Ermittlung der isoelektrischen Punktie der einzelnen Enzymbanden erfolgte durch
Auftragung der Retentionsfaktoren (Rg) der Standardproteine gegen ihre pl-Werte. Es
ergaben sich Werte zwischen pl =5,14 und pl = 5,66; wobei die drei in der Aktivitats-
farbung intensivsten Banden den pl's 5,32; 5,37 und 5,66 zuzuordnen waren (Abb 2-12).

7
y =-4,4797x + 7,8324
R® = 0,9958
6 i
B8 5
4 i
3 ‘ ‘ ‘
0,2 0,4 0,6 0,8 1
Re
Abb 2-12 Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Pyruvatdecarboxylase (o)

durch |IEF (Standardproteine: o)



18 Ergebnisse

In der Literatur sind verschiedentlich Angaben Uber das Auftreten mehrere aktiver Iso-
formen der PDC bzw. mehrerer Proteinbanden in der IEF von Pyruvatdecarboxylase trotz
homogenem Bild in der SDS-PAGE zu finden [24, 25, 26]. Das Enzym aus
Saccharomyces cerevisiae besteht aus 4 Untereinheiten, die in zwei Dimeren angeordnet
sind (Dimer von Dimeren). Jedes Monomer bindet ein Molekiil TDP und ein Mg?*-lon
nicht-kovalent, also reversibel, wobei die Lage des Dissoziationsgleichgewichtes pH-
abhangig ist [27, 28]. Je zwei Untereinheiten weisen dieselbe GréBe und Zusammen-
setzung auf, sie werden mit ,o“ und ,p“ benannt. Die drei beobachteten Hauptbanden in
der IEF kénnten analog den entsprechenden Tetrameren of2; os und B4 zugeordnet wer-
den. Weitere PDC-aktive Banden kénnen durch unterschiedliche Dissoziationsstufen des
Holoenzyms in das Apoenzym und die Cofaktoren TDP und Mg?* erklart werden; deren
Bildung einerseits wahrend der Elektrophorese, aber auch bei Probenvorbereitung durch
Ultrafiltration (bzw. Entsalzen) denkbar ist (siehe auch 3.2).

2.2.3 Substratkinetik

Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten der PDC wurde unter den Bedingungen des
Standard-Enzymassays (4.7.1) eine Substratsattigungs-Kurve im Bereich von 0 bis
100 mM Pyruvat aufgenommen. Dabei ergab sich zundchst eine hyperbolische Kinetik,
wobei bereits ab einer Konzentration von ca. 25 mM Pyruvat Substrathemmung auftrat
(Abb 2-13).

Die Untersuchung der Reaktionskinetik bei kleinen Substratkonzentrationen (0 bis 1 mM
Pyruvat) zeigte einen sigmoiden Kurvenverlauf, der auf eine positive Kooperativitat des
Enzyms hinweist (Abb 2-14). Die Aktivierung der Pyruvatdecarboxylase durch ihr Substrat
Pyruvat ist fir das Enzym aus verschiedenen Organismen, insbesondere Saccharomyces
cerevisiae bereits beschrieben [29, 30]; einzig PDC aus Zymomonas mobilis weist eine
hyberbolisch verlaufende Kinetik auf [31, 22].
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Abb 2-13 Kinetik der PDC: Abh&ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit (v) von der
Konzentration an Pyruvat (S)

v [U/ml]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
S [mM]

Abb 2-14 Kinetik der PDC-Reaktion bei geringen Substratkonzentrationen
Fur allosterisch regulierte Enzyme wie Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces

bisporus 1aBt sich die Michaelis-Konstante Ky nicht durch eine doppelt reziproke Auftra-
gung der Werte nach Lineweaver-Burk (1/S gegen 1/v) berechnen. Auch der Effekt der
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Substrathemmung bei hohen Konzentrationen laBt dies nicht zu, da hier bei niedrigen
Substratkonzentrationen bereits kleine Fehler zu erheblichen Abweichungen in der Abbil-
dung fahren. Sigmoide Enzymkinetiken werden durch die Hill-Gleichung beschrieben:

v._ (So) (Gl 2.1)
Vi KH(S,)"
mit: v = Reaktionsgeschwindigkeit
Vimax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratsattigung
So = Anfangssubstratkonzentration
n = Hill-Koeffizient
K = Hill-Konstante # Ky

Der Hill-Koeffizient n ist ein Maf fir die Sigmoiditat der Kurve und damit fir die Koopera-
tivitdt des Enzyms. Fir n=1 geht die Hill-Gleichung in das Michaelis-Menten-
Geschwindigkeitsgesetzt Uber. Formt man Gl. 2.1 um, erhélt man eine Geradengleichung,
deren Steigung den Hill-Koeffizienten n ergibt:

\"

log =n-log(S,) —logK' (Gl. 2.2)

max

Die Konstante K" ist nicht &quivalent mit der Michaelis-Konstanten Ky, bzw. der Substrat-
konzentration (So)osy, die zur Erzielung der halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit
erforderlich ist. Aus Gl. 2.2 ergibt sich fir diese Bedingung:

Iog%:O =n-log(S, ) - logK' (Gl. 2.3)

K'= (So )8,5v

Die Kinetik allosterisch regulierter Enzyme resultiert in einem modifizierten Lineweaver-
Burk-Plot dann in einer Gerade, wenn der Hill-Koeffizient in der Potenzierung der
Substratkonzentration beriicksichtigt wird (1/S" gegen 1/v). Flr Pyruvatdecarboxylase aus
Saccharomyces cerevisiae konnte dies durch Auftragung der quadrierten Substratkon-
zentration gezeigt werden [32, 29]; flr den Hill-Koeffizient wurden Zahlenwerte zwischen
1,37 und 2,33 ermittelt [33, 26, 29]. Auch die Substratkinetik der Pyruvatdecarboxylase
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aus Zygosaccharomyces bisporus liel3 sich auf diese Weise im modifizierten Lineweaver-
Burk-Plot beschreiben (Abb 2-15).

6 i
4 i
2
-
2 i
*
0 - T T
0,4 0 0,4 0,8 1,2
1/82
Abb 2-15 Bestimmung der scheinbaren Michaelis-Konstante von PDC mit drei

verschiedenen Enzymkonzentrationen in der modifizierten Auftragung nach

Lineweaver-Burk

Die Schnittpunkte der erhaltenen Geraden mit der x-Achse ergaben nach Umformung
einen K'-Wert von 2,98 und damit eine zur Erzielung der halbmaximalen Geschwindigkeit
notwendige Substratkonzentration von 1,73 mM (scheinbare Michaelis-Konstante). Als
Hill-Koeffizient wurde nach Gl. 2.2 ein Wert von 2,10 berechnet (Abb 2-16). Dies bedeutet,
daB in der Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus mindestens 2
Substratbindungsstellen vorhanden sind.
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Abb 2-16 Hill-Plot des Pyruvatumsatzes mit drei verschiedenen PDC-

Konzentrationen

2.2.4 Temperatur- und pH-Abhangigkeit

Temperatur-Abhéangigkeit: Das ermittelte Temperatur-Optimum der Pyruvatdecarboxy-
lase lag bei etwa 45 °C (Abb 2-17).

100 +

|—°| 80 T
&,

::-'g 60 4
2
ke
<

— 40|
()
S

20 +

0 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70

Temperatur [°C]

Abb 2-17 Temperatur-Optimum der PDC aus Zygosaccharomyces bisporus
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Fir die Bestimmung der Temperatur-Stabilitdt des Enzyms wurden zwei Versuchsansatze
gewahlt, bei denen der Inkubationspuffer einmal mit und einmal ohne MgSO, und TDP
angesetzt wurde (4.7.4.4). Die Anwesenheit der Cofaktoren erwies sich als Uiberaus wich-
tig flr die Erhaltung der PDC-Aktivitat.

100

Aktivitat [%]

0 i i i i i \
0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h]

‘ —e—5°C —m— 20°C —&— 30°C —e— 40°C —%— 50°C

Abb 2-18 Temperaturstabilitdt der PDC wahrend der Inkubation mit den Cofaktoren
Mg®* und TDP (pH = 6,0)

Bei der Inkubation mit Cofaktoren wies die Pyruvatdecarboxylase nach 24 h bei 5 °C eine
Restaktivitat von 96 % auf; bei 30 °C waren es immerhin noch 55 % (Abb 2-18). Wurde
die PDC ohne Cofaktoren inkubiert, nahm ihre Aktivitdt deutlich rascher ab. Nach 24 h bei
5 °C wurden 38 % Restaktivitat gemessen, bei 30 °C waren bereits nach 8 h nur noch 2 %
Aktivitdt vorhanden (Abb 2-19). Auf die Lagerung bei 50 °C wurde hier verzichtet, da
selbst bei Inkubation in Anwesenheit der Cofaktoren nach 1 h keine PDC-Aktivitdt mehr

meRbar war.
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Abb 2-19 Temperaturstabilitat der PDC wahrend der Inkubation ohne ihre Cofaktoren
Mg?* und TDP (pH = 6,0)

Zu beachten ist allerdings, daf3 bei diesem Versuchsansatz eine mégliche Rekombination
des Holoenzyms mit den Cofaktoren und damit eine Regeneration der Enzymaktivitat
ausgeschlossen wurde, indem auch der Enzymassay ohne Zusatz der Cofaktoren er-
folgte. Zusatzliche Rekombinationsexperimente wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgeflihrt, da die Stabilitdtsuntersuchungen hauptsachlich die optimale Handhabung
des Enzyms zum Ziel hatten.

pH-Abhangigkeit: Das pH-Optimum der Pyruvatdecarboxylase befand sich bei pH 6,5
mit einem Aktivitatsplateau zwischen pH 6 und pH 7 (Abb 2-20).
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Abb 2-20 pH-Optimum der PDC aus Zygosaccharomyces bisporus

Auch die Untersuchung der pH-Stabilitat der PDC wurde jeweils in An- und Abwesenheit
der Cofaktoren Mg® und TDP durchgefilhrt. Bei Inkubation mit den Cofaktoren erwies
sich ein pH-Wert von 6,0 als optimal (96 % Restaktivitdt nach 24 h), aber auch bei pH-
Werten von 5,0 und 7,0 blieb ein GroBteil der PDC-Aktivitat erhalten (81 bzw. 89 %, Abb
2-21).

100

Aktivitat [%]
5 3 3

N
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L
T
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‘—O—pH 4,0 —m—pH5,0 ——pH6,0 —— pH 7,0 —%— pH 8,0

Abb 2-21 pH-Stabilitat der PDC wahrend der Inkubation mit den Cofaktoren Mg und
TDP (T =5 °C)
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Die Inkubation der PDC bei verschiedenen pH-Werten zeigte ohne ihre Cofaktoren analog
der Untersuchung der Temperatur-Stabilitat einen deutlich schnelleren Abfall der
Enzymaktivitat (Abb 2-22). Wahrend bei pH-Werten von 5,0 und 6,0 nach 24 h Rest-
aktivitaten von 45 und 38 % beobachtet wurden, zeigte sich die gréBte Diskrepanz der
Stabilitat mit und ohne Cofaktoren bei pH 7,0. In Abwesenheit von Mg®* und TDP konnte
bereits nach 2,5h keine PDC-Aktivitit mehr gemessen werden, was auf die pH-
abhangige Dissoziation des Holoenzyms in Apoenzym und Cofaktoren zurtickzufihren ist.

100

80

Aktivitat [%]

0 - i i i 1 1
0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h]

‘ pH4,0 —8— pH5,0 —o— pH 6,0 —A—pH 7,0 —%— pH 8,0

Abb 2-22 pH-Stabilitat der PDC wahrend der Inkubation ohne ihre Cofaktoren Mg?*
und TDP (T =5 °C)

Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen zeigen die gro3e Bedeutung der Cofakto-
ren fir die Erhaltung der PDC-Aktivitdt. Wahrend der Isolierung und Reinigung der
Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus wurde bei 5 °C (Kuhlzelle) und
pH 6,0 (Ausnahme IC: 6,5) in optimalen Bereichen der Enzymstabilitdt gearbeitet. Alle
Puffer enthielten zudem MgSOQO., dagegen konnte TDP nur beim Zellaufschlu3 und den
einzelnen Solubilisierungen, nicht jedoch wahrend der Chromatographieschritte zugesetzt
werden, da die Eigenabsorption des TDP die Proteindetektion bei 280 nm erheblich
storte.
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2.2.5 Substratspezifitat

Das Substratspektrum der PDC wurde insbesondere im Hinblick auf spatere Versuche zur
Bildung von a-Hydroxyketonen untersucht. Die decarboxylierende Aktivitat wurde im ge-
koppelten enzymatisch-photometrischen Assay bestimmt und relativ zum Substrat
Pyruvat berechnet; alle Sauren wurden in Form ihrer Na-Salze eingesetzt (4.7.4.6). Tab
2-2 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung, aus denen hervorgeht, daB einzig 2-Oxo-
butansaure als gutes Substratanalogon zu betrachten war (Umsatzrate ca. 50 %).

Tab 2-2 Substratspektrum der Decarboxylierungsreaktion der PDC aus
Zygosaccharomyces bisporus, gemessen im gekoppelten photometrischen
Assay, Substratkonzentration 5 bzw. 20 mM

Lineare 2-Oxosauren Aktivitat [%] 5mM / 20mM
)OJ\ Glyoxylsaure (Glyox) -

H COOH

o 2-Oxopropansaure (Salz: 100/ 100

)k Pyruvat, Pyr)

COOH

) 2-Oxobutansaure (Oxbut) 57/ 44

\)J\COOH

Cs-verzweigte 2-Oxoséauren

3-Methyl-2-oxo-butansaure 2,1/1,6

@)
(Ox3mbut)
COOH

3-Methyl-2-oxo-pentansaure 0,7/0,4

@)
(Ox3mpent)
COOH

Cs-verzweigte 2-Oxoséauren

@) 4-Methyl-2-oxo-pentansaure 0,8/0,3
M (Ox4mpent)
COOH
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Aromatisch substituierte 2-Oxoséauren

2-Oxo-2-phenylessigsaure -

O
(Phenylglyoxylsaure, Phegly)
COOH

COOH 2-Ox0-3-phenylpropanséure -
O/Y (Salz: Phenylpyruvat, Phepyr)
O

COOH |  2-Oxo-3-(4-hydroxyphenyl)- -
m propansaure (Salz: 4-Hydroxy-
OH phenylpyruvat, 4Phepyr)

2-Oxosauren mit zweiter Carboxylgruppe

2-Oxoglutarsaure (Oxglut) -

0
HOOC/\)LCOOH

Die Pyruvatdecarboxylase wies gegentber den verzweigten 2-Oxosduren eine relative
Aktivitat von < 2,1 % auf, dagegen konnte fur die Dicarbonsdure und aromatisch substitu-
ierte Sauren kein Umsatz gemessen werden. Dies bedeutet, daf3 die entsprechenden 2-
Oxosauren entweder von der PDC nicht oder nur sehr schlecht umgesetzt wurden, oder
daB nach erfolgter Decarboxylierung der jeweilige Aldehyd nicht als Substrat der verwen-
deten Alkoholdehydrogenase akzeptiert wurde. AuBerdem muB3 die Md&glichkeit in
Betracht gezogen werden, daf3 die 2-Oxosauren zwar von der PDC gebunden wurden,
aber als Inhibitoren fungierten und eine Freisetzung der Aldehyde somit verhinderten.

Waéhrend letztere Variante durch Inhibierungexperimente untersucht wurde (2.1.6), sollten
GC-Analysen der Decarboxylierungsansatze klaren, ob eine Bildung von Aldehyden statt-
gefunden hatte. Es zeigte sich, daf3 bei den drei aromatisch substituierten 2-Oxosauren in
der Tat die entsprechenden Aldehyde (Benzaldehyd, Phenylacetaldehyd, 4-Hydroxyphe-
nylacetaldehyd) detektiert werden konnten. 2-Oxoglutarsaure wurde dagegen, wie in der
Literatur flir S. cerevisiae beschrieben, nicht decarboxyliert [34, 35]. Formaldehyd als
Decarboxylierungsprodukt der Glyoxylsdure wurde mit den gewahlten GC-Analysen-
bedingungen nicht erfaf3t.
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2.2.6 Substratinhibierung

Die Inhibierung der Pyruvatdecarboxylase durch verschiedene potentielle Substrat-
analoga wurde zundchst bei zwei unterschiedlichen Konzentrationen (5 und 100 mM)
betrachtet (4.7.4.7). Dabei zeigten bis auf 2-Oxoglutarsaure alle untersuchten 2-Oxo-
sauren inhibierende Wirkung (Abb 2-23). Dies unterstiitzt die These, dal3 dieses Substrat
nicht an das Enzym gebunden werden kann, wahrend alle anderen getesteten Subs-
tanzen Wechselwirkungen eingehen.

120
Glyox= Glyoxylsaure Ox3mbut= 3-Methyl-2-oxobutansaure
96 97 Oxglut= 2-Oxoglutarsdure  Ox3mpent= 3-Methyl-2-oxopentansaure
100 + Phegly = Phenylglyoxylsaure Ox4mpent= 4-Methyl-2-oxopentanséure
84

) 79
E, 80 71 72
()]
c
3 60
2
2
£ 40
£

20

0 0
0 - 1 1 1 1
Glyox Phegly Oxglut  Ox3mbut Ox3mpent Ox4mpent
5mM g1100mM
Abb 2-23 Inhibierung der Pyruvatdecarboxylase durch mdgliche Substratanaloga

2-Oxobutansaure, das Substrat mit der nach Pyruvat héchsten Decarboxylierungsrate,
konnte unter den gewéhlten Versuchsbedingungen nicht auf seine inhibierende Wirkung
untersucht werden. Im photometrischen Assay Uberlagerten sich hier die Decarboxylie-
rungen von Pyruvat und 2-Oxobutansaure.

Die starke Hemmung der Pyruvatdecarboxylase durch Glyoxylsdure bzw. Glyoxylat wurde
fir das Enzym aus Saccharomyces cerevisiae bereits 1976 von Uhlemann et al. be-
schrieben [36]. Das Substrat bindet zwar an das aktive Zentrum und wird decarboxyliert,
das entstehende ,aktive Formaldehyd“ kann jedoch nicht bzw. nur sehr langsam abgel&st
werden und blockiert das Enzym somit irreversibel.
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Auch die Hemmung der PDC durch die getesteten verzweigten 2-Oxoséauren war be-
trachtlich, korrelierte jedoch nicht mit den Untersuchungen der Substratspezifitat. Als
Substrat mit der geringsten inhibierenden Wirkung erwies sich die 2-Oxo-3-methylpentan-

saure, wahrend die besten Decarboxylierungsraten mit der 2-Oxo-3-methylbutansaure
erzielt wurden.

Auffallig war der einzig bei der Phenylglyoxylsdure auftretende groBe Unterschied in der
Inhibierungswirkung bei verschiedenen Konzentrationen des Substrates (5 und 100 mM).
Aufgrund der schlechten Ldslichkeiten konnten die Inhibierungsversuche mit den rest-
lichen aromatisch substituierten 2-Oxosauren nur bei 5 und 10 mM durchgefiihrt werden.

Die drei untersuchten Verbindungen zeigten alle inhibierende Wirkung (Abb 2-24).

100
Phegly= Phenylglyoxylsaure
Phepyr= Phenylpyruvat 81
80 4Phepyr= 4-Hydroxyphenylpyruvat
'o§| 64
— 57
o 60 -
c
=
S
2
Qo 40 1
N
£
20
0 1
Phegly Phepyr 4Phepyr
B5mM = 10mM
Abb 2-24 Inhibierung der Pyruvatdecarboxylase durch mégliche aromatisch

substituierte Substratanaloga
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2.3 Substratspektrum der Bildung von a-Hydroxyketonen

2.3.1 Transformationen mit Hefekulturen von Zygosaccharomyces bisporus

2.3.1.1 Aminosauren als Precursoren

In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, daB die Wildhefe
Zygosaccharomyces bisporus bei Supplementierung des Wachstumsmediums mit der
Aminosaure L-Phenylalanin signifikante Mengen an 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (1)
bildet [18]. Dieses a-Hydroxyketon war zuvor erst einmal aus natirlicher Quelle (Bliten
von Phlox paniculata [37]) beschrieben worden. Auch das tautomere 3-Hydroxy-4-phenyl-
2-butanon (2) konnte detektiert werden; es handelt sich dabei um einen aromaaktiven
Stoff, der fir den typischen Geruch der Wisteria-Bliten verantwortlich ist [38]. Dariiber
hinaus konnten die entsprechenden Acyloine aus L-Tyrosin identifiziert werden. Diese
Untersuchungen sollten nun auf weitere Aminosduren ausgedehnt werden, um das
Acyloin-Synthesepotential von Z. bisporus zu untersuchen (Abb 2-25).

O 0
R TA R PDC R @) ADH R OH
NH, o] H
Aminoséaure 2-Oxoséaure Aldehyd Alkohol
PDC -COZ PDC +PyrUVat
+Acetaldehyd -CO2
OH 0
© OH
2-Hydroxy-3-Oxo- 3-Hydroxy-2-Oxo-
Acyloin Acyloin

Abb 2-25 Mdégliche Bildungswege von a-Hydroxyketonen in Hefezellen (TA = Trans-
aminase, PDC = Pyruvatdecarboxylase, ADH = Alkoholdehydrogenase)

Die Supplementierungsversuche wurden in zwei verschiedenen Transformationsmedien

durchgefiihrt (4.6.4). Dabei handelte es sich zum einen um ein modifiziertes Standard-
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Wachstumsmedium (WT 1) mit Glucose (30 g L™') und Ethanol (4 Vol %) als Kohlenstoff-
Quellen und Hefeextrakt als Stickstoff- und Vitaminquelle (3 g L™). Zum anderen wurde
ein Medium gewahlt, das durch seinen geringeren Glucosegehalt (10 g L"), einen héhe-
ren Zusatz von Ethanol (8 Vol%) sowie der entsprechenden Aminosdure als einziger
Stickstoff-Quelle erschwerte Wachstumsbedingungen bot (WT 2). In der oben zitierten

Arbeit erbrachte es die maximalen Acyloinausbeuten.

Neben den bereits erfolgreich umgesetzten Substraten L-Phenylalanin und L-Tyrosin wur-
den 7 weitere proteinogene Aminosauren mit méglichst verschiedenen Funktionalitaten
oder besonders erfolgversprechenden Strukturen beziiglich der Aromaaktivitat méglicher
Acyloine getestet (Tab 2-3).

Tab 2-3 Substratspektrum der Acyloinbildung aus Aminosauren mit
Zygosaccharomyces bisporus (++ = >50 pmol L', + =>5pumol L"; 0=<5

umol L', Anfangskonzentrationen der Aminosauren 10 mM L™)

Aromatische Aminoséauren Acyloinbildung

COOH L-Phenylalanin (Phe) ja (++)

COOH L-Tyrosin (Tyr) ja (++)
HO

Aliphatische verzweigte Aminoséuren

L-Valin (Val) ja (o)
COCH
NH,

COOH L-Leucin (Leu) ja (o)

m
L-Isoleucin (lle) nein
COOH
NH,
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Heterocyclische Aminosauren

N COOH L-Histidin (His) nein
e
NN NH,
Aminoséauren mit zusatzlichen funktionellen Gruppen
OH L-Threonin (Thr) nein
COOH
NH,
/S\/\(COOH L-Methionin (Met) ja (+)
NH,
L-Glutaminsaure (Glu) nein

HOOC\/\(COOH

NH,

Die Auswertung der Supplementierungsversuche erfolgte mittels GC-MS nach Flissig-

Flussig-Extraktion der zellfreien Kulturbrihen. Neben den bereits bekannten Umsetzun-

gen des Phenylalanins und Tyrosins konnten bei den Transformationen mit den Substra-
ten Valin, Leucin und Methionin Peaks in der GC-MS beobachtet werden, die nach ihrem

Fragmentierungsmuster den gesuchten Acyloinen entsprachen. Die gebildeten Mengen

unterschieden sich dabei in den beiden Transformationsmedien nicht wesentlich, zeigten

sich also vom Wachstum der Hefekulturen weitgehend unabhéngig (Abb 2-26). Auf eine

Optimierung der Wachstumsbedingungen beziiglich der Acyloinbildung wurde im Rahmen

dieser Arbeit verzichtet.
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150
136 Phe= Phenylalanin
Tyr= Tyrosin
Val= Valin
120 + Leu= Leucin

:' Met= Methionin
=
o)
£ 90
=
£
S 60 ¢
>
o
<

30 +

72 84
1,5 1,6 0,8 0,7
Phe Val Leu Met
Abb 2-26 Acyloinbildung aus Aminosauren mit Zygosaccharomyces bisporus in zwei

verschiedenen Kulturmedien (angegeben als Summe beider Tautomere)

Mit Ausnahme von 3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon (6) lagen fir keine der betreffenden
Verbindungen chromatographische oder spektrometrische Vergleichsdaten vor. Zur Absi-
cherung der Identifizierung der o-Hydroxyketone wurde deshalb insgesamt 6 der
Substanzen ((3) — (8), siehe 2.3.2.1) chemisch synthetisiert (4.11). AuBerdem wurden,
sofern verfligbar, die 2-Oxosauren und Aldehyde, die sich nach Abb 2-25 aus den Amino-
sauren ableiten, mit der aus Zygosaccharomyces bisporus isolierten Pyruvatdecarboxy-
lase umgesetzt. Dabei wurden als neu entstandene GC-Peaks fast ausschlieBlich die
gesuchten Acyloine beobachtet. Die Ubereinstimmung der GC-Retentionszeiten und MS-
Fragmentierungsmuster dieser Produkte mit denen der Hefe-Transformationen wurde
daher als ausreichende Identifizierung angesehen, wenn nicht zusatzlich die chemische
Synthese der Vergleichssubstanzen durchgefihrt wurde. Die Auswertung der erhaltenen
Daten wird zusammenfassend in Kapitel 2.3.2 diskutiert.

2.3.1.2 2-Oxosauren und Aldehyde als Precursoren

In weiteren Versuchen wurden anstelle von Aminoséauren 2-Oxoséuren und Aldehyde als
Precursoren eingesetzt (4.6.4.2). Einerseits sollte damit der in Abb 2-25 vorgeschlagene

Bildungsweg der a-Hydroxyketone Uberprift bzw. bestatigt werden. Dartiber hinaus wr-
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den sich mdglicherweise die aus den bisher nicht umgesetzten Aminosauren abgeleiteten
Acyloine doch bilden, wenn der primadre Aminosaure-Stoffwechsel durch Verwendung

anderer Substrate umgangen werden konnte.

Zunachst wurde die Synthese der aromatisch substituierten Acyloine untersucht. Neben
Phenylalanin wurden Phenylpyruvat (Phepyr) und Phenylacetaldehyd (Pheac) als Vor-
stufen eingesetzt, neben Tyrosin die entsprechende 2-Oxosaure 4-Hydroxyphenylpyruvat
(4-Phepyr). Als zusatzlicher Vergleich diente die Umsetzung von Benzaldehyd (Ba); das
daraus entstehende Phenylacetylcarbinol (PAC) ist bereits bekannt und umfassend unter-
sucht (vgl. 3.3). Da sich zwischen den Transformationsmedien (siehe 2.3.1.1) keine
erheblichen Unterschiede bezlglich der Acyloinbildung ergeben hatten, wurde nunmehr
der einfacheren Handhabung halber ausschlieBlich das Standardmedium WT 1 verwendet
(Abb 2-27).

160 1|Ba=Benzaldehyd Phe= Phenylalanin
Phepyr= Phenlypyruvat = Pheac= Phenylacetaldehyd
Tyr=Tyrosin 4Phepyr= 4-Hydroxyphenylpyruvat 136
124
7 120 +
—
o 98
£
= 83
£ 80+
S
>
Q
<
40 +
0 1 1 1 1 1
Ba Phe Phepyr Pheac Tyr 4Phepyr
Abb 2-27 Bildung aromatischer Acyloine aus verschiedenen Precursorvorstufen

(angegeben als Summe beider Tautomere, Precursor-Anfangs-

konzentration jeweils 10 mmol L)

Die quantitative Auswertung der Ergebnisse ergab, daf sich durch den Einsatz der 2-
Oxosauren etwas héhere Ausbeuten an a-Hydroxyketonen, verglichen mit der Precursor-
wirkung der Aminosauren, erzielen lieBen. Der Ersatz von Phenylalanin durch Phenyl-
acetaldehyd flhrte dagegen zu einem drastischen Rickgang der Acyloinbildung. Als
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Grund hierflr ist nicht nur die Zelltoxizitat aldehydischer Verbindungen anzusehen, da aus
Benzaldehyd deutlich héhere Mengen Acyloin entstanden. Das Hauptprodukt der Fer-
mentation mit Phenylacetaldehyd war das durch enzymatische Reduktion mit ADH aus
dem Aldehyd hervorgehende 2-Phenylethanol. Phenylacetaldehyd stellte fiir die Pyruvat-
decarboxylase offensichtlich ein deutlich schlechteres Substrat als Phenylpyruvat oder
auch Benzaldehyd dar, wahrend es von der beteiligten Alkoholdehydrogenase gut umge-

setzt wurde.

Qualitativ ist vor allem das Verhaltnis der jeweils entstandenen tautomeren o-Hydroxy-
ketone zueinander interessant. Zwar beziehen sich die quantitativen Angaben in Abb 2-26
und Abb 2-27 auf die Summe beider Isomeren, da in waBrigen Lésungen immer das Vor-
liegen der zwei tautomeren Acyloine nebeneinander zu beobachten war. Wahrend jedoch
aus den Precursoren Phenylalanin und Phenylpyruvat 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (1)
in mehr als 10fach gréBerer Menge als 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) gebildet wurde,
entstand aus Phenylacetaldehyd letztgenannte Verbindung (2) in 3fachem UberschuB
gegentber der tautomeren Komponente (1) (Abb 2-28).

OH O

1) (2)

3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon

Abb 2-28 Struktur der phenylbutanoiden Acyloine aus Phenylpyruvat (+ Acetaldehyd)
(1) bzw. Phenylacetaldehyd (+ Pyruvat) (2)

Diese Ergebnisse stiitzen den in Abb 2-25 vorgeschlagenen Biosyntheseweg von a-
Hydroxyketonen in Zygosaccharomyces bisporus. Die Tatsache, daf3 bei allen drei Fer-
mentationen 2-Phenylethanol als Hauptprodukt identifiziert wurde, 1&aB3t darauf schlie3en,
daf eine groBe Affinitdt des Phenylacetaldehyds zu der beteiligten Alkoholdehydrogenase
besteht. Nennenswerte Mengen Acyloin entstehen deshalb nur, wenn nach Decarboxylie-
rung des Phenylpyruvats der resultierende PDC-Phenylacetaldehyd-Komplex ohne vorhe-
rige Dissoziation mit Acetaldehyd unter Acyloinbildung weiter reagiert.
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Der Einsatz aliphatischer 2-Oxosauren flr Precursor-Studien wurde auf solche S&uren
fokussiert, die den Transaminierungsprodukten der oben verwendeten Aminosauren ent-
sprachen. Kommerziell verfligbar waren 3-Methyl-2-oxobutansaure (,Ketovalin“, Oxval), 3-
Methyl-2-oxopentansaure (,Ketoleucin“, Oxleu), 4-Methyl-2-oxopentansaure (,Ketoiso-
leucin®, Oxile) sowie 2-Oxoglutarsaure (,Ketoglutaminsaure®, Oxglu). Mit Ausnahme der 2-
Oxoglutarsaure konnte bei allen Substraten eine Acyloinbildung festgestellt werden (Abb
2-29).

5
Val= Valin
Oxval= Ketovalin
39 Leu= Leucin
4 + T Oxleu= Ketoleucin
le= Isoleucin
il Oxile= Oxoisoleucin
=° Glu= Glutaminsaure
£ 3 Oxglu= Oxoglutars&ure
=
£
[}
= 21
) 15
<
14
0 0 0
0 - 1 1 1 1 1
Val Oxval Leu Oxleu lle Oxile Glu  Oxglu
Abb 2-29 Vergleich der Bildung aliphatischer Acyloine aus Aminosauren und den

entsprechenden 2-Oxosauren (angegeben als Summe beider Tautomere,

Precursor-Gesamtkonzentration jeweils 10 mmol L)

Die 2-Oxosauren erwiesen sich dabei als effizientere Precursoren als die entsprechenden
Aminosauren; insgesamt war die Produktausbeute jedoch erheblich niedriger als bei den

aromatischen Verbindungen.
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2.3.2 Transformationen mit isolierter Pyruvatdecarboxylase aus
Zygosaccharomyces bisporus

2.3.2.1 Aminosaure-Analoga

Versuche zum Substratspektrum der Acyloinbildung mit Pyruvatdecarboxylase aus Z
bisporus konzentrierten sich zunachst auf die den in 2.3.1.1 verwendeten Aminosauren
entsprechenden Aldehyde und 2-Oxosauren. Fur erste qualitative Versuche wurden je-
weils 500 pmol 2-Oxosédure (+ Acetaldehyd) und 500 umol Aldehyd (+ Pyruvat) mit dem
Enzymisolat inkubiert (siehe 4.8.1). Bis auf 2-Oxoglutarsdure und 4-Hydroxyphenylpyruvat
wurden alle Substrate zu o-Hydroxyketonen umgesetzt, die die Hauptprodukte der
Transformationen darstellten (Tab 2-4).

Tab 2-4 Substratspektrum der Acyloinbildung aus Aminoséure-Analoga mit
Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus

Aminoséaure 2-Oxosaure Aldehyd Umsatz
val )YCOOH %{H "
O @)
3-Methyl-2-oxobutansaure 2-Methylpropanal
COOCH H
O O
4-Methyl-2-oxopentansaure 3-Methylbutanal
lle COOH H ja
@) O
3-Methyl-2-oxopentansaure 2-Methylbutanal
S H
Met - - W ja
@)
3-(Methylthio)-propanal
(Methional)
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HOOC COCH

Glu - nein

@)

2-Oxoglutarsaure
COCH H

Phe ja

@) O

Phenylpyruvat Phenylacetaldehyd
COCH
Tyr - nein
O
HO
4-Hydroxyphenylpyruvat

Da von den kurzkettig-verzweigten o-Hydroxyketonen bis auf (6) keine Vergleichsdaten in
der Literatur vorlagen, wurden zur eindeutigen Identifizierung der Produkte alle sechs
Referenzsubstanzen synthetisiert (siehe 4.11).

Wie erwartet, wurden auch bei den Umsetzungen mit der isolierten PDC aus den 2-
Oxosauren und Acetaldehyd bevorzugt 2-Hydroxy-3-oxo-acyloine sowie aus den Aldehy-
den und Pyruvat 3-Hydroxy-2-oxo-acyloine gebildet (vgl. Abb 2-25). Sowohl die Kovats-
Indices als auch die Massenspekiren der Referenzsubstanzen (3)-(8) stimmten mit den
Daten der Produkte der enzymatischen Transformationen und der Hefefermentationen
Uberein (Tab 2-5). Bei den weiteren a-Hydroxyketonen wurde angesichts erfolgreicher
enzymatischer Synthesen, charakteristischer Retentionsindices und Massenspektren so-
wie Ubereinstimmung mit den Hefefermentationen auf eine chemische Synthese der

Referenzen verzichtet.

Die Massenspekiren und Fragmentierungsmuster der Acyloine 3-Hydroxy-1-phenyl-2-
butanon (1) und 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) sind in einer vorausgegangenen Arbeit
diskutiert worden [18] und hier im Anhang aufgefuhrt.
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Tab 2-5 Identifizierte Acyloine aus Aminosaure-Analoga (* CW 20M, * erstmals

identifiziert, ** erstmals als enzymatisches oder mikrobielles Produkt bzw.

aus natdrlicher Quelle identifiziert)

Acyloin KI® KI? MS-Vergleich
(experimentell) (| jteratur) (Literatur)

3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon OH 2266 2259 [18] [18]
g <a e
3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon o] 2257 2249 [18] [18]
@ <a%
2-Hydroxy-4-methyl-3-pentanon o 1348 - -
. N
3-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon OH 1366 - -
. e
2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon )\j\( 1453 - -
(5)° OH
3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon )\)O\H( 1472 - [39]
(6) T
2-Hydroxy-4-methyl-3-hexanon o) 1441 - .
(7 /\HJ\Oﬁ
3-Hydroxy-4-methyl-2-hexanon OH 1481 - -
(8)* /\H\ro(
2-Hydroxy-5-(methylthio)-3- o] 2061 - -
pentanon (9)* \S/\)I\Oc
3-Hydroxy-5-(methylthio)-2- OH 2022 - -

pentanon (10)*

/
%)

t
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Aus 3-Methyl-2-oxobutansaure + Acetaldehyd sowie 2-Methylpropanal + Pyruvat (Ana-
loga der Aminosaure Valin), entstanden die Acyloine 2-Hydroxy-4-methyl-3-pentanon (3)
und 3-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon (4). Im Massenspektrum zeigen die Molekullionen
M** nur schwache Intensitat (Abb 2-30), was sich bei der Mehrzahl der a-Hydroxyketone

ebenfalls beobachten lief3.

Als primare Fragmentierung dominiert die o-Spaltung zwischen den C-Atomen 2 und 3,
also zwischen Hydroxyl- und Ketogruppe, die je nach Tautomer zu den charakteristischen
Bruchstiicken m/z = 43 bzw. m/z = 45 sowie m/z=M - 43 bzw. m/z = M - 45 flhrt. Die
letztgenannten Fragmente (hier m/z =73 bzw. m/z = 71) spalten in Abhangigkeit vom
Vorhandensein einer Hydroxyl- oder Ketogruppe bevorzugt Wasser oder Kohlenmonoxid
als Neutralteilchen ab. Je nach Stabilitdt der entstandenen lonen kdnnen diese Bruch-
stlicke die groBte Intensitat im Spektrum aufweisen.

Aus 4-Methyl-2-oxopentansaure + Acetaldehyd sowie 3-Methylbutanal + Pyruvat (Analoga
der Aminosaure Leucin) wurden die Acyloine 2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon (5) und 3-
Hydroxy-5-methyl-2-hexanon (6) mit der Masse 130 gebildet (Abb 2-31). Die priméare o-
Spaltung fahrt hier zu den Fragmenten m/z = 43 / 87 und m/z = 45/ 85. Mit Ausnahme der
Primarbruchstiicke m/z =43 bzw. m/z =45 unterscheiden sich die Spektren um die
Massendifferenz 14 von denen der Substanzen (4) und (5). Differenzen in den
Intensitédten der Fragmente lassen sich auf unterschiedliche Stabilitaten der lonen zu-
rickfihren. Von Acyloin (6) war ein Literatur-Vergleichsspektrum bekannt [39], das mit

dem hier dargestellten (experimentell ermittelten) Gbereinstimmte.
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100 - 45
M =116
1 43 43
(3) 45
80 o
= i
s 60
= OH
c . 71
2
[=
= 40 -Cco
E \
. 71
43[
20 \/
I
116
0 AU L. . | . S . —0
30 60 90 120
100 -
43 5 73 M = 116
| 43 43
OH
80
o .
5 60 (4) 3
m 73
: -
o -H,0
= \
= 40
2
. 45 BE:
20
0 |L I I " |||.I :I 1 . I . . 116 |
30 60 90 120
m/z
Abb 2-30 Massenspektren von 2-Hydroxy-4-methyl-3-pentanon (3) und 3-Hydroxy-4-

methyl-2-pentanon (4)
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43

rel. Intensitat [%]

rel. Intensitét [%]

Abb 2-31
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40 - \
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20 ~
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| ‘ | 130
0 :I|'|I|"| .!|I I IllI |I T T 1 T ]
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Massenspektren von 2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon (5) und 3-Hydroxy-5-

methyl-2-hexanon (6)
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Aus 3-Methyl-2-oxopentansaure + Acetaldehyd sowie 2-Methylbutanal + Pyruvat (Analoga
der Aminosaure lIsoleucin), entstanden die Acyloine 2-Hydroxy-4-methyl-3-hexanon (7)
und 3-Hydroxy-4-methyl-2-hexanon (8). Zwar unterscheiden sie sich von (5) und (6) ledig-
lich in der Stellung der abzweigenden Methylgruppe, zeigten jedoch in der MS ein uner-
wartetes Fragmentierungsmuster (Abb 2-32). Beide Verbindungen wiesen fast identische
Massenspektren auf, obwohl sie gaschromatographisch vor Einbringung in den MS-
Detektor eindeutig getrennt werden konnten. Méglicherweise findet in der lonenquelle
unter Elektronenbeschul3 oder thermischer Belastung eine beginstigte Isomerisierung zu
(8) statt, da die Spektren der hier zu erwartenden Fragmentierung am besten entspra-
chen. Dies mlBte ursachlich mit der Methylgruppe am C4-Atom zusammenhéngen, da sie
den einzigen strukturellen Unterschied zu den ,normal“ fragmentierenden Acyloinen mit
Ce-Grundgerdst (5), (6), (13) und (14) darstellt. Das gleiche Bild bot sich tatsachlich auch
bei den gegeniber (7) und (8) nur um eine CH,-Einheit verlangerten Acyloinen (23) und
(24) (siehe 2.3.2.2), allerdings nicht bei den um eine CH,-Einheit kiirzeren Acyloinen (3)
und (4).

Ein Grund flr dieses Phdnomen kénnte die bevorzugte H,O-Abspaltung im Sinne einer
1,2-Eliminierung sein, die nur mit der Hydroxylgruppe in C3-Position mdglich ist. Lediglich
mit einer Methylgruppe in C4-Stellung entsteht hierbei ein tertidres (stabiles) Carbenium-
ion. Hinweise auf diese Wasser-Abspaltung mit vorgelagerter Keto-Enol-Umlagerung
finden sich in der Literatur beztglich a-Hydroxyketonen, wenn auch nicht im Zusammen-

hang mit der massenspektrometrischen Fragmentierung der Substanzen [40].

Die chemisch synthetisierten Referenzen stimmten bezlglich Retentionszeiten und
Massenspektren mit den enzymatischen Transformationsprodukten Gberein.
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Abb 2-32
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Massenspektren von 2-Hydroxy-4-methyl-3-hexanon (7) und 3-Hydroxy-4-
methyl-2-hexanon (8)

Aus Methional + Pyruvat (analog der Aminosaure Methionin), wurde das Acyloin 3-
Hydroxy-5-(methylthio)-2-pentanon (10) und in geringerem MaBe auch 2-Hydroxy-5-
(methylthio)-3-pentanon (9) gebildet. Neben einem deutlichen Molekllion m/z = 148 st
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hier vor allem das flr schwefelhaltige Verbindungen typische Isotopenmuster aufféllig
(Abb 2-33). Zusatzlich zu den bereits beschriebenen typischen Fragmentierungsreaktio-
nen tritt auBerdem eine a-Spaltung am Thioether-Rest auf, die zu dem in beiden Spektren

intensivsten Bruchstiick mit m/z = 61 fuhrt.

100

61 75 M =148
i (9) 45
45 o
80
- \s
9
= 60 — 103 OH
= 75 61
%)
[ = 7] /CO
2
= s
148
20 104
I T
0 '|i I I : 1 | | . | I|.| L, — | II.I ! 1 I . I . |i
30 50 70 90 110 130 150
100
i 43
(10) OH
80 -
[p— 7] \s
2 43
= 60 7 T
» 61
c . -H,0
s \
£ 40- 45
S 75 o7
. | \s/\/
20 105 148
il ‘I LT
0 .|: II i l|| |I | .Illl 1 . | II ! I|| T . T . L
30 50 70 90 110 130 150
m/z

Abb 2-33 Massenspektren von 2-Hydroxy-5-(methylthio)-3-pentanon (9) und 3-
Hydroxy-5-(methylthio)-2-pentanon (10)
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2.3.2.2 Weitere Substrate

Da mit Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus soweit alle Substrate
auBer 2-Oxoglutarsaure und 4-Hydroxyphenlypyruvat zu o-Hydroxyketonen umgesetzt
werden konnten, wurden die Untersuchungen auf verschiedene weitere Verbindungen
ausgedehnt (Tab 2-6).

Tab 2-6 Substratspektrum der Acyloinbildung aus Aldehyden (+ Pyruvat) und 2-
Oxosauren (+ Acetaldehyd) mit Pyruvatdecarboxylase aus Z. bisporus

2-Oxoséaure Aldehyd Umsatz
Gesittigte unverzweigte Substrate
/ﬁ(COOH /ﬁ(H
ja
@) @)
2-Oxobutansaure Propanal
H .
] \/Y ia
O
Butanal
H .
) /\/Y ia
O
Pentanal
H .
] \/\/Y ja
O
Hexanal
H .
] /\/\/Y ia
O
Heptanal
H .
] \/\/\/Y ja
O
Octanal
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Gesittigte verzweigte Substrate
- H Ja
O
2-Methylpentanal
Ungesiéttigte unverzweigte Substrate
H
. W ja
O
2E-Butenal
H
) W ja
O
2E-Pentenal
\/\/ H
- /ﬁ( ja
O
2E-Hexenal
Ungesiéttigte verzweigte Substrate
) %{H ja
O
2-Methyl-2 E-butenal
H
] W ia
O
3-Methyl-2 E-butenal
Aromatisch substituierte Substrate
O O
ja
COOH H
Phenylglyoxylsaure Benzaldehyd

Wenn mdglich, wurden jeweils die 2-Oxos&uren und die ,korrespondierenden® Aldehyde
eingesetzt; kommerziell Gberwiegend verfligbar waren die aldehydische Substrate. Um zu
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testen, ob bei der Reaktion auBBer C,-Einheiten auch andere Bausteine tbertragen werden
kénnen, wurde auBerdem Benzaldehyd zuséatzlich mit 2-Oxobutanséaure (statt Pyruvat)

inkubiert.

Analog zu den bisherigen Ergebnissen entstanden aus 2-Oxosauren bevorzugt 2-
Hydroxy-3-oxo-acyloine sowie aus Aldehyden 3-Hydroxy-2-oxo-acyloine. Einzige Aus-
nahme war Phenylglyoxylsaure, aus der, ebenso wie aus Benzaldehyd, Verbindung (35)
im UberschuB entstand. Alle getesteten Substrate wurden zu Acyloinen umgesetzt, die
jeweils die Hauptprodukte der enzymatischen Transformationen darstellten (Abb 2-34).

(28)
\
B
(27)
| A P
2E-Pentenal ISTD
/ /
A

I T | T | T | T 1 T 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60
Time [min]

Abb 2-34 FID-Gaschromatogramm der enzymatischen PDC-Umsetzung (B) im
Vergleich mit dem chemischen Blindwert (A) am Beispiel des Substrates
2E-Pentenal
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Tab 2-7 Identifizierte Acyloine aus der enzymatischen Transformation mit PDC
(* CW 20M, * erstmals identifiziert, ** erstmals als enzymatisches oder
mikrobielles Produkt bzw. aus natirlicher Quelle identifiziert)

Acyloin KI? KI? MS-Vergleich
(experimentell) (Literatur) (Literatur)

2-Hydroxy-3-pentanon (11) 1364 1353 [41] [42]

3-Hydroxy-2-pentanon (12) 1346 1336 [41] [42]

2-Hydroxy-3-hexanon (13) 1434 1414 [41] [43]

3-Hydroxy-2-hexanon (14) 1440 1429 [41] [43]

2-Hydroxy-3-heptanon (15) 1539 - [44]

2-Hydroxy-3-octanon (17) 1645 - [45]

3-Hydroxy-2-octanon (18) 1655 - [46]

2-Hydroxy-3-nonanon (19) 1752 - -

3-Hydroxy-2-nonanon (20) 1765 - -

A,
OH
L
(0]
/\)OJ\(
OH
/\)O\Hn/
(6]
(0]
\/\)J\Oﬁ
3-Hydroxy-2-heptanon (16) OH 1547 - [44]
\/\)\g/
(0]
/\/\)J\Oﬁ
OH
/\/\)\[O]/
(0]
\/\/\)]\OC
OH
\/\/\)\g/

2-Hydroxy-3-decanon (21) M/\)C‘)Y 1859 - [44]
OH

3-Hydroxy-2-decanon (22) ANJ\“( 1867 - [44]
(6]

2-Hydroxy-4-methyl-3- Q 1537 - -

heptanon (23)* \/\HJ\Oﬁ
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3-Hydroxy-4-methyl-2-
heptanon (24)*

2-Hydroxy-4 E-hexen-3-on
(25)

3-Hydroxy-4 E-hexen-2-on
(26)**

2-Hydroxy-4 E-hepten-3-on
(27)*

3-Hydroxy-4 E-hepten-2-on
(28)

2-Hydroxy-4 E-octen-3-on
(29)*

3-Hydroxy-4 E-octen-2-on
(30)*

2-Hydroxy-4-methyl-4 E-
hexen-3-on (31)*

3-Hydroxy-4-methyl-4 E-
hexen-2-on (32)**

2-Hydroxy-5-methyl-4 E-
hexen-3-on (33)*

3-Hydroxy-5-methyl-4 E-
hexen-2-on (34)*

1-Hydroxy-1-phenyl-2-
propanon (35)

2-Hydroxy-1-phenyl-1-
propanon (36)

1-Hydroxy-1-phenyl-2-
butanon (37)

2-Hydroxy-1-phenyl-1-
butanon (38)**

o
I

o

o
I

L

o
I

OH

L4

o
I

33

OH

&3

o
I

H

£

OH

o
I

33

o

1565

1511

1504

1620

1589

1710

1687

1559

1515

1556

1592

2101

2072

2175

2171

[47]

[47]
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Kovats-Indices und Massenspekiren der Produkte stimmten mit teilweise vorhandenen
Literaturangaben Uberein (Tab 2-7). Die erfolgreichen enzymatischen Synthesen mit dem
PDC-Isolat sowie charakteristische Massenspekiren und typisch ansteigende Kovats-
Indices innerhalb der homologen Reihen der a-Hydroxyketone dienten als Identifizierung

der Substanzen, fur die keine Literaturdaten verfligbar waren.

Massenspektren und Fragmentierungsmuster der Acyloine, fir die Literaturvergleiche
vorlagen, sind im Anhang aufgefihrt. Im Folgenden werden die Spektren der Substanzen
diskutiert, die erstmals identifiziert wurden bzw. fir die keine Strukturdaten verfligbar wa-

ren.

Aus Heptanal und Pyruvat entstanden durch Transformation mit Pyruvatdecarboxylase
die Acyloine 2-Hydroxy-3-nonanon (19) und 3-Hydroxy-2-nonanon (20) (Hauptprodukt).
Die Intensitat des Molekdilions M** = 158 lag in beiden Massenspektren unter 0,4 % (Abb
2-35). Deutlich erkennbar sind die Bruchstiicke der primdren a-Spaltung m/z = 113 und
m/z = 115, woraus durch Eliminierung von CO bzw. H,O die Fragmente m/z = 85 und
m/z = 97 gebildet werden. Unter Zerfall der Alkylkette entstehen dann die relativ stabilen
Endprodukte (CsH7)" (m/z = 43) und (C4H7)" (m/z = 55), die jeweils die gréoBten Intensita-

ten im Spektrum zeigen.

Aus 2-Methylpentanal und Pyruvat wurden die Acyloine 2-Hydroxy-4-methyl-3-heptanon
(23) und 3-Hydroxy-4-methyl-2-heptanon (24) (Hauptprodukt) gebildet. Die Massen-
spektren waren fast identisch und zeigten in Analogie zu den Produkten (7) und (8) (siehe
Abb 2-32) beide das flur Substanz (24) zu erwartende Fragmentierungsmuster (Abb 2-36).
Wahrscheinlich wird auch hier (24) als bevorzugtes Isomerisierungsprodukt in oder bei
der Uberleitung zur lonenquelle gebildet. Die diskutierte darauffolgende H,O-Eliminierung
wird durch das Auftreten der Bruchstiicke M-18 (m/z = 126) untermauert, die in gleicher
oder sogar etwas hdherer Intensitét als die Molekilionen vorliegen (~ 0,2 %).
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rel. Intensitat [%]

rel. Intensitét [%]

Abb 2-35

100
43
M =158
- 85
45
o)
80 (19)
60 - 45 L
113 113
i /oo
40 - 57
|85
1 85 NN
55
(' CZHA= 57)
20 (- CH, = 43)
0 |.||. i .||I| .|| || |I 158
! I 1 ! I ! I ' I ' I ' 1
30 50 70 90 110 130 150 170
100
55 M =158
i 85 43
OH
80
i 43
60 — (20) 115 °
i \-HZO
40 - 97 _ |97
\/\/\/
] (- CH, = 69)
20 - (- CaHs=55)
69 115
‘ 158
0 |: | : 1 I| . il | . | I 1 I |I . : . I . 1
30 50 70 90 110 130 150 170
m/z

Massenspektren von 2-Hydroxy-3-nonanon (19) und 3-Hydroxy-2-nonanon

(20)
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Abb 2-36 Massenspektren von 2-Hydroxy-4-methyl-3-heptanon (23) und 3-Hydroxy-

4-methyl-2-heptanon (24)

Aus 2E-Butenal und Pyruvat wurden die Acyloine 2-Hydroxy-4 E-hexen-3-on (25) und 3-

Hydroxy-4 E-hexen-2-on (26) (Hauptprodukt) gebildet. Die Massenspektren unterscheiden
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sich von denen der gesattigten Analoga (13) und (14) (sieche Anhang) nicht im Fragmen-
tierungsschema, aber in der Intensitat der einzelnen Bruchsticke (Abb 2-37).

100 - 69
1 41 M =114
o 45
80 (25) o
=:‘§ 60 - Ly
& 41
= . 45 69
E 40 — /CO
?; 41|//\
43
20 71
| ‘ 114
0 II | | :u | || I 1 ! I.| I : : 1 1
30 60 90 120
100 71
| 43 )
4 M=114
80 43
OH
—_ - (26)
\O
[ 41
po 60 /\
=
c 1 o
= A H,0
o -y
E  40- 53
< 69 IR 53
7 /\//
20
114
0 || ! | |‘ !l II 1 I RN . 1 I . . 1 |
30 60 90 120

m/z

Abb 2-37 Massenspektren von 2-Hydroxy-4 E-hexen-3-on (25) und 3-Hydroxy-4 E-
hexen-2-on (26)
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Die a-Spaltungsprodukte m/z = 69 bzw. m/z = 71 stellen hier, offensichtlich aufgrund der
Resonanzstabilisierung der Ladung durch die Doppelbindung in 4,5-Position, stabile und
bevorzugte Endprodukte dar. Auch die Molekilionen M* * = 114 weisen im Verhaltnis zu

den gesattigten Acyloinen eine gréBere Intensitat auf.

100 - 83
. 55 M =128
80 - (27) o S
'o\_o' \/\
= 60
= 55 OH
g ] 83
(]
= 40 - /co
= s
e | 45 SN\
20
| 43
128
0 ||=|I|| il.ll || : L, I| N I||| I 1 L i 1 . .I
30 50 70 90 110 130
100 43 85
| 55 M =128
oH 43
80 (28)
—_ 1 4 SN
2
— 60 57 0
- 85
g 1 'CzH/ \HZO
2
[= 67
: 40 - 67 83 ®OH //
j i \)
E 57 ///
20 = \ _—
12
0 1 I | I ||||I | | | |||| N 1l | |. | 1 1 |8
! ] ! ] ! ] ! ] ! 1
30 50 70 90 110 130

m/z
Abb 2-38 Massenspektren von 2-Hydroxy-4 E-hepten-3-on (27) und 3-Hydroxy-4 E-
hepten-2-on (28)
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Aus 2E-Pentenal und Pyruvat wurden die Acyloine 2-Hydroxy-4 E-hepten-3-on (27) und 3-
Hydroxy-4 E-hepten-2-on (28) (Hauptprodukt) gebildet. Auch hier weisen im Massenspek-
trum die primaren Produkte der a-Spaltung m/z = 83 bzw. m/z = 85 héhere Intensitaten im
Vergleich zu den gesattigten Verbindungen (15) und (16) (siehe Anhang) auf (Abb 2-38).
Ein weiterer Zerfall des Fragments m/z = 85 fiihrt unter Abspaltung einer Ethen-Einheit zu
m/z = 57 (CsHs0"), welches typischerweise auch in den Spektren ungesattigter Alkohole
auftritt [48].

Aus 2E-Hexenal und Pyruvat entstanden durch enzymatische Transformation mit PDC die
Acyloine 2-Hydroxy-4E-octen-3-on (29) und 3-Hydroxy-4E-octen-2-on (30) (Hauptpro-
dukt). Ahnlich wie bei den geséttigten C8-Acyloinen (17) und (18) (siehe Anhang) domi-
nieren im Massenspekirum neben den Produkten der primaren a-Spaltung die Frag-
mente, die aus dem weiteren Zerfall der Alkylkette resultieren (Abb 2-39). Fir Substanz
(30) ist dies das oben diskutierte lon mit m/z = 57, aus Substanz (29) entsteht analog das
lon C3H;O" mit m/z = 55.

Aus 2-Methyl-2 E-butenal und Pyruvat wurden die Acyloine 2-Hydroxy-4-methyl-4 E-hexen-
3-on (31) und 3-Hydroxy-4-methyl-4E-hexen-2-on (32) (Hauptprodukt) gebildet. Im
Gegensatz zu den gesattigten Verbindungen (7) und (8) (siehe Abb 2-32) ist hier wieder
die acyloin-typische Fragmentierung zu beobachten (Abb 2-40). Die dort diskutierte Was-
serabspaltung kann in diesem Fall aufgrund der C-C-Doppelbindung in 4,5-Position nicht
stattfinden. Im Massenspektrum dominieren die Bruchstlicke der primaren a-Spaltung und

der nachfolgenden Eliminierungsreaktionen.
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Abb 2-39 Massenspektren von 2-Hydroxy-4 E-octen-3-on (29) und 3-Hydroxy-4 E-

octen-2-on (30)
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rel. Intensitat [%]

rel. Intensitét [%]

Abb 2-40
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Massenspektren von 2-Hydroxy-4-methyl-4 E-hexen-3-on (31) und 3-
Hydroxy-4-methyl-4 E-hexen-2-on (32)

Aus 3-Methyl-2 E-butenal und Pyruvat entstanden durch enzymatische Transformation mit
PDC die Acyloine 2-Hydroxy-5-methyl-4E-hexen-3-on (33) und 3-Hydroxy-5-methyl-4 E-
hexen-2-on (34) (Hauptprodukt). Die Massenspektren unterscheiden sich von denen der
Konstitutionsisomeren (31) und (32) (siehe Abb 2-40) nur wenig in den durch Stabilitats-
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differenzen bedingten Intensitdten der massengleichen Fragmente (Abb 2-41). Etwas
gréBer sind die Unterschiede zu den gesattigten Analoga (5) und (6) (sieheAbb 2-31),
deren primére a-Spaltprodukte aufgrund des fehlenden Mesomerie-Effektes der Doppel-

bindung stérker einem weiteren Zerfall unterliegen.
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Abb 2-41 Massenspektren von 2-Hydroxy-5-methyl-4 E-hexen-3-on (33) und 3-
Hydroxy-5-methyl-4 E-hexen-2-on (34)
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Aus Benzaldehyd und 2-Oxobutansdure wurden die Acyloine 1-Hydroxy-1-phenyl-2-
butanon (37) (Hauptprodukt) und 2-Hydroxy-1-phenyl-1-butanon (38) gebildet.
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Abb 2-42 Massenspektren von 1-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (37) und 2-Hydroxy-1-
phenyl-1-butanon (38)
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Die Massenspektren dhneln sehr stark denen der um eine CH,-Gruppe verkirzten Ver-
bindungen (35) und (36) (siche Anhang); einziger Unterschied ist die dementsprechend
um 14 héhere Masse der a-Spaltprodukie m/z = 57 statt 43 und m/z = 59 statt 45 (Abb
2-42). Dagegen unterscheidet sich die Fragmentierung von (37) und (38) deutlich von der
der Konstitutionsisomeren (1) und (2) (siehe Anhang).

2.4 Quantitative Untersuchungen zur Acyloinbildung mit isolierter
PDC

2.4.1 Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert

Anhand des Beispiels der Acetoinbildung aus Pyruvat und Acetaldehyd wurde untersucht,
welche Reaktionsbedingungen sich am ginstigsten auf die enzymatische Bildung von a-
Hydroxyketonen mit isolierter PDC aus Z. bisporus auswirken (4.8.2.2). Die Auswahl der
Versuchsbedingungen orientierte sich bezlglich pH-Wert und Temperatur (neben experi-
mentellen Gegebenheiten) an den optimalen Enzymaktivitaten bzw. -stabilitdten der PDC,
die fur die Decarboxylierungsreaktion bestimmt worden waren (vgl. 2.2.4).

6,67

Acetoin [mM]
N

0,84

8°C 24°C 30°C

Abb 2-43 Acetoinbildung aus Pyruvat und Acetaldehyd (c, jeweils 118 mM) mit PDC
in Abhangigkeit von der Temperatur
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Innerhalb des MeBzeitraumes (24 und 48 h) wurde die hdéchste Acetoinbildung nach 48 h
bei einer Temperatur von 24 °C erzielt (Abb 2-43). Die bessere Stabilitdt der PDC bei
tiefen Temperaturen wirkte sich aufgrund der niedrigen Reaktionsgeschwindigkeit nicht
positiv aus. Dagegen Uberwiegt bei 30 °C der thermisch bedingte Aktivitatsverlust des
Enzyms die hohe Decarboxylierungs-Aktivitat. Moglicherweise ist die niedrigere Ausbeute
hier auch auf Verluste an Acetaldehyd aufgrund dessen hoher Flichtigkeit zurlickzu-

fUhren.

Als ginstigster pH-Wert fiir die Acetoinbildung erwies sich pH 6,0 (Abb 2-44). Auch in
diesem Versuch konnte in den zweiten 24 h eine deutliche Produktzunahme beobachtet
werden. Da bei den folgenden quantitativen Untersuchungen auch Substrate eingesetzt
werden sollten, deren sehr geringer Umsatz aus Vorversuchen bekannt war, wurde aus
praktischen Griinden diese langere Transformationszeit neben 24 °C und pH 6,0 als
Standardbedingung fur die enzymatische Acyloinbildung gewahlt.

6,67

3,82

3,03

Acetoin [mM]
N

1,87
2 + 1,61

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0

[O24h g 48h

Abb 2-44 Acetoinbildung aus Pyruvat und Acetaldehyd (c, jeweils 118 mM) mit PDC
in Abhangigkeit vom pH-Wert
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2.4.2 Kinetik

Der zeitliche Verlauf der Acyloinbildung wurde an dem Beispiel Hexanal + Pyruvat Uber
den fir die Inkubationsversuche gewéhlten Zeitraum von 48 h untersucht (Abb 2-45).
Auch hier war Uber den gesamten Bereich eine Produktzunahme zu beobachten, was auf
nur geringe oder fehlende Substratinhibierung hindeutet. Das Verhaltnis der beiden Tau-
tomeren zueinander veranderte sich dabei nur leicht, der Anteil an 3-Hydroxy-2-octanon
sank von 99,3 % auf 98,7 %.

15
= 10
E,
=
o
>
(& ]
< 5
0 50—& o O D
0 12 24 36 48
Inkubationszeit [h]
Abb 2-45 Kinetik der enzymatischen Acyloinbildung aus Hexanal und Pyruvat

(co = 118 mM, e 3-Hydroxy-2-octanon, o 2-Hydroxy-3-octanon)

2.4.3 Abhangigkeit von Art und Konzentration der Substrate

18 Aldehyde und 6 2-Oxosauren konnten mit isolierter Pyruvatdecarboxylase aus
Zygosaccharomyces bisporus unter Zusatz von Pyruvat bzw. Acetaldehyd zu o-Hydroxy-
ketonen umgesetzt werden (siehe Abschnitt 2.3.2). Durch Variation der Substratkonzen-
tration im Bereich von 14 bis 200 mM sollte nun untersucht werden, welche Substrate die
quantitativ besten Precursoren darstellen und welchen EinfluB die Konzentration auf die
Produktausbeute hat. Die Versuche konzentrierten sich auf Aldehyde als Substrate, die
auch die Mehrzahl der verwendeten Precursoren darstellten.
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2.4.3.1 EinfluB der Kettenlange

Zunachst wurde der EinfluB der Kettenlange des aldehydischen Substrates innerhalb der
homologen Reihe Propanal (Cs) bis Octanal (Cg) auf die Bildung der entsprechenden
Acyloine untersucht. Von C; bis C; stieg die Acyloinbildung mit zunehmender Kettenlange
an (Abb 2-46, hier und in den folgenden Abbildungen ist jeweils die Summe beider tauto-
meren Acyloine angegeben). Wé&hrend bei Heptanal und Octanal noch bis 200 mM
Anfangskonzentration zunehmende Produktkonzentrationen beobachtet wurden, nahmen

diese bei Pentanal und Hexanal bereits ab 118 mM ab, was auf Substratinhibierung der

PDC zuriickgefiihrt werden kann.

Abb 2-46

Acyloin [mM]

24
C3= Propanal
C4= Butanal
C5= Pentanal
18 +{C6= Hexanal
C7= Heptanal
C8= Octanal
12 1
6 i
0
0 50 100 150 200
Substrat [mM]

o—C3 —/—C4—a-—C5—e—C6—m—C7—a—C8

Acyloinbildung aus geradkettigen gesattigten Aldehyden in Abhangigkeit
von der Substratkonzentration und Kettenlange
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Auch innerhalb der homologen Reihe der E-a,B-ungesattigten Aldehyde (von Butenal Cug,
bis Hexenal Cg,) konnte mit steigender Kettenldnge eine héhere Acyloinausbeute erzielt
werden (Abb 2-47). Bei allen Substraten ist ab einer Konzentration von 118 mM eine

abnehmende Produktbildung zu beobachten, die vermutlich auf Substratinhibierung der
PDC beruht.

C4u= 2E-Butenal
C5u= 2E -Pentenal
C6u= 2E -Hexenal

Acyloin [mM]

0 : ‘ ‘

0 50 100 150 200
Substrat [mM]

’\C4uDCSuACGu‘

Abb 2-47 Acyloinbildung aus geradkettigen ungesattigten Aldehyden in Abhangigkeit
von der Substratkonzentration und Kettenlange

Ein &hnliches, aber weniger deutliches Ergebnis ergab sich fir die Reihe der C2-
verzweigten Aldehyde 2-Methylpropanal (Cs,), 2-Methylbutanal (C4,) und 2-Methylpen-
tanal (Cs,) (Abb 2-48). Die quantitativen Unterschiede der Acyloinbildung in Abhdngigkeit

von der Kettenldnge waren hier sehr gering und abhangig von der Substratkonzentration.
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2
C3v= 2-Methylpropanal
C4v= 2-Methylbutanal
C5v= 2-Methylpentanal
15+

Acyloin [mM]

0,5t

0 : : |
0 50 100 150 200
Substrat [mM]
C3v —a— C4v —A—Cbv ‘

Abb 2-48 Acyloinbildung aus verzweigten gesattigten Aldehyden in Abhangigkeit von
Substratkonzentration und Kettenlange

2.4.3.2 EinfluB des Sattigungsgrades

Der EinfluB des Sattigungsgrades der Aldehyd-Substrate der Kettenlange C4 bis Ce¢ auf
die Acyloinbildung wurde durch Vergleich der jeweiligen Produktkonzentration untersucht
und ist hier exemplarisch fiir eine Substratkonzentration von ¢, = 118 mM aufgetragen
(Abb 2-49). Die Transformation der gesattigten Substrate flhrte jeweils zu héheren Pro-
duktkonzentrationen als die der ungesattigten Analoga gleicher Kettenlange. Fir
Butanal / Butenal und Pentanal / Pentenal lag der Fakior in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration bei 2 bis 3, fir Hexanal / Hexenal sogar zwischen 4 und 10.
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15
CA4= Butanal/Butenal 13,83
C5= Pentanal/Pentenal
C6= Hexanal/Hexenal
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Abb 2-49 Acyloinbildung aus geradkettigen Aldehyden in Abhangigkeit von
Sattigungsgrad und Kettenlange (c, = 118 mM)

2.4.3.3 EinfluB der Kettenverzweigung

Eine Methyl-Verzweigung der Aldehyde in C2-Position fuhrte innerhalb der homologen
Reihe C3 bis Cs gegentber den unverzweigten Substraten zu deutlich geringeren Acyloin-
Ausbeuten. Auch hier wurden die Werte beispielhaft flr eine Substratkonzentration von
co = 118 mM verglichen (Abb 2-50). Je nach Substratkonzentration variierte der Faktor der

Verhéltnisse unverzweigt / verzweigt zwischen 3 und 6 (C3), 3 und 5 (C4) sowie 2 und 10
(Cs).
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C3= Propanal/2-Methylpropanal

C4= Butanal/2-Methylbutanal 4.89
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Abb 2-50

und -verzweigung (c, = 118 mM)

Acyloinbildung aus gesattigten Aldehyden in Abhangigkeit von Kettenlange

Die Position der Methyl-Verzweigung spielte dabei offensichtlich keine entscheidende

Rolle. Wahrend 2-Methylbutanal (C4.,) etwas besser umgesetzt wurde als 3-Methyl-
butanal (C43y), war bei den ungesattigten Analoga 2-Methylbutenal (Cay2v) und 3-Methyl-

butenal (C4u3) das Gegenteil der Fall (Abb 2-51).

1

C4u/3v= 3-Methyl-2E -butenal
C4u/2v= 2-Methyl-2E -butenal
C4/3v= 3-Methylbutanal
C4/2v= 2-Methylbutanal

Acyloin [mM]
o
(&)}

100

Substrat [mM]

—8— C4u/3v —A— C4u/2v —m— C4/3v —a— C4/2v

Abb 2-51

Acyloinbildung aus Aldehyden in Abh&ngigkeit von der

200

Substratkonzentration sowie Sattigungsgrad und Kettenverzweigung
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2.4.3.4 Aromatische Substrate

Untersucht wurde der Umsatz von Benzaldehyd (Ba) und Phenylacetaldehyd (Pa), wobei
ersteres im Vergleich etwa die 10-fache Menge an Acyloin ergab (Abb 2-52).

20

Ba= Benzaldehyd
Pa= Phenylacetaldehyd

—
(&)
|

T

Acyloin [mM]
=

0 50 100 150 200
Substrat [mM]

—e—Ba —E—Pa‘

Abb 2-52 Acyloinbildung aus aromatischen Aldehyden in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration

2.4.3.5 Pyruvatkonzentration

Anhand des Beispiels Hexanal, das sich als gutes Substrat fiir die Acyloinbildung erwie-
sen hatte, wurde der EinfluB der Pyruvatkonzentration bzw. des Aldehyd / Pyruvat-
Konzentrationsverhéltnisses im Bereich von 10:1 bis 1:10 untersucht. Die gréBten Pro-

duktausbeuten ergaben sich bei einem stdchiometrischen UberschuB3 an Pyruvat (Abb
2-53).



Ergebnisse

71

15
13,43
10,83
s 10 -
E
=
S
>
&-’ 5 | 45
3,37
0
1:10 1:5 1:1 5:1 10:1

¢ (Hexanal) : ¢ (Pyruvat)

Abb 2-53 Acyloinbildung aus Hexanal und Pyruvat in Abhangigkeit vom Verhaltnis
der Substratkonzentrationen (1 = 28 mM)

Versuche, in denen Pyruvat gegen Acetaldehyd ausgetauscht wurde, ergaben deutlich

niedrigere Produktausbeuten (ca. 1/20 der mit Pyruvat erzielten Mengen).

2.4.3.6 Zusammenfassung

Aufgrund verschiedener Substratparameter, wie L&slichkeit, Inhibierungspotential und

Sattigungskonzentration, ist es schwierig, den quantitativen Umsatz aller Substrate in der

enzymatischen Acyloinbildung mit Pyruvatdecarboxylase miteinander ins Verhéltnis zu

setzen. Am vergleichbarsten erscheint es, die besten erzielten prozentualen Ausbeuten

(bezogen auf die jeweilige Substratkonzentration) anzugeben. Zusatzlich sind in Tab 2-8

und Tab 2-9 die hdchsten erreichten Gesamtmengen an Acyloin aufgefihrt.
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Tab 2-8 Acyloinausbeute der enzymatischen Transformation von Aldehyden und
Pyruvat (c, jeweils identisch) mit Pyruvatdecarboxylase
Substrat Beste erzielte Héchste erzielte
Acyloinausbeute [%] Acyloinmenge [mg L™]
(bei: ¢ in mM) (bei: ¢ in mM)

Propanal 1,64 (118) 279 (200)
Butanal 2,19 (118) 341 (200)
Pentanal 6,34 (65) 636 (118)
Hexanal 17,80 (65) 1992 (118)

53,72 (28+140 Pyr) 1934 (28)
Heptanal 15,94 (65) 3337 (200)
Octanal 3,22 (118) 1395 (200)
2-Methylpropanal 0,45 (118) 114 (200)
2-Methylbutanal 0,54 (118) 99 (200)
3-Methylbutanal 0,35 (118) 47 (200)
2-Methylpentanal 0,54 (118) 223 (200)
2E-Butenal 1,20 (65) 136 (118)
2E-Pentenal 7,36 (28) 321 (65)
2E-Hexenal 4,68 (28) 517 (118)
2-Methyl-2 E-Butenal 0,45 (118) 73 (200)
3-Methyl-2E-Butenall 0,62 (118) 115 (200)
Methional 0,31 (65) 62 (200)
Benzaldehyd 13,66 (65) 2693 (200)
(+ 2-Oxbut) 2,85 (118) 551 (118)
Phenylacetaldehyd 1,65 (65) 266 (200)

Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB bevorzugt langkettige Aldehyde zu a-

Hydroxyketonen umgesetzt wurden. Die Einfihrung einer ungesattigten Funktionalitat

brachte bei gleicher Kettenldnge eine deutlich verminderte Produktausbeute mit sich.

Noch starker sank die gebildete Acyloinmenge, wenn im Aldehydmolekil eine Kettenver-

zweigung vorhanden war, wahrend die Position der Methyl-Seitenkette keinen entschei-

denden EinfluB ausutbte. Eine erhebliche Verbesserung der Ausbeute konnte erreicht

werden, indem Pyruvat nicht in stéchiometrischer, sondern 5-fach héherer Menge einge-
setzt wurde (53,7 % statt 17,8 % fur Hexanal).



Ergebnisse 73

Sehr schlechte Umsatzraten (max. 0,31 %) wurden beim Einsatz von Methional, dem
einzigen verwendeten Aldehyd mit einem zusatzlichen Heteroatom, beobachtet.

GroBe Unterschiede zeigten sich in der enzymatischen Transformation der beiden aroma-
tischen Substrate. Wahrend aus Benzaldehyd bis zu 2,7 g L™ Acyloin gebildet wurden, lag
die Produktausbeute bei Phenylacetaldehyd um etwa eine GréBenordnung niedriger.

Verglichen mit den analogen Aldehyden, wurden aus den getesteten 2-Oxosduren in allen
Fallen geringere Mengen an Acyloin produziert. Effektivster Precursor war die Phenyl-
glyoxylsaure, deren inhibierende Wirkung allerdings oberhalb einer Substratkonzentration
von 100 mM zur Einstellung der Produktbildung fihrte (Tab 2-9). 2-Oxobutansaure wurde
besser umgesetzt, wenn Benzaldehyd anstelle von Acetaldehyd als Cosubstrat diente.

Tab 2-9 Acyloinausbeute der enzymatischen Transformation von 2-Oxoséauren und
Acetaldehyd (co jeweils identisch) mit Pyruvatdecarboxylase

Substrat Beste erzielte Héchste erzielte
Acyloinausbeute [%] Acyloinmenge [mg L]
(bei: co in mM) (bei: co in mM)

2-Oxobutanséure 1,24 (118) 149 (118)

(+ Benzaldehyd) 2,85 (118) 551 (118)
2-Ox0-3-methylbutansaure 0,10 (118) 4 (118)
2-Ox0-3-methylpentansaure 0,26 (118) 40 (118)
2-Ox0-4-methylpentansaure 0,28 (118) 43 (118)
Phenylglyoxylsaure 4,50 (28) 189 (28)
Phenylpyruvat 0,18 (28) 8,0 (28)

2.4.4 Isomerenverhaltnis

Wie bereits erwahnt, wurden bei den Umsetzungen mit Pyruvatdecarboxylase aus den 2-
Oxosauren und Acetaldehyd bevorzugt 2-Hydroxy-3-oxo-acyloine sowie aus den Aldehy-
den und Pyruvat 3-Hydroxy-2-oxo-acyloine gebildet. Immer lag jedoch auch das entspre-
chende Tautomer vor, wobei dessen Mengenanteil von der Art und Konzentration des
Substrates abhangig war. Charakteristische Beispiele sind in Tab 2-10 aufgefiihrt.
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Tab 2-10 Isomerenverhaltnisse gebildeter Acyloine
Substrat Konzentration [mM] Anteil des liberwiegenden

tautomeren Acyloins [%]

2-Oxobutansaure

Propanal

Butanal

Hexanal

Octanal

Phenylglyoxylsaure

Benzaldehyd

Phenylpyruvat

Phenylacetaldehyd

3-Methylbutanal

2E-Butenal

2E-Hexenal

14
200
14
200
14
200
14
200
14
200
14
28
14
200
14
118
14
118
14
200
14
200
14
200

77,1
93,6
54,4
90,1
82,4
97,4
95,6
99,2
83,3
94,8
97,5
97,2
97,8
99,3
65,2
67,6
84,1
91,2
55,2
93,4
86,3
88,1
97,9
97,3

Als Trend lief3 sich erkennen, daB3 vor allem bei schlechten Acyloin-Precursoren wie Pro-

panal oder 3-Methybutanal groBe konzentrationsabhangige Unterschiede in den Tauto-

merenverhaltnissen vorlagen, d.h. mit zunehmender Substratkonzentration stieg der

Anteil des hauptséachlich entstandenen Produkts an. Bei sehr effektiven Precursoren wie

Hexanal oder Benzaldehyd waren dagegen kaum Unterschiede im Verhéltnis der Isome-
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ren zu beobachten. Nur sehr kleine Abweichungen lagen auch bei den ungesattigten
Aldehyden sowie Phenylglyoxylsdure und Phenylpyruvat als Substrat vor.

2.4.5 Vergleich der Bildung aromatischer Acyloine mittels isolierter PDC
und einem Gesamtprotein-Extrakt

Der sehr guten Umsetzung der aromatischen Substrate Phenylalanin, Phenylpyruvat,
Tyrosin und 4-Hydroxyphenylpyruvat mit fermentierenden Zellen von Z. bisporus standen
geringe Produktausbeuten bei der Transformation mit isolierter PDC gegentiber. Um die
hypothetische Anwesenheit weiterer Decarboxylasen (eventuell mit ausgepragter
Substratspezifitdt gegentiber aromatischen Substraten) zu Uberprifen, wurden verglei-
chende Inkubationsversuche mit isolierter PDC und einem zellfreien Gesamtprotein-
Extrakt durchgefiihrt (Abb 2-54). Die Menge an PDC (gemessen als Pyruvat-decarboxylie-
rende Aktivitat) war dabei in beiden Ansatzen identisch.

1,8
Pyr=Pyruvat Phepyr= Phenylpyruvat
1,56 1 49 |Phegly=Phenylglyoxylsaure  4Phepyr= 4-Hydroxyphenylpyruvat
1,5
1,26

= 1,2 1
£
Tl
£ 09+
o
>
o
< 0,6 1

0,3 1

0 0
0,0
Pyr 4Phepyr

Abb 2-54 Acyloinbildung aus 2-Oxosauren (+ Acetaldehyd, c, jeweils 28 mM) mit
isolierter PDC (PDC) und einem Gesamt-Rohextrakt (RE) (jeweils
5 U PDC)

Aus Pyruvat und Acetaldehyd wurde in beiden Ansatzen etwa die gleiche Menge Acetoin
gebildet. Der Anwesenheit weiterer Pyruvat-verbrauchender Enzyme im Rohextrakt steht
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hier wahrscheinlich der zusatzliche Umsatz eines Anteils vormals intrazelluldren Pyruvats
gegentber. Aus Phenylglyoxylsdure wurde mit isolierter PDC deutlich mehr Acyloin als im
Rohextrakt gebildet, was auf fehlende Konkurrenzreaktionen (z.B. ADH-Reduktion)
zurlckgefihrt werden kann. Dagegen entstand aus Phenylpyruvat mit dem Gesamt-
protein-Extrakt mehr als die doppelte Menge an Acyloin, verglichen mit dem Enzymisolat.

2.5 Charakterisierung der gebildeten a-Hydroxyketone

2.5.1 Stereochemie

In vorausgegangenen Arbeiten [18] wurde ein Enantiomerentberschuf3 des aus Kulturen
von Zygosaccharomyces bisporus isolierten Acyloins (1) (3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon)
von 87 % ermittelt. Die noch nicht bekannte absolute Konfiguration des enzymatischen
Transformationsproduktes sollte nun durch die Synthese optisch reiner Referenzsubstan-
zen bestimmt werden. Die stereochemischen Untersuchungen wurden dartber hinaus auf

weitere a-Hydroxyketone ausgedehnt.

Optisch aktive Acyloine wurden aus chiralen o-Hydroxycarbonsaureestern durch Amidie-
rung mit Ammoniakgas und anschlieBender Grignard-Umsetzung der Amide hergestellt
[49, 50]. Die Reaktion verlauft unter Konfigurationserhalt am chiralen Zentrum. Waren die
entsprechenden o-Hydroxycarbons&ureester nicht kommerziell erhaltlich, wurden die je-
weiligen Hydroxysauren verwendet und zunachst verestert. War nur die 2-Oxosdure ver-

flgbar, wurde diese zuvor mit Natriumborhydrid reduziert (vgl. 4.11).
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Die Analytik der Enantiomerenverteilung erfolgte im Unterschied zu [18] nicht anhand der
TFA-Ester der a-Hydroxyketone an einer chiralen GC-Phase, da sich zeigte, daf3 die
Methode auf andere hier untersuchte Beispiele nicht Ubertragbar war. Die Acyloine wur-
den deshalb mit (S)-a-Methoxy-a-trifluoromethyl-phenylessigsaurechlorid ((S)-MTPACI)
derivatisiert (4.12). Die diastereomeren Ester konnten auf einer unpolaren Saule gas-
chromatographisch getrennt werden (4.12.2).

Verbindung (2) und (35) lieBen sich auch underivatisiert an einer chiralen GC-Phase
(HYDRODEX® B-3 P, Macherey-Nagel) in ihre Enantiomeren trennen. Bei den tautomeren
Acyloinen (1) und (36) war dies jedoch nicht der Fall; zudem coeluierten sie mit je einem
Enantiomer von (2) bzw. (35).

3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (1) wurde sowohl aus Kulturen von Z bisporus als auch
aus Transformationsansatzen mit isolierter PDC extrahiert und mittels semipraparativer
HPLC (4.2.3.1) gereinigt. Nach Derivatisierung wurde die Verteilung der MTPA-Ester mit
den synthetisierten Referenzen verglichen (Abb 2-55). Acyloin (1) lag als natirliches Pro-
dukt Uberwiegend in der (S)-Konfiguration vor. Der Enantiomereniberschuf3 betrug 84 %
(umgesetzt mit intakten Zellen) bzw. 30 % (umgesetzt mit Pyruvatdecarboxylase).
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Abb 2-55 MS-Gaschromatogramm der MTPA-Derivate von 3-Hydroxy-1-phenyl-2-
butanon: 1 = synthetisiertes Racemat, 2 = synthetisiertes (S)-Enantiomer,

3 = Produkt der Hefefermentation, 4 = Produkt der enzymatischen Trans-
formation mit isolierter PDC
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Die Enantiomerenverteilung von 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) wurde ausschlief3lich
fir das Produkt der enzymatischen Umsetzung untersucht, da bei der Hefefermentation
nur sehr geringe Mengen der Substanz gebildet wurden. Das mittels HPLC isolierte Acy-
loin lag mit einem Enantiomerentberschu3 von 58 % in der (R)-Konfiguration vor (Abb
2-56).
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Abb 2-56 MS-Gaschromatogramm der MTPA-Derivate von 3-Hydroxy-4-phenyl-2-
butanon: 1 = Mischung der synthetisierten Enantiomeren,
2 = synthetisiertes (S)-Enantiomer, 3 = Produkt der enzymatischen

Transformation mit isolierter PDC
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Die Enantiomerenverteilung von 1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon (35) (PAC) wurde fir die
Produkte verschiedener Bildungswege untersucht: aus der Hefefermentation von Benz-
aldehyd, aus der enzymatischen Transformation von Benzaldehyd und aus der enzymati-
schen Transformation von Phenylglyoxylsdure. Aus allen Umsetzungen lag das mittels
HPLC isolierte Acyloin mit einem Enantiomerentberschul3 von > 98 % in der (R)-Konfigu-
ration vor (Abb 2-57).

Von der Vielzahl der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten aliphatischen Acyloine wurde
exemplarisch 3-Hydroxy-2-octanon (18) nach gaschromatographischer Isolierung (4.2.2.5)
auf die Stereoselektivitat der enzymatischen Transformation untersucht. Die tautomere
Verbindung (17) konnte im praparativen MaBstab nur durch Isomerisierung von (18) er-
halten werden und war einer Analyse der Enantiomerenverteilung deshalb nicht zugéng-
lich. Die gaschromatographische Trennung der MTPA-Ester von (18) war méglich, wurde
aber von den isomeren Estern des gleichzeitig vorliegenden Acyloins (17) etwas Uberla-
gert (Abb 2-58). Der Enantiomereniberschuf3 wurde zu 69 % bestimmt. Die absolute
Konfiguration wurde durch polarimetrische Messung ermittelt. Laut Literatur weist (S)-3-
Hydroxy-2-octanon einen positiven Drehwinkel auf [51]. Die hier isolierte Verbindung
zeigte eine negative Drehung des linear polarisierten Lichts und war deshalb der (R)-

Konfiguration zuzuordnen.



Ergebnisse

81

Abb 2-57
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MS-Gaschromatogramm der MTPA-Derivate von 1-Hydroxy-1-phenyl-2-
propanon: 1 = Racemat, 2 = Produkt der Hefefermentation, 3 = Produkt der
enzymatischen Benzaldehyd-Transformation, 4 = Produkt der enzymati-
schen Phenylglyoxylsaure-Transformation
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Abb 2-58 MS-Gaschromatogramm der MTPA-Derivate von 3-Hydroxy-2-octanon:
1 = synthetisiertes Racemat, 2 =Produkt der enzymatischen Transformation
mit isolierter PDC

2.5.2 Olfaktorische Eigenschaften

Von den kurzkettigen o-Hydroxyketonen 3-Hydroxy-2-butanon (Acetoin), 2-Hydroxy-3-
pentanon und 3-Hydroxy-2-pentanon sowie der aromatischen Verbindung 3-Hydroxy-4-
phenyl-2-butanon sind deren aromaaktive Eigenschaften bekannt (vgl. 3.5.3). Geht man
von der a-Ketol-Gruppierung als strukturell entscheidender Voraussetzung dieses Merk-
mals aus, so konnte erwartet werden, daf3 zumindest ein Teil der weiteren in dieser Arbeit

hergestellten Acyloine geruchswirksam sein sollte.

Zur Uberpriifung der olfaktorischen Eigenschaften der a-Hydroxyketone wurden diese
durch préparative Adsorptions- oder Gaschromatographie aus den enzymatischen An-

satzen isoliert und angereichert. Die jeweiligen Tautomeren konnten in ausreichenden
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Mengen meist nur durch chemische Isomerisierung (4.11.13) gewonnen werden. Die
olfaktorische Untersuchung enantiomerenreiner Verbindungen erfolgte anhand der che-

misch synthetisierten Referenzen.

Zunachst wurden mittels GC-O die qualitativen Geruchseindriicke der Substanzen ermit-
telt und darauffolgend durch Absniffen verschiedener Verdinnungsstufen die einzelnen
Geruchsschwellen bestimmt (vgl. 4.9). Aufgrund der groBen Anzahl der untersuchten
Acyloine und der zum Teil erheblichen Unterschiede in der Geruchswahrnehmung der
einzelnen Testpersonen werden hier Geruchsschwellenbereiche angegeben und alle
h&aufig genannten Geruchseindriicke aufgefiihrt, auch wenn diese in der Beschreibung
olfaktorischer Stoffeigenschaften sonst nicht Ublich sind oder sich z.T. nicht zu erganzen

scheinen.

Tab 2-11 Olfaktorische Eigenschaften aromatischer Acyloine

Substanz Geruchsqualitat Geruchsschwelle [ng]
(R)-3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) blumig-suBlich, frische Note 75-100
(S)-3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) blumig-stBlich 75-100
(S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (1) unspezifisch > 1500
(R,S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (1) unspezifisch > 1500

Verbindung (2) zeichnete sich durch einen angenehm blumigen Geruch aus, der fir beide
Enantiomeren kaum unterscheidbar ist (Tab 2-11). Das isomere Acyloin (1) wies dagegen
keine charakteristischen olfaktorischen Eigenschaften auf. Die hier angegebene Grenze
von 1500 ng wurde aus analytischen Gegebenheiten gewahlt, da gréBere Substanz-
mengen die GC-Saule Uberladen und somit nicht zu einer Intensivierung, sondern nur zu

einer Verbreiterung des Signals fihren wirden.

Eine Vielzahl der untersuchten aliphatischen Acyloine zeigte ebenfalls geruchsaktive
Eigenschaften (Tab 2-12). Die niedrigsten Geruchsschwellen wiesen Verbindungen mit
einer Kohlenstoffkette von mindestens 7 C-Atomen auf. In Ubereinstimmung mit anderen
Substanzklassen zeigten die ungesattigten Acyloine niedrigere Schwellenwerte als die
entsprechenden gesattigten Analoga [52]. Im allgemeinen waren die 2-Hydroxy-3-Oxo-
Axcyloine geruchsintensiver als die entsprechenden Tautomeren. Einzige Ausnahme bil-
deten hier die schwefelhaltigen Verbindungen (9) und (10), die mit Geruchsschwellen von
15 - 20 ng bzw. 5 -10 ng Substanz auch die potentesten Aromastoffe darstellten.
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Tab 2-12 Olfaktorische Eigenschaften aliphatischer Acyloine (* durch chemische
Isomerisierung erhalten)

Substanz Geruchsqualitat Geruchsschwelle

[ng / Geruchsreiz]

2-Hydroxy-3-pentanon (11)
3-Hydroxy-2-pentanon (12)
2-Hydroxy-3-hexanon (13)%
3-Hydroxy-2-hexanon (14)
2-Hydroxy-3-heptanon (15)
3-Hydroxy-2-heptanon (16)
2-Hydroxy-3-octanon (17) ®
3-Hydroxy-2-octanon (18)
2-Hydroxy-3-nonanon (19) *
3-Hydroxy-2-nonanon (20)
2-Hydroxy-3-decanon (21)
3-Hydroxy-2-decanon (22)
2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon (5)
3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon (6)
2-Hydroxy-4-methyl-3-heptanon (23) *
3-Hydroxy-4-methyl-2-heptanon (24)
2-Hydroxy-4 E-hepten-3-on (27) %
3-Hydroxy-4 E-hepten-2-on (28)
2-Hydroxy-4 E-octen-3-on (29) *
3-Hydroxy-4 E-octen-2-on (30)
2-Hydroxy-5-(methylthio)-3-pentanon
)
3-Hydroxy-5-(methylthio)-2-pentanon
(10)

milchsauer, buttrig, Heu
karamellig-sif3, buttrig
milchsauer, grasig, Heu

erdig, Heu, pilzig

blumig, buttrig, pilzig, erdig
erdig, Heu, Krauter
blumig-siiB, buttrig, pilzig
pilzig, erdig, Heu, Krautertee
buttrig-si3, lactonartig

pilzig, buttrig, Heu
fruchtig-si3, blumig, griine Note
grasig, Heu, Krauter

kasig, milchsauer

kasig, milchsauer
blumig-grasig, Heu
blumig-erdig, Heu

blumig, wirzig, réstig, erdig
erdig, pilzig, brenzlig, kinstlich
blumig, grasig, holzig, Heu
pilzig, erdig, blumig

w(rzig, fleischig, pilzig

w(rzig, Knoblauch, gekochte
Kartoffel

250 -300
500 - 600
500 - 600
900 - 1000
100 — 150
400 - 500
40-50
250 - 300
100 - 120
500 - 600
100 - 120
700 - 800
400 - 500
800 - 900
80 —-120
200 - 250
50 -80
250 - 300
20-30
80-10
15-20

5-10
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Finf der untersuchten aliphatischen Isomerenpaare zeigten bis 1500 ng keinen charakte-
ristischen Geruch (Tab 2-13). Es handelte sich hierbei um kurzkettige (maximal Cs) ver-
zweigte und / oder ungesattigte Acyloine.

Tab 2-13 Acyloine ohne charakteristische olfaktorische Eigenschaften
Substanz Geruchsqualitat Geruchsschwelle [ng]
2-Hydroxy-4-methyl-3-pentanon (3) unspezifisch > 1500
3-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon (4) unspezifisch > 1500
2-Hydroxy-4-methyl-3-hexanon (7) unspezifisch > 1500
3-Hydroxy-4-methyl-2-hexanon (8) unspezifisch > 1500
2-Hydroxy-4 E-hexen-3-on (25) unspezifisch > 1500
3-Hydroxy-4 E-hexen-2-on (26) unspezifisch > 1500
2-Hydroxy-4-methyl-4 E-hexen-3-on (31) ? unspezifisch > 1500
3-Hydroxy-4-methyl-4 E-hexen-2-on (32) unspezifisch > 1500
2-Hydroxy-5-methyl-4 E-hexen-3-on (33) ® unspezifisch > 1500
3-Hydroxy-5-methyl-4 E-hexen-2-on (34) unspezifisch > 1500

2.6 Nachweis von a-Hydroxyketonen in Lebensmitteln

Analog der in dieser Arbeit verfolgten Biosynthesewege von o-Hydroxyketonen wurden
Lebensmittel untersucht, die wahrend ihrer Herstellung einer Hefe-Fermentation unterlie-
gen, die nicht von Saccharomyces cerevisiae dominiert ist. Hierfir wurden Sherry (2
Proben) und Sojasauce (3 Proben) ausgewahlt (siehe 4.10).

Beide Sherry-Proben zeigten unter den Hauptinhaltsstoffen die typischen Produkte einer
Hefe-Fermentation, wie 2-Methylbutanol, 3-Methylbutanol, Butandiol und 2-Phenylethanol.
An a-Hydroxyketonen konnten in beiden Extrakien neben Acetoin auch 2-Hydroxy-3-
pentanon, 3-Hydroxy-2-pentanon sowie 2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon detektiert werden
(Abb 2-59). In Sherry 1 (Fino Dry) wurden dartiber hinaus 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon
und 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon identifiziert.
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MS-Gaschromatogramme der Gesamtextrakte von Sherry 1 (oben) und
Sherry 2 (unten) (1 = Acetoin, 2 = 3-Hydroxy-2-pentanon, 3 = 2-Hydroxy-3-
pentanon, 4 = 2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon, 5 = 3-Hydroxy-1-phenyl-2-
butanon, 6 = 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon)
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AuBer Acetoin lagen alle nachgewiesenen Acyloine nur in geringen Mengen vor (< 0,5

Area%,), lieBen sich jedoch anhand der Massenspekiren und Retentionszeiten eindeutig

identifizieren (Abb 2-60). Nach Fraktionierung der Proben an verschiedenen Festphasen

konnten keine weiteren a-Hydroxyketone detektiert werden.

SHERRY1
100-‘

o %]

Scan El+
TIC
1.00e6

1
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SHERRY1

100-‘
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WAL LN . b
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Scan El+

Abb 2-60

00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1t
42.000 44.000 46.000 48.000 50.000 52.000 54.000 56.000 58.000 60.000

Ausschnitte aus den MS-Chromatogrammen der beiden Sherry-Proben

(1 = Acetoin, 2 = 3-Hydroxy-2-pentanon, 3 = 2-Hydroxy-3-pentanon, 4 = 2-
Hydroxy-5-methyl-3-hexanon, 5 = 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon, 6 = 3-
Hydroxy-4-phenyl-2-butanon)

Von den drei untersuchten Sojasaucen wies nur Probe 1 (japanische Herkunft) das typi-

sche Substanzspektrum einer Hefe-Fermentation auf. Méglicherweise handelte es sich

bei den anderen Proben um sogenannte ,chemische Sojasauce®, die durch Saure-
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hydrolyse aus Sojabohnenmehl gewonnen und vor allem fir den européischen Markt
produziert wird [53].

Im Gesamtextrakt der analysierten japanischen Sojasauce wurden neben Acetoin die o-
Hydroxyketone 2-Hydroxy-3-pentanon und 3-Hydroxy-2-pentanon nachgewiesen (Abb
2-61).
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—_—————— e 1t
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Abb 2-61 MS-Gaschromatogramm des Gesamtextraktes der Sojasauce 1
(1 = Acetoin, 2 = 3-Hydroxy-2-pentanon, 3 = 2-Hydroxy-3-pentanon), unten:
vergrdBerter Ausschnitt



Ergebnisse 89

Auch hier lagen die identifizierten Acyloine auBer Acetoin nur in sehr geringen Mengen

vor. Die Fraktionierung der Probe flihrte nicht zum Nachweis weiterer o-Hydroxyketone.
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3 Diskussion

3.1 Das Enzym Pyruvatdecarboxylase (PDC)

3.1.1 Vorkommen und Struktur

Das Enzym Pyruvatdecarboxylase (E.C. 4.1.1.1.) wurde erstmals 1911 in Hefeextrakten
beschrieben [54]. Die Lyase katalysiert in der ethanolischen Garung die nicht-oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd und Kohlendioxid und stellt somit ein
Schlisselenzym am Verzweigungspunkt zwischen Atmung und Garung dar (Abb 3-1).
Neben Pyruvat kdnnen auch andere 2-Oxocarbonsauren von PDC decarboxyliert werden
[34, 55]. Als Cofaktoren werden Thiamindiphosphat (TDP) und Mg?*-lonen benétigt [56,
57]. Pyruvatdecarboxylasen wurden auBer in Hefen auch in anderen Pilzen (Aspergillus
parasiticus) [58], verschiedenen Pflanzen (Erbse, Reis, Weizen u.a.) [59, 60, 61] sowie in
Bakterien (Zymomonas mobilis, Sarcina ventriculi) [31, 62] gefunden.

Kohlenhydrat-Stoffwechselvorgange in Hefen und daran beteiligte Enzyme sind vor allem
am Beispiel von Saccharomyces cerevisiae umfassend untersucht worden; Gber Enzyme
aus Zygosaccharomyces bisporus gibt es dagegen praktisch keine Literatur. Da Z
bisporus derselben Familie (Saccharomycetaceae) und Subfamilie (Saccharo-
mycetoideae) wie S. cerevisiae angehdrt sowie bezuglich Sprossung (multipolar), Fer-
mentationsverhalten (stark garend) und Coenzym-Q-System (Q-6) die gleichen Eigen-
schaften aufweist [63], scheint es sinnvoll, hier einen kurzen Uberblick der beziiglich S.

cerevisiae bekannten Daten darzustellen.

In Saccharomyces cerevisiae ist die Pyruvatdecarboxylase im Cytosol lokalisiert [20]. Das
Enzym wird durch sein Substrat Pyruvat aktiviert und weist dementsprechend eine sig-
moide Substratkinetik auf [30, 29]. Dieses allosterische Verhalten und ein vergleichsweise
hoher Kuy-Wert bewirken, dal3 unter aeroben Bedingungen bis zu einer bestimmten intra-
zellularen Pyruvatkonzentration vorzugsweise die oxidative Metabolisierung des Pyruvats
Uber den Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplex ablauft (vgl. Abb 3-1). Unter an-
aeroben Bedingungen, aber bei hohen Glucose- bzw. Pyruvatkonzentrationen auch unter
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aeroben Verhéltnissen, dominiert die PDC-Decarboxylierung, die eine deutlich hdhere

maximale Reaktionsgeschwindigkeit als die PDH-Reaktion aufweist (Crabtree-Effekt) [64].
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Schlisselreaktionen des Pyruvats im Stoffwechsel von Hefen

(PYC = Pyruvatcarboxylase, PDC = Pyruvatdecarboxylase,

PDH = Pyruvatdehydrogenase)

Alle bisher in Hefen und Bakterien beschriebenen Pyruvatdecarboxylasen sind im aktiven

Zustand Tetramere und weisen Untereinheiten mit einer molekularen Masse von etwa

60 kDa auf (PDCS.c.: je 563 Aminosauren). Die 4 Monomere kdnnen entweder in identi-

scher GroBe vorliegen [22, 21] oder jeweils zwei Monomere (o und ) weisen unter-
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schiedliche Massen von ca. 57 / 59 bzw. 59 / 61 kDa auf [33, 26]. Die Polypeptidkette der
Monomere faltet in drei etwa gleich groBe Doméanen (o, B, v; entsprechend ihrer Reihen-
folge vom N- zum C-Terminus). Kristallstrukturanalysen zeigten, daf3 sich die raumliche
Anordnung der Untereinheiten am besten als ,Dimer von Dimeren® beschreiben 1a3t, mit
starken Wechselwirkungen zwischen den Monomeren eines Dimers (Kontakte der a- und
v- Doménen) und schwécheren Wechselwirkungen zwischen den beiden Dimeren (B-
Domanen) [56, 65]. In Saccharomyces cerevisiae Uberwiegt mengenmanig der (of)-Typ;
inzwischen konnten jedoch sowohl die os- als auch die Bs-Form nachgewiesen werden
[33, 26]. Die Isoformen unterscheiden sich in ihrer spezifischen Aktivitdt und ihren kineti-
schen Daten nicht. Die Grinde fir das Vorliegen unterschiedlich groBer Untereinheiten
sind noch nicht vollstdndig geklart. Man vermutet, daf3 eine Monomerenform durch post-
translationale Modifikationen aus der anderen hervorgeht. So konnte gezeigt werden, dal3
in Protease-defekten Stdmmen von S. cerevisiae die PDC als Homotetramer der gréBe-
ren Untereinheit vorlag [66].

Bis heute wurden in S. cerevisiae sechs mit der Pyruvatdecarboxylase assoziierte Gene
identifiziert, von denen drei als Strukturgene fungieren (PDC1, PDC5 und PDC6) [66, 67,
68, 69, 70]. In Wildtypen der Hefe wird PDC1 zu 90 %, PDC5 zu etwa 10 % und PDC6
nur in sehr geringem Umfang oder gar nicht exprimiert [71]. Es konnte gezeigt werden,
daB PDC1 die gréBere Monomerenform codiert, wahrend fir die kleinere Form noch kein
Strukturgen gefunden wurde. Dies stiitzt die oben erwdhnte These einer posttrans-
lationalen Entstehung dieser Untereinheit. Andererseits konnte aus einem haploiden
Hefestamm, der nur das PDC1-Gen enthielt, ein PDC-Homotetramer isoliert werden [72].
Auch die Expression von PDC1 oder PDC5 in Escherichia coli fuhrt zu aktiven Homo-
tetrameren [68, 71].

Die Stabilitdt der PDC-Enzymaktivitat ist stark pH-abhangig. Oberhalb pH 8,5 dissoziiert
das Holoenzym aus S. cerevisiae unter Freisetzung der Cofaktoren TDP und Mg* in
seine Dimere, die katalytisch nicht wirksam sind [21]. Das Gleichgewicht verschiebt sich
bei pH-Werten < 7,0 wieder auf die Seite des Holoenzyms und fuhrt zu einer Regenerie-
rung der Enzymaktivitat.
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3.1.2 Reaktionsmechanismus

Pyruvatdecarboxylase beschleunigt die Decarboxylierung von Pyruvat gegeniber freiem
Thiamindiphosphat um den Faktor 3-10'? (bei pH 6,2 und 30 °C) [73]. Der zugrunde lie-
gende Mechanismus ist als Modellreaktion TDP-abhangiger Enzyme umfassend unter-

sucht worden.

CHy

R
Wi
NH, &

O_PQOBH_Q@
Abb 3-2 Thiamindiphosphat (TDP)

TDP wird mit Hilfe von Mg®* (iber seinen Diphosphatrest an die - Doméne jedes Pyruvat-
decarboxylase-Monomers gebunden. Es liegt im Enzym in der energetisch unginstigen,
sogenannten V-Konformation vor, die durch starke van der Waals-Wechselwirkungen
eines groRraumigen aliphatischen Restes (S. cerevisiae: lle415) erzwungen und stabili-
siert wird [56]. Fir die katalytische Aktivitat ist die C2-Position im Thiazoliumring von ent-
scheidender Bedeutung. Sie liegt nach neueren *C-NMR-Untersuchungen sowohl in
freiem als auch in enzymgebundenem TDP in undissoziierter Form vor [74]. Die Deproto-
nierung zum C2-Carbanion wird bei Substratbindung von der Proteinkomponente selbst
katalysiert, indem die Carboxylgruppe einer Glutaminsaure-Seitenkette (E51) eine Was-
serstoffbriicke zum N1° des Pyrimidinrings bildet und den Stickstoff in der protonierten
Form stabilisiert. Dadurch wird die Basizitat der 4’ -Aminogruppe erhdéht (Amino-Imino-
Tautomerie), die infolge der V-Konformation des TDP nahe genug am C2-Atom ist, um
durch Protonenabstraktion ein intermediares Carbanion zu bilden. Der Austausch sowohl
des N1° -Atoms gegen ein C-Atom als auch der Austausch der 4’ -Aminogruppe gegen ein
Proton bzw. eine Hydroxylgruppe bewirken einen volligen Aktivitatsverlust, obwohl die
entsprechenden Cofaktoren im Proteinanteil der PDC gebunden werden [56, 75, 76].

Das reaktive TDP-Carbanion 1 greift die a-Carbonylgruppe des Substrates Pyruvat
nucleophil an, durch anschlieBende Protonierung entsteht als erstes kovalent vorliegen-
des Zwischenprodukt a-Lactyl-TDP 2 (Abb 3-3). Nach Decarboxylierung bildet sich ein
Carbanion-Enamin-Intermediat 3, das auch als ,aktives Acetaldehyd” bezeichnet wird.
Neuerliche Protonierung fihrt zu Hydroxyethyl-TDP 4. Anstelle eines Protons kann auch
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ein Aldehyd als Cosubstrat unter Kniipfung einer neuen C-C-Bindung elektrophil an das
intermediare Carbanion 3 addiert werden. Der Reaktionscyclus schliet sich nach Frei-
setzung von Acetaldehyd (oder dem gebildetem a-Hydroxyketon) unter Regeneration des
Cofaktors Thiamindiphosphat [77, 78, 79].

Abb 3-3 Mechanismus der durch Pyruvatdecarboxylase katalysierten Reaktionen

Das Enzym aus Zymomonas mobilis ist die einzige bisher bekannte PDC, die nicht allo-
sterisch reguliert ist. Dagegen wird die Mehrzahl der Pyruvatdecarboxylasen aus ver-
schiedenen Organismen, so auch aus S. cerevisiae, durch ihr Substrat Pyruvat aktiviert.
Die Aktivierung kann ebenfalls durch Pyruvamid bzw. verschiedene andere 2-Oxosaure-
amide erreicht werden, die jedoch nicht als Substrate fungieren kdnnen [30]. Dies deutet
darauf hin, daBB aktives Zentrum und Ort der Substratregulation nicht identisch sind.
Tatsachlich konnte durch zielgerichtete Mutagenese gezeigt werden, dal3 Interaktionen
des Pyruvats mit einem Cysteinrest (Cys221), der etwa 20 A vom aktiven Zentrum ent-
fernt ist, den Ausgangspunkt der Aktivierung darstellen. Offensichtlich findet eine kova-
lente Bindung unter Ausbildung eines Hemithioketals statt, die eine Ruckgratkaskade von
Konformations- und Ladungsanderungen auslést und letztendlich am aktiven Zentrum die
Reaktion ermdglicht bzw. startet [80, 81, 82].
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3.2 lIsolierung und Charakterisierung der Pyruvatdecarboxylase aus
Zygosaccharomyces bisporus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der aus intakten Zellen der
Hefe Zygosaccharomyces bisporus das Enzym Pyruvatdecarboxylase isoliert werden
konnte. Ein effektiver ZellaufschluB wurde durch NaBvermahlung in einer RiUhrwerks-
kugelmihle erreicht. Die chromatographischen Trennschritte beruhten auf hydrophoben
Eigenschaften (HIC), MolekilgréBe (GPC) und pH-abhangigem Ladungszustand (IC) des
Enzyms. Entgegen Literaturvorschriften bezuglich der PDC aus Zymomonas mobilis
fihrte eine Farbstoff-Affinitatschromatographie mit den Farbstoffen Procion Gelb H-E4R
und Procion Griin H-E4BD (BASF, Ludwigshafen) aufgrund fehlender Selektivitat nicht zu
einer nutzbaren Aufreinigung des Enzyms [83, 84].

Bei einer Ausbeute von 24 % der im Rohextrakt enthaltenen PDC-Aktivitat wurde ein
Enzympréparat mit einer spezifischen Aktivitdt von 59,2 U mg™ Protein erhalten, das in
der Rechromatographie mittels GPC und in der denaturierenden SDS-Gelelektrophorese
Homogenitat zeigte.

Tab 3-1 zeigt die wichtigsten experimentell ermittelten Parameter im Vergleich zu
Pyruvatdecarboxylasen aus anderen Organismen.
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Tab 3-1

Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus im Vergleich zu

den Enzymen anderer Organismen (% bei 25 °C, ® 30 °C, - keine Angaben)

Hefen Bakterien Pflanzen
Z. bisporus C. utilis [20] S. cerevisiae Zym. mobilis Erbse [59]
[85, 24, 33, 26] [31, 22, 86]

Spez. Aktivitat 59,2 31,1° 50 - 80° 120 - 180° 51°
[Umg]
MW [kDa] 224 bzw. 244 - 220 - 240 210 - 240 240

(GPC)
Monomere 60,7 (SDS) - o+B (57+59; o (57 - 59) o+ (65+68)
[kDa] bzw. 59+61)
Aktive ja (= 6; IEF) - 3 (0w, 0Pz, Bs) Nein 3 (02B2) 17214
Isoformen
pl 5,14 - 5,66 - 5,2-5,8 4,8 55-8,5
K [mM] 1,73 3,6 0,85-1,1 0,3-0,5 1,0
Allosterie ja ja ja nein ja
Hill-Koeff. n 2,10 - 1,93-2,33 1,0 -
Temp.-Opt. 45 - - - -
[°C]
pH-Opt. 6,5 - 5,7-6,0 6,0 6,0

0,6 % des gesamten léslichen Zellproteins verblieben im Enzymisolat. Dies liegt in der
GréBenordnung der Literaturangaben Uber Pyruvatdecarboxylase aus S. cerevisiae
(1,1 %) [64], aber deutlich unter denen fur Z. mobilis (5-6 %) [22]. Das Enzym stellt in
allen diesen Organismen ein Mengenprotein dar, was den relativ geringen Aufreini-
gungsfaktor von 41 erklart. Auch hinsichtlich spezifischer Enzymaktivitat, kinetischer
Daten (positive Kooperativitat) und anderer proteinchemischer Eigenschaften (Molekular-
gewicht, pl) lassen sich weitgehende Ubereinstimmungen mit der PDC aus S. cerevisiae

feststellen.

Unerwartet war das Verhalten der PDC aus Z. bisporus bei der Isoelektrischen Fokussie-
rung. Trotz der beobachteten Homogenitat in der SDS-PAGE traten hier 6 bis 8 Banden
auf, denen mit Hilfe einer speziellen Farbung eindeutig Pyruvat-decarboxylierende Aktivi-
tat zugeordnet werden konnte (vgl. 2.2.2). Vergleiche der mit GPC und SDS-PAGE
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ermittelten Molekulargewichte lassen auf das Vorhandensein von 4 Enzym-Untereinheiten
schlieBen. Entweder unterscheiden sich diese Monomeren nicht oder nur in einem mittels
SDS-PAGE und GPC nicht auflésbarem MafB3e in ihrer GréBe. lhre isoelektrischen Eigen-
schaften, also Art und Anteil von Aminosauren mit geladenen Seitenketten, sind jedoch
mdglicherweise verschieden genug, um deutlich detektierbare Abweichungen in den pl's
der jeweiligen Tetramere zu bewirken. Eine andere Erklarung fir das inhomogene Ver-
halten in der IEF ist das Auftreten unterschiedlicher pH-abhangiger Dissoziationsstufen
des Holo- bzw. Apoenzyms (Gl. 3.1).

pH 6
apo-PDC + 4 TDP + 4 Mg2+ === holo-PDC (Gl. 3.1)
>pH 8,0

Schellenberger stellte zwischen den beiden reinen Formen eine pl-Differenz von 0,2 pH-
Einheiten fest [24]. Die Dissoziation kann auch bereits wahrend der Probenvorbereitung
fir die IEF stattgefunden haben. Diese bestand aus einem Entsalzungsvorgang, also
praktisch einer Dialyse gegen bidestilliertes Wasser. Da die Cofaktoren zwar sehr fest,
aber doch reversibel am Protein gebunden sind, ist eine Freisetzung hierbei durchaus
maoglich [27].

Die exakten Grinde fur das Auftreten mehrerer PDC-aktiver Banden in der IEF konnten in
dieser Arbeit nicht vollstandig geklart werden. Es werden jedoch bereits Nachfolgearbei-
ten auf molekularbiologischer Ebene durchgefihrt. Die Ermittlung der PDC-codierenden
Gensequenz(en) kann hier méglicherweise zur Aufklarung beitragen.

3.3 Carboligase-Aktivitat von Pyruvatdecarboxylasen verschiedener
Herkunft

3.3.1 Allgemeines

Bei ihren Versuchen Uber ,phytochemische Reduktionen“ von Aldehyden stellten Neuberg
und Hirsch bereits 1921 fest, daB3 fermentierende Hefelésungen Kohlenstoffketten ver-
knlpfen kénnen [87]. Sie gingen davon aus, ein neues ,Ferment® entdeckt zu haben, das
sie als ,Carboligase” bezeichneten. Die Reaktion wurde im Detail am Beispiel des Benz-
aldehyds untersucht, aus dem eine neue optisch aktive Verbindung entstand, die spater
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als (-)-Phenylacetylcarbinol (PAC, 1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon) identifiziert wurde
[88]. Erst Dirscherl postulierte 1930, daB die Acyloinbildung eine Nebenreaktion der
Pyruvatdecarboxylase sei [89]. Diese Hypothese wurde durch die Arbeiten von Singer und
Pensky, die Acetoinbildung aus Pyruvat oder Acetaldehyd mit PDC aus Weizenkeimen
beobachteten [90], sowie durch Juni, der PDC aus Brauhefe und Weizenkeimen nicht von
den acetoinbildenden Bestandteilen trennen konnte [91], bestétigt. Endglltige Beweise fur
die PDC-katalysierte Bildung von a-Hydroxyketonen wurden vor allem in den letzten 20
Jahren durch Arbeiten verschiedener Gruppen mit isolierten Pyruvatdecarboxylasen
erbracht [42, 92, 93].

Die Herstellung von (R)-PAC mit Hilfe fermentierender Hefe war eine der ersten industriell
genutzten Biotransformationen [94]. Die Substanz wird bis heute als chirale Vorstufe in
der Produktion von L-Ephedrin eingesetzt, das u.a. in der Asthma-Behandlung pharma-
zeutischen Einsatz findet (Abb 3-4).

O OH
H Hefe MeNH>»
Benzaldehyd (R)-PAC (-)-Ephedrin
Abb 3-4 (-)-Ephedrin-Synthese nach dem Knoll-Verfahren [52]

Die Optimierung des Prozesses war und ist Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte,
die sich u.a. mit dem Screening geeigneter Hefespecies [95], verschiedenen Fermenta-
tionstechniken [96, 97], der Zellimmobilisierung [98, 99, 100] und dem Einsatz isolierter
und immobilisierter PDC [101, 102] befaBBten. In den letzten Jahren ist besonders die
Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis (PDCZ.m.) in den Mittelpunkt des Interes-
ses gerickt. Das Enzym weist im Vergleich zu PDC aus Saccharomyces cerevisiae bes-
sere thermische Stabilitat und eine 3 — 4fach héhere spezifische Decarboxylase-Aktivitat
auf, synthetisiert unter gleichen Bedingungen allerdings nur ein Finftel der Menge an
Phenylacetylcarbinol [92]. Durch Sequenzierung der beiden Enzyme und zielgerichtete
Mutagenese konnte gezeigt werden, daf3 ein sterisch anspruchsvoller Tryptophanrest in
Position 392, der im Hefeenzym durch einen Alaninrest ersetzt ist, fir die geringe Affinitat
der PDCZ m. gegeniber aromatischen Substraten verantwortlich ist [103]. Das entspre-
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chende Enzym PDC W392A besitzt eine 3 — 4fach héhere Carboligase-Aktivitat als der
Wildtyp, zeigt jedoch auch geringere Stabilitat. Diesbeziiglich verbesserte Eigenschaften
weisen die Mutanten PDC W392M und PDC W392| auf [104]. Bei der Firma Knoll
(Minden) werden die veranderten Enzyme inzwischen industriell eingesetzt. Sie werden in
Escherichia coli exprimiert und kénnen mittels eines angefiigten Affinitats-Tags chromato-
graphisch ohne groBen Aufwand isoliert werden [persdnliche Mitteilung].

3.3.2  Substratspektrum

Wie unter 3.1.2 erwahnt, kann das bei der Decarboxylierung von Pyruvat mit PDC entste-
hende ,aktive Acetaldehyd” (Acyl-Donor) unter Knipfung einer C-C-Bindung mit einem
zweiten Aldehyd (Acyl-Akzeptor) als Cosubstrat reagieren. Fungiert Acetaldehyd auch als
Acyl-Akzeptor, wird Acetoin gebildet. Die Fahigkeit der Pyruvatdecarboxylase, anstelle
von Acetaldehyd andere Aldehyde als Cosubstrate zu akzeptieren, wurde seit der
Beschreibung der Biosynthese von Phenylacetylcarbinol aus Benzaldehyd intensiv unter-
sucht (Abb 3-5).

Fuganti und Grasselli inkubierten Backerhefe mit o,- ungesattigten aromatischen Alde-
hyden und konnten aus Zimtaldehyd, a-Methylzimtaldehyd und a-Bromzimtaldehyd als
Endprodukte die um eine C.-Einheit verldngerten ungesattigten Diole gewinnen, die durch
Reduktion aus den entsprechenden a-Hydroxyketonen hervorgehen [105, 106]. W&hrend
auch Anisaldehyd zum Diol umgesetzt wurde, zeigten p-Chlor- und p-Nitrobenzaldehyd
keine Reaktion. Stumpf et al. isolierten ebenfalls ausschlieBlich Diole, die durch Inkuba-
tion verschiedener Pilze (z.B. Mucor-Species) mit acyclischen o, -ungeséttigten Aldehy-
den (u.a. Citral) entstanden waren [107, 108]. Beide Arbeitsgruppen betonten die offen-
sichtlich strukturelle Notwendigkeit der Aktivierung der Aldehyd-Substrate durch die C=C-
Doppelbindung.
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Abb 3-5 Strukturen aromatischer und heterocyclischer Aldehyde, die mit S.

cerevisiae und / oder Z. mobilis zu Acyloinen umgesetzt wurden

(Literaturverweise siehe Text)

Auch Ohta et al. isolierten keine Acyloine, sondern die entsprechenden Diole, die durch
Fermentation mit S. cerevisiae aus aromatischen Aldehyden hervorgegangen waren
[109]. Als einziger Substituent inhibierte die Trifluormethyl-Gruppe die gewilinschte Reak-
tion, alle anderen getesteten Benzaldehyd-Derivate (-CHs, -F, -Cl , NO, oder -OCHj3) wur-

den zu den Diolen transformiert.

Long et al. untersuchten ebenfalls die Umsetzung aromatischer Aldehyde mit -CHs, -CF3,
-Cl oder -OCHs;-Gruppen als Substituenten in ortho-, meta- und para-Position durch S.
cerevisiae [110, 111]. Alle Substrate wurden zu Acyloinen transformiert, wobei die Aus-
beuten stark von der Art und Stellung der Substituenten abhingen, in jedem Fall aber
niedriger als fiir Benzaldehyd waren.

Crout et al. inkubierten Pyruvatdecarboxylase aus S. cerevisiae mit verschiedenen
aromatischen (-Cl oder -F als Substituenten), heterocyclischen (Furfural, Formylthiophen)
und aliphatischen Aldehyden (Acetaldehyd, Propanal) [42, 112]. Auch hier erfolgte in allen
Fallen ein Umsatz zu den o-Hydroxyketonen, wobei sich 2-Fluor-, 2-Chlor- und 2,3-
Difluorbenzaldehyd im Vergleich zu Benzaldehyd als quantitativ bessere Substrate erwie-
sen. In einer spateren Arbeit mit PDC aus Z. mobilis und S. cerevisiae wird erwahnt, dai3



Diskussion 101

eine Anzahl weiterer aliphatischer Aldehyde nicht umgesetzt werden konnte, ohne diese

naher zu nennen [113].

Die einzige bekannte Studie, die sich ausfihrlicher mit der Acyloinbildung aus aliphati-
schen Aldehyden befaf3t, datiert von 1968 [114]. Garenden Kulturen von Backerhefe wur-
den die geradkettigen geséttigten Aldehyde von C; bis Ci, zugesetzt. In allen Fallen
wurden in der DC zwei neue 2,4-Dinitrophenylhydrazin-positive Zonen nachgewiesen, die
jeweils dem C,-verlangerten Ketol und dem entsprechenden Diketon zugeordnet wurden.

Literatur, die sich mit der Variation der an der Acyloinreaktion beteiligten 2-Oxosaure be-
schaftigt, ist wenig umfassend. Fuganti et al. konnten mit S. cerevisiae 2-Oxobutanséure
und 2-Oxopentansaure, nicht aber 2-Oxoisopentansaure mit Benzaldehyd und Zimtalde-
hyd umsetzen; isoliert wurden wiederum die Diole als unmittelbare Reduktionsprodukte

der a-Hydroxyketone [78].

Cardillo et al. stellten fest, daB von 4 untersuchten Hefespecies nur Saccharomyces
cerevisiae in der Lage war, aus Benzaldehyd und 2-Oxopentan- sowie -isopentansaure
die entsprechenden a-Hydroxyketone zu synthetisieren [115]. Bornemann et al. konnten
mit PDC aus Z. mobilis nur mit Brenztraubensaure (bzw. Pyruvat) als einziger der gete-

steten 2-Oxoséauren Acyloinbildung erzielen [113].

3.3.3 Stereoselektivitat

Die Bildung von PAC und anderen Acyloinen mit Hefe bzw. Pyruvatdecarboxylase ist,
neben der Knipfung einer neuen C-C-Bindung, vor allem aufgrund der groBen Stereo-
selektivitat der Reaktion interessant. Werden aromatische oder heterocyclische Aldehyde
als Acyl-Akzeptoren eingesetzt, so entstehen in hohem Enantiomerentberschuf3 die (R)-
o-Hydroxyketone [16]. Dabei spielt es offenbar keine Rolle, ob Zymomonas mobilis oder

Saccharomyces cerevisiae fir die Transformation verwendet werden.

Bornemann et al. fanden, daB3 bei der Umsetzung von Benzaldehyd und einigen anderen
aromatischen Aldehyden mit Z. mobilis - PDC die (R)-Acyloine in einem Enantiomeren-
iberschuB (ee) von > 97 % vorlagen [113]. Ahnliche Ergebnisse erzielten Kren et al. mit
S. cerevisiae - PDC (ee > 98 %); wobei die optische Reinheit der mit intakten Hefezellen

erhaltenen Produkte jeweils um 2 bis 22 % niedriger war [112].
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Wanner hingegen konnte (R)-PAC aus Fermentationen mit S. cerevisiae nur in einem
Enantiomerentiberschul3 von 24 % isolieren, bestimmte jedoch fir das ebenfalls entstan-
dene (1R, 2S)-Phenylpropandiol einen ee-Wert von > 99 % [47]. Er folgerte daraus, dai3
die in vorangegangenen Arbeiten beschriebenen hohen Stereoselektivitdten der enzyma-
tischen Acyloinbildung falschlicherweise aus den untersuchten Diolen abgeleitet worden
waren, daf3 aber gerade der Reduktionsschritt erst zu den hohen optischen Reinheiten
der Produkte flhrte. Fir das aus Phenylacetaldehyd gebildetet Produkt (R)-3-Hydroxy-4-
phenyl-2-butanon bestimmte Wanner dagegen einen ee-Wert von 64 %, der seiner Mei-
nung nach die tatséchliche chirale Induktion der PDC-katalysierten Acyloinbildung repra-
sentierte. Die héhere Enantiomerenreinheit im Vergleich zu PAC wurde auf fehlende Iso-
merisierung und damit Racemerisierung zurlickgefiihrt, da das tautomere 3-Hydroxy-1-
phenyl-2-butanon nicht nachgewiesen werden konnte.

Weniger strikt als mit aromatischen Substraten wird die Stereoselektivitat beschrieben,
wenn aliphatische Aldehyde transformiert werden. Wé&hrend S. cerevisiae - PDC (R)-
Acetoin mit etwa 50 % ee produziert, weist das mit Z. mobilis - PDC erhaltene Acetoin (S)-
Konfiguration mit etwa 25 % ee auf [116, 93].

Mit Hilfe von Molecular-Modelling-Studien wurden die Grinde flr diese unterschiedlich
strikte Stereochemie der Produkte in Abhangigkeit von der Struktur der Substrate unter-
sucht [113, 79]. Ausschlaggebend ist offensichtlich ein Isoleucinrest in Position 476
(PDCS.c.), dessen Raumanspruch einen Angriff aromatischer Aldehyde nur an deren si-
Seite erlaubt, was zum entsprechenden (R)-Acyloin fihrt. Das deutlich kleinere Acetalde-
hyd kann dagegen in beiden mdglichen Positionen gebunden werden, da die energe-
tischen Unterschiede sehr gering sind. Warum Z. mobilis und S. cerevisiae unterschied-
liche Acetoin-Konfigurationen bevorzugt synthetisieren, ist nicht geklart.

3.4 Bildung von a-Hydroxyketonen mit Zygosaccharomyces bisporus

In vorausgegangenen Studien war die Fahigkeit von Zygosaccharomyces bisporus
CBS 702 zur Bildung von a-Hydroxyketonen aus Aminosdure-Precursoren festgestellt
worden [18]. Da diese Verbindungen z.T. Aromaaktivitat aufwiesen, sollte durch weiterfih-
rende Untersuchungen das Potential der Hefe bzw. des Schlisselenzyms Pyruvatde-
carboxylase zur Synthese strukturell diverser Acyloine mit olfaktorisch méglichst interes-
santen Eigenschaften analysiert werden.
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3.4.1 Substratspektrum der Reaktion

3.4.1.1 Aminoséauren und ihre Analoga

Der erste Abschnitt der Arbeit umfaBte die Untersuchung der Acyloinbildung aus Amino-
sauren und ihren analogen 2-Oxosauren durch fermentierende Kulturen von Z. bisporus.
Neben den bereits bekannten Umsetzungen von Phenylalanin und Tyrosin konnten auch
bei Supplementierung der Hefekulturen mit Valin, Leucin und Methionin die gesuchten a-
Hydroxyketone im Wachstumsmedium detektiert werden. Wurden als Precursoren die 2-
Oxosauren als (transaminierte) Analoga von Valin, Leucin und Isoleucin verwendet,
konnte in allen drei Fallen Acyloinbildung beobachtet werden, die quantitativ h6her als bei
den entsprechenden Aminosauren war (siehe 2.3.1). Die Absolutmengen lagen allerdings
um zwei GréBenordnungen unter denen der aromatischen Substrate (Phenylalanin, Phe-
nylpyruvat, Tyrosin, 4-Hydroxyphenylpyruvat). Keine Acyloinbildung konnte neben Iso-

leucin fur die Aminosauren Glutaminsaure, Histidin und Threonin festgestellt werden.

Die Unterschiede in der Acyloin-Precursorwirkung der getesteten Aminosauren lassen
sich, wie die spateren Versuche mit isolierter Pyruvatdecarboxylase zeigten, nicht nur auf
unterschiedliche Affinitdten der beteiligten 2-Oxosduren und Aldehyde zur PDC zuriick-
fihren. Wé&hrend Phenylacetaldehyd hier 3 —5fach hdhere Acyloinausbeuten als 2-
Methylpropanal, 2-Methylbutanal und 3-Methylbutanal erbrachte, wurden die analogen 2-
Oxosauren Phenylpyruvat sowie 2-Oxo-3-methylbutansaure, 2-Oxo-3-methylpentansaure
und 2-Oxo-4-methylpentansdure zu etwa gleich groBen Mengen an a-Hydroxyketonen

umgesetzt (siehe 2.4.1.6).

GroBeren EinfluB auf die Produktbildung scheint also der Metabolismus der einzelnen
Aminosauren in Hefezellen unter den gewahlten Wachstumsbedingungen zu haben. Im
Fall von Valin, Leucin und Isoleucin steht die Bildung der sogenannten ,Fuselalkohole® im
Vordergrund [4], deren bevorzugte Synthese aus den entsprechenden Aldehyden mégli-
cherweise dazu fuhrt, daB3 diese nicht in ausreichender Konzentration fiir eine Weiterreak-
tion mit Pyruvatdecarboxylase zur Verfligung stehen (Abb 3-6).
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NH,
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Abb 3-6 Bildung der ,Fuselalkohole* durch Hefen nach dem Schema von Ehrlich

[117]

Wie verschiedene Untersuchungen zeigten, erfolgt die Biosynthese der Fuselalkohole
aber auch teilweise oder vollstdndig auBerhalb des sogenannten ,Ehrlich-Weges®, also
ohne Beteiligung der PDC [118, 119]. Beispielsweise entstehen die Alkohole wahrend der
Aminosdure-Synthese in einem anabolen Prozess aus Zuckerabbauprodukten. Das in
dieser Arbeit beobachtete Vorliegen groBer Mengen der Fuselalkohole im Fermenta-
tionsmedium der Hefe IaBt als RickschluB demnach nicht zwingend zu, dafB die Vorstufen
der Produkte (2-Oxoséuren und /oder Aldehyde) als Substrate der PDC-katalysierten
Acyloinbildung verfligbar waren.

Dartber hinaus wird beschrieben, daf3 Valin, Leucin und Isoleucin sowie deren Abbau-
produkte starker als andere Aminosauren in den assimilatorischen Stoffwechsel der Hefen
mit einbezogen werden (vgl. z.B. [119]). Einen Uberblick tiber den Zusammenhang von
Aminoséaure-Stoffwechsel und Bildung fllichtiger Sekundarmetabolite in Hefen zeigt Abb
3-7.
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Abb 3-7 Bildung flichtiger Sekundarmetabolite in Hefen (nach [120])

Tyrosin und die zugehdrige 2-Oxosaure 4-Hydroxyphenylpyruvat stellten bei den Versu-
chen mit intakten Hefezellen von Z. bisporus die effektivsten Precursoren der Acyloin-
synthese dar (vgl. 2.3.1). Wurde 4-Hydroxyphenylpyruvat mit isolierter Pyruvatde-
carboxylase inkubiert, konnte jedoch keine entsprechende Produktbildung festgestellt
werden. Gaschromatographisch lieBen sich dagegen geringe Mengen von 4-Hydroxyphe-
nylacetaldehyd detektieren, die auf eine erfolgte Decarboxylierung des Substrates hinwie-
sen. Inhibierungsexperimente zeigten einen 73 %igen Aktivitatsverlust der PDC in Anwe-
senheit von 10 mM 4-Hydroxyphenylpyruvat. FUr die Inkubationsversuche zur Acyloin-
bildung wurden jedoch etwa 10fach gréBere Substratkonzentrationen eingesetzt, um zu
detektierbaren Produktmengen zu gelangen (als Anhaltspunkt wurde hier Phenylpyruvat
herangezogen, dessen Umsatz mit intakten Hefezellen und Inhibierungswirkung der PDC
mit denen von 4-Hydroxyphenylpyruvat vergleichbar waren). Wahrscheinlich konnte
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deshalb unter den gewahlten Bedingungen aufgrund der Hemmung des Enzyms keine
Acyloinbildung nachgewiesen werden. Auch beim Einsatz deutlich geringerer Substrat-
konzentrationen (10 mM) waren keine a-Hydroxyketone detektierbar; hier méglicherweise
aufgrund zu geringer Produktmengen. Versuche mit 4-Hydroxyphenylacetaldehyd konn-
ten nicht durchgefihrt werden, da das Aldehyd kommerziell nicht verfigbar war und nicht
in notwendiger Menge und Reinheit synthetisiert werden konnte.

Ahnliche Ergebnisse wie bei Tyrosin / 4-Hydroyxphenylpyruvat lieBen sich, wie bereits
erwahnt, auch fir Phenylalanin und seine Analoga feststellen. Niedrigen Produktaus-
beuten bei der Transformation mit isoliertem Enzym stand sehr guter Umsatz durch fer-
mentierende Hefekulturen gegenlber (jeweils im Vergleich zu den kurzkettigen
verzweigten Substraten oder Benzaldehyd). Physiologische Regulationsmechanismen in
der Hefezelle fihrten hier offensichtlich zu einer Bildung von a-Hydroxyketonen ohne

Inhibierung der Pyruvatdecarboxylase.

Ausgeschlossen werden kann auch nicht, dal3 in Z. bisporus eine Decarboxylase existiert,
die bevorzugt oder ausschlieBlich aromatische Substrate umsetzt. Derartige Phenyl-
pyruvat-Decarboxylasen (PPDC, E.C. 4.1.1.43) sind vereinzelt in verschiedenen Orga-
nismen wie Nocardia [121] und Acinetobacter calcoaceticus [122] identifiziert worden.
Auch ihr Vorkommen in Candida guilliermondii wurde postuliert [123]. Erst die Anwesen-
heit von Phenylalanin oder Phenylpyruvat induziert méglicherweise die Expression des
Enzyms, das in seinen proteinchemischen Eigenschaften der Pyruvatdecarboxylase sehr
ahnlich ist [121, 124]. Ein niedriger (postulierter) PPDC-Spiegel im Rohextrakt von Z
bisporus lieBe sich demzufolge damit erklaren, daB dem Wachstumsmedium bei der Bio-
masseproduktion zur anschlieBenden PDC-Isolierung kein Phenylalanin zugesetzt worden
war. Da zudem bei der Enzymaufreinigung ausschlieBlich die Pyruvat-decarboxylierende
Aktivitat zur Selektion PDC-haltiger Fraktionen diente, ist trotz &hnlicher Enzymeigen-
schaften auch eine sukzessive Abreicherung eventuell vorhandener PPDC-Aktivitat denk-
bar. Ergebnisse eines Versuchs bezuglich der Bildung des Acyloins 3-Hydroxy-1-phenyl-
2-butanon (1) mittels isolierter PDC und eines Gesamt-Rohextraktes aus Z. bisporus ent-
sprachen dieser Hypothese. Bei der Inkubation des Rohextraktes mit Phenylpyruvat
wurde im Vergleich zu dem Enzymisolat mehr als die doppelte Menge an Verbindung (1)
detektiert. Mit Phenylglyoxylat als aromatischem Substrat wurden allerdings gegenteilige
Resultate erzielt.
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Fir Glutaminsdure konnte gezeigt werden, daB hier die analoge 2-Oxosaure (2-Oxo-
glutarsaure) nicht als Substrat der Pyruvatdecarboxylase akzeptiert wird (2.2.5). Hydro-
phile Eigenschaften und elektrostatische Wechselwirkungen der zweiten Carboxylgruppe
verhindern offensichtlich die Bindung des Substrates im hydrophoben aktiven Zentrum
des Enzyms. Dagegen wird der 5-Ethylester der 2-Oxoglutarsaure von S. cerevisiae-PDC
als Substrat akzeptiert [34, 35]. In biomimetischen Studien konnte auch die enzymatische
Acyloinbildung nachvollzogen werden [125]. Durch Lactonisierung entsteht hier anschlie-
Bend 5-Oxo-4-hexanolid (Soleron) (Abb 3-8), ein bekannter Inhaltsstoff von Sherry, des-
sen Aromabeitrag inzwischen allerdings kontrovers diskutiert wird [126].

(0] (0] O (0]
COOH H
Eto)k/\[( PDC EtO)J\/W PDC,+ Pyruvat EtO)J\/\HJ\
3 -CO2 5 -CO2 OH
.. H+
2-Oxoglutarsaure-5-ethylester
-CoH50H
\H/OQ\O
(0]
Soleron

Abb 3-8 Postulierter Biosyntheseweg von Soleron [125]

Die Aminosduren Histidin und Threonin wurden von Z. bisporus nicht zu o-Hydroxy-
ketonen umgesetzt. Ob die transaminierten Analoga generell als Substrate der Pyruvat-
decarboxylase dienen kénnen, lief3 sich in dieser Arbeit nicht klaren, da die entsprechen-
den 2-Oxosauren oder Aldehyde fir Versuche mit isolierter PDC nicht zur Verfligung
standen. Beispiele flr die enzymatische Acyloinbildung aus heterocyclischen Aldehyden
sind in der Literatur ausschlieBlich fir Furan- und Thiophen-Derivate beschrieben, die
jedoch nur sehr schlechte Substrate darstellen [113, 42]. Stickstoff-haltige Heterocyclen
wurden bisher nicht untersucht. Im Fall von Threonin verhindert méglicherweise die B-
Hydroxyl-Gruppe im Molekil, analog der y-Carboxyl-Gruppe der Glutaminsaure, durch die
erhéhte Hydrophilie der entsprechenden 2-Oxosaure die Bindung des Substrates im
hydrophoben aktiven Zentrum der Pyruvatdecarboxylase.
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3.4.1.2 Weitere Substrate

Neben den verschiedenen Aminosaure-Analoga wurden 13 weitere Aldehyde und zwei 2-
Oxosauren auf Acyloinbildung mittels isolierter Pyruvatdecarboxylase untersucht. Aus
allen getesteten Substraten entstanden nach Inkubation mit Pyruvat bzw. Acetaldehyd die
erwarteten a-Hydroxyketone. Auch die Umsetzung von Benzaldehyd mit 2-Oxobutan-
saure fihrte zu einem Acyloin, das in diesem Fall um eine Cs-Einheit verlangert war (Abb
3-9).

Benzaldehyd
O

H

CO% COs COzb\ COOH

OH OH
O O
1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon (35) 1-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon (37)
Abb 3-9 PDC-katalysierte Acyloinbildung aus Benzaldehyd und verschiedenen 2-

Oxosauren (2-Oxopropansaure bzw. Pyruvat und 2-Oxobutansaure)

Die dargestellten Ergebnisse belegen das breite Substratspektrum der Pyruvatde-
carboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus hinsichtlich der Acyloinbildung. Sie stehen
zum Teil im Gegensatz zu verschiedenen Publikationen bezlglich Saccharomyces
cerevisiae, was auf Unterschiede in der Substratakzeptanz der Enzyme hindeutet. Die
zitierten Arbeiten weisen allerdings auch untereinander z.T. erhebliche Differenzen auf,

was unter anderem darauf zurtickzufihren sein kann, dafB in der Vergangenheit oft ver-
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schiedene (nicht naher spezifizierte) Hefestdmme von S. cerevisiae (auch in Mischkultu-
ren) eingesetzt wurden. Sie werden verallgemeinernd oft mit dem Begriff ,Backerhefe*
oder ,Brauhefe” bezeichnet, kénnen sich in ihrer Enzymausstattung jedoch erheblich un-
terscheiden.

3.4.2 Quantitative Aspekte der Acyloinbildung mit isolierter PDC

Die Bildung von oa-Hydroxyketonen aus 2-Oxosauren (und Acetaldehyd) fUhrte im Ver-
gleich mit den Umsetzungen der analogen Aldehyde (und Pyruvat) ohne Ausnahme zu
geringeren Produktausbeuten. Dies beruht einerseits auf den geringeren Decarboxylie-
rungsraten der Substrate im Vergleich zu Pyruvat, die in dieser Arbeit fir Pyruvatdecar-
boxylase aus Z. bisporus ermittelt wurden und in der Literatur fir S. cerevisiae und Z.
mobilis beschrieben sind [34, 58]. So ergab sich die beste Acyloinausbeute der aliphati-
schen Substrate fir 2-Oxobutansaure, welche nach Pyruvat auch die héchste Decarboxy-
lierungsrate aufwies. Darliber hinaus ist jedoch auch das Enzym-Inhibierungspotential der
2-Oxosauren zu beriicksichtigen, das bei allen getesteten Substraten, die zu Acyloinen
umgesetzt wurden, festzustellen war. Mit Ausnahme von 3-Methyl-2-oxopentansaure
(27 % Inhibierung) betrug die inhibierende Wirkung aller Substratanaloga mehr als 60 %
(bei Co = 100 mM), d.h. die verbliebene Decarboxylase-Restaktivitat der PDC war kleiner
als 40 %.

In der Literatur beschriebene Markierungsexperimente zur Aufklarung des Reaktions-
mechanismus zeigten, daB z.T. auch stark inhibierend wirkende Substratanaloga durch
PDC aus S. cerevisiae decarboxyliert werden [77]. Die Hemmung des weiteren Reak-
tionsverlaufes wird dadurch bedingt, daB das nach CO.-Abspaltung gebildete Enamin
aufgrund sterischer Einflisse und Ladungsverhaltnisse im Gleichgewicht mit der Carb-
anion-Form das bevorzugte (energiedrmere) Intermediat darstellt, welches in der Folge
nicht weiter reagiert (,suicide inhibition“ [76]). Das entstandene Aldehyd wird demzufolge
nicht oder nur sehr langsam aus dem Enzym-Produkt-Komplex freigesetzt und blockiert
so das aktive Zentrum des Enzyms.

Ein Vergleich der Acyloinbildung aus strukturell diversen Aldehyden und Pyruvat zeigte,
dafB langkettige Substrate wie Hexanal, Heptanal und Octanal am besten umgesetzt wur-
den. Desweiteren konnten mit Benzaldehyd ahnlich hohe Produktmengen (>1gL") er-
zielt werden (vgl. 2.4.3.6). Kettenverzweigungen oder ungesattigte Kohlenstoffbindungen
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in a,B-Position zur Carbonylfunktion hatten deutlich niedrigere Ausbeuten an Acyloinen
zur Konsequenz. Letztgenannter Aspekt steht im Gegensatz zu den Arbeiten verschiede-
ner Gruppen mit S. cerevisiae und verschiedenen Mucor-Spezies (vgl. 3.3.2). Sie stellten
fest, da3 gerade die C=C-Doppelbindung die strukturelle Notwendigkeit fir den Umsatz
der Aldehyde zu Acyloinen darstellte, wahrend geséattigte Substrate keine Acyloinbildung
ergaben. Diese Diskrepanz ist ein weiterer Hinweis auf die ungewéhnlich breite Substrat-
akzeptanz der untersuchten Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus im

Vergleich zu den Enzymen anderer Organismen.

Die Thiamindiphosphat-Bindungsstelle von Pyruvatdecarboxylasen verschiedener Her-
kunft wie auch anderer TDP-abhangiger Enzyme (z.B. Pyruvatoxidase) ist ein hochkon-
servierter Bereich. Die Umgebung des Cofaktors und der zum aktiven Zentrum flhrende
Hohlraum werden durch hydrophobe Aminosaure-Reste dominiert [56, 32]. Analog dazu
zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit steigende Acyloinbildung mit abnehmender Polaritat
(zunehmender Kettenlange) des aldehydischen Substrates. Die sterische Hinderung einer
sekundaren Methylgruppe bietet eine plausible Erklarung fir die deutlich geringeren Pro-
duktausbeuten, die mit C2-verzweigten Aldehyden erzielt wurden. Ob die vergleichsweise
schlechte Umsetzung der o,B-ungeséttigten Substrate auf sterische Griinde durch star-
rere Molekdiilstruktur, eine Anderung der Elektronendichte (Reaktivitdt) am Carbonyl-
Kohlenstoff oder Polaritdtsunterschiede zurickzufihren ist, kann hier nicht abschlieBend
beurteilt werden; wahrscheinlich tragen alle erwahnten Faktoren zu den beobachteten
Effekten bei. Festzuhalten ist jedenfalls, das Benzaldehyd mit einem elektronenreichen,
planaren Benzen-Substituenten zu den effektivsten Precursoren der Acyloinbildung
zahlte. Dagegen lag die Produktausbeute fir Phenylacetaldehyd, bei dem die Carbonyl-
gruppe nur durch eine Methylengruppierung vom aromatischen Ring getrennt ist, etwa um
eine GréBenordnung niedriger.

3.4.2.1 Reaktionsbedingungen

Versuche mit variablen Konzentrationsverhéltnissen der Substrate (Aldehyd : Pyruvat)
zeigten, dafB die héchsten Acyloinausbeuten bei Pyruvatkonzentrationen erzielt wurde, die
dem 5-fachen der stéchiometrisch erforderlichen Menge entsprachen (siehe 3.4.3.5). Dies
kann darauf zurtickgefiihrt werden, daf3 die Decarboxylase-Reaktion als Hauptaktivitat der
PDC mit gréBerer Geschwindigkeit als die Acyloinbildung als Nebenreaktion ablduft. Eine
entsprechende Anzahl der Enzym-Produkt-Komplexe wird Acetaldehyd als Nebenprodukt
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der Transformation freisetzen, bevor der Angriff des aldehydischen Cosubstrates erfolgt.
Dieser Effekt kann durch das Vorhandensein eines Pyruvat-Pools oder eine kontinuierli-
che Zudosierung von Pyruvat kompensiert werden. Der Rickgang der Acyloinausbeute
bei 10-fachem Pyruvat-UberschuB3 beruht wahrscheinlich auf der enzyminhibierenden
Wirkung des freien Acetaldehyds [127].

Die Acyloinbildungsraten verschiedener Aldehyde wie Heptanal, Octanal und Benzalde-
hyd nahmen mit steigender Substratkonzentration bis hin zum hier gewéahlten Héchstwert
(co = 200 mM) stetig zu. In Analogie zu Studien der PAC-Synthese mit S. cerevisiae oder
Z. mobilis ist davon auszugehen, daf3 eine Substratsattigung der Pyruvatdecarboxylase
hinsichtlich der Aldehyde hier nicht erreicht werden konnte [102, 92]. Auffallend war dabei
jedoch, daB3 eine Erhéhung der Produktausbeute auch oberhalb der Léslichkeitsgrenze
der betreffenden Aldehyde mit zunehmenden Substratkonzentrationen zu beobachten war
(Tab 3-2). Benzaldehyd weist beispielsweise eine Wasserldslichkeit von etwa 3 g L™ (~30
mmol L) auf, Heptanal und Octanal sind noch weniger wasserldslich (<1 g L™).

Der beschriebene Effekt kdnnte darauf zurlickzuflihren sein, daf3 die organische Aldehyd-
Phase eine kontinuierliche Aufrechterhaltung der (Léslichkeits-) Sattigungskonzentration
der Substrate in der waBrigen Phase bewirkt. Denaturierende Einfllisse der entstehenden
organischen Phase oder inhibierende Wirkungen der Aldehyde waren bei den genannten

Beispielen nicht festzustellen.

Tab 3-2 Wasserloslichkeit einiger Aldehyde im Vergleich zu der Substratkonzentra-
tion, bei der die hdchsten Acyloinausbeuten der enzymatischen Transfor-

mation erzielt wurden

Aldehyd Wasserloslichkeit Substratkonzentration bei
héchster
Acyloinausbeute

[gL7] [mM] [mM]
Propanal 200 3450 118
Butanal 37 514 118
Benzaldehyd 3,0 28 65

Octanal <1 <8 118
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3.4.3 Stereochemie und Isomerenverhaltnis der gebildeten Acyloine

Die exemplarisch auf ihre Stereochemie untersuchten Umsetzungen von Benzaldehyd,
Phenylacetaldehyd und Hexanal mit isolierter Pyruvatdecarboxylase aus Z. bisporus
fihrten zu a-Hydroxyketonen, die Uberwiegend in der (R)-Konfiguration vorlagen (siehe
2.5.1). Diese Resultate stehen in Ubereinstimmung mit Literaturangaben beziiglich der
Stereoselektivitat der Reaktion in anderen Organismen (vgl. Abschnitt 3.3.3).

Die héchsten Enantiomerentberschiisse von >98 % wies 1-Hydroxy-1-phenyl-2-
propanon (35) auf, das Produkt der Transformation von Benzaldehyd. Gleiche Ergebnisse
und Zahlenwerte ergaben sich auch bei der Transformation von Phenylglyoxylsdure und
der Hefefermentation von Benzaldehyd. Geringere Enantiomerenreinheit zeigten 3-
Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) (59 % ee) und 3-Hydroxy-2-octanon (18) (69 % ee). Die
Ergebnisse kénnen als Indiz fir eine unterschiedlich strikte Stereospezifitdt der Reaktion
in Abhangigkeit von der Substratstruktur gewertet werden. Auch fir 3-Hydroxy-2-butanon
(Acetoin) wurden in verschiedenen Studien bereits niedrigere ee-Werte als fur Verbindung
(35) gefunden.

Md&glich ist auch, da3 experimentelle Bedingungen bei der Probenaufarbeitung Grund fir
die Unterschiede in den ermittelten Resultate sind. Anhand der zur Auswertung gleich
behandelten enantiomerenreinen Standards konnte zwar belegt werden, dal3 es wahrend
der Isolierung (HPLC) und Derivatisierung von Verbindung (2) nicht zu einer signifikanten
Isomerisierung oder Racemisierung des o-Hydroxyketons kam. Dagegen deutete der ge-
stiegene Isomerenanteil an (17) der mittels praparativer GC isolierten Substanz (18)
darauf hin, daB3 hier Tautomerisierung in erheblichem Mafl3 stattgefunden hatte (vorher
98 % (18), danach ca. 60 %).

o-Hydroxyketone stehen im allgemeinen im Gleichgewicht mit den ihnen isomeren o-
Hydroxyketonen (Abb 3-10).

R - R
Fh)ﬁ( 2 ~ Fﬁ)k( 2
O OH
Abb 3-10 Isomerisierungs-Gleichgewicht sekundarer a-Hydroxyketone via Keto-Enol-

Tautomerie
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Die Keto-Enol-Umlagerung wird durch verschiedene Katalysatoren wie Bronsted-S&uren
und -Basen sowie Lewis-Sauren, aber z.B. auch durch Erhitzen begunstigt [40]. Das chi-
rale Zentrum des Molekuls unterliegt dabei einer Racemisierung.

So beobachteten Herderich et al. bei der chiralen Analytik von Acyloinen mittels mehr-
dimensionaler GC-Methoden in Abhangigkeit von der Kopplungstechnik deutliche Isome-
risierung oder sogar komplette Isomerisierung und Racemisierung der Zielsubstanzen
[128]. Auch Crout et al. erklarten das Auftreten tautomerer Verbindungen bei der PDC-
katalysierten Acyloinsynthese von 2-Hydroxy-3-pentanon (9 % Isomer) und 1-Hydroxy-1-
phenyl-2-propanon (23 % Isomer) mit chemischer Umlagerung der Keto-Enol-Funktion
[42].

Bei der Pyruvatdecarboxylase-katalysierten Bildung von a-Hydroxyketonen kdnnen die
isomeren Verbindungen jedoch auch auf enzymatischem Weg entstehen, da die fur die
Acyloinbildung entscheidenden Schritte im PDC-Reaktionsmechanismus reversibel sind
[104]. Das reaktive Carbanion-Enamin-Intermediat kann dementsprechend auch durch
Bindung eines Aldehyds an das TDP-Carbanion und nachfolgende Deprotonierung ent-
stehen und mit einem weiteren Aldehyd verkniipft werden (vgl. 3.1.2). Diese Annahme
wurde in der vorliegenden Arbeit experimentell dadurch belegt, dal3 in den Transformati-
onsansatzen verschiedener Aldehyde als Nebenprodukte die symmetrischen o-Hydroxy-
ketone identifiziert werden konnten, die sich aus der Addition von 2 Molekilen des glei-
chen Aldehyds ableiten (Beispiel in Abb 3-11).
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OH
WH\
O

3-Hydroxy-2-butanon

(o)
— M
OH

0 PDC 3-Hydroxy-2-hexanon
Wo + /U\
COCH

OH
Butanal Pyruvat > \/\H)\
O

2-Hydroxy-3-hexanon

OH
W
O

5-Hydroxy-4-octanon

Abb 3-11 Produkte der PDC-katalysierten Transformation von Butanal und Pyruvat
(Hauptprodukt fettgedruckt)

Demgemas ist davon auszugehen, daB3 auch die tautomeren Acyloine der jeweiligen
Transformations-Hauptprodukte zumindest teilweise auf enzymatischem Weg entstanden
sind. Daflr sprechen auch das weitgehend zeitunabhéangige Isomerenverhaltnis (vgl.
2.4.2) und der deutliche EinfluB der Substrat- und damit Produktkonzentration auf den
Tautomerenanteil (siehe 2.4.4). Die Acyloinbildung aus zwei Aldehyden lauft allerdings
deutlich langsamer ab und fiihrt zu erheblich niedrigeren Produktausbeuten als bei der
Substratkombination Aldehyd + Pyruvat. Diese Tatsache ist auch flr die Pyruvatdecar-
boxylase aus S. cerevisiae beschrieben und unterscheidet die beiden Hefe-Enzyme von
der PDC aus Z. mobilis, die z.B. auch aus Acetaldehyd und Benzaldehyd deutliche Men-
gen PAC bilden kann [113].



Diskussion 115

Bei der Bewertung des fur 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon (2) gefundenen Enantiomeren-
Uberschusses von 59 % ist zu bertcksichtigen, dal3 der Anteil des Hauptisomers an der
Gesamtacyloinmenge mit 84 bis 91 % deutlich unter den Werten flr 1-Hydroxy-1-phenyl-
2-propanon (35) lag (97 bis 99 %). Unabhangig vom Bildungsweg des Tautomeren (1)
(chemisch oder enzymatisch) ist bei diesem Konzentrationsverhaltnis von einem Keto-
Enol-Gleichgewicht auszugehen, das zwangslaufig durch Racemisierung zu einer Sen-

kung der urspriinglichen Enantiomerenreinheit fihren wird.

Unter demselben Aspekt ist auch die Stereochemie von 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon
(1) zu betrachten. Wahrend das Produkt der Hefefermentation aus Phenylalanin einen ee-
Wert von 84 % aufwies, wurde flr die Verbindung aus der enzymatischen Transformation
von Phenylpyruvat ein deutlich geringerer ee-Wert von 30 % bestimmt. Beide Produkte
lagen Uberwiegend in der (S)-Konfiguration vor. Geht man davon aus, daf3 die Bildungs-
wege jeweils identisch unter Beteiligung von Pyruvatdecarboxylase ablaufen, ist die ge-
ringere Enantiomerenreinheit des mit isolierter PDC synthetisierten Acyloins (1) wahr-
scheinlich auf chemische Racemisierung infolge von Isomerisierung zurtickzufiihren. Der
Anteil des bei der Transformation hauptsachlich gebildeten Isomers lag hier sogar nur
zwischen 65 und 68 %, bei der Umsetzung mit intakten Hefezellen dagegen bei etwa
93 %. Theoretisch denkbar ist auch der unter 3.4.1.1 diskutierte Aspekt des zusatzlichen
Vorhandenseins einer ,Phenylpyruvat-Decarboxylase“ mit mdglicherweise modifizierter

Stereoselektivitat, die im verwendeten Enzymisolat nicht oder nur kaum enthalten war.

Die PDC-katalysierte Bildung von a-Hydroxyketonen der (S)-Konfiguration ist bisher nur in
Ausnahmen beschrieben worden. Neben der Bildung von (S)-Acetoin durch Zymomonas
mobilis wurde unlangst die Synthese von (S)-2-Hydroxy-1-phenyl-1-propanon (36) aus
Benzaldehyd mittels einer Z. mobilis-PDC beobachtet, die durch zielgerichtete Mutage-
nese entstanden war (PDC/472A) [129]. Als Hauptprodukt entstand (R)-1-Hydroxy-1-
phenyl-2-propanon (35), beide Verbindungen wiesen ee-Werte von 70 % auf. Die Mutante
PDC/476E produzierte ausschlieB3lich (S)-1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon (35) mit einem

Enantiomereniberschuf3 von 60 %.

Offensichtlich kommt die unterschiedliche Konfiguration der tautomeren Produkte der
Acyloinsynthese durch veranderte strukturelle Bedingungen bei der Bindung der Sub-
strate im aktiven Zentrum der PDC zustande. 3-Hydroxy-2-Oxo-Acyloine (z.B. auch Ver-
bindung (2) und (35)) entstehen aus einem raumlich relativ kleinen Carbanion-Intermediat

(TDP + Pyruvat bzw. Acetaldehyd) und einem relativ groBen Aldehydmolekidl (z.B.
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Phenylacetaldehyd). 2-Hydroxy-3-Oxo-Acyloine (z.B. auch (1) und (36)) werden dagegen
aus einem sterisch anspruchsvolleren Carbanion (TDP + Phenylpyruvat bzw. Phenylacet-
aldehyd) und einem verhéltnismaBig kleinen Acetaldehyd-Molekul gebildet (vgl. Abb 3-3).
Wechselwirkungen zwischen den Substraten und den Seitenketten verschiedener Amino-
sauren im Hohlraum zum aktiven Zentrum des Enzyms sind wahrscheinlich der Grund fur
den raumlich unterschiedlichen Angriff des Cosubstrates am Carbanion. Je nach GréBe
und Struktur der beteiligten Edukte 143t sich so auch die unterschiedlich strikte Stereo-
selektivitat der Reaktion erklaren.

Die Festigung der diskutierten Hypothese mittels Isolierung und Bestimmung der
Stereochemie von Verbindung (36) war nicht mdglich, da diese bei den hier untersuchten
Transformationen nur in sehr geringen Mengen vorlag. Die unerwartete Bildung von
enantiomerenreinem Acyloin (35) auch aus Phenylglyoxylsdure a6t sich nur durch Bil-
dung des reaktiven Carbanions aus Acetaldehyd und TDP und anschlieBender Addition
eines Molekils Benzaldehyd erkldren (Abb 3-12). Die Reaktionsfolge wurde in diesem
Ausmalf3 unter allen hier getesteten 2-Oxosauren nur bei Phenylglyoxylsdure beobachtet
und ist wahrscheinlich auf die hohe Affinitat der PDC (bzw. des Carbanion-Intermediats)
zu Benzaldehyd zurlckzufihren.

O RV O
OH PDC-TDP @,L CHs
— y, - > H
S -COp HO—5 | -TDP
S
R
PDC N
0 CH3 @,l\l CHs
PDC
)J\ HO‘(L_</ j(
H S
R
O OH
OH o)
2-Hydroxy-1-phenyl-1-propanon (36) 1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon (35)
(8 %) (97 %)

Abb 3-12 Umsetzung von Phenylglyoxylsdure mit isolierter PDC aus Z. bisporus
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Die Bildung von (S)-konfigurierten a-Hydroxyketonen aus 2-Oxosauren und Acetaldehyd
ist analog zu den hier vorgestellten Ergebnissen am Beispiel von Verbindung (36) bei der
Umsetzung von Phenylglyoxylat mit Benzoylformat-Decarboxylase (BFD, EC 4.1.1.17, =
Phenylglyoxylat-Decarboxylase) aus Acinetobacter coalceticus (ee =98 %) [130] und
Pseudomonas putida (ee = 91 %) [131] beschrieben worden. Das tautomere Acyloin (35)

wurde in beiden Fallen nicht identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Decarboxylase-katalysierte Acyloin-
bildung charakterisiert werden, bei der in Abhangigkeit von der Substratkombination
Uberwiegend eines der beiden mdglichen tautomeren Produkte in jeweils entgegenge-
setzter absoluter Konfiguration entsteht (Abb 3-13).

OH

COOH
PDC
+ A _—
o -CO2 O

(1

\

(S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon
(84 bzw. 30 % ee)

()

(R)-3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon
(59 % ee)

Abb 3-13 Bildung phenylbutanoider Acyloine unterschiedlicher Konstitution und Kon-
figuration mit Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces bisporus
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3.5 o-Hydroxyketone: Vorkommen und Bedeutung

Analog zu den Médglichkeiten der Pyruvatdecarboxylase-katalysierten Synthese werden

hier nur sekundéare a-Hydroxyketone behandelt.

3.5.1 Natirliches Vorkommen

Acetoin (3-Hydroxy-2-butanon) ist das strukturell einfachste sekundare o-Hydroxyketon.
Beide Enantiomere sind in Lebensmitteln weit verbreitet, oft als Nebenprodukte mikro-
bieller Stoffwechseltatigkeit. Die Substanz weist einen buttrigen Geruch und Geschmack
auf und wird als Lebensmittel-Aromastoff z.B. in Margarine und Backwaren verwendet
[132, 133].

Weitere a-Hydroxyketone sind aus natlrlichen Quellen nur vereinzelt beschrieben; in
Lebensmitteln wurden am haufigsten 2-Hydroxy-3-pentanon und 3-Hydroxy-2-pentanon
nachgewiesen (Tab 3-3).

Tab 3-3 Nat(rliches Vorkommen sekundérer a-Hydroxyketone (* tropische Frucht)

a-Hydroxyketon Natirliches Vorkommen

2-Hydroxy-3-pentanon Kéase [134, 135], Durian® [136], Kaffee [137], Wein [138], Honig
[139], Butter [140]

3-Hydroxy-2-pentanon Kéase [134, 135], Durian® [136], Wein [141, 138], Bier [142],
Spargel [143] , Honig [139], Tee [144], Butter [140]

2-Hydroxy-3-hexanon Wein [145]

3-Hydroxy-2-hexanon Pheromon-Komponente verschiedener Insekten [43]

4-Hydroxy-3-hexanon Durian® [136], Tee [146]

3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon Mozzarella [39]

2-Hydroxy-3-octanon Pheromon-Komponente einer Kéferart [45]
3-Hydroxy-2-octanon Rinderfett [147], Lammfett [148]
5-Hydroxy-4-octanon Kakao [149]

3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon Wein [141, 150], Sherry [151], Honig [152, 153], Bliten von
Mimusops elengi, Wisteria floribunda und Phlox paniculata [154,
38, 37]

3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon Bluten von Phlox paniculata [37]
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten neben Acetoin 5 weitere a-Hydroxyketone in Sherry
und Sojasauce identifiziert werden (Tab 3-4). Von diesen war 2-Hydroxy-5-methyl-3-
hexanon bisher nicht aus natlrlicher Quelle beschrieben worden.

Tab 3-4 Vorkommen sekundarer a-Hydroxyketone in Sherry und Sojasauce
a-Hydroxyketon Lebensmittel

2-Hydroxy-3-pentanon Sherry Fino, Sherry Amontillado, Sojasauce
3-Hydroxy-2-pentanon Sherry Fino, Sherry Amontillado, Sojasauce

2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon Sherry Fino, Sherry Amontillado
3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon Sherry Fino
3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon Sherry Fino

3.5.2 Médagliche Bildungswege

3.5.2.1 Die PDC-katalysierte Reaktion

Die enzymatische Bildung sekundarer o-Hydroxyketone im Laufe einer Nebenreaktion
von Pyruvatdecarboxylase aus Hefe wurde in dieser Arbeit diskutiert (siehe 2.3.1.1 und
3.3). Obwohl 2-Oxocarbonsaure-Decarboxylasen auch in verschiedenen Pflanzen gefun-
den wurden, ist die Acyloinbildung bisher nur fir die Enzyme aus Saccharomyces
cerevisiae und Zymomonas mobilis sowie einiger anderer Mikroorganismen beschrieben.
Voraussetzung fiir die Biosynthese der Acyloine in Lebensmitteln wirde demnach eine
Fermentation durch Hefen sein. Diese sollte méglichst nicht durch S. cerevisiae dominiert
werden, da, wie in dieser Arbeit gezeigt, von den Pyruvatdecarboxylasen sogenannter
Wildhefen eine vielseitigere Substratakzeptanz erwartet werden kann.

Von entscheidender Bedeutung flr die Bildung von o-Hydroxyketonen ist die Verfligbar-
keit geeigneter Precursoren. Die PDC-katalysierte Reaktion erfordert 2-Oxos&uren
und / oder Aldehyde als Substrate. Die Substanzen kénnen aus endogener Quelle stam-
men (Hefe-Metabolismus) oder exogen im Lebensmittel vorliegen, sie missen in diesem

Fall durch die Zellwand in die Hefezellen transportiert werden.
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2-Oxopropansaure (Brenztraubenséure, Anion: Pyruvat) kommt als Endprodukt der Gly-
colyse und Schlisselsubstanz vieler weiterer Stoffwechselwege in Hefe und anderen
Organismen in signifikanten Mengen vor. Die Decarboxylierung mittels PDC flhrt zu
Acetaldehyd, das seinerseits auch als Edukt in der Acyloinbildung fungiert. Weitere 2-
Oxocarbonsauren entstehen vor allem wahrend des Aminosaure-Metabolismus, sowohl
auf anabolem als auch katabolem Weg (Transaminierung). So kann z.B. 2-Oxobutan-
saure sowohl durch Transamininierung von a-Aminobuttersdure als auch bei der Biosyn-
these von Isoleucin aus Threonin oder beim Abbau von Methionin gebildet werden [3]. 2-
Oxoglutarsadure (a-Ketoglutarat) als bedeutendster Aminogruppen-Akzeptor der Trans-
aminierung und Intermediat des Citronenséurecyclus liegt zwar in der Hefezelle frei vor,
wird von der Pyruvatdecarboxylase jedoch nicht als Substrat akzeptiert. Ahnlich dirfte
sich die Situation bezlglich Oxalacetat (2-Oxobernsteinsdure) verhalten, eines weiteren
h&ufigen Metaboliten in Hefen und anderen Organismen (Abb 3-14).

O O O
)k /\)J\ HOOC\)J\
COoO HOOC COO COO
Pyruvat a-Ketoglutarat Oxalacetat
Abb 3-14 Strukturen wichtiger und haufig vorkommender 2-Oxocarbonsduren des

Stoffwechsels

Aldehyde kénnen im Hefe-Stoffwechsel aus 2-Oxocarbonsduren direkt durch Decarboxy-
lierung gebildet werden. Ein weiterer Syntheseweg ist die Alkoholdehydrogenase-
katalysierte Oxidation von Alkoholen, die gerade in Hefen jedoch bevorzugt in Richtung
der Alkohole ablauft (Reduktion). In Lebensmitteln entstehen Aldehyde z.B. als Sekun-
darprodukte der Lipid-Peroxidation (Tab 3-5).
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Tab 3-5 Aldehyde als Sekundarprodukte der Autoxidation ungesattigter Fettsauren
(g g Fettsaure) [155]

Olsaure Linolséaure Linolenséure

Heptanal 50 Pentanal 55 2E-Butenal 10
Octanal 320 Hexanal 5100 2E-Pentenal 35
Decanal 370 Heptanal 50 2E-Hexenal 10

2E-Heptenal 450
Octanal 45
2E-Octenal 420

3.5.2.2 Alternative Biosynthesewege

Neben der PDC-katalysierten Synthese kann Acetoin auch aus der enzymatischen
Decarboxylierung von 2-Acetolactat resultieren, welches wiederum aus Pyruvat und 2-
Hydroxyethyl-TDP im Laufe der Biosynthese von Valin und Leucin gebildet wird (Abb
3-15). Analog kann 3-Hydroxy-2-pentanon aus 2-Oxobuttersaure und 2-Hydroxyethyl-TDP
Uber 2-Aceto-2-hydroxybutansédure entstehen, die ein Intermediat der Isoleucinsynthese
darstellt [4, 156].

Hydroxyethyl-TDP

|Rl
CH3 @N CH3
TDP /
= HO |
-CO, | S )
PDC
o ALS 0 0
/{k ] > COO ALDC}
Co0 -TDP CO,
OH OH
Pyruvat Acetolactat Acetoin
Abb 3-15 Biosynthese von Acetoin aus Acetolactat (ALS = Acetolactatsynthase,

ALDC = Acetolactatdecarboxylase)
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Acetoin und die 2 isomeren Hydroxypentanone liegen z.B. in Wein neben den jeweiligen
Diolen (Butan-2,3-diol bzw. Pentan-2,3-diol) und Diketonen (Diacetyl bzw. Pentan-2,3-
dion) vor. Sie werden als Redox-Systeme angesehen, wobei die Reduktionsschritte durch
den Gewinn der Coenzyme NAD bzw. NADP bevorzugt sind (Abb 3-16) [138, 4].

Abb 3-16 Redox-Systeme von Acetoin (Ry = Rz = CHs) und Hydroxypentanon
(R1 = CHa; Rp = CoHs) in Wein

Die Diketone Butan-2,3-dion und Pentan-2,3-dion werden hauptsachlich nicht durch Oxi-
dation der entsprechenden o-Hydroxyketone, sondern auBerhalb der Hefezelle durch
spontanen Zerfall von Acetolactat bzw. 2-Aceto-2-hydroxybutansaure gebildet [157]. Auch
eine enzymatische oxidative Decarboxylierung der Vorstufen wird diskutiert. Aus den
vicinalen Diketonen kénnen dann entsprechend Abb 3-16 nach Reduktion die Acyloine

und Diole resultieren.

Diacetyl wird von verschiedenen Milchs&durebakterien nicht Uber Acetolactat, sondern aus
Hydroxyethyl-TDP und Acetyl-CoA synthetisiert [156]. Liegt die Substanz in einem
Lebensmittel vor, kann sie durch Hefen zu Acetoin und Butandiol reduziert werden und
somit zu einer Erhéhung der Acetoin-Konzentration beitragen.

3.5.2.3 Zusammenfassung und Diskussion der Bildungswege

Die in Lebensmitteln am h&aufigsten identifizierten o-Hydroxyketone sind 3-Hydroxy-2-
butanon (Acetoin) und die isomeren 2/3-Hydroxy-3/2-pentanone. Neben der PDC-
katalysierten Acyloinbildung existieren fUr diese Substanzen verschiedene andere Bio-
synthesemd@glichkeiten. Das verbreitete Vorkommen beider Enantiomere des Acetoins
spricht dafur, daf3 hier tatsé&chlich unterschiedliche Bildungswege beschritten werden. Die
Stereochemie der Hydroxypentanone ist bisher dagegen kaum untersucht. In Honig
wurde (R)-2-Hydroxy-3-pentanon in einem Enantiomerendberschul3 von 20 % gefunden;
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3-Hydroxy-2-pentanon wies einen ee-Wert von 30 % auf (absolute Konfiguration unbe-
kannt) [139].

Die Struktur weiterer in den hier untersuchten (hefefermentierten) Lebensmitteln identifi-
zierter a-Hydroxyketone, die sich aus proteinogene Aminoséuren ableitet, weist dagegen

auf ihre Bildung durch Pyruvatdecarboxylase hin (Abb 3-17).

OH
\(\(COOH
NH2 O
Leucin 2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon
OH O
COCOH
—_— —> +
NH, 0] OH
Phenylalanin 3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon

Abb 3-17 Strukturen der in Sherry identifizierten a-Hydroxyketone und ihrer

moglichen Aminosdure-Precursoren

Limitierender Faktor der Biosynthese von a-Hydroxyketonen wird vor allem die Verfligbar-
keit der erforderlichen Precursoren sein. 2-Oxocarbonsduren und Aldehyde liegen zwar
sowohl endogen in der Hefezelle als auch exogen im Lebensmittel aus verschiedenen
Quellen vor. Entscheidend ist jedoch, ob die endogene Konzentration im Hefe-Cytosol

ausreichend hoch ist, um die Reaktion in nennenswertem Ausmalf stattfinden zu lassen.

Pyruvatdecarboxylase aus Z bisporus weist bereits fiir die Decarboxylierung des
Lnatlrlichen Substrates Pyruvat einen relativ hohen Ky-Wert von 1,73 mM auf. Auch fir
die Acyloinbildung waren meist Substratkonzentrationen > 50 mM erforderlich, um zu
signifikanten Produktmengen (> 1 mM) zu gelangen. Da Hefen oft hohe ADH-Aktivitaten
aufweisen, wird die intrazellulare Konzentration an Aldehyden zu gering fir Sattigungs-
bedingungen hinsichtlich der PDC-Reaktion sein. Die Hauptquelle von Acyloinen wiirden

demnach 2-Oxoséauren darstellen, die nach Decarboxylierung direkt zu a-Hydroxyketonen



124 Diskussion

weiter reagieren kdnnen. 2-Oxoséuren wiederum entstehen hauptsachlich durch Trans-
aminierung von Aminosauren, die sowohl in Hefezellen als auch in den meisten Lebens-

mitteln in signifikanten Konzentrationen vorliegen.

Am Beispiel der untersuchten Sojasauce zeigte sich jedoch, daB proteinreiche Matrizes
allein keine hinreichende Voraussetzung fur die Acyloinbildung sind. Vielmehr muf3 offen-
sichtlich der Hefe-Stoffwechsel so gesteuert werden, dal3 andere metabolische Prozesse
zugunsten der PDC-katalysierten Acyloinbildung zurlcktreten. Sherry, in dem hier die
gréBte Anzahl verschiedener a-Hydroxyketone identifiziert wurde, weist beispielsweise
vor der 2. Hefegérung einen Ethanolgehalt von 15 —16 Vol % auf [4]. In Analogie dazu
sind die Ergebnisse vorausgegangener Studien hinsichtlich eines Nahrmedien-Screenings
zu betrachten. Die besten Acyloinausbeuten (hier von Verbindung (1)) ergaben sich flr
Zygosaccharomyces bisporus in einem Minimalmedium mit 8 Vol % Ethanol [18].

Weiterer Aufschlu3 Uber das Vorkommen und die Bildungswege von Acyloinen in
Lebensmitteln kann durch umfassendere Proben-Screenings und stereochemische Unter-
suchungen der detektierten Substanzen erhalten werden.
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3.5.3 Bedeutung als Aromastoffe

Neben Acetoin sind nur wenige andere a-Hydroxyketone auf ihre olfaktorischen Eigen-
schaften untersucht worden. Diese finden zum Teil als Lebensmittel-Aromastoffe Verwen-
dung (Tab 3-6).

Tab 3-6 o-Hydroxyketone als Aromastoffe ( - keine Angaben verfligbar)
a-Hydroxyketon Geruch Verwendung als LM-Aromastoff
2-Hydroxy-3-pentanon Troffel, erdig-nussig [134]  naturidentisch (Milchprodukte) [158]
3-Hydroxy-2-pentanon Troffel, Krauter [134]; naturidentisch (Milchprodukte,
réstig, etherisch [138] Backwaren, StBwaren,
nichtalkoholische Getréanke) [132,
158]

3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon geschmolzener Kése [39] -

5-Hydroxy-4-octanon sU3, buttrig, nussig [132] naturidentisch (Backwaren,
SiBwaren, nichtalkoholische
Getranke) [132]

3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon  blumig [38] -

In der vorliegenden Arbeit wurden 19 weitere aromaaktive a-Hydroxyketone vorgestellt, 7
Verbindungen zeigten keinen charakteristischen Geruch (siehe 2.5.2). Die olfaktorischen
Beschreibungen reichten von pilzig-erdigen bis zu blumigen, grin-grasigen und wuirzigen
Noten. Unterschiede in der qualitativen oder quantitativen Geruchswahrnehmung in Ab-
héngigkeit von der Stereochemie der Acyloine konnten anhand der zwei untersuchten
Beispiele nicht festgestellt werden.

Als bifunktionelle, relativ polare Molekile weisen die Acyloine Geruchsschwellen auf, die
héher als bei bekannten Aromastoffen gleicher Kettenlange mit Monofunktionalitat liegen
(Tab 3-7).
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Tab 3-7 Vergleich der Geruchsschwellenwerte einiger Verbindungen mit Cg-Gerist
Substanz Geruchsschwelle [ng / Geruchsreiz]

2-Hydroxy-3-octanon 40 - 50

3-Hydroxy-2-octanon 250 — 300

Octanal 0,5-0,9[159]

1-Octanol 3 -5[159]

Die Vielzahl der geruchlich interessanten Acyloine und die Diversitat der beschriebenen
Geruchseindricke zeigt das Potential dieser Substanzklasse zur Verwendung als Aroma-
stoffe. Strukturelle Variationen kénnten zu weiteren geruchsaktiven a-Hydroxyketonen
fihren. So sind beispielsweise hier entsprechend dem Einsatz von E-ungeséttigten Alde-
hyden Uberwiegend die E-ungesattigten Acyloine entstanden und charakterisiert worden.
FlUr zahlreiche andere Aromastoffe mit Doppelbindungsstruktur ist jedoch beschrieben,
daB die Z-lsomere geruchlich ansprechender und/ oder geruchsintensiver als die E-
konfigurierten Analoga sind [52]. Auch die Stellung der Doppelbindung kann die Aroma-

wirksamkeit stark beeinflussen (Tab 3-8).

Tab 3-8 Vergleich der Geruchsschwellenwerte einiger ungeséttigter Aldehyde [52]
Substanz Geruchsschwelle [mg kg™

E-2-Hexenal 17

Z-3-Hexenal 0,25

E-4-Heptenal 10

Z-4-Heptenal 0,8

Als problematisch kann sich dagegen die Stabilitdt der Verbindungen erweisen, da die
tautomeren Acyloine meist unterschiedliche Geruchsschwellen und -qualitadten aufweisen.

Eine Alternative bietet sich mit der oxidativen Modifizierung der a-Hydroxyketone zu den
entsprechenden Diketonen an. Diese weisen meist deutlich geringere Geruchsschwellen
als die Acyloine auf (Tab 3-9) [158, 4, 157, 160].
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Tab 3-9 Geruchsschwellenwerte verschiedener Carbonyl-Verbindungen (- keine
Daten verfligbar) [160]

Substanz Geruchsschwellenwert [mg kg™

Wasser Wein Bier
3-Hydroxy-2-butanon 0,055 150 17 - 50
Butan-2,3-dion 0,0065 3 0,1-0,3
Pentan-2,3-dion - - 0,9-1

Vicinale Diketone werden weitaus haufiger als a-Hydroxyketone in Lebensmitteln identifi-
ziert. Aufgrund ihrer Geruchsaktivitat finden sie z.T. als Lebensmittel-Aromastoffe Anwen-
dung (Tab 3-10). Interessant ist das aufgefiihrte Vorkommen verschiedener Diketone in
Sojasauce, die in dieser Arbeit als potentielle Quelle von Acyloinen untersucht worden
war. Maoglicherweise werden o-Hydroxyketone zwar gebildet, aber unter oxidativen
Bedingungen anschlieBend in die Diketone umgewandelt.

Tab 3-10 Vorkommen und Verwendung von a-Diketonen in Lebensmitteln [132, 168]
Diketon Vorkommen (u.a.) Geruch Verwendung als LM-
Aromastoff
Pentan-2,3-dion  Pfirsich, Erbse, Kartoffel,  buttrig Back- und SiiBwaren,
Tomate, Joghurt, Fisch, Getranke,
Hahnchen, Frihstickscerealien

Schweinefleisch,

Weinbrand, Sojasauce

Hexan-2,3-dion  Pfirsich, Hahnchen, Bier,  buttrig, sif3, sahnig Back- und StBwaren,
Kaffee, Sojasauce Getranke
Hexan-3,4-dion  Kaffee buttrig, nussig, Mandel Backwaren, Milchprodukte

Heptan-2,3-dion  Tomate, Rum, Pilze, - -
Sojasauce

Heptan-3,4-dion Kaffee - -

Octan-2,3-dion Fisch, Hahnchen, Rind- - -

und Lammfleisch, Kaffee,

Tee, Pilze

Octan-4,5-dion Kakao - -
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3.6 Ausblick

Die Isolierung und Aufreinigung einer Pyruvatdecarboxylase aus Zygosaccharomyces
bisporus fuhrte zu einem Enzympréparat, das in der Gelpermeationschromatographie und
in der SDS-Gelelektrophorese Homogenitat zeigte. Zuséatzliche in der Isoelektrischen
Fokussierung erkennbare Proteinbanden zeigten in einer spezifischen Farbung ebenfalls
PDC-Aktivitat. Ob es sich dabei um PDC-Isoformen oder méglicherweise um Pyruvat-
decarboxylasen unterschiedlicher Substratspezifitdt handelt, soll durch molekularbiolo-
gische Untersuchungen geklart werden, die inzwischen vorangeschritten sind. Nach
Lokalisierung des Strukturgens (bzw. der Strukturgene) besteht die Méglichkeit, das
Enzym durch Expression in Escherichia coliin gréBerer Menge verfligbar zu machen.

Sowohl intakte Hefezellen als auch das isolierte Enzym wurden auf ihre Fahigkeit zur
Acyloinbildung untersucht, die eine Nebenaktivitdt der Pyruvatdecarboxylase darstellt.
Durch Inkubation des Enzymextraktes mit strukturell verschiedenartigen 2-Oxocarbon-
sauren und Aldehyden (aromatisch, aliphatisch: geséttigt, ungesattigt, verzweigt, unver-
zweigt) konnten insgesamt 38 a-Hydroxyketone synthetisiert werden. 11 dieser Verbin-
dungen sind bisher aus ,nattrlicher Quelle” bekannt (Hefe-Fermentationen und enzymati-
sche Umsetzungen eingeschlossen), 14 andere werden in der Literatur im Zusammen-
hang mit Synthesevorschriften erwéhnt. Die Ubrigen 13 Substanzen wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstmals identifiziert. Es kann davon ausgegangen werden, dafl weiterfih-
rende Studien mit strukturell diversen (eventuell zu synthetisierenden) Aldehyden eben-
falls zur Bildung neuartiger Acyloine fuhren wirden, da sich diesbezliglich bisher keine
Einschrankungen in der Substratspezifitat der verwendeten PDC gezeigt haben.

Das Pyruvatdecarboxylase-Isolat wies bei geeigneten pH- und Temperaturbedingungen
5 °C; pH 6,0) in Anwesenheit der Cofaktoren Mg®* und TDP sehr gute Stabilitat auf (96 %
Restaktivitdt nach 24 h). Eine Optimierung der Acyloinbildung beschrankte sich auf die
Parameter pH-Wert, Temperatur und Substratkonzentration. Die Produktausbeute lie3
sich am Beispiel des Substrates Hexanal durch Variation der Pyruvatkonzentration auf
53 % (bezogen auf die eingesetzte Menge an Aldehyd) erh6hen. Weitere Verbesserungen
der Syntheseleistung kénnten mdglicherweise durch eine kontinuierliche Substratzugabe,
in situ erfolgende Produktabtrennung und/oder den Einsatz eines immobilisierten

Enzympréparates erzielt werden.



Diskussion 129

Den Vorteilen einer Biotransformation mit isolierten Enzymen (wie Unterdriickung von
Nebenreaktionen, hdéhere Produktkonzentration, leichtere Produktisolierung) stehen in
diesem Fall erhebliche Kosten gegenliber. Sowohl das Substrat Pyruvat als auch insbe-
sondere der Cofaktor Thiamindiphosphat sind verhaltnismaBig teure Chemikalien. lhre
exogene Zugabe lieBe sich bei Anwendung einer Fermentation mit intakten Hefezellen
vermeiden. Nachteilig wirken sich in diesem Fall allerdings z.B. die Zelltoxizitat von Alde-
hyden und die Gberwiegende Bildung von Beiprodukten (Alkohole) aus.

23 der hier untersuchten a-Hydroxyketone wiesen in der GC-O interessante geruchs-
aktive Eigenschaften auf, die gréBtenteils noch nicht beschrieben waren. lhr méglicher
Einsatz als Lebensmittel-Aromastoffe wird durch rechtliche Einschrankungen bzw. Defini-
tionen limitiert, da aktuell vor allem natlrliche Zusatzstoffe vom Verbraucher gewtinscht
und akzeptiert werden. Produkte aus enzymatischen oder mikrobiologischen Verfahren
gelten jedoch nur dann als ,natlrliche” Aromastoffe, wenn sie in einem Lebensmittel
pflanzlicher oder tierischer Herkunft natlrlicherweise vorkommen (herkémmliche Zube-
reitungsverfahren wie Rdsten oder Fermentieren eingeschlossen). Zudem miuissen die
Ausgangsstoffe der Biotransformation pflanzlichen oder tierischen Ursprungs sein. Wer-
den die genannten Anforderungen nicht erflllt, wird der Aromastoff als ,kinstlich® einge-
stuft [161]. Nur ein kleiner Teil der in dieser Arbeit untersuchten a-Hydroxyketone wurde
allerdings bisher in Lebensmitteln nachgewiesen (insgesamt 8) und kénnte somit bei ent-
sprechender Herstellung als naturlich deklariert werden. Es ist jedoch fraglich, ob die
genannten Begriffsdefinitionen und rechtlichen Vorgaben in Zukunft Bestand haben

werden.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Materialien und Chemikalien

4.1.1 Organismus

In der vorliegenden Arbeit wurde der Hefestamm Zygosaccharomyces bisporus CBS 702
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Niederlande) verwendet. Die Stamm-
haltung erfolgte bei 4 °C in Schragagar-Réhrchen auf GPY-Agar.

41.2 Losungsmittel

Es werden nur die haufig verwendeten Lésungsmittel genannt. Selten benutzte Lésungs-
mittel und Chemikalien werden bei der jeweiligen Anwendung spezifiziert. Die verwende-
ten Lésungsmittel wurden nach Gebrauch redestilliert und ebenso wie FaBware Uber eine
Fallkérperkolonne destillativ aufgereinigt. Die Redestillate wurden nach einer Reinheits-
kontrolle wieder eingesetzt. Diethylether wurde vor Gebrauch frisch destilliert und licht-
geschitzt Gber KOH gelagert.
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Tab 4-1 Verwendete Losungsmittel

Lésungsmittel Reinheit Lieferant Verwendung

Aceton redest. Hoechst Reinigung

Dichlormethan redest. Hoechst Extraktion

Diethylether redest. Kraemer & M Extraktion, Synthesen,
Sé&ulenchromatographie

Dimethylsulfoxid puriss., absolut Fluka Synthesen

Ethanol, unvergallt redest. Kraul und Wilkening Nahrmedien

Ethylacetat reinst Riedel-de Haen Extraktion

n-Hexan HPLC Roth prap. HPLC

Isopropanol HPLC Fluka prap. HPLC

Methanol HPLC Baker Lésungsmittel f. Standards

Methanol redest. Bayer Synthesen

Pentan redest. BASF Extraktion,
Sé&ulenchromatographie

Pyridin puriss., absolut Fluka Synthesen, Derivatisierungen

Tetrahydrofuran puriss., absolut Fluka Synthesen

41.3 Weitere Chemikalien

Die meisten Chemikalien werden bei ihrer Anwendung in den Folgekapiteln spezifiziert;

hier werden nur die haufig verwendeten Substanzen aufgefihrt.
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Tab 4-2 Haufig verwendete Chemikalien

Substanz Reinheit Lieferant Verwendung
Acetaldehyd puriss. Fluka Enzymsubstrat

ADH (yeast) 500 U/mg Sigma Enzymassay

EDTA f.d.Molekularbiologie Merck Pufferzusatz

HCI (37 %) reinst Riedel-de Haen pH-Einstellung
2E-Hexen-1-ol pract. Fluka ISTD

KH2PO4 reinst Merck Puffersubstanz

KoHPO4 puriss. Fluka Puffersubstanz

KOH p.a. Riedel-de Haen pH-Einstellung

MES >90 % Roth Puffersubstanz

MgSQO4 reinst Riedel-de Haen Enzymassay, Pufferzusatz
Tri-Natriumcitrat, MicroSilect Fluka Puffersubstanz

Dihydrat

NaCl reinst Riedel-de Haen Pufferzusatz

NADH 98 % Sigma Enzymassay

NaHCO3 reinst Riedel-de Haen Synthesen

NaxSO4 reinst Riedel-de Haen Trocknungsmittel
Natriumpyruvat puriss. Fluka Enzymsubstrat

(NH4)2S04
1-Phenylethanol

Thiamindiphosphat

f.d.Biochemie

p.a.
97 %

Merck
Riedel-de Haen

Sigma

Proteinfallung, Pufferzusatz
ISTD

Enzymassay, Pufferzusatz

41.4 Gase fur Synthesen und Gaschromatographie

Die Luft fir den Kompressor wurde durch einen Staubfilter der Raumluft enthommen und

nach der Kompression zur Trocknung durch eine 5 x 30 cm Silicagelséule geleitet.
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Tab 4-3 Verwendete Gase

Gas Qualitat Lieferant Verwendung
Ammoniak wasserfrei Gerling Holz & Co Synthesen

Argon 5.0 Linde Schutzgas Synthesen
Druckluft getrocknet Kompressor Detektorgas/ Hilfsgas
Helium 5.0 Linde Tragergas (GC/MS)
Stickstoff 5.0 Linde Splilgas

Wasserstoff 5.0 Linde Tragergas/ Detektorgas

4.1.5 Sonstige Hilfsmittel

Die meisten Gerate werden bei ihrer Anwendung in den Folgekapiteln spezifiziert.

Tab 4-4 Verwendete Gerate

Gerat Modell Firma
Autoklav VST 50/70 Zirbus
Gefrierschrank VX 350 Series 2 Jouan

Magnetrihrer
Multi-Elektronikrihrer
pH-Meter
Rotationsverdampfer
Schuttler
Trockenschrank
Umlaufkthler
Vakuumpumpe

Zentrifuge

Ikamag RH
Multipoint HP
761 Calimatic
Rotavapor R-134
Infors HT

UM 500

Frigomix U

Two Stage Nr.3
Varifuge 20 RS

Janke & Kunkel
Variomag
Knick

Blchi

Infors
Memmert

B. Braun
Edwards

Heraeus
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4.2 Chromatographie
4.2.1 Saulenchromatographie

4.2.1.1 Adsorptionschromatographie an Kieselgel

Eine Glassaule (3 x 30 cm) mit Fritte (Por. 2) wurde mit Kieselgel 60 (70-230 mesh,
Merck) beflllt und mit Pentan equilibriert. Nach Aufgabe der Probelésung in Pentan wur-
den die zu isolierenden Substanzen durch Variation der Lésungsmittelzusammensetzung
(Pentan/Diethylether 100:0 = 0:100) eluiert und die Saule durch Spilen mit Methanol

regeneriert.

4.2.2 Kapillargaschromatographie (HRGC)

4.2.2.1 HRGC mit On-Column-Injektion und Flammenionisationsdetektor (FID)

Gaschromatograph: Fisons GC 8000 Series

Injektor: Cold on column, 40 °C

Vorsaule: FS-CW desaktiviert, 3 m x 0,32 mm ID
(Chromatographie-Service)

Trennsaule: BC CW 20M, 30 m x 0,32 mm ID, 0,3 um
Filmdicke (Leupold)

Detektor: FID, 250 °C

Tragergas: H. ; Vordruck: 50 kPa; FluB: 3,5 mL min

Detektorgase: H, :50 kPa; Luft: 100 kPa

Datenaufnahme: Chrom Card (CE Instruments) Version 1.19

Temperaturprogramme: 1 40 °C (3 min), 3 °C min™" =230 °C (20 min)

Il 40 °C (3 min), 4 °C min"' — 230 °C (5 min)

4.2.2.2 HRGC mit Split-Splitless-Injektion und Flammenionisationsdetektor (FID)

Gaschromatograph: Carlo Erba HRGC 5300 Mega Series
Injektor: Split-Splitless (1:10), 230°C, Splitéffnung

nach 1 min
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Vorsaule:

Trennsaule:

Detektor:
Tragergas:
Detektorgase:
Datenaufnahme:

Temperaturprogramme:

FS-Phenyl-Sil desaktiviert, 3 m x 0,32 mm ID
(Chromatographie-Service)

Optima 5-MS, 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm
Filmdicke (Macherey & Nagel)

FID, 250 °C

H, ; Vordruck: 70 kPa; FluB: 2,5 mL min™

H, :50 kPa; Luft: 100 kPa

Chrom Card (CE Instruments) Version 1.19

| 40 °C (3 min), 3 °C min™" — 280 °C (10 min)
Il 40 °C (3 min), 5 °C min™' - 280 °C (5 min)

4.2.2.3 HRGC mit On-Column-Injektion und olfaktorischer Detektion (GC-O)

Gaschromatograph:
Injektor:
Vorsaule:

Trennsaule:

Detektior:
Tragergas:
Detektorgase:
Datenaufnahme:

Temperaturprogramm:

Satochrom (Sato)

Cold on column, 40 °C

FS-CW desaktiviert, 3 m x 0,32 mm ID
(Chromatographie-Service)

CW 20M, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 um
Filmdicke (Macherey & Nagel)

FID, 250 °C; Sniff-Port, 200 °C

H, : Vordruck: 50 kPa; FluB: 3,3 mL min™
H, :50 kPa; Luft: 100 kPa

Chrom Card (CE Instruments) Version 1.19
40 °C (3 min), 4 °C min™ - 230 °C (10 min)

4.2.2.4 HRGC mit On-Column-Injektion und massenselektivem Detektor (GC-MS)

GC1:
Gaschromatograph:

Injektor:

Trennsaule:

Detektor:
Tragergas:

GC 8000 (Fisons)

Cold on column, 40 °C

CW 20M, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 um
Filmdicke (Macherey & Nagel)

MD 800 (Fisons)

He, Vordruck: 50 kPa
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Temperaturen: lonenquelle 200 °C, Interface 230 °C,
Quadrupol Massenfilter 100 °C

lonisation: ElektronenstoBionisation 70 eV

Massenbereich:

Datenaufnahme:

Temperaturprogramm:

GC 2:
Gaschromatograph:

Injektor:

Trennséule:

Detektor:

Tragergas:

Temperaturen:

lonisation:
Massenbereich:

Datenaufnahme:

Temperaturprogramm:

4.2.2.5 Préaparative Gaschromatographie

Gaschromatograph:

Injektor:
Autosampler:

Fraktionensammler:

Saule 1:

Saule 2:

Detektoren:

m/z 33-300
Masslab Version 1.3 (Fisons)
40 °C (3 min), 4 °C min™" - 230 °C (20 min)

HP 5890 (Hewlett-Packard)

Cold on column, 40 °C

BC SE 54, 30 mx 0,32 mm ID, 0,4 um
Filmdicke (Leupold)

Mass Spectrometer 5989 A (Hewlett -
Packard)

He, Vordruck: 50 kPa

lonenquelle 250 °C, Interface 250 °C,
Quadrupol Massenfilter 100 °C
ElektronenstoBionisation 70 eV

m/z 33-300

MS HP-UX Chem Station, B06.01 Software
40 °C (3 min), 5 °C min™" - 280 °C (10 min)

GC 5890 Series Il (Hewlett-Packard) mit
MCS (Gerstel)

KAS-3 Kaltaufgabesystem (Gerstel), 40 °C
HP 7673 (Hewlett-Packard),
Injektionsvolumen 2 x 5 pL

PFS (Gerstel)

OV 1 Fused silica, 3 m x 0,53 mm ID, 2 pm
Filmdicke (Leupold)

BC CW 20M, 25 m x 0,53 mm ID, 2 um
Filmdicke (Leupold)

FID, 250 °C
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Gase und Strémungen: Tragergas: Hz; FluB: 5 mL min™
Gegengase 1 und 2: Hy; 10 mL min™
Hilfsgase 1 und 2: Hp; 1 mL min™

Detektorgase: H. :50 kPa; Luft: 100 kPa

Temperaturen: Transferleitung 200 °C, Verteiler 200 °C,
Fallen 2 °C

Temperaturprogramm: 40 °C (3 min), 4 °C min™' - 210 °C (10 min)

Datenaufnahme und Steuerung: Vectra QS/16S (Hewlett-Packard) mit MCS

1.15 Software (Gerstel)

4.2.2.6 Berechnung von Kovats-Indices

Die Kovats-Indices wurden nach folgender Formel berechnet:

(logt', —logt'y)
(lOg t'N+n —|Og t'N

KI=100-N+100-n-

mit: N = Anzahl der C-Atome des Alkans, das vor dem Analyt eluiert
= Differenz zur Anzahl der C-Atome des nach dem Analyten
eluierenden Alkans
A = Analyt
t' = relative Retentionszeit = Retentionszeit t — Totzeit to

4.2.3 Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

4.2.3.1 Semipréparative HPLC

Pumpe 1 (Master): Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump

Pumpe 2 (Slave): Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump

Injektionsventil: Rheodyne RH 7125 mit 2 mL Probenschleife

Saule: Lichrosorb Diol 7 pm, 250 mm x 25 mm
(Merck)

Degasser: Shodex-Online-3-Kanal-Degasser
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Detektor:

Gradientenformer:

Fraktionensammler:

FluBrate:
Datenaufnahme:
FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Gradient:

LC-UV-Detektor mit praparativer MefB3zelle
(Pye Unicam), A = 260 nm

Jasco Dynamischer Hochdruckmischer
Foxy Fraction Collector 2200 (Isco
Instrumentation), 20 mL Fraktionen

10 mL min”

Autochrom CIS mit Apex Software
n-Hexan/Isopropanol 99:1

Isopropanol

A:B 100:0 = 95:5 in 80 min

4.2.4 Chromatographie proteinhaltiger Proben

4.2.4.1 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

FPLC-System:

Schreiber:
Saule:

Detektionswellenlange:

FluBrate:
FlieBmittel A:

FlieBmittel B:

Gradient:

Bio-Rad Econo System, bestehend aus
Econo Sample Diverter SV 3, Econo Pumpe
EP-1, Econo System Controller ES-1, Econo
UV Monitor EM-1 und Econo Fraction
Collector 2110

Linear Chart Recorder Modell 500

Phenyl Sepharose® 6 Fast Flow low sub,
2,5 cm x 50 cm, 45-165 um (Pharmacia
Biotech)

A =280 nm

3,8 mL min’

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer; pH 6,0; 1 M
(NH4)2SO4 ; 2 mM EDTA, 5 mM MgSO,

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer; pH 6,0; 2 mM
EDTA, 5 mM MgSO,

20 min 100 % A

20 min = 80 min 100 % B

140 min 100% B
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4.2.4.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)

System 1 (praparativ):
FPLC-System:
Schreiber:

Saule:

Detektionswellenlange:

FluBrate:
FlieBmittel:

System 2 (analytisch):

Pumpe:

Injektionsventil:

Saule 1:

Saule 2:

Detektor:

Fraktionensammler:
FluBrate:
Datenaufnahme:
FlieBmittel:

Siehe 4.2.4.1

Siehe 4.2.4.1

HiPrep® Sephacryl S-300 High Resolution;
2,6 cm x 60 cm, 25-75 um (Pharmacia
Biotech)

A =280 nm

1,0 mL min™

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer; pH 6,0; 0,1 M
NaCl ; 2 mM EDTA, 5 mM MgSQ,

Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump
Rheodyne RH 9125 mit 200 pL
Probenschleife

Superdex® 200 HR 10/30; 1 cm x 30 cm; 13-
15 um (Pharmacia Biotech)

Bio-Silect SEC-400 Column; 3,0 cm x 7,8 cm,
5 um (Bio-Rad)

SPD-6AV UV/VIS Detektor (Shimadzu), A =
280 nm

LKB-Bromma 17000 Minirac

0,5 mL min™

Chromatopac C-R3A Integrator (Shimadzu)
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer; pH 6,0; 0,1 M
NaCl ; 2 mM EDTA, 5 mM MgSO,

4.2.4.3 lonenaustauschchromatographie (IC)

FPLC-System:
Schreiber:
Saule:

Siehe 4.2.4.1
Siehe 4.2.4.1

HiLoad® Q Sepharose® High Performance
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Detektionswellenlange:
FluBrate:
FlieBmittel A:

FlieBmittel B:

Gradient:

4.3 UV/VIS-Spektroskopie

Spektrometer:
Datenaufnahme:
Schichtdicke der Kiivette:

4.4 Polarimetrie

Polarimeter:
Lésungsmittel:
Wellenlange:
Schichtdicke der Klvette:
Temperatur:

4.5 Gelelektrophorese

16/10; 1,6 cm x 10 cm, 24-44 um
(Pharmacia Biotech)

A =280 nm

3,4 mL min”

20 mM MES/KOH-Puffer; pH 6,5; 2 mM
EDTA, 5 mM MgSO,

20 mM MES/KOH-Puffer; pH 6,5; 1 M NaCl;
2 mM EDTA, 5 mM MgSQ,

15 min 100 % A

15 min = 75 min 100 % B

90 min 100% B

Perkin Elmer Lambda 12
UV Win Lab (Version 2.0)

1cm

Perkin Elmer Polarimeter 341
Trichlormethan

A =589 nm (Na)

10 cm

20 °C

4.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Angewendet wurde die Methode nach Laemmli [162]. Die SDS-Behandlung unter reduzie-

renden Bedingungen fuhrt zu einer Trennung der Proteine vorwiegend aufgrund ihrer

MolekulgréBe bzw. Molekularmasse.
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Stammldésungen (SL):

Tris-HCL-SL (pH 8,8):

Tris-HCL-SL (pH 6,8):

SDS-SL:
APS-SL:

Acrylamid-SL:

BIS-SL:

BPB-SL:
Glycerol-SL:

Pufferlésungen:

5 x Kathodenpuffer:

5 x Anodenpuffer:

Pipettierschema diskontinuierliches Gel:

Vernetzungsgrad:

Totalacrylamid:
Acrylamid-SL:
BIS-SL:

Bidest H.O:
Glycerol-SL:

Tris-HCL-SL (pH 6,8):
Tris-HCL-SL (pH 8,8):

TEMED (99 %, Roth)
APS-SL:

1,5 M Tris (> 99,8 %, Pharmacia Biotech) mit
0,4 % (m/v) SDS (> 99 %, Roth); mit HCI auf
pH 8,8 eingestellt

0,5 M Tris mit 0,4 % (m/v) SDS; mit HCI auf
pH 6,8 eingestellt

20 % (m/v) SDS

40 % (m/v) (NH4).S.0s (p.a. Riedel-De
Haen), jeweils frisch angesetzt

30 % (m/v) Acrylamid (Rotiphorese Gel A,
Roth)

2 % (m/v) Bisacrylamid (Rotiphorese Gel B,
Roth)

0,01 % (m/v) Bromphenolblau (Merck)

60 % (v/v) Glycerol (analytical grade, Serva)

0,25 M Tris mit 1,92 M Glycin (analytical
grade, Serva) und 0,4 % (m/v) SDS
0,25 M Tris mit HCI auf pH 8,8 eingestellt

C = 3 % (Crosslinking)

Sammelgel (6 mL)

Trenngel (11 mL)

T=4,0%
0,775 mL
0,360 mL
1,355 mL
2,0 mL
1,5mL
5L

5 puL

T=125%
4,450 mL
2,060 mL
1,675 mL

2,8 mL
5L
10 pL
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Die Lésungen wurden vor Zugabe der Katalysatoren per Ultraschall entgast. Die Gele
wurden in einer GieBkassette aus Glasplatten mit Slotformern auf eine Tragerfolie gegos-
sen (Gel-Fix fur PAGE, Serva) und flr die Dauer der Polymerisation (Uber Nacht) mit 1-
Butanol Gberschichtet. GelmafBe: 250 x 120 x 0,5 mm.

Probenvorbereitung:

Je 200 pL Probe (Proteingehalt ca. 10 mg mL™") wurde mit 21 pL Tris-HCL-SL (pH 8,8),
60 uL SDS-SL, 16 pL 20 % (m/v) Dithiothreitol (research grade, Serva) und 33 uL BPB-SL
5 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Die Proteinstandards wurden analog behandelt.

Elektrophorese:

Elektrophoresesystem: Pharmacia LKB Multiphor Il Flachgel-
Elektrophoresekammer mit MultiDrive XL
Power Supply

Pufferreservoirs: 1 + 4 verd. Elektrodenpuffer (je 1 L)

Auftragsvolumen: 5 pL; Standards 2 pL

Bedingungen: 200 V; 50 mA; 30 W; 20 min (Probeneintritt)

800 V; 50 mA; 30 W; 1,5h

Als Kontaktflissigkeit zwischen Gel und Kuihlblock dienten 2 bis 3 mL Kerosin. Flr die

Elektrodenbriicken wurden 2 Lagen Blottingpapier (Roth) verwendet.

Nachbehandlung:

Farbelésung: 0,1 % (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
(95 %, Sigma); 40 % (v/v) EtOH; 10 % (v/v)
Eisessig in bidest. H,O; 30 min

Entfarber: 25 % (v/v) EtOH; 10 % (v/v) Eisessig; 6 h

Konservierung: 5 % (v/v) Glycerol; 1 h

Das Gel wurde anschlieBend mit einer vorgequollenen Cellophanfolie Uberspannt,

getrocknet und zur Dokumentation eingescannt.
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4.5.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Far die IEF wurden getrocknete Fertiggele verwendet (CleanGel IEF, Pharmacia Biotech),

die vor Gebrauch nach Vorschrift rehydratisiert wurden.

[EF-Gele:
GelmaBe: 125 x 110 x 0,43 mm (nach Rehydratisierung)
Gelmatrix: Polyacrylamid T=5%;C=3 %
Rehydratisierungslésung: 10 % (m/v) Sorbit (MicroSelect, Fluka);
650 pL Ampholyt mit bidest. H,O auf 10 mL;
Ampholyt A: Bio-Lyte® 3/10 (BioRad)
Ampholyt B: Servalyt® 3-7 (Serva)
Rehydratisierungsbedingungen: 10 mL Lésung pro Gel, 1 h
Probenvorbereitung:

Die Proben wurden durch Ultrafiltration (Centriplus® Concentrators, Amicon, 100000 Da
AusschluBBgrenze) bei 2500 g mit bidest. Wasser entsalzt und konzentriert (Proteingehalt
ca. 10 mg mL™). Die Proteinstandards wurden nach Vorschrift in bidest. Wasser geldst.

Elektrophorese:

Probenauftrag: mit Lochband in der Gelmitte
Auftragsvolumen: 5 pL; Standards 2 pL
Bedingungen: 700 V; 6 mA; 4 W; 20 min (Vorfokussierung)

500 V; 4 mA; 4 W; 20 min (Probeneintritt)
1000 V; 7 mA; 7W, 2 h (IEF)
Nachbehandlung: Siehe SDS-PAGE

4.5.2.1 Aktivitatsfaroung

Zur besseren Zuordnung der in der IEF erhaltenen Proteinbanden wurde eine PDC-
Aktivitatsfarbung durchgefiihrt [23]. Die Farbung beruht auf einer cyclischen Kondensation
von 1,2-Dianilinoethan (DAE) mit in situ gebildetem Acetaldehyd, wobei ein weiBes Prazi-

pitat entsteht.
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Die IEF-Gele (identische Auftragung rechts und links der Mitte) wurden nach der Elektro-
phorese in der Mitte geteilt und eine Halfte 15 min bei Raumtemperatur in 400 mL 0,3 M
Citratpuffer pH 6,0 (5 mM TDP; 5 mM MgSO,; 30 mM Pyruvat) inkubiert. AnschlieBend
wurden 6 mL DAE-Lésung (0,4 % (m/v) in 40 %iger Essigsaure) zugegeben. Nach 5-
10 min konnten die Enzymbanden als weiBBe Prazipitationslinien detektiert werden. Zum
Vergleich wurde die zweite Gelhalfte mit einer Coomassie-Farbung behandelt.

Die Dokumentation der Gele erfolgte durch Abfotographieren mit einer digitalen Kamera
(INTAS®, Géttingen; mit Videoprinter Mitsubishi P90).

4.6 Kultivierung von Zygosaccharomyces bisporus CBS 702

4.6.1 Kulturmedien

Die Medienbestandteile wurden in dest. Wasser gel6st, die N&hrlésung auf den
gewunschten pH-Wert eingestellt und in 300 mL (100 mL Fillmenge) oder 500 mL Erlen-
meyerkolben (300 mL Fillimenge) tberflhrt. Die Kolben wurden mit Cellulosestopfen ver-
schlossen, mit Alufolie abgedeckt und 20 min bei 121 °C autoklaviert.

SNL-Standardmedium nach Sprecher:
30 gL' Glucose-Monohydrat (Merck, f.d.Mikrobiologie)
45 gL' Asparagin-Monohydrat (Merck, reinst)
3,0 gL' Hefeextrakt (Merck, f.d.Mikrobiologie)
1,56 gL' KH2PO, (Merck, f.d.Molekularbiologie)
05 gL' MgSO, (Riedel-De Haen, reinst)
1,0  mLL" Spurenelementelsg.
mit 1 N KOH auf pH 6,0 eingestellt

Spurenelementlésung:
0,08 gL' FeCls+6 H.O (Fluka, puriss.)
0,09 gL' ZnSO.7 H,O (Fluka, puriss.)
0,03 gL' MnSO.+H,O (Fluka, purum)
0,005 gL' CuSO.+5 H,O (Riedel-De Haen, chem. pure)
04 gL' EDTA
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PDC-Medium:
50 gL' Glucose-Monohydrat
45 gL' Asparagin-Monohydrat
10 gL' Hefeextrakt
1,5 gL' KHPO,
1,0 gL' MgSO,
1,0 mLL" Spurenelementelsg.
mit 1 N KOH auf pH 6,0 eingestellt

4.6.2 Kulturfihrung

Vorkulturen:
Von der Schragagar-Stammkultur wurden die Hefezellen mit einer Impfése in 100 mL
SNL-Standardmedium Uberfiihrt und 3 Tage im Schattler bei 24 °C und 150 upm inkubiert.

Hauptkulturen:
Pro 100 mL Hauptkultur wurden 5 mL der Vorkultur unter sterilen Bedingungen in das

Transformations- oder Wachstumsmedium pipettiert. Die Inkubation erfolgte im Schuttler
bei 24 °C und 150 upm.

4.6.3 Bestimmung der Zellmasse
Feuchtmasse:
Nach Zentrifugation der Hefekulturen wurde der Uberstand sorgfaltig abgegossen und die

Zellmasse in den Zentrifugenbehaltern ausgewogen.

Trockenmasse:

Ein aliquoter Teil der Hefekulturen wurde membranfiltriert (Cellulose-Acetat, 0,2 um,
Sartorius), der Filter 12 h bei 105 °C im Trockenschrank getrocknet und anschlieBend

ausgewogen.
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464 Transformationen

Transformationsmedium 1:

entspricht SNL-Standardmedium

Transformationsmedium 2:

10 gL' Glucose-Monohydrat

8 Vol % Ethanol (unvergallt)

05 gL' KH:PO,

1,0 gL' MgSO,

2,0 mg L' Vitamin B; (Thiaminhydrochlorid, >99 %, Fluka)
2,0 mgL" Vitamin B; (Biotin, >99 %, Fluka)

2,0 mLL" Spurenelementelsg.

mit 1 N KOH auf pH 6,0 eingestellt

Vitaminlésungen (sterilfiltriert) und Ethanol wurden nach dem Autoklavieren unter sterilen

Bedingungen zugesetzt.

4.6.4.1 Zusatz von Aminosauren

Die Aminosauren wurden portionsweise autoklaviert und den Transformationsmedien
(100 mL) direkt nach Uberimpfen der Hefevorkultur zugesetzt (Endkonzentration
10 mmol L). Die Fermentationszeit betrug 7 Tage.

Eingesetzte Aminosauren: L-Phenylalanin (> 98 %, Sigma)
L-Tyrosin (Sigma)
L-Leucin (ICN)
L-Isoleucin (biochem., Merck)
L-Valin (> 99,5 %, Fluka)
L-Threonin ( > 99 %, Merck)
L-Glutaminsdure (Na-Salz, > 98 %, Fluka)
L-Histidin (biochem., Fluka)
L-Methionin (> 99 %, Fluka)
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4.6.4.2 Zusatz weiterer Substrate

Von Aldehyden und 2-Oxosauren wurden ethanolische Stammlésungen hergestellt (1 M).
Je 500 uL der Substratlésungen wurden den Transformationsmedien am 2. und 5. Tag
der Fermentation zugesetzt (Endkonzentration 10 mmol L™'). Da das Transformations-
medium 2 in der Standardzusammensetzung keine Stickstoffquelle enthielt, wurde hier
zusétzlich 1 g L' (NH,)2SO, zugegeben.

Eingesetzte Substrate: Phenylbrenztraubensaure (Na-Salz, > 97 %, Fluka)
4-Hydroxyphenylbrenztraubensaure (Na-Salz, > 98
%, Fluka)
3-Methyl-2-oxo-butansaure (Na-Salz, > 97 %, Fluka)
3-Methyl-2-oxo-pentansaure (Na-Salz, > 99 %, Fluka)
4-Methyl-2-oxo-pentansaure (Na-Salz, > 98 %, Fluka)
2-Oxo-glutarsaure (Nao-Salz, > 98 %, Fluka)
Benzaldehyd (> 99 %, Fluka)
Phenylacetaldehyd (> 95 %, Sigma)

4.6.5 Isolierung mittelpolarer Transformationsprodukte aus Hefekulturen

Die Hefekulturen (100 mL) wurden nach beendeter Fermentation mit internem Standard
versetzt (1-Phenylethanol, methanolische L&sung, Endkonzentration 4 mgL’). Die
Abtrennung der Biomasse erfolgte durch Zentrifugation bei 6000 g (20 min; 2 °C). Der
Uberstand wurde mit 3 x 40 mL Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Pha-
sen Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel an einer Vigreux-Kolonne abdestil-
liert. Der erhaltene Extrakt wurde mittels GC (4.2.2.1 und 4.2.2.2) und GC-MS (4.2.2.4)

untersucht.

4.7 Proteinanalytik

4.7.1 Aktivitatsbestimmung der Pyruvatdecarboxylase (PDC)

Die Bestimmung der PDC-Aktivitat erfolgte mit einem gekoppelten enzymatischen Test
nach Ullrich [163] gemal dem folgenden Reaktionsschema:
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Pyruvat —2C , Acetaldehyd + CO,

Acetaldehyd + NADH + H* — PP Ethanol + NAD*

Da ein UberschuB an ADH vorliegt, wird der durch die PDC katalysierte Reaktionsschritt
geschwindigkeitslimitierend und die Abnahme der NADH-Konzentration ist direkt propor-
tional zu der gebildeten Menge an Acetaldehyd. Die Reaktion wurde durch Messung der
Extinktionsabnahme bei 340 nm verfolgt (Spektrometer mit temperierbarem Kivettenhal-

ter).

Die Aktivitat A berechnet sich nach:

A[UmML™ = épE dvi
mit  AE = Extinktionsabnahme pro Minute
Vg = Gesamtvolumen in der Kivette [mL]
Vo = Probenvolumen [mL]
d = Schichtdicke der Klvette (1 cm)
€ = molarer Extinktionskoeffizient von NADH

(6,3mM "' cm™, A = 340 nm)

Per Definition entspricht eine Enzymeinheit U (Unit) der Enzymmenge, die 1 pmol Pyruvat

in einer Minute bei 25 °C umsetzt.

Testansatz:

Volumen Lésung Endkonzentration in der
Kivette

2,0 mL 0,1 M Citrat-Puffer, pH 6,0 2 mM TPP, 20 mM MgSO4

40 pL 1 M Natriumpyruvatlsg. 20 mM

20 pL 20 mM NADH-Lsg. 0,2 mM

20pL ADH-Lsg. (500 U mL™) 5UmL"

mischen, Start der Reaktion durch Zugabe von 5-50 uL PDC-Lésung
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4.7.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinbestimmung wurde unter Verwendung einer kommerziell erhéltlichen Farb-
stoffldsung (Roti®-Quant, Roth) nach der Methode von Bradford [164] durchgefiihrt. Der
Assay beruht auf der Bindung von Proteinen an den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue,
wobei in saurer Lésung eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach
595 nm auftritt.

Testansatz: 1,5mL 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0
100 pL Probelésung
400 pL Farbstoffkonzentrat

Nach 10 min Reaktionszeit wurde die Extinktion bei 595 nm spektrophotometrisch gegen
einen Reagentienblindwert gemessen. Die Kalibriergerade wurde in einem Bereich von 50
bis 400 ug mL™ mit Rinder-Serumalbumin (BSA; Fluka) als Standard erstellt.

4.7.3 Isolierung und Reinigung der Pyruvatdecarboxylase

4.7.3.1 Biomasse-Bildung

Die Fermentation der Hefezellen erfolgte in einem Medium mit hohen Gehalten an
Glucose und Hefeextrakt (PDC-Medium, siehe 4.6.1). Pro Aufarbeitung wurden 10
Schittelkulturen a 300 mL Medium angesetzt. Die Inkubationszeit der Hauptkulturen be-
trug 48 Stunden. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 6000 g (20 min;
2 °C) vom Medium abgetrennt, mit 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0 gewaschen und

nochmals zentrifugiert.

4.7.3.2 Zellaufschlu

Der AufschluB3 der Hefezellen erfolgte in einer Rihrwerkskugelmuihle zur NaBvermahlung
(DYNO-Mill Typ KDL, Willy A. Bachofen AG, CH-Basel). Die Mihle war mit einem dop-
pelwandigen Mahigefal (V = 150 mL, DurchfluBkihlung) ausgestattet.
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Aus 3 L Kulturmedium pro Aufarbeitung wurden ca. 75 g Hefefeuchtmasse erhalten, die in
vorgekuhltem 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,0; 1 mM TDP; 2 mM EDTA, 5 mM
MgSO,) aufgeschlammt wurden. Das Mahlgefal3 wurde in 3 Desintegrationsdurchgéngen
mit je 80 mL Glasperlen (0,5 mm O, bleifrei, Braun Biotech) und 25 g Zellmasse in 70 mL
Puffer befillt. Die AufschluBzeit betrug 10 min bei — 4 °C und 3200 Umdrehungen min".
Die Suspension wurde anschlieBend Uber Glaswolle filtriert und die Zelltrimmer bei
36000 g (30 min, 2 °C) abzentrifugiert.

4.7.3.3 Reinigungsschritte

Samtliche Arbeitsschritte wurden bei 6 °C (Kéltezelle mit Kihlaggregat CS 0900 S,
Viessmann) durchgefihrt, um eine Inaktivierung des Enzyms durch Warme und proteoly-
tische Aktivitdten zu minimieren. Die Fallungen und Transporte der Proteinlésungen
erfolgten unter Kihlung im Eisbad. Alle Puffer enthielten EDTA als Schutz vor Metall-
spuren und MgSQO, als Cosubstrat. TDP wurde bei den Chromatographieschritten nicht
zugesetzt, da dessen Eigenabsorption bei 280 nm die Detektion des Proteingehaltes be-
tréachtlich storte.

4.7.3.3.1 Ammoniumsulfat-Féallung

Der zellfreie Rohextrakt wurde bis zur 60 %igen Séattigung mit (NH4).SO,4 versetzt und
wahrend der vollstindigen Aufldsung des Salzes geschiittelt. Der Uberstand wurde bei
36000 g (20 min, 2 °C) abzentrifugiert und das Prazipitat in 1/6 des urspriinglichen Volu-
mens HIC-FlieBmittel A (siehe 4.2.4.1) geldst. Verbliebene unlésliche Bestandteile wurden
durch erneute Zentrifugation bei 36000 g abgetrennt.

4.7.3.3.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die Proteinlésung wurde vor diesem und jedem weiteren Chromatographieschritt mem-
branfiltriert (PVDF 0,45 um; Macherey-Nagel). Der Proteingehalt im Eluat wurde jeweils
durch Absorptionsmessung bei 280 nm in einer DurchfluBklvette verfolgt und die PDC-
Aktivitat in den einzelnen Fraktionen mittels photometrischem Enzymassay (siehe 4.7.1)

bestimmt.
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Jeweils 10 mL Probelésung wurden an einer mit Phenyl Sepharose® 6 Fast Flow low sub
gefullten Saule chromatographiert (siehe 4.2.4.1). Die Fraktionierung des Eluats erfolgte
in Intervallen von 2 min, entsprechend 7,6 mL. Die aktiven Fraktionen von drei Laufen
wurden vereinigt und durch (NH4).SO, — Fallung bei 60 % Séttigung und Resolubilisierung
des Prazipitats in GPC-Puffer (siehe 4.2.4.2) auf 10 % des vorherigen Volumens konzen-

triert.

4.7.3.3.3 Gelpermeationschromatographie (GPC)

10 ml der nach 4.9.3.3.2 erhaltenen Proteinlésung wurden an einer mit HiPrep® Sephacryl
S-300 High Resolution geflllten Saule chromatographiert. Die Fraktionierung des Eluats
erfolgte in Intervallen von 5 min, entsprechend 5,0 mL. Die aktiven Fraktionen wurden
vereinigt und durch Ultrafiltration bei 2500 g (2 h, 2 °C) auf 20 % des vorherigen Volu-
mens konzentriert und auf den IC-Startpuffer (4.2.4.3) umgepuffert.

4.7.3.3.4 lonenaustauschchromatographie (IC)

5ml der nach 4.9.3.3.3 erhaltenen Proteinlésung wurden an einer mit HiLoad® Q
Sepharose® High Performance gefiillten S&ule chromatographiert. Die Fraktionierung des
Eluats erfolgte in Intervallen von 1,5 min, entsprechend 5,1 mL. Die aktiven Fraktionen
wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration konzentriert und entsalzt und bis zum weiteren Ge-

brauch bei —18 °C tiefgefroren.

4.7.4 Charakterisierung der Pyruvatdecarboxylase

4.7.4.1 Bestimmung des Molekulargewichtes

SDS-PAGE: Die bei der IC erhaltenen PDC-aktiven Fraktionen wurden bis zu einem
Proteingehalt von ca. 10 mg mL" konzentriert und weiter wie unter 4.5.1 beschrieben
behandelt. Die Kalibrationskurve wurde durch Auftragung der Logarithmen der Molekular-
gewichte (log MW) der Standardproteine gegen ihre Retentionsfaktoren (Rg) durch lineare
Regression erhalten.
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Markerproteine:

Marker 1:

(HMW-SDS Calibration Kit,
Pharmacia Biotech)

Marker 2:

(LMW Electrophoresis
Calibration Kit, Pharmacia
Biotech)

Myosin
oe-Macroglobulin
B-Galactosidase
Transferrin

Glutamic Dehydrogenase

Phosphorylase b

BSA

Ovalbumin

Carbonic Anhydrase
Soybean Trypsin Inhibitor

o-Lactalbumin

212 kDa
170 kDa
116 kDa
76 kDa
53 kDa

94 kDa
67 kDa
43 kDa
30 kDa
20,1 kDa
14,4 kDa

GPC: Die bei der IC erhaltenen PDC-aktiven Fraktionen wurden vereinigt und wie unter
4.2.4.2 beschrieben an Superdex 200 HR bzw. Bio-Silect SEC-400 rechromatographiert.
Die Kalibrationskurve wurde durch Auftragung der Kay-Werte der Standardproteine gegen

die Logarithmen ihrer Molekulargewichte (log MW) durch lineare Regression erhalten. Die

Kav-Werte leiten sich folgendermaBBen aus den chromatographischen Bedingungen ab:

KAV — VE -VO
Vx
mit: Vg = Elutionsvolumen [mL] = F-tg

F
tr

Vo = AusschluBvolumen [mL] = F-to
to

Vx = Gelvolumen [mL] = Ve - Vo
Va

= FluBrate [mL min™"]

= Retentionszeit [min]

= Totzeit [min]

= Saulengesamtvolumen [mL]



Experimenteller Teil 153

Markerproteine:

HMW Gel Filtration Thyroglobulin 669 kDa
Calibration Kit (Pharmacia Ferritin 440 kDa
Biotech) Katalase 232 kDa

Aldolase 158 kDa

Fir die Bestimmung der Totzeit wurde Blue Dextran 2000 verwendet.

4.7.4.2 Bestimmung des isoelekirischen Punktes

Far die IEF-PAGE wurden die bei der IC erhaltenen PDC-aktiven Fraktionen vereinigt und
durch Ultrafiltration mit bidest. Wasser entsalzt. Probe und Marker wurden doppelt aufge-
tragen, das Gel nach der Elektrophorese (sieche 4.5.2) geteilt und je eine Halfte mit
Coomassie Brilliant Blue und der unter 4.5.2.1 beschriebenen Aktivitatsfarbung behandelt.
Die Kalibrationskurve wurde durch Auftragung der pl-Werte der Standardproteine gegen
ihre Retentionsfaktoren Re durch lineare Regression erhalten.

Markerproteine:

Marker 1: Cytochrome C pl= 9,6
(IEF Standard Broad Range  Lentil Lectin 7,8
pl 4,45-9,6, Bio-Rad) Human Hemoglobin C 7,5
Human Hemoglobin A 7,1
Equine Myoglobin 7,0
Human Carbonic Anhydrase 6,5
Bovine Carbonic Anhydrase 6,0
B-Lactoglobulin B 5,1
Phycocyanin 4,45
Marker 2: Cytochrome C pl= 10,65
(Protein-Testmischung zur pl- Ribonuclease A 9,45
Bestimmung pH 3-10, Serva) Lentil Lectin 7,75/8,3
Equine Myoglobin 6,9
Bovine Carbonic Anhydrase 6,0
B-Lactoglobulin 5,15
Soybean Trypsin Inhibitor 4,5
Glucoseoxidase 4,2

Amyloglucosidase 3,9
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4.7.4.3 Untersuchung der Substratkinetik

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante (Ku-Wert) wurde die Geschwindigkeit
der PDC-katalysierten Reaktion im Bereich von 0 - 100 mM Pyruvat untersucht. Reak-
tionsbedingungen und Durchfliihrung wurden wie unter 4.7.1 beschrieben gewahlt.

4.7.4.4 EinfluB der Temperatur auf die PDC-Aktivitat

Temperatur-Optimum: Fir die Bestimmung des Temperatur-Optimums der enzymati-

schen Reaktion wurden je 20 uL Probe bei verschiedenen Temperaturen in 2 mL 0,1 M
Citrat-Puffer (pH 6,0; 2 mM TPP, 20 mM MgSOQy) inkubiert und die Aktivitat wie unter 4.7.1
beschrieben bei der entsprechenden Inkubationstemperatur gemessen.

Temperatur-Stabilitat: Zur Messung der Temperatur-Stabilitdt der PDC wurden je 100 pL

Probe 24 h bei verschiedenen Temperaturen in 2 mL 0,1 M Citrat-Puffer (pH 6,0) einmal
mit (1 mM TPP, 5 mM MgSO,) und einmal ohne Zusatz der Cofaktoren inkubiert. Die ver-
bliebene Aktivitdt wurde in unterschiedlichen Zeitabstdnden in einem entnommenen Ali-
quot wie unter 4.7.1 beschrieben bestimmt. Dem Assaypuffer wurden hierbei keine Co-

faktoren zugeflgt, um eine Regenerierung des Enzyms auszuschlieBen.

4.7.4.5 EinfluB des pH-Wertes auf die PDC-AKktivitat

pH-Optimum: Fir die Bestimmung des pH-Optimums der enzymatischen Reaktion wur-
den je 20 uL Probe bei verschiedenen pH-Werten inkubiert und die Aktivitat wie unter
4.7.1 beschrieben in dem jeweiligen Inkubationspuffer gemessen. Fir den Bereich zwi-
schen pH 4 und pH 9,5 wurden folgende Pufferlésungen als Inkubations- und Assaypuffer

gewahlt:

pH4 -6,5: 0,1 M Citrat-Puffer

pH 6,5 - 8: 0,05 M Imidazol/HCI-Puffer
pH8,5-9: 0,1 M Glycin/HCI-Puffer

Alle Puffer enthielten 1 mM TPP und 5 mM MgSOQOs..
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pH-Stabilitat: Zur Messung der pH-Stabilitdt der PDC wurden je 100 uL Probe 24 h bei
5 °C und verschiedenen pH-Werten in 2 mL der oben beschriebenen Puffer einmal mit
(1 mM TPP, 5 mM MgSQO4) und einmal ohne Zusatz der Cofaktoren inkubiert. Die verblie-
bene Aktivitat wurde in unterschiedlichen Zeitabstdnden in einem entnommenen Aliquot
wie unter 4.7.1 beschrieben bestimmt. Dem Assaypuffer wurden hierbei keine Cofaktoren

zugefligt, um eine Regenerierung des Enzyms auszuschlieB3en.

4.7.4.6 Untersuchung der Substratspezifitat

Flr die Bestimmung der Substratspezifitdt der Decarboxylierungsreaktion der PDC wur-
den im Aktivitatstest nach 4.7.1 anstelle von Pyruvat verschiedene 2-Oxosauren in End-
konzentrationen von 5-20 mM eingesetzt.

Untersuchte 2-Oxosauren: Glyoxylséaure (Na-Salz, > 99 %, Fluka)
2-Oxo-butansaure (Na-Salz, > 99 %, Fluka)
2-Oxo-glutarsaure
3-Methyl-2-oxo-butansaure
3-Methyl-2-oxo-pentansaure
4-Methyl-2-oxo-pentansaure
Phenylglyoxylsaure (> 98 %, Fluka)
Phenylbrenztraubensaure
4-Hydroxyphenylbrenztraubensaure

4.7.4.7 Untersuchung der Substratinhibition

Far die Untersuchung der Inhibition der PDC durch mdgliche Substrate bzw. Substrat-
analoga wurden 100 pL Probe in 1 mL 0,1 M Citrat-Puffer (pH 6,0; 1 mM TPP, 5 mM
MgSO,) 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Puffer enthielt verschiedene 2-
Oxosauren (siehe 4.7.4.6) in Konzentrationen zwischen 5 und 100 mM. Ein Aliquot des
Ansatzes wurde nach beendeter Inkubation im Aktivititsassay (4.7.1) eingesetzt (End-
konzentration an Pyruvat und der jeweiligen 2-Oxosaure in der Kiivette = 5 mM).

Inhibierung [%] = Anfangsaktivitat (= 100 %) — Restaktivitat [%]
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4.8 Transformationen mit isolierter Pyruvatdecarboxylase

Far die Transformationsversuche wurden die vereinigten PDC-aktiven Fraktionen aus der
IC (4.7.3.3.4) eingesetzt.

4.8.1 Untersuchung des Substratspektrums der Acyloinbildung

Verschieden Aldehyde und 2-Oxosauren wurden mit PDC unter Zusatz von Pyruvat bzw.
Acetaldehyd inkubiert und auf die Bildung von Acyloinen untersucht.

Stammlésungen (SL) Aldehyde: 2 Min MeOH
Stammlésungen (SL) 2-Oxosauren: 1 Min dest. H20
Testansatz Aldehyde Testansatz 2-Oxosauren Endkonzentration
3,4 mL 0,1 M Citratpuffer pH 6,0 2 mM TPP, 20 mM MgSO4
100 pL PDC-L&sung 1UmL"
250 pL Aldehyd-SL 250 pL Acetaldehyd-SL 118 mM
500 pL Pyruvat-SL 500 pL 2-Oxoséure-SL 118 mM

Die Testansatze wurden 48 h bei 24 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 1-Phenylethanol
oder 2E-Hexen-1-ol als interner Standard zugesetzt (Endkonzentration 50 pg mL™") und
eine Mikroextraktion mit 2 x 2 mL Diethylether durchgefuhrt. Der Extrakt wurde Uber
Na,SO4 getrocknet und direkt in der GC eingesetzt. Bei allen Substratversuchen wurden
chemische Blindwerte (Testansatz ohne PDC) mitgefuhrt.

Untersuchte 2-Oxosauren: siehe 4.7.4.6

Untersuchte Aldehyde: Propanal (> 98 %, Fluka)
Butanal (> 99 %, Fluka)
Pentanal (> 98 %, Fluka)
Hexanal (> 98 %, Fluka)
Heptanal (> 97 %, Fluka)
Octanal (> 98 %, Fluka)
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2-Methyl-propanal (> 99 %, Fluka)
2-Methyl-butanal (> 98 %, Fluka)
3-Methyl-butanal (> 90 %, Fluka)
2-Methyl-pentanal (> 90 %, Fluka)
2E-Butenal (> 99 %, Merck)
2-Methyl-2 E-butenal (> 97 %, Fluka)
3-Methyl-2 E-butenal (> 97 %, Fluka)
2E-Pentenal (> 97 %, Merck)
2E-Hexenal (> 97 %, Fluka)
Benzaldehyd

Phenylacetaldehyd
3-Methylthio-propanal (techn., Fluka)

4.8.2 Untersuchung der Reaktionsbedingungen der Acyloinbildung

4.8.2.1 Substratkonzentration

Der EinfluB der Substratkonzentration auf die Acyloinbildung wurde fiir alle Substrate un-
tersucht, bei denen nach 4.8.1 eine Produktbildung beobachtet wurde. Die Endkonzentra-
tionen der Aldehyde und 2-Oxosauren wurden hierbei zwischen 14 mM und 200 mM
variiert; Pyruvat und Acetaldehyd wurden jeweils in der selben Konzentration wie das
Substrat zugegeben. Alle Werte wurden mindestens dreimal mit Enzymisolaten aus ver-

schiedenen Aufarbeitungen verifiziert.

In einem weiteren Versuch wurde an einem Beispiel der EinfluB des Verhaltnisses der
Konzentrationen von Aldehyd (Hexanal) und Pyruvat untersucht. Der Bereich erstreckte
sich von 280 mM Aldehyd : 28 mM Pyruvat (10:1) bis 28 mM Aldehyd : 280 mM Pyruvat
(1:10). Die Aufarbeitung aller Ansatze erfolgte wie unter 4.8.1 beschrieben.

4.8.2.2 Temperatur und pH-Wert

Der EinfluB der Temperatur auf die Acyloinbildung wurde an einem ausgewahlten Beispiel
(Acetaldehyd + Pyruvat) wie unter 4.8.1 beschrieben untersucht. Dabei wurden verschie-
dene Inkubationstemperaturen zwischen 8 und 30 °C gewahlt.
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Die Untersuchung der pH-Abhangigkeit der Acyloinbildung erfolgte am Beispiel Acet-
aldehyd + Pyruvat wie unter 4.8.1 beschrieben. Hierbei wurde der verwendete Citrat-Puf-

fer auf 3 verschiedene pH-Werte zwischen pH 5 und 7 eingestellt.

4.8.2.3 Zeitverlauf

Der zeitliche Verlauf der Acyloinbildung wurde an einem ausgewahlten Beispiel (Hexanal
+ Pyruvat) wie unter 4.8.1 beschrieben untersucht, dabei wurden die einzelnen Proben
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten zwischen 1 und 48 h analysiert.

4.9 Bestimmung von Geruchsqualitaten und Geruchsschwellen

Die Geruchsqualitdten und —schwellenwerte im Verdinnungsmedium Luft wurden mittels
GC-O in Anlehnung an die Arbeiten von Christoph [159] bestimmt.

Bei der Gaschromatographie mit olfaktorischer Detektion (GC-O, siehe 4.2.2.3) war die
Kapillarsdule am Ende mit einem Y-Glasverbinder versehen, der den Gasstrom Uber zwei
kurze Saulensticke zu gleichen Teilen in den FID-Detektor und den Sniffport leitet. Der
Sniffport wurde auf 200 °C beheizt, um ein vorzeitiges Kondensieren der Substanzen zu
verhindern, und mindete in einem mit Teflonband abgedichtetem Glastrichter. Jede un-
tersuchte Substanz wurde von 4 bis 8 Testpersonen bezlglich ihrer Geruchsqualitat und
ihres Geruchsschwellenwertes abgesnifft. Dabei galt als Geruchsschwelle die Konzentra-
tion bzw. Intensitat einer Substanz, bei der ihre charakteristischen Geruchseigenschaften
fir mindestens 50 % der Testpersonen noch eindeutig erkennbar waren.

Die Geruchsschwellen wurden nach folgender Formel berechnet:

vV
2
mit: M = Reizmenge, die am Sniffausgang eluiert wird [ng]
c = Konzentration der Lésung [ng pL™]
Vv = Einspritzvolumen [pL]
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4.10 Isolierung von a-Hydroxyketonen aus Lebensmitteln

Die Durchfihrung und Optimierung der Arbeitsschritte erfolgte zum Teil im Rahmen einer
am Institut betreuten Diplomarbeit.

Probenmaterial:

Sherry: 2 verschiedene handelsubliche Marken (Sherry 1 = Fino Dry, Sherry 2 =
Amontillado Medium Dry)

Sojasauce: 3 verschiedene Marken aus einem Asia-Markt (Soja 1 = japanischer, Soja 2
= chinesischer, Soja 3 = koreanischer Herkunft)

Die Proben wurden 1:1 mit Wasser verdiinnt und mit 10 g L' KCI versetzt. Die Fliissig-
Flussig-Extraktion erfolgte in  einer kontinuierlich  arbeitenden Anlage  mit
Pentan / Dichlormethan (2:1) als L&ésungsmittel (Dauer ca. 20 h, 40 °C Wasserbad-
Temperatur der Lésungsmittelvorlage, Kihlung mit Methanol bei -20 °C). Die organische
Phase wurde anschlieBend tber Na,SO4 getrocknet, bei 40 °C Wasserbad-Temperatur an
einer Vigreux-Kolonne eingeengt und der Extrakt fir die GC-MS eingesetzt.

Die Proben wurden dariber hinaus nach Verdinnung mit Pentan durch Festphasen-
extraktion (SPE) fraktioniert. Eingesetzt wurden Chromabond®-Saulen (2 g, Macherey-
Nagel) mit verschiedenen Adsorbentien (Florisil®, Kieselgel, Diol-modifiziertes Kieselgel).
Die Elution erfolgte mit Pentan / Diethylether (100:0 — 0:100) und Methanol (100 %). Die
einzelnen Fraktionen wurden nach Einengen an einer Vigreux-Kolonne (40 °C) mittels
GC-MS untersucht.

4.11 Synthesen

4.11.1 (R,S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon

Nach Gill [165] werden unsymmetrische Acyloine in hohen Ausbeuten durch Umsetzung
von Cyanohydrin-O-Trimethylsilylethern mit Grignardreagenzien erhalten.
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MgCl
CN CN
\( TMSCI \( @ HCVH,0
. e —
OH OSi(CHy)s NMgCl o)
Abb 4-1 Synthese von (R,S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon nach Gill [165]

Zu einer Mischung aus 12,1 g (0,1 mol) Milchsaurenitril (98 %, Aldrich) und 7,9 g (0,1 mol)
Pyridin in 50 ml trockenem Diethylether wurden langsam 10,8 g Trimethylsilylchlorid
(TMSCI, 99 %, Aldrich) getropft und Uber Nacht gerthrt. Danach wurde abgesaugt und
der Ruickstand mit 30 mL Ether gewaschen. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsver-
dampfer abgezogen. Das Reaktionsprodukt wurde in 20 mL Ether aufgenommen, geman
einer Grignard Umsetzung zu einem Ansatz aus 2,45 g (0,1 mol) Magnesiumspanen
(98 %, Aldrich), 12,7 g (0,1 mol) Benzoylchlorid (99 %, Merck) sowie 75 ml Ether gegeben
und 2 h unter Ruckflu zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden vorsichtig 200 mL
Eiswasser zugegossen und mit soviel 6 N HCI versetzt, bis sich der entstandene Nieder-
schlag gerade aufléste. Die waBrige Phase wurde mit NaCl geséttigt und mit 3 x 70 mL
Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaHCOg;-
Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und der Ether in vacuo abgetrennt. Das
Rohprodukt wurde mittels semipraparativer HPLC (siehe 4.2.3.1) gereinigt.

4.11.2 (S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon

(S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon und weitere optisch aktive Acyloine wurden aus chira-
len a-Hydroxycarbonsaureestern durch Amidierung und anschlieBende Grignard Umset-
zung hergestellt [49, 50]. Die Reaktion verlduft unter Konfigurationserhalt am chiralen

Zentrum.

OH OH

OH OH
MgBr
O NHg o @ HCI/H;0
HoN OMgBr
OC.Hs NH, 0

Abb 4-2 Synthese von (S)-3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon
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11,8 g (0,1 mol) (S)-Milchsaureethylester (99 %, Fluka) wurden unter Rihren wahrend
24stindigem Durchleiten von trockenem Ammoniakgas amidiert und anschlieBend das
entstandene Ethanol in vacuo abgezogen. 4,46 g (0,05 mol) des erhaltenen Amids wur-
den in 20 mL Tetrahydofuran gelést und zu 120 mL einer etherischen Grignard-Lésung
aus 6,08 g (0,25 mol) Magnesium und 42,8 g (0,25 mol) Benzylbromid (> 98 %, Fluka)
getropft. Der Ansatz wurde 6 h unter RickfluB erhitzt und anschlieBend wie unter 4.11.1
beschrieben aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde mittels semipraparativer HPLC (siehe
4.2.3.1) gereinigt.

4.11.3 (R)-3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon

5 g (0,08 mol) (R)-Phenylmilchsaure (> 97 %, Fluka) wurden zur Methylierung in 40 mL
Methanol gelést, vorsichtig mit 3 mL Acetylchlorid (> 99 %, Fluka) versetzt und 4 h unter
RuckfluB zum Sieden erhitzt. Nach Entfernen des Uberschissigen Alkohols lag der bei
Raumtemperatur feste Phenylmilchsauremethylester vor. Zur Amidierung wurde der pul-
verisierte Ester in einem Glasgefal3 auf — 60 °C thermostatisiert, wobei er sich in dem bei
dieser Temperatur kondensierendem durchgeleiteten Ammoniak |6ste. Nach Beendigung
der Reaktion (10 h) wurden NH; und entstandenes MeOH abgedampft. 3,3 g (0,02 mol)
Phenylmilchsaureamid wurden mit einem Grignard-Reagenz aus 2,43 g (0,1 mol) Magne-
sium und 14,2 g (0,1 mol) Methyliodid (> 99 %, Fluka) wie unter 4.11.2 beschrieben um-
gesetzt. Das entstandene Rohprodukt wurde mittels semipraparativer HPLC (siehe
4.2.3.1) gereinigt.

4.11.4 (S)-3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon

5 g (0,03 mol) (S)-Phenylmilchséaure (> 99 %, Bachem) wurden analog der Vorschrift in
4.11.3 umgesetzt. Das entstandene Rohprodukt wurde mittels semipréparativer HPLC
(siehe 4.2.3.1) gereinigt.

4.11.5 (S)-2-Hydroxy-4-methyl-3-pentanon

11,8 g (0,1 mol) (S)-Milchsaureethylester wurden wie unter 4.11.2 beschrieben amidiert
und 4,46 g (0,05 mol) des erhaltenen Amids mit 120 mL einer etherischen Grignard-
Lésung aus 6,08 g (0,25 mol) Magnesium und 30,8 g (0,25 mol) Isopropylamid (> 99 %,
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Fluka) umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch (siehe
4.2.1.1) gereinigt.

4.11.6 (R,S)-3-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon

5,159 (0,04 mol) (R,S)-a-Hydroxyisovaleriansdure (> 99 %, Fluka) wurden wie unter
4.11.3 beschrieben methyliert. 3,96 g (0,03 mol) des Methylesters wurden amidiert und
2,93 g (0,025 mol) des erhaltenen Amids wie unter 4.11.2 beschrieben mit 60 mL einer
etherischen Grignard-Lésung aus 3,04 g (0,125 mol) Magnesium und 17,7 g (0,125 mol)
Methyliodid umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch
(siehe 4.2.1.1) gereinigt.

4.11.7 (S)-2-Hydroxy-4-methyl-3-hexanon

11,8 g (0,1 mol) (S)-Milchs&ureethylester wurden wie unter 4.11.2 beschrieben amidiert
und 4,46 g (0,05 mol) des erhaltenen Amids mit 120 mL einer etherischen Grignard-
Lésung aus 6,08 g (0,25 mol) Magnesium und 34,3 g (0,25 mol) 2-Brombutan (> 98 %,
Fluka) umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch (siehe
4.2.1.1) gereinigt.

4.11.8 (3R,S, 4R,S)-3-Hydroxy-4-methyl-2-hexanon

7,30 g (0,05 mol) (R,S)-3-Methyl-2-oxo-valeriansaure-Natriumsalz (> 99 %, Fluka) wurden
in 50 mL Methanol geldst, portionsweise mit 2,0 g (0,05 mol) Natriumborhydrid (99 %,
Aldrich) versetzt und 12 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Abziehen des Lésungsmit-
tels wurden zur Entfernung des Uberschissigen Reduktionsmittels Wasser/ verd. HCL
zugegeben und der Ansatz mit 4 x 40 mL Diethylether extrahiert. Nach Trocknen Uber
Na,SO, wurde der Ether in vacuo entfernt. 5,29 g (0,04 mol) der synthetisierten Hydroxy-
saure wurden wie unter 4.11.3 beschrieben methyliert und 4,38 g (0,03 mol) des Methyl-
esters amidiert. 3,28 g (0,025 mol) des erhaltenen Amids wurden anschlieBend wie unter
4.11.2 beschrieben mit 60 mL einer etherischen Grignard-Lésung aus 3,04 g (0,125 mol)
Magnesium und 17,7 g (0,125 mol) Methyliodid umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde adsorptionschromatographisch (siehe 4.2.1.1) gereinigt.
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4.11.9 (S)-2-Hydroxy-5-methyl-3-hexanon

11,8 g (0,1 mol) (S)-Milchsaureethylester wurden wie unter 4.11.2 beschrieben amidiert
und 4,46 g (0,05 mol) des erhaltenen Amids mit 120 mL einer etherischen Grignard-
Lésung aus 6,08 g (0,25 mol) Magnesium und 34,3 g (0,25 mol) Isobutylbromid (> 97 %,
Fluka) umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch (siehe
4.2.1.1) gereinigt.

4.11.10 (S)-3-Hydroxy-5-methyl-2-hexanon

5,29 g (0,04 mol) (S)-a-Hydroxyisocapronsaure (Bachem) wurden wie unter 4.11.3 be-
schrieben methyliert. 4,38 g (0,03 mol) des Methylesters wurden amidiert und 3,28 g
(0,025 mol) des erhaltenen Amids wie unter 4.11.2 beschrieben mit 60 mL einer etheri-
schen Grignard-Lésung aus 3,04 g (0,125 mol) Magnesium und 17,7 g (0,125 mol)
Methyliodid umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch
(siehe 4.2.1.1) gereinigt.

4.11.11 (R,S)-1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon

Enantiomerenreines (R)-1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon wurde freundlicherweise von der
Firma Knoll (Minden) zur Verfigung gestellt. Die Racemisierung erfolgte bei 90 °C in
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,7 (40 min). Unter diesen Bedingungen war nur eine
geringe Tautomerisierung, aber vollstandige Racemisierung zu beobachten.

4.11.12 (R,S)-3-Hydroxy-2-octanon

Die Bromierung von 2-Octanon mit tert.-Butylbromid in Dimethylsulfoxid (DMSO) ergibt
selektiv 3-Brom-2-octanon, das durch Hydrolyse in alkalischer Lésung zu 3-Hydroxy-2-
octanon umgesetzt wird [166, 167].

O O O

\/\/\)}\ (CHg)sCBr NaHCO;,
—_— T
DMSO H,0

Br OH

Abb 4-3 Synthese von 3-Hydroxy-2-octanon
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5,2 g (0,04 mol) 2-Octanon (> 95 %, Fluka) wurden in 6,2 g (0,08 mol) DMSO gelést, mit
22,6 g (0,16 mol) t-Butylbromid (> 97 %, Fluka) versetzt und 12 h bei 65 °C unter Rick-
fluB gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser versetzt, mit 3 x 30 mL Diethyl-
ether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen nach dem Trocknen Uber
Na,SO, am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 mL geséttigter
NaHCO;-Lésung aufgenommen und 8 h bei 90 °C gerlhrt. AnschlieBend wurde mit Ether
extrahiert, Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel in vacuo abgezogen. Das er-
haltene Rohprodukt wurde adsorptionschromatographisch (siehe 4.2.1.1) gereinigt.

4.11.13 Isomerisierung von a-Hydroxyketonen

Bei der enzymatischen Synthese von a-Hydroxyketonen wurde zumeist eines der beiden
Tautomere im Uberschuf3 gebildet. Das jeweils isomere Acyloin konnte durch Behandlung
mit Glycin/HCI-Puffer (30 min bei pH 8,5) erhalten werden; es entstand ein 1:1 Gemisch
der beiden Verbindungen.

4.12 Derivatisierungen

4.12.1 Derivatisierung mit (S)-MTPA-CI

Zur Uberfiihrung chiraler a-Hydroxyketone in diastereomere Ester wurde das Derivatisie-
rungsreagenz (S)-o-Methoxy-a-trifluoromethyl-phenylessigsaurechlorid (Abb 4-4) ver-
wendet [49].

Abb 4-4 (S)-a-Methoxy-a-trifluoromethyl-phenylessigséaurechlorid

10-100 pg Substanz in 50 pL trockenem Diethylether wurden mit 4 pL Pyridin und 2 pL
(S)-MTPA-CI (> 99 %, Fluka) versetzt und 16 h bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach Verdinnen mit Ether wurde der Ansatz direkt fur die GC eingesetzt.
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4.12.2 Stereochemische Analysen

Die MTPA-Derivate der a-Hydroxyketone wurden unter isothermen Bedingungen an einer
unpolaren GC-Saule getrennt (4.2.2.4, GC 2).

3-Hydroxy-1-phenyl-2-butanon: 165 °C
3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon: 180 °C
1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon: 180 °C
3-Hydroxy-2-octanon: 130 °C

Berechnung des Enantiomerentberschusses (ee):

Area, — Area,

ee(%)=100-
Area, + Area,

mit:  Areay Peakflache des Uberwiegend vorliegenden Enantiomers

Area, Peakflache des geringer vorliegenden Enantiomers

4.13 Entsorgungshinweise

4.13.1 Biologisches Material

Samtliche Kulturen und Kulturreste wurden vor der Entsorgung durch Autoklavieren
(121 °C, 20 min) sterilisiert. Nach Filtration wurde das Medium in das Laborabwasser ge-
geben und feste Bestandteile in den Laborabfall.

4.13.2 Loésungsmittel und Chemikalien

Der Verbrauch organischer Lésungsmittel wurde durch die verwendeten Aufarbeitungs-
verfahren (Mikroextraktion) sowie durch weitgehende Wiederverwendung destillativ gerei-
nigter Lésungsmittel auf ein Minimum reduziert. Auf die Verwendung halogenierter
Lésungsmittel wurde nach MGoglichkeit verzichtet. Nicht wiederverwendbare Lésungsmit-
telreste wurden getrennt nach folgenden Gruppen gesammelt:
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¢ nichthalogenierte wassermischbare Losungsmittel
¢ nichthalogenierte nicht wassermischbare Lésungsmittel
¢ halogenierte wassermischbare Lésungsmittel

¢ halogenierte nicht wassermischbare Lésungsmittel

Ebenso wie andere Sonderabfélle wurden diese Lésungsmittel der zentralen Entsorgung

der Universitédt Hannover zugefihrt.
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