Biokonversion von Fettsauren heimischer
Olpflanzen zu bioaktiven Naturstoffen fur
Lebensmittel-, Kosmetik- und Pharmaindustrie

15088 N

Kurzkettige Alkohole und Aldehyde, die nach frisch geschnittenem Gras, Gurken, Laub oder Apfeln duften,
werden als Grinnoten bezeichnet. FlUr die Produktion dieser natirlichen Aromastoffe wird bisher
Pflanzenmaterial eingesetzt, das die notwendigen Enzyme enthalt, zum Beispiel Sojamehl und plrierte
Guaven. Weil die pflanzlichen Enzyme auch zahlreiche Nebenaktivitaten besitzen, entstehen jedoch bei diesen
Verfahren unerwiinschte Begleitaromen. Dies erschwert die Produktaufarbeitung. Ein Mikroorganismus, der die
beiden notwendigen Enzyme sehr spezifisch produziert ist daher der Schlissel zu einer effizienten und
wirtschaftlichen Produktion von Griinnoten.

In diesem Forschungsvorhaben wurden deshalo mehrere c¢DNAs von Lipoxygenasen (LOX) und
Hydroperoxidlyasen (HPL) aus verschiedenen Pflanzen isoliert und kloniert. Sie wurden anschlieBend sowohl in
Tabakpflanzen als auch in der Backerhefe (berexprimiert. Fast alle Expressionskonstrukte fihrten zu mit
Enzymtests messbaren, teilweise sehr hohen LOX- bzw. HPL-Aktivitdten. Wurden die Biokatalysatoren aus
den Tabakblattern bzw. Hefezellen isoliert, so konnten die entsprechenden Grinnoten im Gasraum Uber dem
Reaktionsansatz nachgewiesen werden. Auch ganze Hefezellen wurden so auf ihre Fahigkeit zur Umsetzung
der Fettsauren getestet. In diesem Fall war eine deutliche Biokonversion nur mit nichtwachsenden, ruhenden
Zellen in einem Puffer zu beobachten.

Beim Versuch, die Produktmengen in der Flissigphase zu ermitteln, konnten mit Tabakblatter-Extrakten keine
signifikanten C6-Aldehyd- oder -Alkohol-Konzentrationen gemessen werden. Das zweite erwartete
Fettsdurespaltungsprodukt, die w-oxo-Carbonséure, konnte weder in den Tabakblatter- noch in den
Hefeansatzen nachgewiesen werden.

Bei ruhenden Zellen eines Hefestamms, der LOX und HPL in einem optimalen Verhaltnis exprimierte, wurden
die Fettsduren sehr schnell in die Produkte Uberfihrt. Mit diesem Organismus steht somit erstmals ein
Biokatalysator bereit, der beide notwendigen Enzymaktivitaten beinhaltet und der einfach und in groBen Mengen
hergestellt werden kann. Damit kénnen vor allem die hohen Abfallmengen vermieden werden, die bei den
gangigen pflanzenbasierten Verfahren anfallen und die Produktaufarbeitung vereinfacht sich.

Mit der Entdeckung von ruhenden Hefezellen als Biokatalysator steht nun ein innovatives Konzept fir die
Synthese von Grinnoten zur Verfligung. Damit haben erstmals auch KMU die Mdglichkeit sich ohne groBe
Investitionen in diesen Markt zu positionieren.

Zur Gewinnung der Aldehyde wurden verschiedene Verfahren untersucht. Das Ausstrippen der fliichtigen
Aldhyde und die Adsorption an hydrophobe Harze mit anschlieBender ethanolischer Extraktion erwies sich als
die erfolgreichste Technik zur Abtrennung von 2(E)-Hexenal. Dieser Aromastoff konnte vollstédndig aus dem
Reaktionsansatz isoliert werden.

Bearbeitet wurde das Forschungsthema von 02/07 bis 06/10 bei der DECHEMA e.V., Karl-Winnacker-Institut
(Theodor-Heuss-Allee 25, 60486 Frankfurt, Tel.: 069/7564-361) unter der Leitung von Dr. J. Schrader (Leiter der
Forschungsstelle Dr. K. Wagemann) und an der Technischen Universitat Miinchen, Forschungsdepartment
Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften, Fachgebiet Biotechnologie der Naturstoffe (Liesel-
Beckmann-StraBe 1, 85354 Freising-Weihenstephan, Tel.: 08161/71-2912) unter der Leitung von Prof. Dr. W.
Schwab (gleichzeitig Leiter der Forschungsstelle).
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