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Abklrzungen

ABA Triglycerid mit Fettsauren A und B, wobei A # B

Abb. Abbildung

Ala Alanin
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ay Wasseraktivitat
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CRL Lipase aus Candida rugosa
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h Stunde

His Histidin

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungs-Flissigkeits-
Chromatographie)

kDa kilo-Dalton

LB Luria-Bertani
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Lipozyme IM Lipase von Rhizomucor miehei immobilisiert auf Anionenaustauscher
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MLM Triglycerid mit M = mittelkettige Fettsdure; L = langkettige Fettsaure
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1-MP 1-Monopalmitin

2-MP 2-Monopalmitin

MSHFBA N-Methyl-N-Trimethylsilylheptafluorbutyramid
MTBE Methyl-tert.-butylether

NMR Kernresonanzspektroskopie

0S Olsaure

OPO 1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerin

PA Palmitinséaure

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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POP 1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerin

POSt 1-Palmitoyl-3-stearoyl-2-oleoylglycerin
PPL Schweinepankreaslipase

PPP Tripalmitin

RDL Lipase aus Rhizopus delemar

RML Lipase aus Rhizomucor miehei

Ser Serin

slipl synthetsiches Lipasegen 1 aus Candida rugosa
ST strukturierte(s) Triglycerid(e)

StOSt 1,3-Distearoyl-2-palmitoylglycerin
Tab. Tabelle

TG Triglycerid

TO Triolein

Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Lipasen

Lipasen sind wie Esterasen und Phospholipasen Triacylglycerid-Hydrolasen (EC 3.1.1.3.),
die in Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen als zellulare und extrazellulare Proteine
vorkommen. Lipasen heben sich von den Esterasen durch Unterschiede im
Substratspektrum ab. Lipasen bevorzugen wasserunldsliche Substrate, sind aber durchaus
in der Lage, Triglyceride aus kurzkettigen Fettsduren umzusetzen. Im Gegensatz dazu
hydrolysieren Esterasen nur kurzkettige, wasserldsliche Substrate (Brockerhoff and Jensen,
1974). Ein weiteres Unterscheidungskriterium begriindet sich auf den Raumstrukturen.
Lipasen haben einen Deckel (engl.: lid) Uber dem aktiven Zentrum, der bei Esterasen fehlt.
Als geeignet erweist sich die Klassifizierung der Lipasen nach Proteinsequenzen, die in
Ubereinstimmung mit 3-D-Strukturen stehen (Tab. 1).

Tabelle 1 Klassifizierung kommerziell erhaltlicher Lipasen nach Ahnlichkeiten in der
Proteinsequenz (Bornscheuer und Kazlauskas, 1999; Cygler et al., 1993;
Svendsen, 1994)

Klassifizierung Grole Beispiele

Lipasen aus Saugetieren 50 kDa PPL
(Pankreaslipasen)

Lipasen aus Pilzen

Candida rugosa Familie 60-65 kDa CRL, GCL, CE
Rhizomucor Familie 30-35 kDa CAL-B, RML, ROL, HLL
Unklassifiziert ANL, CAL-A, CLL
Lipasen aus Bakterien

Pseudomonas Familie 30-35 kDa PCL, PFL, CVL
Staphylococcus Familie 40-45 kDa BTL2

Sowohl Lipasen als auch Esterasen sind a/f3-Hydrolasen, d.h. sie weisen eine a/B-Faltung
auf. Die Faltung besteht aus acht parallelen (3-Faltblattern, die auf beiden Seiten von a-
Helices umgeben sind (Abb. 1)(Ollis et al., 1992).
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U

Abbildung 1 a/B-Hydrolasefaltung von Lipasen. (3-Faltblatter sind als Pfeile, a-Helices als
Rechtecke dargestellt. Die Bereiche der Bindungsstellen fur den Acylrest
(Saure), das Nukleophil (Nu), die Oxyaniontasche (Oxyanion) und das Histidin
der katalytischen Triade sind ebenfalls eingezeichnet (Ollis et al., 1992).

Lipasen sind Serinesterasen, die in ihrem aktiven Zentrum eine katalytische Triade aus den
Aminoséauren Serin, Histidin und Aspartat (Glutamat bei Lipasen aus Geotrichum candidium
und Candida rugosa) besitzen. Der Reaktionsmechanismus lauft dabei nach Schema 1 ab.
Zunéchst erfolgt ein nukleophiler Angriff des Serins aus dem aktiven Zentrum an das
Substrat, z.B. ein Triglycerid, unter Bildung eines tetraedrischen Intermediates. Durch
Abspaltung eines Alkohols entsteht im zweiten Schritt ein Acyl-Enzym-Komplex. Dabei
Ubernimmt der Imidazolring des Histidins das freiwerdende Proton des Serins. Das negativ
geladene Intermediat wird durch mehrere Aminoséurereste in der Oxyaniontasche
stabilisiert. AnschlieBend erfolgt erneut ein nukleophiler Angriff an den Acyl-Enzym-Komplex,
z.B. durch Wasser unter Bildung eines zweiten Intermediates, das dann in Produkt und
Enzym zerfallt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei die Freisetzung des
Produktes, da die Bildung des Acyl-Enzym-Komplexes sehr schnell verlauft. (Cambillau und
van Tilbeurgh, 1993; Derewenda et al., 1992; Derewenda et al., 1994; Dodson et al., 1992).
Man nahm zunéachst an, dass im Anschluss daran das Aspartat protoniert wird, und verstand
diese Triade daher als System zur Ladungsibertragung. Neutronenbeugungsanalysen
zeigten jedoch, dass das Proton am Histidin bleibt und das Aspartat seine negative Ladung
behalt. Die Funktion der -COO™-Gruppe von Aspartat besteht vielmehr darin, die positiv
geladene Form des Histidins im Ubergangszustand zu stabilisieren (Stryer, 1991).
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Schemal Mechanismus der Lipase-Katalysierten Hydrolyse von Esterbindungen

Lipasen sind essentielle Bestandteile des Fettstoffwechsels und hydrolysieren die
Esterbindungen von Glycerinestern an einer Ol/Wasser-Grenzflache (Abb. 2). Bevorzugt
hydrolysieren sie dabei wasserunlosliche Substrate wie z.B. Olivenél. Dabei kommt es zu
einer Grenzflachenaktivierung (engl.: interfacial activation). Die Kiristallstrukturen von
Enzymen zeigen gewohnlich die geschlossene Konformation, bei der ein Deckel Gber dem
aktiven Zentrum der Lipase liegt. Im Gegensatz dazu zeigen Kristallstrukturen, die
gebundene Ubergangszustandsanaloga oder Triglyceride enthalten, die offene
Konformation, bei welcher der Deckel getffnet ist und einen Zugang zum aktivem Zentrum
erlaubt. Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die Grenzflachenaktivierung durch
Lipid-induzierte Veranderung der Deckelkonformation erméglicht wird (Brady et al., 1990;
Grochulski et al., 1993; Winkler et al.,, 1990). Gegen wasserlosliche Substrate zeigen
Lipasen eine schlechte Aktivitdt, da der Deckel Uber dem aktiven Zentrum der Lipase
geschlossen bleibt. Bei Bindung an eine hydrophobe Oberflache wie z.B. an einen Oltropfen
offnet sich der Deckel und die katalytische Aktivitat der Lipase erhéht sich.



Einleitung 4

Grenzflache

Ol ‘ Wasser

hydrophober

Substrat / Kopf
\/W\ C aktives _
O//l Zentrum hydrophiler
'®) Schwanz
/
R

Abbildung 2 Modell fiir die Grenzflachenaktivierung von Substraten durch Lipasen

Diese Grenzflachenaktivierung stellt zudem einen wichtigen Unterschied zu den Esterasen

dar, bei denen ein derartiger Effekt nicht beobachtet werden konnte.

Lipasen zeigen verschiedene Spezifititen gegeniiber Fetten und Olen. Diese lassen sich in

funf verschiedene Gruppen einteilen (Villeneuve und Foglia, 1997):

a) Substratspezifitat

Acylglyceride sind die normalen Substrate fiir Lipasen. Das bedeutet, dass Lipasen nicht nur
Triglyceride sondern auch Diglyceride, Monoglyceride und Phospholipide spalten kénnen.
Bestimmte Lipasen zeigen eine Praferenz fur bestimmte Acylglyceride. So weist z.B. eine
Lipase aus Penicillium camembertii eine deutlich hydrolytische Aktivitdt gegen
Monoglyceride und Diglyceride auf, nicht aber gegen Triglyceride (Yamagushi und Mase,
1991).

b) Positionsspezifische oder regioselektive Lipasen

Regioselektivitat ist definiert als die Fahigkeit von Lipasen, zwischen den zwei
aullenstandigen Positionen (snl bzw. sn3-Position) und der innenstandigen Position (sn2-
Position) zu unterscheiden. So hydrolysieren snl,3-regiospezifische Lipasen bevorzugt die
snl bzw. sn3-Position. Bedeutende Vertreter von snl,3-regiospezifischen Lipasen sind

Lipasen aus Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei und Aspergillus niger. Als sn2-
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regiospezifische Lipase ist nur eine Lipase aus Candida antarctica A bekannt (Rogalska et
al., 1993).

¢) Unspezifische Lipasen

Einige Lipasen weisen keine speziellen regiospezifischen Eigenschaften auf und
hydrolysieren alle Esterbindungen mehr oder weniger gleich. Unspezifische Lipasen konnten
vorwiegend aus den Organismen Candida rugosa und Pseudomonas cepacia isoliert

werden.

d) Fettsaurespezifische oder acylselektive Lipasen

Manche Lipasen konnen fir ganz bestimmte Fettsauren spezifisch sein, wie z.B. eine Lipase
aus Geotrichum candidum (Jensen et al.,, 1983), die hochspezifisch gegenuber A9-
ungesattigten Fettsauren (z.B. Olsaure) ist. Andere Lipasen wiederum zeigen eine erhohte
Aktivitat gegenuber kurzkettigen Fettsduren wie Lipasen aus Penicillium roquefortii (Mase et
al., 1995).

e) Stereospezifische Lipasen

Diese Lipasen kdnnen z.B. zwischen der snl-Position und der sn3-Position im Triglycerid
unterscheiden. Die menschliche Zungenlipase ist eine snl-spezifische Lipase, die in der
Fettverdauung eine bedeutende Rolle spielt (Jensen et al.,, 1982). Eine groRe Anzahl
weiterer Lipasen aus Humicola lanuginosa, Pseudomonas fluorescens etc. weisen

Stereospezifitat auf (Rogalska et al., 1993).

1.1.1 Einfluss des Lésungsmittels

Das Ubliche Reaktionsmedium fir Enzyme ist Wasser. Das Arbeiten in nichtwassrigem
Medium erlaubt jedoch Enzymen, Reaktionen zu katalysieren, die Kkinetisch oder
thermodynamisch in wassrigem Medium unmoglich sind, z.B. die Acylierung von Substraten
mit Hilfe von Enzymen. Organische Ldsungsmittel kdnnen die Leistung von Enzymen
bezlglich Stabilitét, Spezifitdt und Enantioselektivitdt beeinflussen (van Tol et al., 1992).
Wichtig ist deshalb die Wahl des richtigen Losungsmittels. Ein geeignetes Auswahlkriterium
stellt das logP-Konzept dar. Der logP-Wert entspricht dem Logarithmus des
Verteilungskoeffizienten eines Ldsungsmittels in einem Oktanol-Wasser-Gemisch. Die
enzymatische Aktivitat ist bei logP-Werten kleiner zwei gering, dagegen bei logP-Werten
grolRer vier relativ hoch. In einem logP-Bereich zwischen zwei und vier Iasst sich die Aktivitat
von Lipasen nur schwer vorhersagen (Laane et al., 1987).
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Tabelle 2 Ubersicht tber einige Losungsmittel und deren logP-Werte (Laane et al.,

1987)
logP-Wert < 2 logP-Wert >2 bis< 4 logP-Wert > 4
Ethanol -0.24 Chloroform 2.0 Heptan 4.0
Aceton -0.23 Toluol 2.5 Oktan 4.5
Ethylacetat 0.68 Oktanol 2.9 Decan 5.6
Diethylether 0.85 Hexan 3.5

1.1.2 Einfluss des Wassergehalts bzw. der Wasseraktivitat

Lipasen bendétigen zur Aufrechterhaltung ihrer Aktivitat eine bestimmte Menge an Wasser,
die bei etwa 1-3 % in polaren und 0.05-1 % in unpolaren Lésungsmitteln liegt (Adlercreutz,
1994; Rupley et al., 1983).

Da Wasser nicht nur frei, sondern auch an Enzymmolekile und Substrate gebunden
vorliegen kann, stellt die thermodynamische Wasseraktivitat (a,) ein besseres Mal3 zur
Optimierung Enzym-Katalytischer Reaktionen dar. Die thermodynamische Wasseraktivitat ist

definiert als:

a,, = P/P, = Wasserdampfdruck in der Salzlésung/Sattigungsdampfdruck des reinen Wassers

Zur Kontrolle der Wasseraktivitat gibt es verschiedene Moéglichkeiten:

a) Aquilibrierung von Enzym und Losungsmittel Gber gesattigten Salzlésungen (Abb. 3)
(Adlercreutz, 1991; Goderis et al., 1986; Valivety et al., 1992a)

b) Aquilibrierung mit Salzhydraten (Halling, 1992; Kvittingen et al., 1992)

C) Messung mit einem a,-Sensor (Khan et al., 1990)

Organisches Losungsmittel Lipase

gesattigte Salzlésung

— T

Abbildung 3 Aquilibrierung von Lésungsmittel und Lipase (iber gesattigte Salzlésungen
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Die Beziehung zwischen Wasseraktivitdit und Kkatalytischer Aktivitat in organischem
Losungsmittel (Valivety et al.,, 1994) bzw. verschiedenen Ldsungsmitteln (Valivety et al.,
1992b) und Substraten (Kvittingen et al., 1992) wurde ausfuihrlich untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die katalytische Aktivitdt von Lipasen stark von der Wasseraktivitat abhangt
(Valivety et al., 1992a). So war eine Lipase aus Rhizomucor miehei bei einer Wasseraktivitat
unter 0.0001 aktiv (Valivety et al., 1992c), wahrend flr andere Lipasen die Wasseraktivitat

zwischen 0.11 und 1.0 variiert (Valivety et al., 1992a)

1.1.3 Einfluss des Tragermaterials

In organischen Lo6sungsmitteln zeigen Lipasen in der Regel geringere Aktivitat als in
wassrigem Medium, da sie suspendiert vorliegen und nicht gel6st sind (Bornscheuer et al.,
1994). Eine einfache Mdglichkeit, die Aktivitat des Enzyms zu erhéhen, stellt die
Immobilisierung auf einem Trager dar. Dabei gibt es mehrere Mdoglichkeiten. In der
vorliegenden Arbeit, wurden ausschlieZlich durch Adsorption gebundene Enzyme verwendet.
Die adsorptive Methode ist die alteste und zugleich einfachste Immobilisierungsmethode und
beruht hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Biokatalysator und
Trager. Als Trager dienen sowohl anorganische Stoffe wie Aktivkohle, silikatische und
mineralische Materialien (Celite), als auch organische Materialien wie natirliche und
synthetische Polymere (Polypropylen), die in der Regel keine besonderen funktionellen
Gruppen tragen. Hauptvorteil der Adsorptionsmethode ist, dass durch die relativ schwachen
Bindungskrafte die biologische Aktivitdt des Enzyms kaum beeintrachtigt wird. Durch die
Schwache der Bindungen kann es allerdings bereits bei geringen Anderungen von z.B.
lonenstéarke, pH-Wert, Temperatur, Substrat- und Produktkonzentration zur Desorption des
Biokatalysators kommen (Malcata et al., 1990; Wisdom et al., 1984).

Alternativ gibt es dazu die kovalente Bindungsmethode, bei der eine Bindung hoherer
Stabilitat zwischen Enzym und Tragermaterial eingegangen wird. Dabei werden die Enzyme
z.B. durch Verwendung von bifunktionellen Reagentien wie Glutaraldehyd quervernetzt. Bei
diesen quervernetzten Enzymkristallen (engl.: cross-linked enzyme crystals, Abk. CLEC)
handelt es sich um reine Enzymkristalle (Margolin, 1996; St. Clair und Navia, 1992). Eine
ebenfalls neuere Immobilisierungsmethode ist der Einschluss von Lipasen in hydrophobe
Sol-Gele. Diese entstehen durch Hydrolyse von  Tetramethoxysilanen und
Alkyltrimethoxysilanen in Gegenwart des Enzyms (Reetz et al., 1995).
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1.2 Enzymkinetik

Das einfachste Modell zur Beschreibung einer Ein-Substrat-Reaktion ist das Michaelis und
Menten-Modell. Die Reaktionsgleichung lautet:

kg Ks
ES

E+S E+P

Kz

Das Enzym E bindet S unter Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes (ES-Komplex) mit
der Geschwindigkeitskonstante k;. Dieser ES-Komplex kann entweder mit der
Geschwindigkeitskonstante k, wieder in Enzym und Substrat zerfallen, oder aber mit einer
Konstanten k3 in das Produkt P und freies Enzym umgewandelt werden.

Im FlieRgleichgewicht lalt sich aus Gleichung (1) unter Einfihrung der Michaelis-Menten
Konstante die Michaelis-Menten-Gleichung (2) ableiten.

i i k2 + k3
1) Michaelis-Menten-Konstante: Ky = ”
1
(2) Michaelis-Menten-Gleichung: V=V, . _BIL
[S]+Kn

Bei sehr kleinen Substratkonzentrationen — wenn [S] viel kleiner als Ky, ist — gilt:
V=[S]*Vma/Ky; das heildt, die Geschwindigkeit ist der Substratkonzentration direkt
proportional. Bei hohen Substratkonzentrationen — wenn [S] viel groRer ist als Ky — wird
V=V, das bedeutet, dass die Geschwindigkeit maximal ist, unabhangig von der
Substratkonzentration. Bei [S]=Ky ist V=Vn/2. Ky entspricht dann  der
Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit die Halfte ihres Maximalwertes
erreicht (Segel, 1975; Stryer, 1991).

Bei der Betrachtung von Zwei-Substrat-Reaktionen, um die es sich in dieser Arbeit
ausschlie3lich handelt, kann das Michaelis-Menten-Modell nur bedingt herangezogen
werden, da in der Ableitung der kinetischen Parameter die Konzentration des zweiten
Substrates unberticksichtigt bleibt. Drei verschiedene Reaktionsmechanismen — zufalliger Bi-
Bi-Mechanismus (engl.: rapid equilibrium random bi bi), geordneter Bi-Bi-Mechanismus
(engl.: ordered bi bi) und Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus — werden als Modellvorstellungen in
der Literatur beschrieben (Segel, 1975).

Beim zufalligen Bi-Bi-Mechanismus addieren sich die beiden Substrate A und B zuféllig an

das Enzym, ebenso verlassen die Produkte P und Q das Enzym zufallig. Beim geordneten
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Bi-Bi-Mechanismus hingegen muf3 zundchst A an das Enzym E gebunden sein. Hierdurch
kommt es zu einer konformativen Anderung des Enzyms, welche erst im zweiten Schritt B
die Bindung an den EA-Komplex erlaubt. Fir die Lipase-Katalysierte Umesterung wird der
Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus angenommen (Lortie et al., 1993).

Im ersten Schritt bindet Ester A an die Lipase, gefolgt von der Abspaltung des Alkohols P.
Erst jetzt bindet Alkohol B an das Acyl-Enzym F. Im letzten Schritt wird der Ester Q
abgespalten und das Enzym liegt wieder in freier Form vor. Die Lipase oszilliert folglich

zwischen zwei stabilen Zustanden E und F.

1.3 Eigenschaften von Fetten und Olen

Seit der Zeit vor dem 2. Weltkrieg hat sich die Fetterzeugung weltweit verdoppelt.
Zugenommen hat insbesondere die Produktion von Sojadl und Palmfetten und auch von
Sonnenblumendl, wahrend die Ertrage an Seetierdlen relativ gesunken sind. In Deutschland
werden bevorzugt Sojadl, Butter und Schlachtfett verbraucht.

Wichtige tierische Rohstoffe fur die Fetterzeugung sind die Depot- und Organfette von
Rindern und Schweinen, sowie Milchfett. Die Abtrennung tierischer Fette aus dem Gewebe
ist im Gegensatz zur Gewinnung von Fetten aus Pflanzen nicht durch starre Zellwande oder
durch Stutzgewebe behindert. Es geniigt eine Erwarmung des Fettgewebes (Trocken- oder
Nassschmelze mit heiBem Wasser oder Dampf). Das Fett dehnt sich aus, sprengt die
Zellmembranen und fliel3t heraus.

Die Pflanzenfette lassen sich in Fruchtfleisch- und Samenfette einteilen. Wahrend nur zwei
Fruchtfleischfette (Olivendl, Palmél) von Bedeutung sind, ist die Zahl der Samenfette
wesentlich groRer. Alle Speisedle mit Ausnahme des Schmalzéls sind pflanzlicher Herkunft.
Vermarktet werden entweder Ole, die nur aus einer Pflanzenart stammen, z.B. Oliven-,
Sonnenblumen- und Maisél, oder Mischungen, die dann ganz allgemein als Speise-, Tafel-,
oder Backdl bezeichnet werden.

Die Triglyceride werden in den Fettzellen der Saugetiere ebenso wie in héheren Pflanzen
aus L-Glycerin-3-phosphat und Fettsdureestern des Coenzyms A synthetisiert. Zur
Bereitstellung von L-Glycerin-3-phosphat wird aus der Glykolyse stammendes
Dihydroxyacetonphosphat von einer NAD-abhéngigen Glycerinphosphat-Dehydrogenase
reduziert. Die synthetisierten Triglyceride werden als Oltropfchen (Spharosomen), die von
einer Membran umgeben sind, in den Geweben abgelagert. Die Fettsdaurezusammensetzung
der in einer bestimmten Pflanzenart synthetisierten Triglyceride hangt vom Klima,
insbesondere von der Temperatur, ab. Allgemein gilt die Regel, dass Pflanzen in einem
kéalteren Klima einen hoheren Anteil an ungesattigten Fettsduren produzieren. Offensichtlich
soll dadurch die Mobilitat der Triglyceride erhalten bleiben.



Einleitung 10

Das Schmelzverhalten der Triglyceride héangt sowohl von der Fettsaurezusammensetzung
als auch von den Positionen, die von den Fettsduren im Glycerinmolekil eingenommen
werden, ab. Mono-, Di- und Triglyceride sind polymorph, d.h. sie kristallisieren in
verschiedenen Modifikationen, die mit a, ' und B bezeichnet werden. Sie unterscheiden sich
im Schmelzpunkt und in den spektroskopischen Eigenschaften. Beim Abkihlen des
geschmolzenen Acylglycerides, beeinflusst u.a. von der Temperaturfihrung, wird eine der
drei polymorphen Formen erhalten. Beim Erwdrmen geht sie zunéchst in die #'- und dann in
die B-Modifikation Uber, die am stabilsten ist, den héchsten Schmelzpunkt aufweist und die
auch bevorzugt aus einer Losung kristallisiert. Die unterschiedlichen Eigenschaften der drei
Modifikationen beruhen auf der Kiristallisation in verschiedenen System. Bei der a-
Modifikation liegt ein hexagonales System vor. Da Bereiche der Methylenden ungeordnet
sind, ist der Schmelzpunkt relativ niedrig. Die ['-Modifikation beruht auf dem
orthorhombischen System. Dabei stehen die Kohlenstoffketten senkrecht zueinander.
Dagegen liegt bei der B-Modifikation ein triklines System vor, d.h. eine parallele Anordnung
der Kohlenstoffketten.

Ungesattigte Fettsauren storen die regelmaRige Anordnung der Molekile im Kristall, der
Schmelzpunkt sinkt infolgedessen (Belitz and Grosch, 1992).

1.4 Ernahrungsphysiologische Bedeutung von Fetten, Olen und

strukturierten Triglyceriden

Triglyceride sind hochkonzentrierte Speicher fur Stoffwechselenergie, da sie in reduzierter
und wasserfreier Form vorliegen. Bei vollstandiger Oxidation liefern Fettsauren ungefahr 38
kJ/g, gegeniiber circa 17 kJ/g bei Kohlenhydraten und Proteinen. Die Ursache dieses grol3en
Unterschieds in der Energieausbeute liegt darin, dass Fettsauren in einem weit héher
reduzierten Zustand vorliegen. Ferner sind Triglyceride ausgesprochen unpolar und werden
deshalb in nahezu wasserfreier Form gespeichert. Proteine und Kohlenhydrate dagegen sind
weitaus polarer und deshalb starker hydratisiert.

In neuerer Zeit riicken Triglyceride mit mehrfach ungesattigten Fettsduren in den Blickpunkt
des |Interesses. Die mehrfach ungesattigten Fettsdauren mit nicht konjugierten

Doppelbindungen werden in w6-Fettsduren und w3-Fettsauren unterteilt.
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Tabelle 3 Zusammenstellung von einigen wichtigen w-6- und w-3-Fettsauren und deren

Vorkommen
Bezeichnung Kettenlange und Ort der Vorkommen
Doppelbindung
w6-Familie:
Linolsaure 18:2 (9, 12) ca. 76% in Mohnol, Saflorol
ca. 60% in Sonnenblumendl,
Walnussol
ca. 50% in Soja-, Mais-,
Baumwoll-, Kiirbiskernol
ca. 40% in Sesamol, Erdnussol
y-Linolensaure 18:3 (6, 9, 12) Nachtkerzendl, Borretschal,
Schwarze Johannisbeere
Arachidonsaure 20:4 (5, 8, 11, 14) Fleisch, Leber, Eilipide
w3-Familie:
a-Linolensaure 18:3 (9, 12, 15) ca. 58% in Leinol
Eicosapentaensaure (EPA) 20:5 (5, 8, 11, 14, 17) ca.15% in Fischal

Docosahexaensaure (DHA) 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19) ca. 15% in Fischol

Die w3-Fettsauren haben einige positive Gesundheitseffekte bei kardiovaskularen
Erkrankungen, Stdérungen des Immunsystems (Hughes, 1995), Entziindungen,
Nierenerkrankungen, Allergien (Terano et al., 1986; Uauy-Dagach und Valenzuela, 1992)
und Diabetes (Haines et al., 1986). Bezlglich Krebs wird der Einfluss der Fettsduren noch
kontrovers diskutiert. Zum Teil wurden bereits positive Effekte im Tierversuch beobachtet,
diese konnten allerdings bis jetzt nicht eindeutig auf den Menschen Ubertragen werden
(Braden und Carroll, 1986; Wisont, 1999).

Moore und McNeill gelang z.B. die Synthese von Triglyceriden, die in w-3-Fettsauren
angereichert sind (McNeill, 1996; McNeill et al., 1996). Sie synthetisierten Triglyceride
ausgehend von Fischél mit unterschiedlichen Gehalten an EPA und DHA. Einige Studien
beobachteten namlich negative Effekte auf des Wachstum von Kindern bei Verabreichung
von DHA in Kombination mit EPA. Zusatzlich wurde festgestellt, dass vor allem DHA wichtig

fur die Entwicklung von Gehirn und Augen bei Kindern ist (Carlson, 1995).
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1.5 Metabolismus von Fetten und Olen

Fur die effiziente Absorption von Fetten und Olen ist die Triglyceridstruktur, im Speziellen die
Position der Fettsauren, von Bedeutung.

Ein Triglycerid mit Fettsauren unterschiedlicher Kettenlange durchlauft bei der Fettabsorption
folgende Schritte:

Die ersten Verdauungsschritte beginnen bereits im Mund und spéater im Magen durch die
Zungen- bzw. Magenlipase. Die Lipasen hydrolysieren einige der Fettsauren (vor allem
kurzkettige Fettsauren) in sn3-Position des Triglycerides und bilden somit freie Fettsduren
und 1,2-Diglyceride. Eine Mischung aus Triglyceriden, Diglyceriden und Fettsauren gelangt
dann in den Dinndarm, wo zwei weitere Enzyme in Aktion treten. Zuerst hydrolysiert
Pankreaslipase die Fettsaure in sn1-Postion des 1,2-Diglycerides und bildet 2-Monoglyceride
und freie Fettsauren. Pankreaslipase greift aber ebenfalls die Triglyceride an, die von der
Magenlipase unberiicksichtigt gelassen wurden, mit einer leichten Praferenz fir die snl-
Position. Als nachstes wird dann das gebildete 2,3-Diglycerid durch die Carboxylester-
Hydrolase oder Pankreaslipase weiter in freie Fettsdure und 2-Monoglycerid hydrolysiert.
Der Carboxylester-Hydrolase kommt dabei eine besondere Bedeutung zu. Sie kann im
Gegensatz zur Pankreaslipase langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsauren wie EPA, DHA
oder Arachidonsaure hydrolysieren und erlaubt dadurch die Absorption dieser
erndhrungsphysiologisch bedeutenden Fettsauren. Bei Neugeborenen ist eine weitere
Lipase von Bedeutung, die im Dinndarm von mit Muttermilch gefitterten Sauglingen
vorkommende und durch Gallensalze aktivierte Milchlipase. Diese ist wahrscheinlich fur die
Hydrolyse von 2-Monoglyceriden in Glycerin und Fettsaure zustandig.

Nach der Absorption der Fettsduren und 2-Monoglyceride in den Enterocyten, werden die 2-
Monoglyceride durch die Monoacylglycerin-Transferase reacyliert. Die dabei verwendeten
aktivierten Fettsduren stammen entweder aus neu synthetisierten Fettsauren in den Zellen,
oder durch die Fettverdauung absorbierter Fettsauren. AnschlieBend werden die neu
gebildeten Diglyceride durch die Diglyceridacyl-Transferase zu Triglyceriden acyliert. Die
Position der Fettsaure in sn2 bleibt dabei weitgehend erhalten. Die neu synthetisierten
Triglyceride werden im nachsten Schritt in Chylomikronen oder VLDL (very low density
lipoproteins) gepackt und in die Lymphe sekretiert. Beim Ubergang von der Lymphe ins
Plasma nehmen sie HDL (high density lipoproteins) auf. Sie binden an die Oberflache von
Kapillaren, z.B. an die Heparin-Bindungsstelle der Apolipoproteine. Lipoproteinlipase greift
bevorzugt in snl-Position an. Befinden sich EPA oder Arachidonsaure in snl- oder sn3-
Paosition, werden diese durch Lipoproteinlipase sehr schlecht gespalten. In diesem Fall ist
eine weitere Lipase von Bedeutung, die sogenannte Hepaticlipase, die fir die Spaltung der
Diglyceride in Fettsduren und 2- Monoglyceride zustandig ist. Die nun entstehenden
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Hydrolyseprodukte kdnnen verschiedene weitere Stoffwechselwege beschreiten (Small,
1991).

Im Gegensatz dazu steht der Stoffwechselweg mittelkettiger Triglyceride (MCT = medium
chain triglycerides). Fettsauren mit einer Kohlenstoffkette <12 haben einen pKs = 4.5, sind
wasserldslich bei Protonierung und ionisiert. Dagegen sind Fettsauren >12 kaum
wasserldslich und liegen nur bei einem sehr hohen pH-Wert ionisiert vor (Bracco, 1994).
Pankreaslipase hydrolysiert MCTs schneller und vollstandiger als LCTs. In einer Mischung
aus MCTs und LCTs werden die mittelkettigen Triglyceride bevorzugt gespalten (Babayan,
1987; Bach und Babayan, 1982). Bei der Hydrolyse von MCTs entstehen vor allem freie
Fettsduren und nur ein geringer Anteil an 2-Monoglyceriden. Zudem erfolgt die Absorption
der Hydrolyseprodukte der MCTs schneller als bei LCTs, &hnlich der Absorption von
Glucose. Der grof3e Vorteil der MCTs liegt aber vor allem darin, dass diese bei Mangel an
Gallensalzen und Pankreaslipase vollstéandig als Triglyceride absorbiert werden kdnnen, was
mit LCTs nicht moglich ist. Im n&achsten Schritt werden die MCTs in den Enterocyten durch
eine Diunndarmlipase hydrolysiert und ohne Bindung an Chylomikronen folgen sie der
Pfortader direkt in die Leber (Abb. 4).

Bei verschiedenen Fettstoffwechselkrankheiten wie Pankreatitis wurden MCTs mit Erfolg
eingesetzt (Akoh, 1995; Babayan, 1986).
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Abbildung 4 Metabolismus von langkettigen Triglyceriden im Vergleich zu kurzkettigen

Triglyceriden

Eine besondere Bedeutung fir die Fettverdauung kommt der Verteilung der Fettsduren im
Glycerin zu. Ein wichtiges Beispiel dafir ist das Muttermilchfett. 1,3-Oleoyl-2-
palmitoylglycerin (OPQO) ist der Hauptbestandteil des Muttermilchfetts und wird als
Fettkomponente in Muttermilchersatz eingesetzt. Entscheidend ist dabei die Position der
Palmitinsaure, da palmitinsdurehaltige Triacylglyceride nur dann gut resorbiert werden, wenn
diese Fettsdure analog zur Muttermilch in sn2-Position des Glycerins gebunden ist. Befindet
sich hingegen Palmitinsaure in snl1 bzw. sn3-Position, wird diese bei der Lipolyse gespalten
und fuhrt in Gegenwart von Calcium zu schwer Ioslichen Seifen. Als Folgeerscheinung treten
u.a. Verdauungsstorungen und Calciumverlust auf (Lien et al., 1997). Die bessere
Absorption von Muttermilchfett gegendber Kuhmilchfett lasst sich auf derartige
positionsspezifische Unterschiede zurtckfiihren. In der Fettsdurezusammensetzung sind
sich diese beiden Fette relativ &hnlich. Muttermilchfett zeichnet sich allerdings durch einen
héheren Anteil an Palmitinsaure in sn2-Position aus (Bracco, 1994) .
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Tabelle 4 Fettsaurezusammensetzung und Verteilung der wichtigsten Fettsduren in

Muttermilch und Kuhmilch

Muttermilchfett Kuhmilchfett

Fettsauren Zusammensetzung [%] [%] in sn2 Zusammensetzung [%] [%] in sn2

12:0 4.7 36 2.9 51
14:0 7.8 57 12.0 69
16:0 27.3 68 30.7 43
18:0 9.7 5 11.6 11
18:1 34.5 9 26.0 16
18:2 9.5 18 1.8 18
18:3 15 — 0.9 -

1.6 Chemisch-physikalische Methoden zur Fettmodifikation

Die am besten bekannten Methoden zur Fettmodifikation sind Hydrierung, Umesterung und
Fraktionierung. Wahrend Umesterung und Hydrierung auf einer chemischen Veranderung
der Zusammensetzung beruhen, handelt es sich bei der Fraktionierung um eine selektive
Trennung verschiedener Komponenten. Bei allen Verfahren ist zu beachten, dass nicht nur
die Funktionalitit der Fette und Ole, sondern auch ihre ernéhrungsphysiologischen

Eigenschaften verandert werden kénnen.

1.6.1 Umesterung

Unter Umesterung wird die Reaktion eines Fettes mit einer Fettsaure (Acidolyse), mit einem
Alkohol (Alkoholyse) oder mit einem anderen Triglycerid (Transesterifikation) verstanden. Zur
Zeit ist die Umesterung die am wenigsten eingesetzte Technologie zur Fettmodifikation. Sie
wird vorwiegend zur Anderung der physikalischen Eigenschaften eines Fettes eingesetzt,
z.B. wird das Schmelzpunktprofil etwas flacher und die Plastizitdt durch eine verbesserte
Kristallisation verandert.

Die Umesterung, die im Labormalstab kontinuierlich oder halbkontinuierlich durchgefihrt
wird, teilt sich dabei in vier wichtige Schritte: Vorbehandlung des Ols, Zugabe des
Katalysators, Reaktion, Deaktivierung des Katalysators.

Natriummethanolat ist der am haufigsten eingesetzte Katalysator mit dem Vorteil bei
Temperaturen <100 °C zu reagieren. Alternativ werden Zinkchlorid oder Natriumhydroxid als
Katalysatoren eingesetzt, die allerdings den Nachteil haben, dass die Reaktionstemperatur
zwischen 120 — 260 °C liegt. Die Inaktivierung des Katalysators erfolgt entweder durch
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Zugabe von Wasser oder von Saure (Phosphorsaure, Citronensdure), wobei in der
industriellen Anwendung der wasserfreien Inaktivierung den Vorzug gegeben wird.

Mittels Interesterifikation wurden z.B. Produkte wie Zero-trans-Margarine hergestellt, die sich
durch einen hohen Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsdauren und einen
vernachlassigbaren Anteil an trans-Fettsduren auszeichnet. Des Weiteren sind sogenannte
low-calorie Fette von Bedeutung wie z.B. Caprenin von Procter & Gamble (De Greyt et al.,
1989).

1.6.2 Hydrierung

Die Hydrierung ist die zur Zeit immer noch am haufigsten eingesetzte Methode zur
Fettmodifikation. Sie dient zur Fetthartung. Dabei werden durch Wasserstoff und Katalysator
ungeséttigte Doppelbindungen in Fetten und Olen hydriert und neue Fettprodukte mit einem
héheren gesattigten Fettsaureanteil gebildet. Durch Reduzierung des Gehaltes an
ungesattigten Fettsauren wird gleichzeitig die Stabilitat gegenliber Oxidation erhéht und die
Eigenschaften des Produktes derartig verandert, dass es als Backfett, Margarine oder
Uberzugsfett fur Pralinen geeignet ist.

Als Katalysator findet Nickel immobilisiert auf einen Kieselgeltrdger Verwendung. Bei der
Hydrierung kann eine cis/trans-lsomerisierung der Doppelbindung auftreten (De Greyt et al.,
1989). Die Bildung von trans-Fettsauren ist aufgrund maoglicher negativer Auswirkungen auf
die Gesundheit unerwinscht (Willett et al., 1993). Zur Zeit betragt die angenommene
Aufnahmemenge in Deutschland an trans-Fettsauren fur Frauen 1,9 g/d und fur Manner 2,3
g/d (Fritsche und Steinhart, 1997). Interessant dabei ist, dass konjugierte Linolsaure (CLA),
ebenfalls eine trans-Fettsdure, auRergewdhnlich positive physiologische Wirkungen zeigt
(Fritsche und Steinhart, 1998).

1.6.3 Fraktionierung

Unter Fraktionierung versteht man die physikalische Trennung eines
Komponentengemisches in mehrere Fraktionen, die sich in ihren physikalischen und
chemischen Eigenschaften unterscheiden. Die Fraktionierungsprozesse sind hauptséchlich

Kristallisation oder Abtrennung durch Filtration, Zentrifugation oder Dekantieren.
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1.7 Lipase-Katalysierte Fettmodifikationen

Zur Synthese hochselektiver, symmetrisch strukturierter Triglyceride eignet sich besonders
der Einsatz von Lipasen, aufgrund ihrer hohen Regioselektivitdt und Aktivitat unter milden
Reaktionsbedingungen. 1,3-selektive Lipasen hydrolysieren bevorzugt die primare
Alkoholgruppe des Glycerins und eignen sich daher besonders fiir die Synthese von

Triglyceriden des ABA-Typs.

Hydrolyse
I H,O I + Ry—OH
Rl_C_O_RZ Rl_C_OH
Estersynthese (Veresterung)
@]
1l + RZ_OH 1 Hzo
R;—C—OH R—C—0O—R,
Transesterifikation
Acidolyse
O 0] O 0]

1 + 11 11 + 1]
R—C—O—R,  R;—C—OH R—C—O—-R,  R—C—OH

Interesterifikation

1 + I ‘——‘ 1 + I
R—C—0—R, R;—C—0—Ry R—C—0—R4 R;—C—0—R,
Alkoholyse
@) @)
I R;—OH I R,—OH
Rl_C_O_RZ Rl_C_O_R3

Abbildung 5: Lipase-Katalysierte Reaktionen

Die Hydrolyse ist die naturliche Reaktion von Lipasen unter Bildung von freien Fettsauren
und Glycerin. Bei Verwendung einer 1,3-spezifischen Lipase werden Fettsauren und 2-
Monoglyceride gebildet, ebenso 1,2(2,3)-Diglyceride. Bei Verwendung einer unspezifischen
Lipase entstehen freie Fettsauren und Glycerin.
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Die Estersynthese ist die Umkehrung der Hydrolyse und wird durch Lipasen nur katalysiert,
wenn der Wassergehalt im Reaktionsmedium entsprechend niedrig ist. Die Reaktion kann
sowohl in einem I6sungsmittelfreien System als auch unter Verwendung von Lésungsmitteln
durchgefuhrt werden. Ebenso ist eine groRe Variation der Alkoholkomponente mdglich. Um
eine hohe Ausbeute zu erzielen ist bei der Estersynthese die Entfernung des gebildeten
Wassers sehr wichtig.

Bei der Acidolyse reagiert ein Ester mit Fettsaure und die Lipase katalysiert den Transfer der
Alkoholkomponente des Esters auf die neue Fettsaure bis ein Gleichgewicht eingestellt ist.
Die Interesterifikation ist der Acidolyse &hnlich mit dem Unterschied, dass zwei Ester
miteinander reagieren. Bei der Alkoholyse eines Esters wird ein neuer Ester mit einer
anderen Alkoholkomponente gebildet. Je nach Wahl der Lipase entstehen bei der Alkoholyse
von Triglyceriden Fettsdureester oder bei Verwendung einer 1,3-spezifischen Lipase 2-
Monoglyceride und 1,2(2,3)-Diglyceride (Adlercreutz, 1994).

1.7.1 Einschrittsynthese

Ein wichtiges Beispiel fur die enzymatische Darstellung von strukturierten Triglyceriden in
industriellem Mal3stab ist die Synthese von Kakaobutterdquivalenten nach dem
Einschrittverfahren (Bloomer et al., 1990). Eine Mittelfraktion aus Palmol mit Stearinsaure
oder Stearinsdureester reagiert in einer Acidolyse unter Verwendung einer 1,3-spezifischen
Lipase aus Aspergillus niger (Quinlan und Moore, 1993; Weyland, 1992). Als
Reaktionsprodukte entstehen eine Mischung aus POP, POSt und StOSt (P = Palmitinsaure;
O = Olsaure; St = Stearinsaure) in einem Verhaltnis von 19%, zu 32% und 13%. Die
Reaktion wird in einem Rihrkessel-Reaktor in Petrolether als Lésungsmittel bei 40°C und
einer Reaktionszeit von 16 h durchgefihrt.

Die meisten Nebenprodukte wie Diglyceride werden dabei in der ersten Stunde gebildet.
Nach 16 h Reaktionszeit wird das auf Kieselgel immobilisierte Enzym durch Filtration
abgetrennt und die Produkte durch Flissig-flissig-Extraktion und Kristallisation abgetrennt
(Macrae, 1983). Alternativ kann StOSt durch Umesterung von stark o6lsdurehaltigem
Sonnenblumendl mit Stearinsaure in einem l6sungsmittelfreien Satzreaktor dargestellt
werden, wobei immobilisierte Lipase aus Rhizomucor miehei zum Einsatz kommt. In Japan
betreibt Fuji Oil Co. eine Anlage mit einer Produktionskapazitat von einigen 1000 Tonnen pro
Jahr fur einen ahnlichen Prozess, bei dem Lipase aus Rhizopus sp. verwendet wird
(Coleman und Macrae, 1977; Matsuo et al., 1982; Schmid und Verger, 1998). Ein weiteres
industriell etabliertes Produkt der Firma Loders Croklaan (Tochter von Unilever), das durch
enzymatische Synthese dargestellt wird, ist Betapol, das als Muttermilchfettersatz
Verwendung findet (Schema 2). Dabei wird Tripalmitin mit Olsaure und einer 1,3-

regiospezifischen Lipase versetzt. Dieses Produkt wird dann in einem weiteren Downstream-
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Prozess mit anderen Olen versetzt, um am Ende ein Produkt zu erhalten, das in der
Verteilung und Zusammensetzung der Fettsduren dem Milchfett der Muttermilch entspricht
(Quinlan und Moore, 1993).

+ Olsaure
1,3-spezifische Lipase |

A Diglyceride,
diverse Triglyceride

Schema?2  Synthese von OPO aus Tripalmitin und Olsaure unter Verwendung einer 1,3-

spezifischen Lipase nach dem Einschrittverfahren

Neuere Arbeiten zeigen aufgrund der erndahrungsphysiologischen Eigenschaften Interesse
an strukturierten Triglyceriden des MLM-Typs, wobei L eine mehrfach ungesattigte Fettsdure
sein kann. So gelang z.B. die Inkorporation von w-3 mehrfach ungeséttigten Fettsauren in
Nachtkerzendl. Die Analyse der Fettsdurezusammensetzung ergab einen Gehalt von 34% w-
3-Fettsaduren im Nachtkerzenél (Akoh et al., 1996). Ein weiteres Beispiel ist Acidolyse von
Thunfischol mit Caprylsdure (Shimada et al., 1996). Am Institut fur Technische Biochemie
wurde die Acidolyse von Triolein mit Caprylsaure (Cg) und die Interesterifikation von
Erdnussol mit Tricaprylin ausfuhrlich untersucht. Die Ergebnisse der Acidolyse ergaben mit
einer Lipase aus Rhizopus sp. immobilisiert auf Celite bei einer Wasseraktivitat von 0,11 die
hdchste Inkorporation von Caprylsaure ins Triglycerid (38,9 %) mit einer Ausbeute von
36,2 % an CyOCy. Eine etwas hohere Ausbeute von CyOCy konnte durch Verwendung einer
Lipase aus Rhizomucor miehei immobilisiert auf Anionenaustauscher erzielt werden
(Soumanou et al., 1997). Abbildung 6 zeigt einen typischen Reaktionsverlauf einer Acidolyse

von Triolein mit Caprylsaure.
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Abbildung 6 Reaktionsverlauf der Bildung von strukturierten Triglyceriden durch Reaktion
von Triolein mit Caprylsaure in n-Hexan unter Verwendung von Lipozyme
(Soumanou, 1997)

Akoh und Mitarbeiter fihrten eine Reihe von Umesterungen mit verschiedenen Substraten
durch, wie z.B. die Synthese von MLM aus Triolein mit Caprylsaureethylester (Huang und C.,
1996) bzw. die Inkorporation von w-3-Fettsauren in pflanzlichen Olen (Huang und Akoh,
1994), oder die Synthese von kalorienreduzierten Triglyceriden (Akoh und Fomuso, 1997).
Die Reaktionen wurden dabei vorwiegend in Hexan als Losungsmittel durchgefiihrt.
Alternativ beschrieben Yoon et al. eine Transesterifikation von Triolein mit Ethylbehenat in
Uberkritischem Kohlendioxid als Losungsmittel (Yoon et al., 1996). Das Einschrittverfahren
weist bezilglich Ausbeute und Reinheit des synthetisierten Triglycerides Limitierungen auf.
Die durchschnittiche Ausbeute an reinem ABA betragt maximal 40 %. Die als
Nebenprodukte gebildeten Triglyceride lassen sich sehr schwer vom gewiinschten Produkt
abtrennen.

Da sich das Einschrittverfahren nicht zur Synthese von hochreinen ABA-Triglyceriden eignet,

wurde in der vorliegenden Arbeit nach Alternativen gesucht.

1.7.2 Zweischrittsynthese

Um die beim Einschrittverfahren auftretenden Probleme zu umgehen, wurde am Institut fur
Technische Biochemie der Universitat Stuttgart das Ziel verfolgt, ein neues Verfahren zur

Synthese von strukturierten Triglyceriden zu entwickeln. Die Idee war, strukturierte
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Triglyceride nach einem Zweischrittverfahren zu synthetisieren (Bornscheuer et al., 1999).
Der erste Reaktionsschritt ist dabei eine Alkoholysereaktion. Ein Triglycerid reagiert mit
Ethanol und einer sn1(3)-spezifischen Lipase zu 2-Monoglycerid (2-MG) (Schema 3). Die
ebenfalls gebildeten Fettsauren werden dabei in die Ethylester tberflhrt. 2-MG wird durch
Kristallisation sehr rein erhalten und im zweiten ProzeRschritt mit Fettsdure einer
Veresterungsreaktion unterzogen, wobei wiederum eine snl(3)-spezifische Lipase zum
Einsatz kommt (Schema 4). Erste Arbeiten von Soumanou und Mitarbeiter. wendeten das
Zweischrittverfahren erfolgreich auf die Synthese von MLM an (Soumanou et al., 1998b;

Soumanou et al., 1998a)

Alkoholyse

Die Alkoholyse stellt eine geeignete Mdglichkeit zur Synthese von reinen 2-Monoglyceriden
dar, die als Zwischenstufe flr die Synthese von strukturierten Triglyceriden dienen. Andere
Reaktionwege wie Hydrolyse oder Glycerolyse filhren hingegen zu den 1(3)-Isomeren.
Millgvist und Mitarbeiter beschrieben z.B. die Lipase-Katalysierte Alkoholyse ausgehend von

Tripalmitin und Triolein.

st EtOH
1,3-spezifische Lipase |
Diglyceride, Fettsauren,
Fettsaureethylester

OH
ECOO\/\/\/\/\/\/\/\
OH

Schema 3  Alkoholyse von Tripalmitin mit einer 1,3-spezifischen Lipase in organischem

Losungsmittel

Dabei wurden besondere Schwerpunkte auf den Einfluss der Losungsmittel und der
Wasseraktivitdt gelegt. Unter den untersuchten LOosungsmitteln (MTBE, Diisopropylether,
Hexan, Isooctan, Methylisobutylketon, Toluol) ergab die Reaktion in MTBE als Losungsmittel
die hochste Konzentration (97 %) an 2-Monopalmitin. Eine Wasseraktivitat zwischen 0,11
und 0.53 erwies sich als geeignet (Millgvist et al., 1994). Ein Problem, das bei der Bildung
von 2-Monoglyceriden auftreten kann, ist die nicht enzymatische Acylwanderung der
Acylgruppe von einer Hydroxylgruppe auf eine benachbarte Hydroxylgruppe. Die

Acylwanderung wird durch Hitze, Sauren, Basen und Anionenaustauscher katalysiert.
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Zusatzlich wird die Acylwanderung entscheidend von der Wahl des Ldsungsmittels
beeinflusst (Fureby et al., 1996).

o)
OH O OH g)ljj 0 (\6H o—lcl—R
E T ke E\:n_ 1O E >c< E
0O—C—R ——=—= 0—C—R = 0D 'R = OH
OH OH OH OH
2-MAG 1(3)-MAG

Schema4  Nichtenzymatische Acylwanderung in 2-Monoglyceriden

Soumanou und Mitarbeiter fuhrten die Alkoholyse mit Substraten wie Triolein, Trilinolein und
Erdnussél in MTBE als Lésungsmittel durch (Soumanou et al., 1998b). Als geeignetstes
Losungsmittel erwies sich hierbei MTBE. In Aceton dagegen konnte bei der Alkoholyse von
Triolein nur 34.2 % 2-MO isoliert werden.

Tabelle 5 EinfluB des Losungsmittels auf die Ausbeute von 2-MO, dass durch
Alkoholyse mit immobilisierter Lipase aus Rhizopus delemar (24 h) erhalten

wurde (Soumanou et al., 1998b)

Lésungsmittel Anfangsreaktionsgeschwindigkeit (umol/h/U) Ausbeute (%)
MTBE 0.30 + 0.04 71,8
Petrolether 0.20 + 0.03 71,8
Aceton 0.10+0.04 34,2

Die 2-Monoglyceride wurden durch mehrfaches Umkristallisieren isoliert und die Reinheit
mittels *C-NMR bestétigt.

Veresterung

Im zweiten Reaktionsschritt wurde nun das reine 2-Monoglycerid mit Caprylsaure verestert.
Im Gegensatz zur Acidolyse oder Transesterifikation — wo eine gewisse Menge an Wasser
notwendig fur eine Hydrolyse der Triglyceride ist — sollte bei der Veresterung der
Wassergehalt so gering wie moglich sein, um zum einen die Hydrolyse der durch
Isomerisation entstandenen 1(3)-Monoglyceride und zum anderen die Hydrolyse der
synthetisierten Triglyceride zu verhindern. Aus diesen Grinden muss auch das wéahrend der

Reaktion gebildete Wasser aus der Reaktion entfernt werden. Geeignete Methoden sind
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hierbei das Anlegen von Vakuum, Verdampfung, Einleiten von trockener Luft, Pervaporation

durch Membranen und Zugabe von Molekularsieb (Schema 5).

OH
ECOO\/\/\/\/\/\/\/\
OH

. + Olsaure
1,3-spezifische Lipase | ™

Schema5  Veresterung von 2-Monopalmitin mit Olsaure unter Verwendung einer 1,3-

regiospezifischen Lipase.
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1.8 Gerichtete Evolution von Enzymen

Das Interesse an Enzymen als Katalysatoren fir die organische Synthese steigt stetig. Viele
Enzyme entsprechen jedoch hinsichtlich Aktivitdt, Thermo-, L&sungsmittelstabilitat und
Regio- bzw. Stereoselektivitéat nicht den gewiinschten Erfordernissen und kénnen dann
durch Mutagenese verandert werden. Zum einen ist ein rationaler Ansatz durch Protein
modeling zum anderen ein kombinatorischer Ansatz, auch gerichtete Evolution (directed

evolution) genannt, mdglich

RAAT\losliALER Wildtyp- Kom B%A;(\)RISCH ER
NSATZ Enzym NSATZ
Proteinmodelling
| [ Vorschlage fur | Gerichtete Evolution I DR
Mutationen

| |

Positionsgerichtete
M utagenese
O wenige Varianten

Zuféllige Mutagenese
0 10%-10°%-Varianten

Verbesserung durch Verbesserung durch
. weitere Zyklen © weitere Zyklen
: - - Expression, Screening/ ;
Expression, Produktion, Selektion, Produktion
Untersuchung der Eigenschaften Unters. d. Eigenschaften
| gewiinschte M utante? |

Abbildung 7 Rationaler Ansatz versus kombinatorischen Ansatz zur Mutagenese von

Enzymen (Bornscheuer, 1999)

Fur das Protein modeling, das bereits seit einiger Zeit Anwendung findet, ist die Kenntnis der
Aminosauresequenz, der Struktur und des Katalysemechanismus notwendig. Durch
ortsspezifische Mutagenese werden dann gezielt Mutationen in die Nucleotidsequenz
eingefuhrt. Aufgrund des relativ hohen Zeitaufwandes lassen sich durch diese Methode nur

eine begrenzte Anzahl an Enzymvarianten darstellen.
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Eine andere Idee liegt der gerichteten Evolution zugrunde, die erst in neuerer Zeit zur
Enzymvariation eingesetzt wird. Dabei werden durch moderne molekularbiologische
Techniken Enzymbibliotheken erzeugt, die in Kombination mit einem Assaysystem die
Identifizierung verbesserter Biokatalysatoren ermdéglichen. Die Idee der gerichteten Evolution
beruht auf zuféalligen Mutationen, die die Unabhangigkeit von Aminosauresequenz, Struktur
und Katalysemechanismus erlauben. Entscheidend fir den Erfolg der gerichteten Evolution
sind einige Parameter so z.B. eine effiziente Mutationsstrategie, eine funktionelle Expression
des Proteins in einem mikrobiellen Wirtsorganismus und ein schnelles, zuverlassiges
Assaysystem, welches das Screening einer riesigen Menge an Mutanten erlaubt.

Die bis jetzt durch gerichtete Evolution positiv erhaltenen Mutanten wurden nach drei
verschiedenen Méglichkeiten erzeugt:

1 Fehlerhafte Polymerasekettenreaktion (Error prone PCR) (Cadwell und Joyce, 1992)
2 Verwendung von Mutationsstammen (Greener et al., 1996)
3 DNA- oder Gene-shuffling (Harayama, 1998; Stemmer, 1994)

Die wichtigste Methode zur Erzeugung sequentieller Generationen ist die fehlerhafte
Polymerasekettenreaktion  (error-prone-PCR). Durch Einstellung nicht-optimaler
Reaktionsbedingungen in der PCR kann die Fehlerhaufigkeit der Thermus-aquaticus (Tag-)
Polymerase von 0,001-0,02% unter Standardbedingungen auf Uber 1 % gesteigert werden.
Zu beachten ist die richtige Einstellung der Mutationsrate. Ist die Mutationsrate zu gering,
findet man nur die Sequenz des Wildtyps ohne Mutationen wieder, ist jedoch die
Mutationsrate zu hoch, kann dies zu einer groRen Anzahl an inaktiven Mutanten fuhren.

Ein groRer Vorteil der error-prone PCR ist ihre einfache Durchfilhrung und die exakte
Definition der Nukleotidsequenzbereiche, in die Mutationen eingeflihrt werden sollen.
Nachteilig sind der nicht-statistische Austausch der Nucleotide und eine haufig geringe
Effizienz bei der Ligation der PCR-Produkte. Alternativ kénnen auch sogenannte
Mutationsstamme eingesetzt werden. Diese weisen Defekte in ihren Reparaturmechanismen
auf, die wahrend der Replikation zum fehlerhaften Einbau von Nucleotiden fiihren. Durch
Verwendung von Plasmiden, die das Gen des interessierten Proteins enthalten, wird die
Mutation auf diese Bereiche beschrankt. Im Vergleich zur fehlerhaften PCR ist die
Verwendung der Kkauflich erhaltichen Mutationsstamme einfacher und auch
unproblematischer, nachteilig ist allerdings die fehlende Mdoglichkeit zur Einstellung der
Mutationshaufigkeit.

Auf einer anderen theoretischen Grundlage beruht das DNA- oder gene-shuffling. Bei dieser
Methode wird ein partieller DNAse-I-Verdau durchgefihrt. Die nachfolgende Rekombination

der Bruchstticke erfolgt durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR).
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Das Ziel ist die Akkumulation positiver und die Eliminierung negativer Mutationen. Nicht ganz
unproblematisch sind die Kontrolle des DNAse-Verdaus zur Herstellung von Bruchstiicken
optimaler Gréf3e und die Ligationseffizienz bei der PCR (Bornscheuer, 1998).

Ein Beispiel fur die erfolgreiche Anwendung des DNA shufflings ist die Verbesserung des
GFPs (Green Fluorescent Protein). Das GFP ist ein wichtiger Reporter fir die
Genexpression und Regulation (Chalfie et al., 1994; Prasher, 1995; Prasher et al., 1992). Die
Autoren setzten sich zum Ziel, die gesamte Zellfluoreszenz des GFPs zu verbessern, um es
allgemein als Reporter sowohl in prokaryontischen als auch eukaryontischen Zellen
einzusetzen. Nach drei Zyklen DNA-shuffling konnte des gesamte Zellfluoreszenzsignal um

den Faktor 45 gegeniiber dem Standard erhdht werden (Crameri et al., 1996).

Als Pionierin auf dem Gebiet der gerichteten Evolution kann Francis Arnold gelten (Halling,
1996). In ihren Beitrdgen Uber "Directed Evolution" (Arnold und Moore, 1997; Arnold und
Volkov, 1999; Schmidt-Dannert und Arnold, 1999)] nennt sie einige Beispiele, bei denen
diese Methode bereits erfolgreich angewendet wurde, wie z.B. die Erhéhung der
Thermostabilitat einer Katamycin Nucleotidyltransferase (Liao et al., 1986) oder die Evolution
von Substratspezifitéaten, die allerdings 6fters mit einer Abnahme des Ky-Wertes verbunden
sind (Black et al., 1996; el Hawrani et al., 1996; Zhang et al., 1997). Arnold und Mitarbeiter
gelang es z. B. die katalytische Aktivitat von Subtilisin E durch gerichtete Evolution deutlich
zu erhohen (You und Arnold, 1994). Eine Kombination von error-prone PCR und des DNA-
shuffling ermdglichte es, die Aktivitdt einer Esterase aus Bacillus subtilis, die den p-
Nitrobenzylester von Loracarbef, eines Cephalosporin-Antibiotikums, in  15%
Dimethylformamid hydrolysieren kann, um den Faktor 60 im Vergleich zum Wildtyp zu
steigern (Moore und Arnold, 1996). Interessant dabei ist, dass die Positionen der erhaltenen
Mutationen vorwiegend an der Oberflache des Enzyms liegen, d. h. eine Vorhersage durch

rationales Design ware sehr unwahrscheinlich gewesen (siehe auch Kap. 3.8)

Ein interessantes Anwendungsgebiet fiir die organische Synthese ist die Veranderung der
Stereoselektivitdt von Enzymen durch gerichtete Evolution. So konnten z.B. Bornscheuer et
al. unter Verwendung eines Mutationsstammes Epicurian coli XL1-Red eine Doppelmutante
einer Esterase aus Pseudomonas fluorescens erzeugen. Diese Esterase besald nun die
Fahigkeit, im Gegensatz zur Wildtyp-Esterase und 19 anderer Hydrolasen, einen 3-
Hydroxyester, der als Baustein zur Synthese von Epothilonen eingesetzt werden kann, mit
maRiger Reaktivitat und Stereoselektivitat zu hydrolysieren (Bornscheuer et al., 1998).
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1.9 Veradnderung der Kettenldngenspezifitat einer Lipase aus Candida
rugosa

Lipasen aus Candida rugosa werden unter den kommerziell erhéltlichen Lipasen sehr haufig
fur die Synthese und Hydrolyse einer Vielzahl von Estern eingesetzt (Benjamin und Pandey,
1998; Kottig und Eibl, 1994; Vulfson, 1994). Dariiber hinaus spielen sie bei der
Lebensmittelproduktion eine wichtige Rolle, wie z.B. bei der Herstellung von Séften,
Backwaren, Aromastoffen und der Modifikation von Fetten und Olen (Benjamin und Panday,
1998; McNeill et al., 1996). CRL erwies sich auch zur Racematspaltung zur Gewinnung
optisch reiner Enantiomere als geeignet (Bornscheuer und Kazlauskas, 1999). Interessant ist
die ausgepréagte (S)-Stereospezifitat, die es z. B. erlaubte, S-(+)-Ibuprofen selektiv in den
Ester zu Uberfihren (Goto et al., 1996). Bei Candida rugosa und Geotrichum candidum
Lipasen bilden die drei Aminoséuren Ser-His-Glu die katalytische Triade und zeigen eine
hohe Sequenzhomologie von > 40%. Homologien in der Aminosauresequenz sind neben der
Lipase aus Geotrichum candidum nur noch bei einigen Esterasen und bei
Acetylcholinesterase gegeben (Lotti et al., 1994). Es wurden bis zu sieben Gene identifiziert,
die fur verschiedene Lipasen in Candida rugosa kodieren (Lotti et al.,, 1993). Rua und
Mitarbeiter gelang die Reinigung von zwei Isoformen, die sich im isoelektrischen Punkt und
Glykolysierungsgrad unterschieden (Rua et al., 1993). Die verschiedenen C. rugosa
Lipaseproteine bestehen aus 534 Aminosauren langen Polypeptiden, die aufgrund ihrer
Glykosylierung, isoelektrischen Punkte und Hydrophobizitat unterschieden werden kénnen.
Sie weisen 70% Homologie in ihrer Aminosauresequenz auf, haben das gleiche
Molekulargewicht und verhalten sich bei der PAGE gleich (Lotti et al., 1998). Von
kommerziell erhaltlichen Enzympraparationen konnte eine Mischung verschiedener
Isoformen isoliert und gezeigt werden, dass das lipl-Gen das wichtigste darstellte. Um
reines lipl-Gen zu erhalten wurde am Institut fur Technische Biochemie von Brocca und
Mitarbeitern ein synthetisches lip1-Gen kloniert und erfolgreich in den Hefen Pichia pastoris
und Saccharomyces cerevisiae exprimiert (Brocca et al., 1998). Leider gehorcht C. rugosa
einer nicht kanonischen Kodierung, bei der das Triplett CUG, eine ubliche Kodierung fiir
Leucin, als Serin gelesen wird (Kawaguchi et al., 1989). Im lipl Gen sind 20 von 47
Serinresten, das katalytische Serinyyg eingeschlossen, durch das Triplett CUG kodiert. Bei
der Gensynthese wurden samtliche CUG-Tripletts durch universale Serin-Kodierungen
ausgetauscht. Um die Expression in konventionellen Hefen wie S. cerevisiae und P. pastoris
zu vereinfachen, wurden selten auftretende Kodierungen in diesen Hefen durch haufig
auftretende ersetzt (Sharp et al., 1988). Abschliel3end gelang es, das recombinante lipl Gen
in hoher Reinheit und mit einer Aktivitat von 150 U/ml Kulturmedium zu exprimieren. Bei CRL

handelt es sich um eine unspezifische Lipase, die die Fettsduren unabhangig von ihrer
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Position im Glycerin spaltet (Benzonana und Esposito, 1971). Bei Hydrolyseversuchen zeigte

sie eine Praferenz fur kurzkettige Fettsauren (Janssen et al., 1996).

Sehr wenige Publikationen  beschaftigen sich mit der Veranderung der
Kettenlangenselektivitat einer Lipase (Atomi et al., 1995; Joerger und Haas, 1994). Dabei
wurden durch ortsspezifische Mutagenese verschiedene Punktmutationen eingefiihrt und die
Kettenlangenselektivitat der Mutanten mit dem Wildtyp verglichen. Da die Kristallstruktur der
RDL vorlag, wurde durch rationales Design uberlegt, welche Aminosaureaustausche
mdoglicherweise einen Effekt auf die Selektivitat der Lipase haben kdnnten. Da die Strukturen
der RML und der RDL groRRe Ahnlichkeiten aufweisen, machte man sich die Erkenntnisse
Uber die RML beim rationales Design der RDL zunutze. So wurde z.B. angenommen, dass
wie bei RML die Aminosduren 86 bis 92 den Deckel tUber dem aktiven Zentrum bilden
(Brzozowski et al., 1991; Derewenda et al., 1992). Zunachst wurde Threonin 83 gegen
Alanin oder Serin ausgetauscht. Beide Ver&nderungen fuhrten zu einer Abnahme der
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Den stérksten Effekt auf die Substratpraferenz hatte der
Austausch von Valin 209 durch Tryptophan. Die Lipase zeigte nun eine hohe Aktivitat
gegeniber den kurzkettigen Fettsauren Tricaprylin und Tributyrin.
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1.10 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Lipase-Katalysierte Synthese von strukturierten
Triglyceriden des ABA-Typs in hoher Reinheit und Ausbeute, die aufgrund ihrer
symmetrischen  Struktur zur Therapie von Fettabsorptionsproblemen wie z.B.
Pankreasinsuffizienz eingesetzt werden kdnnen. Darlber hinaus sind sie in Baby-, Sportler-
sowie Diatnahrung von Bedeutung. Bei der Synthese dieser symmetrischen Triglyceride
sollten Lipasen zum Einsatz kommen, die sich durch eine hohe 1,3-Regiospezifitat
auszeichnen. Darlber hinaus ermoglichen Lipasen das Arbeiten unter milden
Reaktionsbedingungen. Die Synthese strukturierter Triglyceride erfolgte bisher nach einem
Einschrittverfahren durch Acidolyse von Triglyceriden und Fettsaure oder durch Umesterung
zweier Triglyceride unter Verwendung von 1,3-regiospezifischen Lipasen. Durch wéhrend
der Reaktion auftretende Acylwanderung entstanden jedoch eine Vielzahl an unerwinschten
Produkten, so dass das eigentliche Zielprodukt nur mit einer Ausbeute von bis zu 40%
isoliert werden konnte. Um die Reinheit und dadurch auch die Effektivitat der ABA-
Triglyceride in Nahrungsmitteln zu erhohen, sollte ein neues Zweischrittverfahren unter
Berlcksichtigung lebensmittelrechtlicher Aspekte entwickelt werden. Ein wichtiges
Zielprodukt war 1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerin (OPO), das als Fettkomponente in
Muttermilchersatz Verwendung findet. Durch Optimierung der flr Lipase-Katalysierte
Reaktionen relevanten Reaktionsbedingungen wie Wassergehalt, Wasseraktivitat,
Temperatur, Enzym und Tragermaterial sollte die Synthese von OPO in lebensmittelrechtlich
erlaubten Losungsmitteln ermdglicht werden. Desweiteren wird die Ubertragung dieses
Zweischrittverfahren auf die Synthese von strukturierten Triglyceriden mit mehrfach

ungesattigten Fettsauren sowie die Synthese von Kakaobutteraquivalenten vorgestellt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Veranderung der Kettenlangenspezifitat der lipl-Lipase
aus C. rugosa durch gerichtete Evolution. Unter den moéglichen Methoden zur Durchflihrung
der gerichteten Evolution sollte in der vorliegenden Arbeit die error prone PCR (fehlerhafte
Polymerasekettenreaktion) zum Einsatz kommen. Um zielsicher Mutationen zu erkennen,
sollte ein Assaysystem entwickelt werden, mit welchem sehr schnell und reproduzierbar eine
grol3e Anzahl an Klonen uberprift werden kénnen. Nach der Selektion "positiver Mutanten”
sollten diese sequenziert und in einem kompetitiven Assay mit der Aktivitat des Wildtyps

beziglich eines Fettsdurespektrums mit Kettenlangen von Cg-Cy5 verglichen werden.
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2 Ergebnisse Teil I: Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter

Triglyceride

Strukturierte  Triglyceride sind aufgrund ihrer therapeutischen und ernéhrungs-
physiologischen Wirkung fiir Menschen mit Absorptionsproblem, fur Sportler und auch im
Babynahrungsbereich von grof3er Bedeutung. Da sie im Nahrungsmittelbereich Verwendung
finden, ist ihre Herstellung besonderen Kriterien unterworfen.

Die Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter Triglyceride erfolgte in der vorliegenden
Arbeit nach einem neu entwickelten Zweischrittverfahren, das aus einer Alkoholyse und einer
Veresterung als zweiten Reaktionsschritt besteht. Die Alkoholyse wurde mit Ethanol als
Alkohohlkomponente und folgenden Substraten durchgeftihrt: Tripalmitin , Triolein, Leindl
und Fischélen. Die Zielverbindungen der Alkoholyse waren die 2-MG, die in hoher Ausbeute
und Reinheit erhalten werden sollten. Die anschlieende Veresterung von 2-MG mit
verschiedenen Fettsduren fuhrte zu strukturierten Triglyceriden des ABA-Typs, die in ihrer
Anwendung unterschiedlich sind. Um die bei der Alkoholyse und Veresterung entstehenden
Reaktionsprodukte zu detektieren wurde zunachst eine effiziente Analytik entwickelt. Ebenso
wurden einige Losungsmittelversuche durchgefuhrt und die kinetischen Parameter bestimmt,
bevor mit den Synthesen der Triglyceride OPO, MLM und der Kakaobutterdquivalente

begonnen wurde.

2.1 Entwicklung einer effizienten Analytik

Zur Uberprifung der Reaktionszusammensetzung und der Reinheit der synthetisierten
Produkte wurden analytische Methoden und Gerate wie Dunnschichtchromatographie,
Gaschromatographie, HPLC und *C-NMR eingesetzt. Die im folgenden beschriebene
Analytik wurde mit verschiedenen Modifikationen zur Detektion der Produkte sowohl bei der
Alkoholyse als auch bei der Veresterung eingesetzt.

Die Reinheit der 2-Monoglyceride nach Isolierung durch Kristallisation oder
Saulenchromatographie wurde gaschromatographisch Uberprift. Dazu wurden die OH-
Gruppen mit N-Methyl-N-Trimethylsilylheptafluorbutyramid (MSHFBA) silyliert. Bei dieser
Methode ist eine Trennung der Isomeren 2-MG und 1-MG sowie der 1,2(2,3)-DG bzw. 1,3-
DG durch die nun unterschiedlichen Wechselwirkungen mit der Saulenmatrix mdglich. Diese
GC-Methode wurde ebenfalls zur Reaktionskontrolle eingesetzt. Die Umrechnung in Mol%
erfolgte Uber Response-Faktoren, die mit Hilfe eines Standardgemisches bestimmt wurden.
Abbildung 8 zeigt ein Chromatogramm einer Alkoholysereaktion von Tripalmitin bei der keine

Acylwanderung aufgetreten ist. Es entstanden nur 2-MP und 1,2(2,3)-DP.
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Abbildung 8 GC-Chromatogramm der
Derivatisierung mit MSHFBA
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Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton nach

In Abbildung 9 ist eine Alkoholysereaktion zu sehen, bei der Acylwanderung auftrat. Dem 2-

MP-Peak (6,84 min) folgt ein weiterer Peak bei 7,07 min nach. Dabei handelt es sich um 1-

MP. Ebenso ist nun neben dem Peak (15,35 min), der dem 1,2(2,3)-Dipalmitin zuzuordnen

ist, ein zweiter Peak entstanden — das 1,3-DP (15,51 min).
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Abbildung 9 GC-Chromatogramm der Alkoholyse von Tripalmitin nach Derivatisierung mit

MSHFBA mit deutlicher Acylwanderung

Die Detektion der Veresterungsprodukte erfolgte ebenfalls mittels GC. Zum einen wurde die
Zusammensetzung der Triglyceride durch Uberfiihrung der Fettsduren in die
Fettsduremethylester bestimmt. Zum anderen wurden die einzelnen Triglyceride voneinander
getrennt (siehe Kap. 2.5.2). Ein Schwerpunkt der Analytik war die regiospezifische Analyse
der Triglyceride. Fir Fettsduren mit einer Kettenlange bis C18 erfolgte die Reaktion mit
Pankreaslipase, eine unter den gewahlten Reaktionsbedingungen streng 1,3-regioselektive
reagiert. Da Pankreaslipase aber Fettsauren mit Kettenlangen >C18 nicht mehr so effektiv
spaltet, wurde hier die Analytik mit dem Grignardreagenz Allylmagnesiumbromid
durchgefuhrt. In Abbildung 10 ist das Prinzip der beiden Methoden dargestellt. Bei der
Hydrolyse mit Pankreaslipase entstehen 2-Monoglyceride und freie Fettsauren. Diese
kénnen durch Saulenchromatographie voneinander getrennt werden und dann durch
Uberfuihrung der beiden Fraktionen in die Fettsauremethylester die Zusammensetzung
gaschromatographisch bestimmt werden. Alternativ kann das Reaktiongemisch auch ohne
Abtrennung silyliert werden und danach gaschromatographisch bestimmt werden. Bei der
Umsetzung mit Allyimagnesiumbromid wurden die entstehenden Reaktionsprodukte mittels
DC aufgetrennt, die 1,2(2,3)-Diglyceride von der Platte gekratzt und in die
Fettsduremethylester tberfuhrt. Mit Hilfe einer Berechnungsformel kann dann der Gehalt der

Fettsauren in 1,3-Position bzw. 2-Position bestimmt werden.
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Probe Probe
+ Tris-HCI + PPL + Essigséaure + Allylmagnesiumbromid
+ Diethylether schutteln + Hexan schitteln
+ Wasser
Freie Fettsduren
2-Monoglyceride Freie Fettsduren, OPO
Saulenchromatographie Umsetzung Di-, Monoglyceride
Umsetzung zu FSME oder | it MSHFBA
Trennung mit DC
GC - Analyse
sn-1,2(2,3)-Diglyceride
Umsetzung zu FSME
GC - Analyse
Abbildung 10 Regiospezifische Analyse von ABA-Triglyceriden mit Pankreaslipase

oder Grignard-Reagenz

2.2 Einflu3 des Losungsmittels auf die Alkoholyse von Triolein

Sowohl von Millgvist-Furbey und Mitarbeitern als auch von Soumanou und Mitarbeitern
wurde die Alkoholyse von Triolein in MTBE als Losungsmittel durchgefihrt (Fureby et al.,
1996; Soumanou et al., 1998b). In dieser Arbeit sollte nun die Alkoholyse von Triolein
beispielhaft in Losungsmitteln, die fir die Produktion von Lebensmitteln zugelassen sind,
durchgefuhrt werden.

Tabelle 6 Konzentration (in %) von 2-MO in verschiedenen Losungsmitteln

MTBE Aceton Ethanol Methanol 2-Propanol

R. miehei 75,9 79,5 <1 <1 <1

Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen lief die Reaktion in Aceton vergleichbar gut ab
wie in MTBE. In Ethanol, Methanol und 2-Propanol konnte kein Umsatz von Triolein
beobachtet werden. Die nun folgenden kinetischen Untersuchungen wurden in Aceton als
Losungsmittel durchgefinhrt.
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2.3 Untersuchung der Kinetik der Alkoholysereaktion am Beispiel
Triolein

Sowohl fir die Alkoholyse als auch fur die Veresterung im zweiten Prozessschritt wird bei
der kinetischen Modellierung ein Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus ( siehe Kap. 1.2) unter
Bildung eines Acyl-Enzym-Komplexes angenommen (Lortie et al., 1993). Experimentell
wurden die Daten mit verschiedenen Konzentrationen an Triolein bei jeweils verschiedenen
fixen Konzentrationen an Ethanol mittels HPLC bestimmt. Die Alkoholyse wurde in Aceton
als Losungsmittel unter Verwendung eine 1,3-regiospezifischen Lipase aus R. miehei als
Biokatalysator durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten wurden sowohl nach Lineweaver-Burk als
auch nach Eadie-Hoffstee durch lineare Regression ausgewertet. Allerdings hat die
Lineweaver-Burk-Auftragung den Nachteil, dal3 bei hohen Substratkonzentrationen
aufgenommene Werte gestaucht und Daten fur niedrige Konzentrationen hoher bewertet
werden. Etwas exakter ist die Auftragung nach Eadie-Hofstee. Dabei wird V gegen V/[S]
aufgetragen, was zu einer gleichmaRigeren Verteilung der Messpunkte auf der Geraden
fuhrt.

Bei Auftragung von 1/V versus 1/[S] (Substratkonzentration) nach Lineweaver-Burk bei
verschiedenen festen Konzentrationen an B (Ethanolkonzentration) erhalt man flr einen
Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus parallel verlaufende Geraden. Im Gegensatz dazu werden
sowohl beim zufalligen Bi-Bi-Mechanismus als auch beim geordneten Bi-Bi-Mechanismus

Geraden mit gemeinsamem Schnittpunkt erhalten.

—Hl— 1 mmol Ethanol
—@— 2,5 mmol Ethanol
T 5 mmol Ethanol

0 T T r T T
0,000 0,605 O,OIlO 0,0|15 0,620 0,025
s
Abbildung 10 Auftragung von 1/V versus 1/S nach Lineweaver-Burk. Bildung von 2-

MO durch Alkoholyse von Triolein mit 1,3-spezifischer Lipase.



Ergebnisse Teil I: Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter Triglyceride 35

Die Geraden bei unterschiedlichen Konzentrationen an Ethanol zeigen einen weitgehend
parallelen Verlauf. Dieses experimentelle Ergebnis deutet auf einen Ping-Pong-Bi-Bi-

Mechanismus fur die Alkoholyse von Triolein mit Ethanol hin.

2.3.1 Bestimmung von Vpa und K,

Die Bestimmung von V.« und Ky, erfolgte zum einen durch die Lineweaver-Burk-Auftragung,

zum anderen durch die Eadie-Hofstee-Auftragung.

Lineweaver-Burk-Diagramm: 1/V gegen 1/[S]
Steigung = Kin/Vmax
y-Achsenabschnitt = 1/V s

Eadie-Hofstee-Diagramm: V gegen V/[S]
Steigung = - K,

y-Achsenabschnitt = V.

Tabelle 7: Vergleich von K, und Vs« bestimmt nach Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee

1 mmol Ethanol 2,5 mmol Ethanol 5 mmol Ethanol
Lineweaver-Burk Vmax: 6,8 Vmax: 2,7 Vmax: 1,2

Km: 1370 Km: 629 Km: 249
Eadie-Hofstee Vmax: 6,5 Vmax: 1,9 Vmax: 1,1

Km: 1334 Km: 417 Km: 222

Ky mMol

Vimax: KMol Produkt/min/pro mg Enzymmenge.

Die K, und V.-Werte bestimmt nach den zwei verschiedenen Auftragemoglichkeiten
stimmen bei 1 mmol und 5 mmol Ethanol sehr gut tUberein. Differenzen gibt es bei einer
Ethanolkonzentration von 2,5 mmol. Hier liegen die Werte fir Vi und K, errechnet nach
Lineweaver-Burk deutlich hoher.

Auffallend bei allen drei Ethanolkonzentrationen sind die sehr hohen K.,-Werte im Vergleich
zu den geringen Vpna-Werten. Sehr hohe K.-Werte bedeuten eine geringe Stabilitdt des
Enzym-Substrat-Komplexes. Bei Zunahme der Ethanolkonzentration nimmt die Bindung des
Substrats an das Enzym zu. Die héchste Bildung an Produkt entsteht bei 1 mmol Ethanol:
6,5 mmol Produkt werden pro Minute pro mg Lipase gebildet. Die Zunahme der
Ethanolkonzentration reduziert, wie aus Tabelle 7 zu erkennen ist, die Bildung von 2-MO.
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2.4 Hoch-selektive Synthese von 1,3 Dioleoyl-2-palmitoylglycerin

(OPO) nach dem Zweischrittverfahren

2.4.1 Alkoholyse von Tripalmitin

Zunachst wurde die Alkoholysereaktion in MTBE mit drei unterschiedlichen 1,3-
regiospezifischen Lipasen untersucht. Fir eine Lipase aus Rhizopus delemar betrug die
héchste Ausbeute an 2-MP 95% mit einer Reinheit von tber 95% an 2-MP. Eine ebenfalls
hohe Ausbeute konnte mit Lipozyme IM (Lipase aus Rhizomucor miehei immobilisiert auf
Anionenaustauscher) erzielt werden. Interessant ist dabei die bei der Reaktion auftretende
Acylwanderung. Es bildete sich zu 20% 1-MP. Dieses Ergebnis geht mit Resultaten aus der
Literatur konform, die bei Immobilisierung einer Lipase auf Anionenaustauscher
Acylwanderung feststellten. Die Verwendung einer Lipase aus Rhizopus javanicus ergab nur
eine Ausbeute von 50% an 2-MP (Tab. 8)

Tabelle 8 EinfluB der Lipasen auf Ausbeute und Reinheit von 2-Monopalmitin (2-MP)
wahrend der Alkoholyse von Tripalmitin mit Ethanol in MTBE (nach 24 h).

Lipase von Ausbeute von 2-MP Reinheit von 2-MP
(%) (%)
Rhizomucor miehei ? 88 80°
Rhizopus delemar " 95 > 95
Rhizopus javanicus ° 50 > 90

3Lipozyme immobilisiert auf Anionenaustauscher; “immobilisiert auf Celite; 20 % 1-MP;
Yenthalt 1-MP und Dipalmitin

Da jedoch OPO in Muttermilchersatz zur Ernédhrung von S&uglingen eingesetzt werden soll,
wurde auf lebensmittelrechtliche Aspekte besonders Wert gelegt. In der Technischen
Hilfsstoff-Verordnung (THV) sind die Losungsmittel aufgefiihrt, die fur die Produktion von
Lebensmitteln verwendet werden durfen. 82 THV regelt die zugelassen Stoffe. Dabei durfen
fur Lebensmittel allgemein folgende Extraktionslosungsmittel eingesetzt werden:
Trinkwasser, Ethanol, Aceton, Butylacetat, Ethylacetat, die Gase Propan, Butan,
Kohlendioxid und Distickstoffmonoxid. Weiter dirfen die in Anlage 2 genannten

Lésungsmittel unter den angegebenen Bedingungen verwendet werden (Abb. 12).
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Anlage 2

(zu § 2 Abs. 2 Nr. 2 und § 3)

Beschrinkt verwendbare Extraktionslésungsmittel

verwendbar flir

Restgehalt in extrahierten
Lebensmitteln hochstens

3

4

1. | Hexan?)

Herstellung und  Fraktionie-
rung von Fetten und Olen
und Herstellung von Kakao-
butter

Herstellung von Proteiner-
zeugnissen und entfettetem

Herstellung von entfetteten
Sojaerzeugnissen

5 mg/kg in Fett, Ol und Ka-
kaobutter

10 mg/kg im Lebensmittel, das
das Proteinerzeugnis oder das

Mehl entfettete Mehl enthalt
Herstellung  von entfetteten | 5 mg/kg in entfetteten Getrei-
Getreidekeimen dekeimen

30 mg/kg im Sojaerzeugnis,
wie es an den Endverbraucher
abgegeben wird

2. | Methylacetat

Extraktion von Koffein, Reiz-
stoffen und Bitterstoffen aus
Kaffee und Tee

Herstellung von Zucker aus

20 mg/kg in Kaffee oder Tee

1 mg/kg in Zucker

Melasse
3. Ethzflmethylke- Fraktionierung von Fetten | 5 mg/kg in Fett und Ol
ton?) und Olen

Extraktion von Koffein, Reiz-
stoffen und Bitterstoffen aus
Kaftee und Tee

20 mg/kg in Kaffee und Tee

4. | Dichlormethan

Extraktion von Koffein, Reiz-
stoffen und Bitterstoffen aus
Kaffee und Tee

2 mg/kg in gerostetem Kaffee
und 5 mg/kg in Tee

Methanol

Lebensmittel allgemein

10 mg/kg

6. | Propan-2-ol

Lebensmittel allgemein

10 mg/kg

Abbildung 12

Zusammenstellung der erlaubten Extraktionsldsungsmittel in Anlage 2

Technische Hilfsstoff-Verordnung vom 8.11.91, zuletzt geandert am

29.1.98

Erlaubte Losungsmittel wie Aceton oder Ethanol ergaben unter den gleichen

Reaktionsbedingungen allerdings unbefriedigende Ergebnisse. In Aceton konnte lediglich
eine Ausbeute von 25% erreicht werden; in Ethanol war dagegen kein 2-MP detektierbar
(Tab. 9). Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit aus der Literatur bekannten
Resultaten Uber die geringe Aktivitat von Lipasen in organischen Losungsmitteln, die einen
log P < 2 haben (logP von Aceton: -0.23; logP von Ethanol: -0.24) (Laane et al., 1987).
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Tabelle 9 Einfluss des Losungsmittels auf die Alkoholyse von Tripalmitin

Lipase Losungsmittel Wasseraktivitat a,,  Ausbeute (%)*

RML" MTBE 0,11 88°
Aceton 0,11 25¢
Ethanol 0,11 -

aAusbeute an isoliertem Produkt. “immobilisiert auf Anionenaustauscher
enthalt neben 2-MP 20% 1-MP. “Reinheit an 2-MP > 95%.

Die Ergebnisse der Alkoholyse von Tripalmitin mit Lipozyme in verschiedenen
Losungsmitteln  zeigen deutlich einen Zusammenhang zwischen der Wahl des
Losungsmittels bzw. des Trégermaterials und der Acylwanderung. Tragermaterialien wie
Anionenaustauscher sind bekannt dafir, eine Acylwanderung zu beglinstigen. Wie oben
bereits erwahnt, wurde bei Verwendung von Lipozyme IM bei der Alkoholyse von Tripalmitin
in MTBE deutliche Acylwanderung beobachtet (Tab.8) Wurde dagegen Aceton als
Losungsmittel verwendet, konnte die Acylwanderung selbst in Gegenwart von
Anionenaustauscher unterdrtickt werden. Studien zur Beobachtung von Acylwanderung in 2-
MO ergaben fur Aceton auf3erst geringe Acylwanderungsraten von 0.01 mM/h im Gegensatz
zu Ethanol, das eine Acylwanderungsrate von 26.8 mM/h aufweist (Fureby et al., 1996).

Zudem liegt der Vorteil von Aceton als LOsungsmittel in der guten Eignung far die
Lebensmittelproduktion und in der hohen Reinheit des erhaltenen Produkts (2-MP). Die
geringe Aktivitdt des Enzyms in Aceton und die folglich sehr bescheidene Ausbeute an 2-MP

sollten nun durch gezielte Untersuchung verschiedener Faktoren gesteigert werden.

Einfluss der Wasseraktivitat

Da das Wasser, exakter gesagt die Wasseraktivitat, einen starken Effekt auf die Aktivitat von
Lipasen ausibt, wurde zunachst der Einfluss der Wasseraktivitat untersucht. Dabei wurden
Tripalmitin, Aceton und Lipase zwei Tage separat mit Hilfe bestimmter Salze auf
Wasseraktivitaten von 0.11 bis 0.94 eingestellt. Anschlieend wurde die Reaktion durch
Mischen von Tripalmitin, Lipase, Aceton und Ethanol gestartet. Nach 24 h Reaktionszeit
wurde eine Probe entnommen und mit MSHFBA derivatisiert und gaschromatographisch
aufgetrennt. Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt einen deutlichen Einfluss der

Wasseraktivitat auf die Umsetzung von Tripalmitin zu 2-MP (Abb. 13).
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Abbildung 13 Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton mit Lipozyme IM (50 % beziglich

Einwaage Tripalmitin) bei verschiedenen Wasseraktivitdten nach 24 h

Es wurde ein sehr hoher Anteil an Lipase im Reaktionsgemisch gewahlt, um die
Reaktionszeit herabzusetzen und mdgliche Nebeneffekte wie Acylwanderung oder
Inaktivierung der Lipase durch Aceton herabzusetzen.

Bei einer Wasseraktivitdt von 0.11 wurden tber 50 % Tripalmitin Gberhaupt nicht umgesetzt,
20 % reagierte zu Dipalmitin und nur 10 % zu 2-Monopalmitin. Mit zunehmender
Wasseraktivitdt, nimmt auch die Konzentration an gebildetem 2-MP zu (> 20 %). Bei
Wasseraktivitditen > 0.43 wurde allerdings die zunehmende Bildung von 1-MP durch
Acylwanderung beobachtet. Aus diesem Grund wurde den folgenden Untersuchungen eine
Wasseraktivitat von 0,43 zu Grunde gelegt.

Einfluss des Tragermaterials

Zur Untersuchung des Einflusses des Tragermaterials wurden Lipasen aus Rhizopus
delemar immobilisiert auf Celite bzw. Polypropylen (EP 100) und Rhizomucor miehei
immobilisiert auf Anionenaustauscher (Lipozyme IM) bzw. EP 100 eingesetzt. Die Menge an
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Lipase wurde dabei bezilglich eingewogenem Tripalmitin auf 10% reduziert, um das

Verfahren auch fur industrielle Anwendungen interessant zu machen.
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Abbildung 14 Einflul des Tragermaterials auf die Alkoholyse von Tripalmitin in

Aceton (10% Einwaage an Lipase beziglich Einwaage Tripalmitin)
nach 48 h

Sowohl RML (immobilisiert auf EP 100) als auch RDL (immobilisiert auf EP 100) zeigten
einen quantitativen Umsatz von Tripalmitin zu 2-Monopalmitin. In beiden Féllen blieb nur
eine geringe Restmenge an nicht umgesetztem DP zurtick. Im Gegensatz zu RDL konnte bei
RML eine geringfigige Acylwanderung zu 1-MP beobachtet werden. RDL (immobilisiert auf
Celite) erwies sich fir die Alkoholyse in Aceton als nicht geeignet. Interessant ist auch der
Einfluss der Reduktion der Lipasemenge auf die Aktivitdt von Lipozyme IM bezlglich
Tripalmitin (Abb. 14). Im Vergleich zur Reaktion mit 50 % Lipase wurde nach 48 h
Reaktionszeit Tripalmitin nicht vollstdndig umgesetzt. Tabelle 10 zeigt die Ausbeuten an
isoliertem 2-MP und die Reinheit der erhaltenen Produkte.
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Tabelle 10:  Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton mit RDL und RML immobilisiert auf EP
100 bei einer Wasseraktivitat von 0.43 (nach 48 h)

Lipase Losungsmittel Ausbeute (%)? Reinheit (%)b
RML Aceton 85 >95
RDL Aceton 80 > 95

Ausbeute an isoliertem Produkt. "bestatigt durch GC und **C-NMR.

Folgendes GC-Chromatogramm zeigt die Reinheit des durch Kristallisation in Hexan/MTBE
(96:4) erhaltenen 2-MP nach Derivatisierung mit MSHFBA. Es gelang das Produkt nach
zweimaligem Umkristallisieren rein (Ester, Sdure und DP konnten abgetrennt werden) und

ohne Auftreten von Acylwanderung zu isolieren.

679
2-MP
keinl-MP
v
— . PR
Abbildung 15 GC-Chromatogramm von 2-MP derivatisiert mit MSHFBA

Eine zusétzliche Bestatigung der Reinheit wurde durch ein **C-NMR-Spektrum erméglicht.
Da es sich bei 2-MP um ein symmetrisches Molekil handelt, bekommt man fir die
Kohlenstoffe, bei denen sich die Hydroxylgruppen in 1- und 3-Position befinden, nur ein
charakteristisches Signal bei 62.79 ppm. Bei Anwesenheit von 1-MP, ein unsymmetrisches
Molekil, entsteht fur jeden Kohlenstoff mit freier OH-Gruppe ein zusatzliches Signal bei
63.74 ppm und 70.65 ppm. Ebenso ist die chemische Verschiebung bei Kohlenstoffen, die
die Esterfunktion in snl-Position tragen verschieden von Kohlenstoffen mit Esterfunktionen

in sn2-Position.
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Tabelle 11  **C-NMR-Daten von 2-MP erhalten durch Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton
und 1-MP-Standard (chemische Verschiebung d in ppm)

Monopalmitin °CH,0H °CHOH °CH,0COR °CHOCOR °C, °C,
1-MP (Standard) 63,74 70,65 65,51 - 174,75 34,52
2-MP (Produkt) 62,79 - - 75,35 174,49 34,72

Abbildung 16 zeigt einen typischen Reaktionsverlauf einer Alkoholysereaktion von Tripalmitin

in Aceton.
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Abbildung 16 Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton mit RDL immobilisiert auf Celite
(10 % Lipase bezogen auf Tripalmitin)

Aus dem Reaktionsverlauf wird deutlich, dass nach nur acht Stunden Reaktionszeit
Tripalmitin vollstandig umgesetzt wurde. In den folgenden Stunden reagierte Dipalmitin fast
komplett zu 2-MP und Ester bzw. Saure. Ein moglichst geringer Gehalt an Dipalmitin ist
aufgrund der nachfolgenden lIsolierung durch Kristallisation sehr wichtig, da sich Dipalmitin

nicht so einfach von MP durch Kristallisation abtrennen lasst.
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Die folgenden Untersuchungen der Alkoholysereaktion von Tripalmitin in Aceton wurden bei
einer Wasseraktivitat von 0.43 mit RML bzw. RDL immobilisiert auf EP 100 durchgefiihrt.

Bestimmung des Wassergehaltes

Um die Reaktion ohne Aquilibrierung auf eine Wasseraktivitat von 0,43 von Lipase und
Aceton durch gesattigte Salzlésungen durchfiihren zu kénnen, wurde der Wassergehalt von
Lipase und Wasser nach Aquilibrierung mit Karl-Fischer-Titration bestimmt.

Tabelle 12  Bestimmung des Wassergehaltes nach Karl-Fischer in Aceton und RML

Wassergehalt (%)
Aceton (a,= 0,43) 1,8
RML immobilisiert auf EP 100 (a,= 0,43) 6,0

AnschlieBend wurden drei unterschiedliche Alkoholysereaktionen durchgefuhrt. Bei Ansatz
eins und drei wurden zum Reaktionsgemisch 2% bzw. 4% Wasser hinzugefigt. Aceton und
Lipase wurden dabei nicht aquilibriert, sondern lagen wasserfrei vor. Bei Ansatz zwei wurde
nur die Lipase Aaquilibriert, die Wassermenge, die flir Aceton nétig ist hingegen direkt
zugegeben. In allen drei Reaktionen wurde Tripalmitin vollstdndig zu 2-MP in &hnlichen
Konzentrationen wie bei der Aquilibrierung umgesetzt. Ein deutlicher Unterschied zur
Aquilibrierung Uber gesattigten Salzlosungen liegt in der hoheren Bildung von Palmitinsaure.
Es wurde ca. doppelt so viel Palmitinsdure gebildet. Die Bildung von Palmitinsaure ist
allerdings nicht wiinschenswert, da sich diese bei Kristallisation schwer vom 2-MP abtrennen

lasst und bei zu langem Kontakt mit 2-MP Acylwanderung verursachen kann.
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Abbildung 17 Einfluss der Wassergehaltes auf die Alkoholyse von Tripalmitin in
Aceton

Einfluss des Losungsmittels

Neben Aceton als Losungsmittel wurden noch andere fur die Produktion von Lebensmitteln
zugelassene Losungsmittel untersucht.
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Abbildung 18 Alkoholyse von Tripalmitin in verschiedenen Ldésungsmitteln bei einer

Wasseraktivitdt von 0.43 mit RML immobilisiert auf EP 100

Ahnlich hohe Ausbeuten an 2-MP konnten mit Ethylmethylketon als Losungsmittel erreicht
werden. In 2-Propanol war immerhin im Vergleich zu Ethanol ein deutlicher Umsatz zu 2-MP
detektierbar. Hexan erwies sich ebenso wie Ethanol als ungeeignet fir die Alkoholyse von
Triglyceriden. Bei Verwendung von Hexan konnte dartber hinaus noch eine starke
Acylwanderung zu 1-MP beobachtet werden.

Enzymstabilitat

Fir eine industrielle Anwendung ist natdrlich die Stabilitat des Enzyms in organischem
Losungsmittel von besonderem Interesse, da das Enzym Uber mehrere Reaktionszyklen
hinweg aktiv sein sollte. Uber fiinf Reaktionszyklen wurde die Stabilitat von RML und RDL
immobilisiert auf EP 100 untersucht. Jeweils nach 48 h Reaktionszeit wurde die Lipase durch
Zentrifugation vom Reaktionsgemisch abgetrennt und erneut einer Alkoholysereaktion
zugesetzt. AbschlieRend wurde die Konzentration an 2-MP gaschromatographisch bestimmt
(Abb. 19).
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Abbildung 19 Stabilitdt von RML und RDL wahrend funf Reaktionszyklen

RML zeigte sich uber funf Reaktionszyklen als gleichbleibend aktiv, wahrend RDL nur tber
zwei Reaktionszyklen aktiv war. Im dritten Reaktionszyklus wurden nur noch ca. 15 Mol% 2-
MP gebildet und im funften Reaktionszyklus sank die Konzentration an 2-MP unter 10 %.
Basierend auf diesen Ergebnissen eignet sich RDL immobilisiert auf EP 100 nicht zum
wiederholten Einsatz in Aceton.

2.4.2 Veresterung von 2-Monopalmitin mit Olsaure

Die Veresterung von 2-Monopalmitin mit Olsaure wurde sowohl in Hexan als Losungsmittel
als auch in einem ldsungsmittelfreien System durchgefuhrt. Das bei der Reaktion gebildete
Wasser wurde im lésungsmittelhaltigen System mit aktiviertem Molekularsieb entfernt. Im

I6sungsmittelfreien System wurde das Wasser durch Anlegen von Vakuum entfernt.

Veresterung in n-Hexan

Die Reaktionszeit ist stark abhangig von der eingesetzten Menge an Enzym. Bei 50 %
Enzymmenge (bezogen auf die Einwaage an 2-MP) betrug die Reaktionsdauer nur 2 h. Nach
nur 1 h Reaktionszeit reagierte 2-MP komplett zum Diglycerid. In der nachsten Stunde
erfolgte dann die Veresterung des Diglycerides zum Triglycerid.
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Abbildung 20 Veresterung von 2-MP mit Ols&aure in Hexan durch Lipozyme IM (50%

bezogen auf Einwaage 2-MP)

Wurden dagegen nur 10 % Lipase zugegeben, dauerte die Reaktion sieben Stunden.

Veresterung im [6sungsmittelfreiem System

Bei der Synthese von Produkten, die als Lebensmittel Verwendung finden, wird ein
I6sungsmittelfreies System bevorzugt. Zuséatzliche Vorteile sind die hohe Raum-Zeit-
Ausbeute und das Entfallen von Abfallkosten. Das bei der Reaktion gebildete Wasser wurde
hierbei durch Anlegen von Vakuum entfernt, so dass auf den Zusatz von Molekularsieb
verzichtet werden konnte.

Abbildung 21 zeigt einen typischen Zeitverlauf einer Veresterung im losungsmittelfreien
System. Nach 7 h Reaktionszeit wurden 80 % an gewiinschtem OPO gebildet und das Edukt
2-MP vollstandig umgesetzt. Danach wurde nur noch ein mafiger Anstieg an Triglycerid
erreicht. Gleichzeitig erhthte sich allerdings auch der Anteil an PPO. Nach 7 h war das
Edukt 2-MP nicht mehr und DP noch zu 7% detektierbar.



Ergebnisse Teil I: Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter Triglyceride 48

100 =
90 -
80 - ///V
i vV
70 v
60 — '\ /
— . v —m— 2-Monopalmitin - —wy— OPO
S 50 u v’ L
° i —e— 1-Monopalmitin —e— PPO
S
40 —A—OP
30 - v
201y
- v/A—__A
10 - A <
'Z'\':tx 2
0 — T T ' T - T T T T T T T T T T T T T 4_|
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Zeitverlauf in h
Abbildung 21 Veresterung von 2-MP mit Olsaure im losungsmittelfreien System unter

Verwendung von RDL immobilisiert auf EP 100

Bei beiden Verfahren wurde das gebildete Triglycerid durch Saulenchromatographie von den
gebildeten Diglyceriden und der Fettsdure abgetrennt. Die Trennung erfolgte dabei durch
eine Kieselgel-Aluminiumoxidmatrix. Fettsaure, Diglyceride und eventuell noch nicht
umgesetztes Monoglycerid blieben an der Matrix haften und die Triglyceride lieBen sich
problemlos mit einer Mischung aus Hexan/Diethylether (80:20) eluieren. Ein Anteil von
mindestens 5 % Diethylether war fur eine effiziente Elution von Bedeutung. Eine durch

Saulenchromatographie bedingte Acylwanderung konnte nicht beobachtet werden.

Die Uberprifung der Reinheit des erhaltenen OPO erfolgte nach mehreren Verfahren.
Zunachst ergab die Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung einen ersten Hinweis
beziglich des Anteils an Olsaure. Bestenfalls betragt das Verhéltnis Olsaure zu
Palmitinsaure genau 2:1 (Abb. 22).
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Abbildung 22 Gaschromatographische Bestimmung der Fettsaurezusammensetzung
von OPO

Einen weiteren Hinweis der Reinheit ergab die gaschromatographische Auftrennung der
Triglyceride. Triglyceride, die sich in ihrer Anzahl der C-Atome unterscheiden, lassen sich
unter Anwendung sehr hoher Saulentemperaturen (360°C) an einer unpolaren Saulenmatrix
auftrennen. So war es mdglich die Triglyceride PPP, PPO, OPO und OOO voneinander zu
trennen. Triglyceride mit gleichem Molekulargewicht wie z.B. OPO oder OOP kénnen weder
gaschromatographisch noch mittels HPLC ohne Modifikation an einer unpolaren
Saulenmatrix aufgetrennt werden. Um abschlieBend aussagen zu kobnnen, wieviel
Palmitinsaure sich in sn2-Position bzw. wieviel Olsaure sich in snl,3-Position befindet, war
eine regiospezifische Analyse des Triglycerids notwendig. Die Analyse wurde mit
Pankreaslipase durchgefuhrt, die unter den gewéahlten Bedingungen streng 1,3-spezifisch
reagiert. Das Triglycerid wurde dabei in Fettsauren und 2-Monoglycerid gespalten. Die
Analyse der Produkte erfolgte gaschromatographisch durch Uberfiihrung in die
Fettsduremethylester oder durch Derivatisierung mit MSHFBA.
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Abbildung 23 Gaschromatographische Bestimmung der 2-Monoglyceridfraktion

(Fettsauremethylester) nach  regiospezifischer  Reaktion  mit
Pankreaslipase

Die Analyse der 2-Monoglycerid-Fraktion im |dsungsmittelfreien System unter Verwendung
von RDL immobilisiert auf EP 100 ergab 96 % Palmitinsdure in sn2-Position und nur 4 %
Olsaure in sn1,3-Position (Abb. 23).

Nach Silylierung der Reaktionsprodukte wurden die S&uren gemeinsam mit den 2-
Monoglyceriden erhalten. Die Berechnung der einzelnen Produkte erfolgte dann (ber

Responsefaktoren.
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Abbildung 24 Gaschromatographische Bestimmung der Produkte, die durch

regiospezifische Analyse mit Pankreaslipase nach Derivatisierung mit
MSHFBA erhalten wurden

Tabelle 12 zeigt die erhaltenen Ausbeuten und die Reinheit des erhaltenen OPO.

Tabelle 13  Veresterung von 2-MP mit Olsaure mit verschiedenen Lipasen,
Tragermaterialien und Reaktionsbedingungen

Lipase Reaktionsbedingungen  Ausbeute® [%] Regiospezifische Analyse [%0]
sn1,3-Position®  sn2-Position®

RML® n-Hexan/ Molekularsieb 70 (5h) 89 92
Vakuum 82 (24h) 89 82
Vakuum 88 (40h) 85 73
RDL® n-Hexan/ Molekularsieb 72 (5h) 83 94
RDL® Vakuum 78 (16h) 90 96

apusbeute  an  isoliertem  Produkt. °Olsaure. C“Palmitinsaure. %immobilisiert  auf

Anionenaustauscher. (immobilisiert auf Polypropylen (EP 100)

Nach 5 h Reaktionszeit wurden in beiden Reaktionssystemen ca. 70 % an OPO erhalten.
Eine Uberprifung der Reinheit ergab in beiden Reaktionen ebenfalls vergleichbare
Ergebnisse hinsichtlich der Reinheit in sn2-Position. In sn1,3-Position war dagegen mit RML
eine hohere Reinheit nachweisbar. Interessant ist die Beziehung zwischen langerer
Reaktionszeit und gemessener Reinheit von OPO. Nach 24 h Reaktionszeit konnte die
Ausbeute von OPO mit RML auf 82 % und nach 40 h Reaktionszeit sogar auf 88 %
gesteigert werden. Ein Blick auf die Konzentration von Palmitinséure in sn2-Position zeigt
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allerdings deutlich eine Abnahme um jeweils 10 %, so dass nach 40 h Reaktionszeit nur
noch 73 % Palmitinséure in sn2-Position detektiert werden konnten. Die hdchste Reinheit an
OPO mit einer guten Ausbeute von 78 % konnte mit einer Lipase aus Rhizopus delemar
immobilisiert auf Polypropylen erhalten werden. Dabei befanden sich 96% Palmitinsaure in

sn2-Position und 90 % Olséaure in sn1,3-Position.

Einflul3 der Reaktionsbedingungen

Als sehr wichtig fur die Reinheit des erhaltenen Reaktionsproduktes erwiesen sich die
gewahlten Reaktionsbedingungen. Abbildung 25 zeigt sehr anschaulich den Einfluss der
Reaktionsfilhrung auf die Reinheit des Produktes. 2-Monopalmitin wurde dabei mit drei
Aquivalenten Olséaure eine Stunde bei 55°C inkubiert. Nach vollstandigem Losen von 2-
Monopalmitin wurde 10 % RDL immobilisiert auf EP 100 (bezogen auf Einwaage 2-MP)
hinzugegeben und die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches nach 7 h Reaktionszeit
untersucht. Deutlich ist eine Acylwanderung zu beobachten. Neben dem Hauptprodukt OPO
und auch PPO, das bei jeder Veresterung zu einem bestimmten Prozentsatz entsteht,

wurden noch weitere Triglyceride wie PPP (Tripalmitin) und OOO (Triolein) gebildet.
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Abbildung 25 GC-Chromatogramm, das Acylwanderung bei Veresterung von 2-MP

mit Olsaure zeigt

Bei Zugabe von Lipase direkt nach Vermischung der Reaktionskomponenten und
Uberprifung der Reaktionszusammensetzung wurde nur eine geringe Acylwanderung
beobachtet. Es wurden 85 % OPO und 15 % PPO erhalten.
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Abbildung 26 Geringe Acylwanderung bei direkter Zugabe von Lipase zum

Reaktionsgemisch

Vergleich der beiden Reaktionen bezlglich ihrer Raum-Zeit-Ausbeute (RZA)

Von industrieller Sicht ist die Betrachtung der RZA der beiden Reaktionen von grofR3er
Bedeutung. Unter RZA wird die Menge an gebildetem Produkt in pmol pro Stunde pro ml
Reaktionsmischung bzw. pro mg Lipase verstanden (Tab.13). Die Betrachtung der RZA pro
mg Lipase bringt bei den zwei verschiedenen Systemen keine signifikanten Unterschiede.
Markant sind dagegen die Unterschiede, wenn man die RZA pro ml Reaktionsmischung
betrachtet. Im l|6sungsmittelfreien Verfahren wurden 227 pmol Produkt pro h pro ml
Reaktionsmischung gebildet. Das ist ungefahr 80 mal mehr als beim I6sungsmittelhaltigen

Prozess.

Pr odukt[umol]

Raum-Zeit-Ausbeute = ——
Zelt[h] . Volumen[ml]
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Tabelle 14  RZA und Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bei der Veresterung von 2-MP

mit Olsaure in n-Hexan oder lésungsmittelfreiem System

Lipase Reaktionsbedingungen ay” RZA"

pro ml Reaktionsmischung pro mg Lipase

RDL® n-Hexan 0,11 2,6 6,6
n-Hexan 0,43 2,4 6,4
n-Hexan/Molekularsieb 0,11 2,8 7,2
Vakuum 0,43 227 8,1

RML?  n-Hexan/Molekularsieb 0,43 2,3 35

®Wasseraktivitat. umol gebildetes Produkt/h. Simmobilisiert auf EP100. ¢ immobilisiert auf

Anionenaustauscher.

2.5 Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Olen mit mehrfach
ungesattigten Fettsduren

Ernahrungsphysiologisch von grof3er Bedeutung sind strukturierte Triglyceride, die in sn2-
Position mehrfach ungesattigte Fettsduren enthalten und in snl,3-Position eine mittelkettige
Fettsaure. Diese MLM konnen auch von Patienten mit Fettabsorptionsproblemen
aufgenommen werden und gewahrleisten dadurch eine Versorgung mit essentiellen
Fettsauren.

Anders als bei der Alkoholyse von Tripalmitin, konnten die 2-MG nicht durch Kristallisation
gewonnen werden, da die ungesattigten Fettsduren ein unterschiedliches Lésungs- und
Kristallisationsverhalten aufwiesen. Aus diesem Grund erfolgte die Isolierung mit préparativer
HPLC oder Saulenchromatographie. Dabei ist allerdings wichtig, auf die Wahl des
Saulenmaterials besondere Sorgfalt zu verwenden. Eine S&ulenchromatographie mit
Kieselgel fuhrte zu 90 % Acylwanderung. Die Impréagnierung des Kieselgels mit 10%
Borséaureldsung konnte zwar die Acylwanderung verhindern, dennoch war die Abtrennung
der 2-MG von den Sauren und Diglyceriden nicht zufriedenstellend. Bei der Trennung durch
praparative HPLC wurde daher eine RP18-Saule eingesetzt, die aufgrund der unpolaren
Saulenoberflache Acylwanderung verhinderte. Um gréRere Mengen an Produkt aufzutrennen
wurde alternativ eine Saulenchromatographie mit RP18-Kieselgel entwickelt. Als geeigneter
Eluent erwies sich eine Mischung aus Methanol/Wasser (96:4), die eine Elutionsfolge
beginnend mit den 2-MG, Fettsduren, Fettsaureethylester, Diglyceride und Triglyceride

bewirkte.
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2.5.1 Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Leindl

Leindl ist aufgrund seines hohen Gehaltes an a-Linolensdure (C18:3), einer essentiellen w-3-
Fettsaure, ernahrungsphysiologisch von groRem Interesse. a-Linolensédure bildet die
Vorstufe wichtiger Fettsduren wie EPA und DHA. Lein6l wird vor allem in Nordamerika,
Indien und Argentinien erzeugt. Aufgrund seines hohen Anteils an a-Linolenséure
autooxidiert es leicht, wobei z.B. Bitterstoffe und Polymere entstehen, die zu einer
Verfestigung fuhren. Diesen Effekt macht man sich bei der Lack-und Farbenindustrie zu
Nutze, die Leindl als Grundlage fur Anstrichfarben, Lacke und Linoleum einsetzen.

Tabelle 15 Zusammensetzung von Leindl: Vergleich von Literaturwerten  mit

gaschromatographisch bestimmten Werten einer Leindlprobe

Fettsduren Zusammensetzung [Mol%]  Zusammensetzung [Mol%]

Literatur Probe
C 16:0 6,1 6,7
C 18:0 3,2 2,7
c18:1 16,6 13,2
C 18:2 14,2 15,0
C 18:3 59 62,6

Alkoholyse von Lein6l

Die Alkoholyse von Leindl dauerte 24 h bis zur vollstandigen Umsetzung. Die Auftrennung
der Reaktionsprodukte erfolgte saulenchromatographisch mit Borsaure impragniertem
Kieselgel und Elution mit Chloroform:Aceton. In Tabelle 16 ist die Zusammensetzung der

Fettsaurefraktion und der 2-Monoglyceridfraktion aufgefthrt.
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Tabelle 16 ~ Zusammensetzung der Fettsaurefraktion und der 2-Monoglyceridfraktion,

erhalten durch Alkoholyse von Leindl

Fettsauren Zusammensetzung [Mol%] Zusammensetzung [Mol%]
2-Monoglyceridfraktion Fettsaurefraktion

C 16:0 n.d. 15,6

Cc 18:0 n.d. 10,3

c18:1 16,7 15,8

Cc18:2 19,7 11,6

C 18:3 63,6 47,0

n.d. nicht detektierbar

Laut Untersuchung der Zusammensetzung der 2-Monoglyceridfraktion, besteht diese nur aus
einfach bzw. mehrfach ungesattigten Fettsduren. Die geséttigten Fettsduren wie
Palmitinsaure und Stearinsaure befinden sich vollstandig in snl,3-Position.

Die Alkoholysereaktion von Lein6l wurde ebenfalls bei einer Wasseraktivitat von 0,43 mit
RDL immobilisiert auf EP 100 durchgefuhrt. Nach 24 h Reaktionszeit waren die Triglyceride
vollstdndig umgesetzt. Die Abtrennung der 2-Monoglyceride von den (brigen
Reaktionsprodukten erfolgte mittels Saulenchromatographie und lieferte 72,9% isoliertes
Produkt.

Veresterung von 2-Monoglyceriden aus Leindl mit Caprylsaure

Die Veresterung der 2-MG erfolgte |6sungsmittelfrei. Das bei der Reaktion gebildete Wasser

wurde durch Vakuum entfernt.

Tabelle 17  Veresterung von 2-MG aus Leindl

Ausbeute Fettsaurezusammensetzung Regiospezifische Analyse [%]
[%0] [Mol%] snl,3-Position sn2-Position
35.2 69,3 Caprylsaure 90.7 Caprylsaure 80,1 PUFA

6,3 Linolsaure 9,2 PUFA 19,9 Caprylsaure

17,5 a-Linolensaure
6,3  Olsaure

2.5.2 Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Fischol

Fur die Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Fischél, standen vier verschiedene
Fischdle der Firma Loders Croklaan zur Verfugung, die sich in ihrer
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Fettsaurezusammensetzung deutlich unterscheiden. Bei Fischél 2 und 4 konnten neben
Triglyceriden noch Diglyceride und Monoglyceride detektiert werden. Diese wurden durch
Saulenchromatographie (siehe Kap. 6.1.9) abgetrennt. Fischdl 3 besteht im Gegensatz zu

den anderen Fischoélen ausschlieRRlich aus freien Fettsauren.

Fischal 1: Enthalt ca. 12 % EPA und ca. 13 % DHA

Fischol 2: Raffiniertes Fischol, das ca. 40 % DHA enthalt

Fischdl 3: Besteht nur aus freien Fettsauren mit einem Gehalt an EPA von ca. 30 %
Fischol 4: Freie Fettsduren von Fischdl 3 wurden wieder mit Glycerin zu

Triglyceriden verestert. Enthalt ca. 30 % EPA

Fettsaurezusammensetzung der Fischdle

Die Bestimmung der Fettsaurezusammensetzung erfolgte gaschromatographisch nach
Uberfuhrung der Fettsduren in die Fettsduremethylester. Es wurde dabei nach zwei
verschiedenen Methoden gearbeitet. Zum einen wurden sowohl die gebundenen als auch
die freien Fettsduren mit Bortrifluorid methyliert und gemeinsam bestimmt. Zum anderen
wurden mit Natriummethanolat nur die gebundenen Fettsdauren und mit methanolischer HCI
nur die freien Fettsduren detektiert. Beide Methoden zeigten in  der
Fettsaurezusammensetzung Ubereinstimmung. Bei Fischél 4 konnte im Gegensatz zu
Fischdl 1 und 2 ein geringer Anteil an freien Fettsauren detektiert werden (Palmitoleinséaure
(C16:1) und EPA).

Tabelle 17  Fettsdurezusammensetzung der Fischdle in Mol% (aufgefihrt sind die

wichtigsten Fettséauren)

Fettséure Fischol 1 Fischol 2 Fischol 3 Fischol 4
C 14:0 15,2 9,3 0,6 1,0

C 16:0 27,6 13,4 0,3 n.d.
C1l6:1 11,0 7,3 17,2 26,7

C 18:0 4,2 2,6 n.d. n.d.
c18:1 17,0 9,8 n.d. n.d.

C 20:5 10,5 11,4 37,5 37,4

C 22:6 7,8 34,1 n.d. n.d.

n.d. nicht detektierbar
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Alkoholyse von Fischal

Die Alkoholyse von Fischol wurde zunachst mit drei 1,3-regiospezifischen Lipasen und einer
unspezifischen Lipase aus Candida rugosa in Aceton als LOsungsmittel bei einer
Wasseraktivitat von 0,43 durchgefihrt. Alle vier Lipasen waren auf Celite immobilisiert (Tab.
18). Die Isolierung der 2-MG erfolgte entweder durch praparative HPLC oder
Saulenchromatographie mit Borsaure impragniertem Kieselgel oder RP 18 Kieselgel.

Tabelle 18  Einfluss der Lipasen (immobilisiert auf Celite) auf die Ausbeute an 2-MG durch

Alkoholyse von Fischdl 1 in Aceton (nach 24 h).

Lipase Ausbeute an 2-MG (%)
Rhizopus delemar 20
Rhizopus javanicus 19
Rhizopus niveus 14
Candida rugosa 55

In allen vier Reaktionsansatzen war die Ausbeute sehr gering. So konnten mit den 1,3-
regiospezifischen Lipasen Ausbeuten zwischen 14 und 20 % und mit CRL nur 5.5 % 2-MG
erzielt werden.

Allerdings konnte durch Variation der Wasseraktivitat die Ausbeute an 2-MG gesteigert
werden. Abbildung 27 zeigt ein Dinnschichtchromatogramm mit den Reaktionskomponenten
der Alkoholyse bei Wasseraktivitaten zwischen 0,11 und 0,94. Bei einer Wasseraktivitat von

0,94 wurde am meisten 2-MG gebildet.
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In Tabelle 19 ist der Einfluss der Losungsmittels und der Wasseraktivitat auf die Ausbeute an

2-MG zusammengestellt. Bei einer Wasseraktivitdt von 0,94 konnte bei allen drei Fischélen

die Ausbeute signifikant erhdht werden.

Tabelle 19  Einfluss des Ldosungsmittels und der Wasseraktivitat auf die Ausbeute an 2-
MG durch Alkoholyse von Fischél 1 und 4 (nach 24 h).

Substrat Lipase Lésungsmittel Wasseraktivitdst ~ Ausbeute an 2-MG (%)
Fischol 1 RDL® MTBE 0,43 6,5
RDL? Aceton 0,43 20
RDL" Aceton 0,94 37
Fischél 2 RDL® Aceton 0,43 20
RDL® Aceton 0,43 47
Fischol 4 RDL® MTBE 0,43 43
RDL® Aceton 0,94 84

gimmobilisiert auf Celite;

®immobilisiert auf EP 100

Die Untersuchung der bei der Saulenchromatographie erhaltenen Fraktionen ergab fir

Fischoél 2 75 % DHA in der 2-MG-Fraktion. Die gesattigten Fettsduren befinden sich dagegen

vorwiegend in der Ethylester- und Fettsaure-Fraktion.
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von Fischol 2

Veresterung von 2-Monoglyceriden aus Fisch6l mit Caprylsaure

Die Veresterung der 2-MG aus Fischol wurde in n-Hexan, Aceton und ohne Ldésungsmittel
durchgefuhrt. Als Biokatalysatoren wurden RDL EP100 und Lipozyme IM eingesetzt. In
Hexan und ohne L&sungsmittel konnte selbst nach mehreren Tagen Reaktionszeit bei der
Umsetzung von 2-MG aus Fischdl 1 und 2 mit Caprylsaure keine Bildung von Triglyceriden
beobachtet werden. Bei Verwendung von Aceton als Ldsungsmittel konnte mit 2-
Monoglyceriden aus Fischdl 2 11,2 % Triglycerid erhalten werden. Im l6sungsmittelfreien

Prozess hingegen wurde nur eine Ausbeute von 6,1 % erzielt.

2.5.3 Darstellung von Kakaobutteraquivalenten

Als Kakaobutter wird das Fett bezeichnet, das in den Speicherkeimblattern der Kakaopflanze
lokalisiert ist. Es féllt als Nebenprodukt der Kakaoproduktion an. Der Fettanteil betragt 50-
58 %. Kakaobutter hat eine sehr charakteristische Fettsdurezusammensetzung und besteht
hauptséchlich aus drei Triglyceriden (Tab. 22)
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Tabelle 21  Triglycerid- und Fettsdurezusammensetzung von Kakaobutter

Fettsdurezusammensetzung 25 % 16:0 37% 18:0 |34 % 18:1 3 % 18:2 (A9,12)

Triglyceridzusammensetzung 22 % POP |46 % POSt |31 % StOSt

Alkoholyse von Triolein

Die Alkoholyse von Triolein konnte ebenfalls wie die Alkoholyse von TP in Aceton erfolgreich
durchgefuhrt werden. Nach 48 h Reaktionszeit mit RDL EP100 wurde 2-MO durch
Kristallisation in MTBE/Hexan isoliert. Um reines 2-MO (GC > 95 %) zu erhalten, wurde 5
mal umkristallisiert, was jedoch mit einer Reduktion der Ausbeute verbunden war. Die

Ausbeute an isoliertem Produkt betrug daher lediglich 50 %.

Veresterung von 2-MO mit Palmitinsaure und Stearinsaure

Die Veresterung von 2-MO mit Palmitinsdure und Stearinsdure wurde in Hexan als
Losungsmittel erfolgreich durchgefihrt (Tab. 22). Nach 24 h Reaktionszeit waren die
Reaktionen quantitativ abgelaufen und lieferten nach Isolierung durchweg hohe Ausbeuten
an Kakaobutteraquivalenten. Veresterungsversuche ohne Lésungsmittel resultierten in einer
geringen Produktbildung (Ausbeute an POP 17,2 %). Alternativ wurde die Veresterung von
2-MO auch mit den entsprechenden Fettsdureethylestern versucht. Die Reaktionen verliefen
sehr schnell unter Bildung von Triglyceriden. Leider war die Abtrennung der im Uberschuss
vorhandenen Fettsdureethylestern unter den gewdahlten Isolierungsbedingungen nicht

moglich und POP konnte z.B. nicht rein isoliert werden.

Tabelle 22  Zusammensetzung der Kakaobutterdquivalente

Ausbeute [%] Fettsaurezusammensetzung Regiospezifische Analyse [Mol%)]

[Mol%] snl,3-Position sn2-Position
POP 78,9 67,3 PS 87,2 PS 79,4 % OS
30,8 OS 12,8 OS 20,6 PS
1,9 Sts®
POSt 73,1 38,8 PS 42,6 PS 75,7 OS
29,7 OS 49,2 StS 11,8 PS
31,6 StS 8,2 0S 12,6 StS
StOSt 76,0 30,6 OS 91,7 StS 91,1 0S
69,4 St 8,9 OS 8,3 StS

dPalmitinsaure war mit Stearinsaure verunreinigt; PS = Palmitinsaure; OS = Olsaure; StS =
Stearinsaure
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3 Ergebnisse Teil Il: Gerichtete Evolution des slipl-Gens aus

Candidarugosa

Lipasen aus C. rugosa (CRL) finden breite Anwendung bei der Hydrolyse und Synthese von
Estern. Kommerzielle CRL enthélt einige verschiedene Isoenzyme, wobei die Isoform, die
vom lipl-Gen codiert wird, die bekannteste ist. Durch die Synthese des slipl-Gens
(synthetisches lipl-Gen aus Candida rugosa) am Institut flr Technische Biochemie, steht
nun ein recombinantes Lipasegen zur Verfigung, das z.B. mit Methoden der gerichteten
Evolution verandert werden kann. Leider gehorcht C. rugosa einer nicht kanonischen
Kodierung, bei der das Triplett CUG, eine Ubliche Kodierung fir Leucin, als Serin gelesen
wird. Im lipl Gen sind 20 von 47 Serinresten, das katalytische Serin,yg eingeschlossen,
durch das Triplett CUG kodiert. Bei der Gensynthese wurden samtliche CUG-Tripletts durch
universale Serin-Kodierungen ausgetauscht. Bei CRL handelt es sich um eine unspezifische
Lipase, die eine Hauptaktivitat gegeniber mittelkettigen Fettsauren (Cg — Cip) aufweist
(Brocca et al., 1998). Gegentiber mehrfach ungesattigten Fettsduren zeigt sie eine deutliche
Diskriminierung, so dass CRL zur Anreicherung dieser Fettsduren eingesetzt wird (Moore et
al. 1996).

Durch error prone PCR (Kap. 3.3) und anschlielendes Screening (Kap. 3.6) sollten
Varianten des slipl-Gens mit veranderter Kettenlangenspezifitdt erzeugt und charakterisiert

werden.

Ausgangspunkt war der das slip1-Gen enthaltende pYES-Vektor mit einer Gré3e von 7,5 kbp
(Abb. 29). Der pYES 2 Vektor ist ein Hefeexpressionsvektor, der fir eine hohe
Expressionsrate heterologer Gene in Saccharomyces cerevisiae geeignet ist. Er ist sowohl
mit dem ura3-Gen zur Selektion in Saccharomyces cerevisiae ausgestattet, als auch mit dem
Ampicillingen (bla) zur Selektion in E. coli. Wichtig fir die Expression der Lipase ins Medium
ist der GAL1-Promotor, der die Sequenzen zur Regulierung der Transkription enthalt. Die
Transkription des GAL1-Promotors wird in Gegenwart von Glucose unterdriickt. Durch
Entfernen von Glucose und Zusetzen von Galactose ins Kultivierungsmedium wird die

Lipase sekretiert.
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Abbildung 29 pYES-Vektor mit den wichtigsten Restriktionsschnittstellen, Lipase-

Gen (slipl), Ampicillin-Gen (bla) und Uracilgen (ura3)

3.1 Ortsspezifische Mutagenese

Fur die spater notwendige homologe Recombination von slipl und Vektor in Saccharomyces
cerevisiae wurden zunachst geeignete Restriktionsschnittstellen, mit denen das Lipase-Gen
nach der error prone PCR aus dem Plasmid ausgeschnitten werden kann, ausgewahlt. Als
geeignete Restriktionsenzyme erwiesen sich Bgll und BamHI. Da allerdings Bgll den Vektor
sowohl bei 1183 bp als auch bei 5633 bp schneidet, wurde zundchst mittels einer
ortsspezifischen Mutagenese die unerwiinschte Restriktionsstelle bei 1183 bp entfernt.

Mit einer ortsspezifischen Mutagenese (Quik change PCR) kdnnen Punktmutationen erzeugt
und einzelne oder mehrere Nucleotide ausgetauscht werden. Ausgehend von einem
doppelstrangigen Plasmid wird mit Hilfe von zwei synthetischen Oligonukleotid-Primern, die
die gewilnschte Mutation tragen, die neue DNA aufgebaut. Die Oligonukleotid-Primer sind
komplementar zu den gegeniberliegenden Strangen des Vektors und werden wahrend eines
Temperaturzyklus mit Hilfe einer Pfu DNA-Polymerase verlangert. Durch den Einbau der

Primer wird ein mutiertes Plasmid mit zwei versetzten Einzelstrangbriichen erzeugt.
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AnschlieBend wird die urspriingliche DNA-Probe mit Dpnl verdaut. Dieses Enzym verdaut
nur die methylierte DNA, die aus E. coli isoliert wurde. Die durch die Pfu Polymerase
aufgebaute DNA liegt nicht methyliert vor und wird daher von Dpnl nicht verdaut. Nach

Mikro-Dialyse wird die DNA mit der eingebauten Mutation direkt in E. coli transformiert.

@-g-@-0

Plasmid mit Ort Hybridisieren
y Mutagenese Verdau der methylierten,

fur Mutagenese der Primer mit Mutation ) )
nicht mutierten DNA

Abbildung 30Prinzip der ortsspezifischen Mutagenese

Die Erkennungssequenz fir die Bgll Restriktionsstelle lautet: , GCC N4 N GGC' (N = nicht
definiertes Nucleotid). Um die Schnittstelle zu entfernen, muf3te eines der sechs definierten
Nucleotide verandert werden. Da die Bgll-Schnittstelle in der Ampicillin Erkennungssequenz
liegt und daher keine Anderung in der Aminosauresequenz erwinscht war, gab es nur die
Moglichkeit das dritte Nucleotid, das fur eine Aminosdure kodiert, zu mutieren. Dazu wurde
das letzte C-Nucleotid der Bgll Erkennungssequenz in ein T-Nucleotid mutiert. Bei der
Konstruktion der Primer wurde auf G bzw. C-reiche Enden geachtet, um eine stabile Bindung

durch Wasserstoffbriickenbindung zu gewahrleisten.

Primer:
Vorwarts 5 -CCA GCC AGC CGG AAG GGT CGA GCG CAG AAG TGG -3
Rickwarts 5 -CCA CTT CTG CGC TCG ACC CTT CCG GCT GGC TGG -3

Nach Durchfiihrung der PCR in An- und Abwesenheit von DMSO und Auftragen auf ein
Agarosegel wurde nach 40 min Laufzeit eine deutliche Bande bei 7,5 kbp erhalten, die der
GroRRe des Vektors einschlieflich slipl entspricht (Abb. 31; Spur 4). Bei diesem PCR-Ansatz
wurde ohne DMSO gearbeitet. Der Zusatz von DMSO flihrte bei den Anséatzen 2-3 nicht zum

Erfolg.
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1+5 7 pl Standard (kb-Ladder)

2-3 10 pl PCR-Ansatz + 10 pl
DMSO

4 10 pl PCR-Ansatz ohne
DMSO, Plasmid mit richtiger
GroRe (7,5 kbp)

Abbildung 31 Agarosegelelektrophorese nach Quik Change

Nach dem Verdau der urspringlichen, methylierten DNA mit Dpnl erfolgte die
Transformation direkt in XL2-Blue Epicurian Coli Supercompetente Zellen. Uber Nacht waren
12 Kolonien auf LB/Ampicillin-Platten gewachsen.

Alle 12 Kolonien wurden in LB/Ampicillin-Medium kultiviert und eine Plasmidpréparation
mittels Flexiprap durchgefuhrt. Um den Erfolg der ortsspezifischen Mutagenese zu
Uberprufen, erfolgte der Verdau der erhaltenen DNA mit Bgll. Bei der einen Halfte der Klone
wurde die Mutation erfolgreich eingefiihrt, was das Auftreten nur einer Bande bei 7,5 kbp auf
dem Agarosegel deutlich belegt (Abb. 32; Spuren 2, 6, 9-12). Bei der anderen Halfte der
Klone traten dagegen zwei Banden auf, die der GroRe der zu erwartenden Spaltfragmente
bei beiden intakten Bgll Schnittstellen entspricht, d.h. die Restriktionsschnittstelle konnte

durch ortspezifische Mutagenese nicht entfernt werden (Abb. 32; Spuren 3-5, 7, 8, 13).
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Abbildung 32 Uberpriifung der Effektivitat der ortsspezifischen Mutagenese durch Spaltung

mit Bgll mittels Agarosegelelektrophorese

Klon 5 (Spur 6) wurde in LB/Ampicillin-Medium kultiviert und eine Plasmid-DNA-Praparation

durchgefuhrt (Midiprap) um daraus dann den fir die Transformation in Saccharomyces

cerevisiae geeigneten Vektor zu erhalten.
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Abbildung 33

1 Standard (Kb ladder)
2 2 Spaltfragmente durch

Spaltung mit Bgll und BamHI (1,6 kbp und 6 kbp)

Agarose-Gelelektrophorese nach Spaltung mit Bgll und BamHI
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3.2 Gerichtete Evolution — error-prone PCR

Die fehlerhafte Polymerasekettenreaktion (error-prone PCR) ist neben der Verwendung von
Mutationsstammen die wichtigste Methode zur Durchfiihrung der gerichteten Evolution. Die
Error-prone PCR beruht auf der Einstellung nicht-optimaler Reaktionsbedingungen in der
PCR. Diese werden durch Verwendung eines der vier Desoxynucleotide im Unterschuss und
Variation der Mangan- oder Magnesiumkonzentration erreicht. So kann die Fehlerrate der
bei der PCR eingesetzten tag-Polymerase von 0,001-0,02% unter Standardbedingungen auf
Uber 1% gesteigert werden. Abbildung 34 zeigt die Strategie fir die error prone PCR des
slipl-Gens. Dazu wurde das slipl-Gen aus dem Expressionsvektor i-pY-p-slipl (Abb. 29)
unter mutagenen PCR-Bedingungen mit den Primern MUTCRL1 und MUTCRL2 amplifiziert.
Die Primer wurden dabei so gewahlt, dass ein Uberlappender Bereich mit dem Vektor, der
mit Bgll und BamHI geschnitten wurde, vorlag. Fur die PCR wurden vier verschiedene
Reaktionen angesetzt, die zur Transformation in S. cerevisiae wieder vereinigt wurden. Bei
jedem Ansatz war im Nucleotid-Mix ein anderes Nucleotid im zehnfachen Unterschuss
vorhanden. Nach der Amplifizierung des 1,6 kb-Fragments und Auftragen auf ein
Agarosegel, waren nur mit dem A-Mix und G-Mix unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen deutliche Banden zu erkennen. Erst durch eine Erhéhung der DNA-
Konzentration konnte mit dTTP und dCTP eine ausreichende PCR-Produktausbeute erreicht
werden. Das Plasmid aus 3.1 wurde zur Isolierung des Vektors mit Bgll und BamHI verdaut.
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Abbildung 34 Strategie fur die Error-prone PCR



Ergebnisse Teil Il: Gerichtete Evolution des slipl-Gens aus Candida rugosa 68

Das Agarosegel (Abb. 33) zeigt deutlich die zwei zu erwartenden Spaltfragmente. Das
Spaltfragment bei ca. 1,6 kbp entspricht dem slipl-Gen, das Spaltfragment bei ca. 6 kbp

dem Vektor, der fir die Transformation in Saccharomyces cerevisiae eingesetzt wurde.

Die aus error-prone PCR und durch ortsspezifische Mutagenese erhaltenen DNA-Proben,
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese getrennt.
AnschlieBend wurde die Bande des DNA-Fragments des mutierten Vektors (6 kbp) und die
des mutierten Lipasefragments (1,6 kbp) aus dem Gel geschnitten und mittels Gelextraktion
die reine DNA erhalten. Die Rekombination der beiden Fragmente erfolgte abschliel3end in

vivo nach Transformation in Saccharomyces cerevisiae.

Fir die error-prone PCR wurden folgende Primer eingesetzt:

MUTCRL1 (vorwarts): 5 -CGG ATC GGA CTA GCA GC-3
MUTCRL2 (rtckwarts): 5 -CGG TTA GAG CGG TGG G-3°

3.3 Transformation in Saccharomyces cerevisiae

Fir eine effiziente Transformation in S. cerevisiae wurden verschiedene
Transformationsprotokolle untersucht. Weder die Transformation in Hefe mit Lithiumacetat
und DMSO (Hilt et al., 1991), noch die Elektrotransformation, noch der Saccharomyces
cerevisiae Easy-comp Transformation-Kit von Invitrogen ermdglichten eine effiziente
Transformation. Die Anzahl an Kolonien war fur ein aussagekraftiges Screening zu gering.
Im Gegensatz dazu war die Transformation in Hefe mit Lithiumacetat nach Gietz und
Mitarbeitern sehr erfolgreich (Tab. 23).

AnschlieBend wurden 3200 Transformanden in Mikrotiterplatten mit Nahrmedium tbertragen.

Tabelle 23  Anzahl der Kolonien nach Transformation in Saccharomyces cerevisiae

Negativkontrolle Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3

Anzahl an Kolonien keine Kolonien >2000 >2000 1000

3.4 Tributyrinplatten-Assay

Ein Teil der Transformanden wurde zur Uberprifung der Aktivitat auf Tributyrinplatten
Ubertragen.
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Abbildung 35 zeigt eine Tributyrinplatte, in der nur Transformanden des slip1-Gens bezlglich
ihrer Aktivitat Gberprift wurden. Jeder Transformand zeigte eine deutliche Hofbildung, was
darauf hinweist, dass die Transformation in S. cerevisiae ohne Aktivitatsverlust mdglich ist.
Abbildung 36 dagegen zeigt ein gemischtes Bild aus aktiven und inaktiven Transformanden.
Moglicherweise bewirkten die durch die error-prone PCR eingefihrten Mutationen eine
Inaktivierung der Klone. Dieses gemischte Auftreten von aktiven bzw. inaktiven Klonen
entspricht den Erwartungen, da ein Teil der eingefihrten Mutationen mit einem

Aktivitatsverlust konform gehen kann.

Abbildung 35 Transformanden ohne error Abbildung 36 Transformanden nach

prone PCR error-prone PCR

3.5 Entwicklung eines Mikrotiterplatten-Assays

Fur ein effektives Screening auf veranderte Kettenldngenspezifitat wurde ein
Mikrotiterplattenassay unter Einbeziehung eines Biomek-Roboters entwickelt. Der Assay
sollte méglichst einfach und schnell durchzufiihren sein.

Die grof3e Anzahl an Kolonien, die nach der Transformation in S. cerevisiae erhalten wurden,
wurden in Mikrotiterplatten Ubertragen. Jedes Well wurde mit 100 pl Nahrmedium, das aus
YNB, Histidin, Galactose, Puffer und Caseinhydrolysat besteht, geflllt. Nach zweitagiger
Kultivierung bei 30°C wurden 150 upl Glycerin pro Well hinzugefigt und die Platten als
Glycerinkultur bei - 80°C gelagert. Diese Platten, die nun die Mutantenbank von C. rugosa
Lipase in S. cerevisiae bilden, wurden fiir das Screening repliziert. Der eigentliche Assay
erfolgte in einer dritten Mikrotiterplatte. Zuerst wurde mit Hilfe des Roboters Assaylésung
zugegeben, dann der die Lipase enthaltenden Uberstand aus der Replikaplatte. Vor und
nach Inkubation (2 h bei 30 °C) wurde die Absorption bei 410 nm gemessen (Abb. 37).
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Abbildung 37 Prinzip der Assayentwicklung in Mikrotiterplatten

3.5.1 Mikrotiterplattenassay mit p-Nitrophenylestern

Fir das Screening auf veranderte Kettenlangenspezifitst wurden p-Nitrophenylester
unterschiedlicher Kettenlangen eingesetzt:

p-Nitrophenylbutyrat (pNPB)
p-Nitrophenylcaprylat (pNPC)
p-Nitrophenyllaurat (pNPL)
p-Nitrophenylpalmitat (pNPP)
p-Nitrophenyleicosapentaenoat (pNPE)

o 0 A~ w N

p-Nitrophenyldocosat (pNPD)

Die Ester 1 bis 4 konnten kauflich erworben werden, die Ester 5 und 6 hingegen wurden
synthetisiert (sieche Kap. 6.3). Bei Anwesenheit einer aktiven Lipase wird die Esterbindung
gespalten und p-Nitrophenol freigesetzt, das durch die gelbe Farbe bei 410 nm
photometrisch detektiert werden kann.
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Schema 6  Enzymatische Hydrolyse der p-Nitrophenylester

Abbildung 38 zeigt eine reprasentative Assayplatte mit Wildtyp-Klonen zur Kontrolle der
Reproduzierbarkeit. Von links nach rechts wurden die p-Nitrophenylester unterschiedlicher
Kettenldnge zugegeben. Die Untersuchung eines Klons bendtigte jeweils sechs Wells. Pro
Platte konnten daher 15 verschiedene Klone auf verdnderte Kettenlangenspezifitat
untersucht werden. Auf jeder Platte befindet sich zusatzlich ein Blindwert. Der Wildtyp wurde
entweder direkt auf der Assay-Platte gemessen oder parallel in einer anderen Assayplatte,
die mehrere Wildtyp-Klone enthielt.

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

1-6 p-Nitrophenylester

unterschiedlicher Kettenlange

Abbildung 38 Mikrotiterplatte mit 15 verschiedenen Wildtyp-Klonen

Abbildung 39 zeigt den Verlauf der Reaktion bei sieben verschiedenen Wildtyp-Klonen. Die
Steigung der Geraden verlauft nahezu identisch.
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Abbildung 39 Reproduzierbarkeit der Aktivitat verschiedener Wildtyp-Klone gegen

Tributyrin

Die Kalkulation der Steigung pro Stunde von den Geraden der sieben Wildtyp-Klone zeigt
lediglich eine Abweichung von maximal 3%.

Tabelle 24  Steigung/Stunde verschiedener Wildtyp-Klone gegenuber Tributyrin

Steigung/h
A 07 0.675
B 07 0.673
co7 0.673
D 07 0.669
E 07 0.670
F 07 0.662
G 07 0.656

3.5.2 Screening der slipl "Mutantenbibliothek" aus Candida rugosa

Nach Optimierung der Assaybedingungen, wie Menge an Substrat, Inkubationszeit, Menge
an Lipaseuberstand wurde die Mutantenbibliothek Candida rugosa Lipase mit dem in Kapitel
3.6.1 beschriebenen Assay durchmustert. In Abbildung 40 ist durch die kréaftigere
Gelbfarbung eine "positive Mutante" deutlich zu erkennen.
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Abbildung 40 Aktivitatsscreening verschiedener Klone, die durch error-prone PCR

erhalten wurden

Nach Durchmusterung der Mutantenbibliothek wurden elf Klone gefunden, die sich durch
eine erhéhte Aktivitat gegeniiber gewissen Kettenlangen im Vergleich zur Wildtyp-Lipase
auszeichneten. Nach wiederholter Durchfiihrung des Assays, konnten bei sechs von den elf
Klonen die von der Wildtyp-Lipase abweichenden Aktivitaten bestatigt werden. Bei den
tbrigen funf Klonen war keine Reproduzierbarkeit moglich.

3.6 Sequenzierung positiver Klone

Sechs "positive" Klone, die im p-Nitrophenylesterassay im Vergleich zum Wildtyp
verschiedene Aktivitaten zeigten, wurden nach der Plasmid-DNA-Isolierung aus S. cerevisiae
in E. coli retransformiert. Nach der Plasmid-DNA-Isolierung wurde jeweils das Lipase-Gen

mit geeigneten Primern sequenziert.

3.6.1 Plasmid-DNA-Isolierung aus Saccharomyces cerevisiae

Die Plasmid-DNA-Isolierung gestaltete sich als relativ schwierig. Auch nach dem parallelen
Durchfuihren drei verschiedener Isolierungsprotokolle, konnte kein Protokoll erarbeitet
werden, das reproduzierbare Ergebnisse lieferte. Bei allen drei Protokollen war die
Transformationsrate sehr gering. In Abbildung 41 sind in den Spuren zwei bis sieben

schwache Banden von Plasmid-DNA zu erkennen.
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1 23456 7891011
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g 10  Vergleich Plasmid-DNA slipl in i-pY-p-slipl
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1,6 kbp
1,0 kbp
Abbildung 41 Agarose-Gel nach Plasmid-DNA-Isolierung

AnschlieBend wurde ein Testverdau mit BamHI und Bgll durchgefiihrt. Nach Auftragen auf
ein Agarose-Gel wurden die korrekten Spaltfragmente bei 1,6 kbp und 6 kbp erhalten (Abb.
42).

7,5 kbp

8,1 kbp
7,1 kbp
6,1 kbp
5,1 kbp
4,1 kbp
3,1 kbp

1 Standard 7 pl (Kb-ladder)
2 2 ul DNA + 5 pl Probenpuffer (MN18A3)

20kbp 3 4 ul DNA + 7 ul Probenpuffer (MN18A3)

1,6 kbp

1,0 kbp

Abbildung 42 Testverdau mit BamHI und Bgll

3.6.2 Ergebnis der Sequenzierung

Die Sequenz des slipl-Gens wurde mit der Sequenz der verschiedenen Klone verglichen,
um die auftretenden Mutationen zu bestimmen (Tab. 25).
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Tabelle 25  Lokalisierung der Mutationen nach Sequenzierung

Klon Mutationen

MN9E4 keine Mutationen gefunden

MNOF3 1 stille Mutation: Leucin 515 TTG = Leucin 515 CTG
MN17B11 1 Mutation: Threonin 11 ACC = Alanin 11 GCC
MN17E2 2 stille Mutationen:

Aspartat 191 GAC = Aspartat 191 GAT

Isoleucin 374 ATC = Isoleucin 374 ATT
MN18A3 keine Plasmid-DNA-Isolierung moglich, Kontamination mit blauen Zellen
MN18H3 1 Mutation: Threonin 201 ACT = Alanin 201 GCT

3.7 Charakterisierung der Mutanten

Zur Charakterisierung wurden die Mutanten MN17B11 (Thr11Ala), MN18H3 (Thr201Ala) und
slipl im Schittelkolben kultiviert. Die Induktion der Lipase-Expression erfolgte durch Zusatz
von Galactose. Der Lipase-haltige Uberstand wurde durch Zentrifugation von den Zellen
abgetrennt und die Lipase durch Ultrazentrifugation konzentriert. Die Aktivitdt des
Zelliberstandes wurde vor und nach der Konzentrierung gegen p-Nitrophenylbutyrat bei

410 nm gemessen (Tab. 26).

Tabelle 26 Aktivititsmessung des Uberstands nach 20 min gegen p-Nitrophenylbutyrat

vor und nach der Konzentrierung

U/ml vor Konzentrierung U/ml nach Konzentrierung
slipl 0,020 0,137
MN 17 B11 0,025 0,051
MN 18 A3 0,021 0,092
Blindwert 0,007 0,007

Zur Konzentrierung wurde ein 10 kDa Filter verwendet. Zusatzlich wurde die Aktivitat im
Uberstand ohne Induktion der Lipase-Expression gemessen, um sicher zu gehen, dass die
gemessene Aktivitat tatsachlich durch die Lipase verursacht wird. Dazu wurden slipl
exprimierende Hefezellen in 20 ml Kulturmedium mit Glucose und im Vergleich mit

Galactose kultiviert. 2 ml des Uberstands wurden nach drei Tagen Kultivierung abgenommen
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und die Aktivitat gemessen. Auch nach 40 min Inkubation war die Aktivitat im Medium ohne

Induktion deutlich geringer als im Medium nach Induktion (Tab. 27).

Tabelle 27 Vergleich der Aktivitat gegen p-Nitrophenylbutyrat im Uberstand mit und ohne

Induktion der Lipase

U/ml
slipl ohne Induktion 0,007
slip1 mit Induktion 0,020
Blindwert 0,004

Um Aktivitatsunterschiede zwischen Wildtyp-Lipase und Mutanten an natirlichen Substraten
zu verifizieren, wurde eine kompetitiver Assay mit einem "random oil" und anschliel3ender
gaschromatographischer Detektion durchgefihrt. Unter "random oil" versteht man ein
speziell synthetisiertes Ol, das ein Fettsaurespektrum von C 8 bis C 18 mit einer dhnlichen

Fettsaurezusammensetzung in allen Positionen aufweist.

Tabelle 28  Fettsdurezusammensetzung des "random oils"

Fettsaure Zusammensetzung [Mol%] Zusammensetzung 2-MG [Mol%]
C 8.0 13,2 9,4
C 10:0 8,9 10,0
C 12:0 15,6 17,1
C 14:.0 55 5,8
C 16:0 12,9 13,5
C 18:0 10,8 11,3
c18:1 16,4 16,4
C 18:2 14,6 14,3
C 18:3 1,9 1,8

Eine Emulsion aus "random oil", Gummi arabicum und Wasser wurde mit einer bestimmten
Menge an aufkonzentrierter Lipase versetzt. Die bei der Reaktion freigesetzten Fettsauren
wurden bis zu ca. 15% Hydrolyse mit 0.1 N NaOH auf einen pH-Wert von 7.2 titriert. Nach
dem Ausschitteln der Fettsauren wurden diese nach Derivatisierung mit MSHFBA
gaschromatographisch aufgetrennt und der Anteil der einzelnen Fettsauren mit Hilfe von
Response-Faktoren berechnet. Die Lipase der Mutante MN17B11 zeigte dabei vor allem

gegeniuber Palmitinsaure und Stearinsdure, beides schlecht I6sliche, gesattigte Fettséduren,
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eine deutlich hohere Aktivitat als der Wildtyp. Mutante MN18H3 dagegen zeigt im
kompetitiven Assay keine deutlichen Unterschiede zum Wildtyp (Abb. 43).
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Abbildung 43 Vergleich der Aktivitdt der Wildtyp-Lipase (slipl) mit Lipasenmutanten

MN17B11 und MN18H3 in einem kompetitiven Assay

3.8 3-D-Struktur der Lipase aus Candida rugosa

Mit Hilfe eines Computermodels konnte die raumliche Anordnung der Mutationen in der
Candida rugosa Lipase-Struktur bestimmt werden. Bei Mutante MN17B11 wurde die
Aminosaure Threoninll gegen Alanin ausgetauscht. Die Punktmutation von MN18HS3 flihrte
zu einem Austausch von Threonin201 durch Alanin. Beide Mutationen liegen in der
Peripherie der Enzymstruktur ohne direkten Einfluss auf das aktiven Zentrum. Die
Entfernung des Alanin11 vom Serin209 der katalytischen Triade betragt 35,3 A.
Interessanterweise zeigt die Mutation All einen deutlichen Effekt auf die Spezifitat der
Lipase im Gegensatz zur Mutation A201, die das gleiche Kettenlangenspektrum wie der
Wildtyp zeigt.
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Abbildung 44 3-D-Struktur der Lipase aus Candida rugosa mit aktivem Zentrum (rot)
und Mutationen (griin)
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4 Diskussion

4.1 Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter Triglyceride

Die Synthese strukturierter Triglyceride des ABA-Typs erfolgte nach einem neuen
zweistufigen Lipase-Katalysiertem Verfahren unter Beriicksichtigung lebensmittelrechtlicher
Aspekte. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen im Vergleich zum bisher beschrieben
Einschrittverfahren in der héheren Ausbeute und Reinheit der isolierten Triglyceride. Die im
ersten Reaktionsschritt durch Alkoholyse entstehenden 2-MG sind nicht nur als
Zwischenverbindung zur Synthese strukturierter Triglyceride interessant, sondern kénnten
auch zur Darstellung von Phospholipiden und chiralen Triglyceriden eingesetzt werden.

Die nachfolgende Veresterung gelang ohne Losungsmittel bei niedrigen Reaktionszeiten
durch Entfernung des in der Reaktion gebildeten Wassers. Fur den positiven Verlauf beider
Reaktionen ist die Minimierung der Acylwanderung von entscheidender Bedeutung. Ebenso
ist fur jedes neue Substrat, das mit diesem Zweischrittverfahren Lipase-Katalysiert zu ABA-
Triglyceriden umgesetzt werden soll, eine detaillierte Untersuchung verschiedener Faktoren
wie Wasseraktivitat, Trdgermaterial und Temperatur unerlasslich.

4.1.1 Entwicklung einer effizienten Analytik

Fur die Entwicklung einer effizienten Analytik wurde zundchst Uberlegt, welche
Analysengeréate fur die Detektion der Reaktionsprodukte noétig sind. Voraussetzung war die
Detektion aller Reaktionspartner, die sich allerdings in ihrem Eigenschaften erheblich
unterscheiden. Dariiber hinaus sollte es mdglich sein, die verschiedenen Isomere wie 1(3)-
MG von 2-MG bzw. 1,2(2,3)-DG voneinander zu trennen. Prinzipiell ist die
Reaktionsverfolgung der Alkoholyse als auch der Veresterung mit GC und HPLC mdéglich. So
wurden z.B. die kinetischen Daten (Kap. 2.3) auf der Grundlage von Ergebnissen, die mittels
HPLC an einer Umkehrphasenmatrix gemessen wurden, ermittelt. Die Elution erfolgte mit
einem Gradientensystem aus Aceton/Dichlormethan und anschlieBender Detektion mittels
Lichtstreudetektor, der sich gut fir die Detektion von Fettsauren und &hnlichen Substanzen
eignet. Damit konnten Monoglyceride, Fettsauren, Fettsdureethylester, Diglyceride und zum
Schluss die Triglyceride voneinander getrennt werden. Als Nachteil bei der HPLC-Methode
erwies sich abhangig vom Substrat die schlechte Reproduzierbarkeit und die Instabilitdt des
HPLC-Systems insgesamt. Aus diesen Grinden wurde die komplette Analytik mittels GC
durchgefiuhrt (Kap. 2.1). Eine Ausnahme blieb die praparative HPLC zur Isolierung der 2-MG

aus Fischol und Leinol.
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Zur gaschromatographischen Charakterisierung aller Produkte und Edukte wurde dabei eine
unpolare Saulenmatrix bestehend aus 5 % Phenyilsilicon und 95 % Methyilsilicon eingesetzt.
Durch den Anteil ein Phenylsilicon, wird das Ausbluten der Saule erschwert und erlaubt des
Arbeiten bei Temperaturen bis zu 360°C. Dabei darf die Hochsttemperatur ca. 20 min
gehalten werden. Wichtig bei der Wahl der Saule war ihre Einsatzmdglichkeit bei sehr hohen
Temperaturen. Ansonsten ware eine Detektion der Triglyceride nicht moglich gewesen. Die
Triglycerid-Analytik liegt bereits im Hochtemperaturmessbereich und erlaubt die Auftrennung
von Triglyceriden mit unterschiedlichem Molekulargewicht. Dagegen ist die Trennung von
Triglyceriden mit gleichem Molekulargewicht, aber unterschiedlicher Verteilung der
Fettsduren im Glycerin wie z.B. OPO oder OOP an einer unpolaren Saulenmatrix nicht
moglich.

4.1.2 Kinetische Untersuchungen

Beispielhaft zur Bestimmung der kinetischen Daten wurde die Alkoholyse von Triolein in
Aceton herangezogen. Dabei wurden funf Konzentrationen an Triolein bei einer fixen
Konzentration an Ethanol gewahlt. Sowohl die Acetonmenge als auch die Enzymmenge
blieben konstant. Die graphische Auftragung der Geraden wurde nach zwei Verfahren
durchgefiuhrt: — Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee — um Nachteile der einzelnen Verfahren
auszugleichen. Bei 1 mmol Ethanol und 5 mmol Ethanol stimmten die Daten flr Vi und K,
bei beiden Verfahren gut Uberein. Eine starke Abweichung ist hingegen fir eine
Konzentration von 2,5 mmol Ethanol zu beobachten. Der grof3e Unterschied lasst sich
vielleicht damit begriinden, dass bei einer Auftragung nach Lineweaver-Burk bei hohen
Substratkonzentrationen aufgenommene Werte gestaucht und Daten flr niedrige
Konzentrationen hdher bewertet werden. Exaktere Ergebnisse werden durch ein nicht-
lineares dynamisches Optimierungsverfahren erhalten, das aus den erstellten Mel3daten die
kinetischen Daten ermittelt. Diese wurden am Institut fir Bioverfahrenstechnik erstellt (Abb.
45). Diese Berechnungen bestatigen, dass bei der Alkoholyse von 2-MP sehr wahrscheinlich

ein Pinp-Pong-Bi-Bi-Mechanismus zu Grunde liegt.
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Abbildung 45 Alkoholyse von Triolein mit Ethanol - Vergleich von Simulation und

Experiment - Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus mit Inhibition durch die
Substrate und Produkte

4.1.3 Synthese von OPO

OPO ist anteilmafRig im Milchfett der Muttermilch das bedeutendste Triglycerid. Da die
Bekdmmlichkeit von Babynahrung als Muttermilchersatz entscheidend von diesem Lipid
abhangt, besteht grol3es Interesse dieses Produkt in hoher Reinheit zu synthetisieren. Der
zur Zeit durchgefiihrte Prozess erlaubt die Synthese von OPO in 40 % Ausbeute mit einer
Reinheit von maximal 65 % Palmitinsaure in sn2-Position. Dabei wird Palmél mit Olsaure in
einem einstufigen, enzymatischen Prozess umgesetzt. Die grof3e Bildung an
Nebenprodukten lasst sich durch das Vorhandensein einer grof3eren Vielfalt an Produkten
erklaren sowie durch die bei der Reaktion auftretende Acylwanderung.

Im Gegensatz dazu liegt der Vorteil des neu entwickelten Zweischrittverfahren darin, dass
durch die Alkoholyse im ersten Schritt 2-Monopalmitin sehr rein erhalten werden konnte
ohne das Auftreten von unerwiinschten Nebenprodukten. Durch die Prozessoptimierung im
zweiten Schritt war es nun mdglich OPO in einer Gesamtausbeute von 74% mit einer

Reinheit von 96 % Palmitinsaure in sn2-Position zu synthetisieren.
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Alkoholyse von Tripalmitin zur Synthese von 2-MP

Der Erfolg der Alkoholyse zur Synthese von 2-MP hangt entscheidend von der Wahl der
Reaktionsbedingungen ab, ansonsten entsteht vorwiegend durch Acylwanderung gebildetes
1(3)-MP. So kann man die Lipase-Katalysierte Alkoholyse von Triglyceriden z.B. in
wassrigem (Boutur et al., 1994; Briand et al., 1994) oder nicht wassrigem Medium
durchfiihren (Mittelbach, 1990). In wassrigen Systemen werden aber selbst bei Einsatz von
snl,3-regiospezifischen Lipasen hauptsachlich 1,(3)-MG erhalten. Andere Verfahren wie die
Glycerolyse von Triglyceriden mit Glycerin fihren ebenfalls zu 1,(3)-MG. Es entsteht nur ein
Anteil von ca. 10 % 2-MG (Bornscheuer, 1995). Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit
war daher die Unterdrickung der Acylwanderung wahrend der Alkoholyse. Da die
Acylwanderung vom L&sungsmittel, dem Tragermaterial, der Wasseraktivitdt und der
Temperatur abhangt wurden diese Faktoren detailliert untersucht. Da in der Literatur bereits
Alkoholysen in MTBE als Lésungsmitteln durchgeftihrt wurden, wurde zunachst ebenfalls
MTBE gewahlt, um mehrere 1,3-spezifische Lipasen zu vergleichen. Wie Tabelle 8 zeigt
erwies sich eine Lipase aus Rhizopus delemar am geeignetsten flr die Alkoholyse von
Tripalmitin. Es konnten dabei durch Kristallisation 95 % 2-MP ohne Auftreten von
Acylwanderung isoliert werden. Sehr interessant ist auch das Ergebnis bei Verwendung von
Lipozyme IM, das sehr haufig in der Literatur und in industriellen Prozessen eingesetzt wird.
Bei Lipozyme handelt es sich um eine Lipase aus Rhizomucor miehei immobilisiert auf
Anionenaustauscher. Bei Verwendung dieser Lipase zur Alkoholyse von Tripalmitin konnte
88 % Monopalmitin isoliert werden. Zu bemerken ist allerdings, dass nach Uberprifung der
Reinheit 20 % des Produktes als 1-MP vorlagen. Untersuchungen von Millgvist und
Mitarbeitern ergaben, dass ein Anionenaustauscher Acylwanderung verursachen kann
(Fureby et al., 1996; Fureby et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings
festgestellt, dass die Acylwanderung vor allem von der Wahl des Losungsmittels beeinflusst
wurde. So zeigte der Einsatz von Lipozyme in Aceton keine Acylwanderung (Tab. 9). Erst bei
einer sehr hohen Wasseraktivitat wurde eine geringe Acylwanderung beobachtet (Abb. 13).

Da OPO in Babynahrung eingesetzt werden soll, musste natirlich bei der Wahl des
Lésungsmittels darauf geachtet werden, dass es fir die Produktion von Lebensmitteln laut
Lebensmittelrecht erlaubt ist. Prinzipiell mdglich ist die Verwendung von Ethanol, Aceton,
Butylacetat, Ethylacetat, Hexan, Methanol, Ethylmethylketon und 2-Propanol. Die Ester
Butylacetat und Ethylacetat sind als Lésungsmittel ungeeignet, da sie selbst Substrat fur die
Lipase darstellen. Ein weiteres Problem, das durch das Ldésungsmittel verursacht werden
kann, ist die mdgliche Inhibierung oder Desaktivierung der Enzyme. So erwiesen sich
Losungsmittel wie Aceton, Ethanol oder Methanol fir Lipidmodifikationen meist als
ungeeignet (Millgvist et al., 1994; Soumanou et al., 1998b). Bei einer Voruntersuchung des

Einflusses des Losungsmittels auf die Alkoholyse von Triolein wurde in Aceton
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Uberraschenderweise eine ebenso hohe Ausbeute wie in MTBE erhalten. Dagegen ergaben
die Reaktionen in Ethanol, Methanol und Isopropanol kein Produkt (Tab. 6). Eine zunachst
vermutete Deaktivierung des Enzyms in diesen Lésungsmitteln konnte nicht bestatigt
werden, da bei anschlieendem Aktivitatstest gegen Olivendl im pH-Stat nach wie vor eine
hohe Aktivitat bestimmt werden konnte. Denkbar ware eine voriibergehende Inaktivierung
des Enzyms durch Anlagerung des Ldsungsmittels an das aktive Zentrum verbunden mit
einer Konformationsanderung.

Die bei der Alkoholyse von Triolein in Aceton erhaltenen Ergebnisse waren nicht auf die
Alkoholyse von Tripalmitin Gbertragbar. So konnte in Aceton zunachst nur eine Ausbeute von
25 % an 2-MP erzielt werden. Um allerdings 2-MP in nahezu quantitativer Ausbeute zu
erhalten, war die Variation der Wasseraktivitdt und Immobilisierung der Lipasen auf einen
anderen Trager notwendig. RML und RDL wurden dabei in einem Adsorptionsverfahren auf
Polypropylen immobilisiert. Im Gegensatz zu Celite handelt es sich bei Polypropylen um eine
organische Matrix. Die unterschiedlichen Eigenschaften der Tragermaterialien konnen
durchaus die Aktivitat der Enzyme beeinflussen, wobei zu bemerken ist, dass die
verschiedenen Aktivitaten deutlich mit dem Reaktionsmedium in Zusammenhang stehen.
Selbst bei einer Wasseraktivitdt von 0,43 erwies sich RDL immobilisiert auf Celite fir die
Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton als vollig unzureichend. Dieses Ergebnis steht im
absoluten Gegensatz zu der Alkoholyse von Tripalmitin in MTBE unter Verwendung des
gleichen Lipase-Immobilisats bei einer Wasseraktivitdt von 0,11. Ebenso zeigte Lipozyme IM
nach Reduzierung der Lipasemenge auf 10 % und gleichzeitiger Erh6hung der Reaktionszeit
als ungeeignet fur eine effiziente Alkoholyse. Circa 40 % Tripalmitin waren nach 48 h
Reaktionszeit noch nicht umgesetzt. Durch eine Erhéhung der Reaktionszeit konnte die
Ausbeute an 2-MP mdglicherweise erhtht werden. Eine alternative Erklarung wére eine
mdogliche Inhibierung von auf Anionenaustauscher oder Celite immobilisierten Enzymen bei
langeren Reaktionszeiten.

Da fur eine technische Umsetzung die Kontrolle der Wasseraktivitat nicht sehr praktikabel ist,
wurde der Reaktionsverlauf bei direkter Zugabe von Wasser zur Reaktionsmischung
untersucht. Substrat, Lipase und Losungsmittel wurden zuvor mit Karl-Fischer-Titration auf
ihre Wasserfreiheit hin tberprift. Erfreulicherweise lief die Alkoholyse auch bei direktem
Wasserzusatz vergleichbar gut ab. Ein signifikanter Unterschied bestand jedoch im
gebildeten Verhaltnis von Palmitinsaureethylester zu Palmitinsdure. Bei einem direkten
Wasserzusatz war der Palmitinsureanteil deutlich erhoht. Dies wiederum ist nicht
erwinscht, da bei der Kristallisation Probleme mit der Abtrennung der Palmitinsdure von 2-
MP auftreten kdnnten, was andererseits wieder die Gefahr der Acylwanderung erhthen
kénnte.
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Die Isolierung des 2-MP erfolgte durch Kristallisation in Hexan/MTBE (95:5). Unter den
gewahlten Kristallisationsbedingungen blieben Ethylpalmitat und Palmitinsaure in Lésung.
Optimal ware eine Kristallisation direkt aus Aceton. Erschwerend wirkte sich dabei das
ahnliche Ldslichkeitsverhalten von Palmitinsaure (142 mg/ml) und 2-MP (90 mg/ml) aus.
Wahrend  Palmitinsdureethylester  (Loslichkeit in Aceton 1 g/ml) bei den
Kristallisationsversuchen in Lésung blieb, fielen Palmitinsdure und 2-MP bei langsamer
Absenkung der Temperatur gemeinsam aus.

Unter optimierten Reaktionsbedingungen war die Alkoholyse nun neben Aceton auch in
akzeptabler Ausbeute in Ethylmethylketon und 2-Propanol mdéglich. Hexan und Ethanol
zeigten sich aber nach wie vor als Lésungsmittel ungeeignet. Die schlechte Umsetzung in
Hexan wahrend der Alkoholyse steht in krassem Gegensatz zur Veresterung, wie sie im
zweiten Reaktionsschritt bzw. im Ublichen Einschrittverfahren durchgefiihrt wird. Bei beiden
Reaktionen lauft die Reaktion sehr gut in Hexan ab.

Veresterung von 2-MP mit Ols&ure

Entscheidend fur das Erzielen einer hohen Produktausbeute ist die Entfernung des bei der
Reaktion gebildeten Wassers. Anders als bei Umesterungreaktionen, bei denen eine
gewisse Menge an Wasser notwendig ist, verursachen bei der Veresterung bereits geringe
Wassermengen Acylwanderung und Hydrolyse der gebildeten Triglyceride. Aus diesem
Grund wurden verschiedene Methoden zur Entfernung des Wassers vorgeschlagen wie
Pervaporation mittels bestimmter Membranen, Vakuum, Einleiten von Stickstoff oder
trockener Luft und die Verwendung von aktiviertem Molekularsieb (Ergan et al., 1991; Kwon
et al., 1995; van der Padt et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Verfahren zur
Wasserentfernung untersucht. Zum einen erfolgte die Veresterung in Hexan als
Lésungsmittel. Bei dieser Reaktion wurde das Wasser mit aktiviertem Molekularsieb (3 A)
entfernt. Zum anderen wurde OPO in einem losungsmittelfreien Prozess unter Entfernung
des Wassers durch Vakuum synthetisiert. Damit die Enzyme eine definierte Menge an
gebundenem Wasser zur Aufrechterhaltung ihrer Aktivitdt enthalten, wurden sie vor
Reaktionsbeginn Uber Nacht auf verschiedene Wasseraktivitaten aquilibriert. Denkbar ist
zudem, dass die verwendeten Tragermaterialen wie Polypropylen und Anionenaustauscher
eine gewisse Menge an Wasser gebunden haben und dadurch eine vollstandige Entfernung
des Wassers verhindert werden konnte.

Abbildung 46 zeigt sehr anschaulich, welche Vielzahl an Reaktionen bei der Veresterung von
2-MP mit Olsédure auftreten kénnen. So kann z.B. 2-MP zu 1-MP isomerisieren und wird
dann durch die Lipase in Glycerin und Fettsdure gespalten. Vorstellbar ist nun eine

Veresterung von Glycerin mit Olsaure zu 1(3)-MO, weiter zum Diolein und schlieBlich durch
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Veresterung von Palmitinsaure oder Olsaure zu den Triglyceriden POO und OOO. Weitere

mdogliche Reaktionsprodukte kénnen OPP und PPP sein.

PPP
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Abbildung 46 Einige mogliche Reaktionen bei der Veresterung von 2-MP mit Olsaure

(O: Olsaure, P: Palmitinsaure, G: Glycerin)

Die Reduzierung der Acylwanderung hangt neben der Kontrolle des Wassergehaltes sehr
stark von den sonst gewdahlten Reaktionsbedingungen wie Temperatur, Menge an
zugesetzter Saure, Zeitpunkt der Zugabe an Enzym etc. ab. Bei einer Veresterungsreaktion,
die in Abbildung 25 wiedergegeben ist, entstanden neben dem Hauptprodukt OPO
betrachtliche Mengen an den Nebenprodukten PPO, PPP und OOO. Bei dieser Reaktion

wurden 2-MP und Ols&ure eine Stunde bei 55°C inkubiert, bevor Lipase addiert wurde. In
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dieser relativ kurzen Zeitspanne wurde eine starke Acylwanderung von 2-MP zu 1-MP durch
die Olsaure verursacht. Bei gemeinsamer Zugabe von Lipase, Olsaure und 2-MP wurde
bevorzugt OPO neben einem kleineren Anteil an PPO gebildet. Um Acylwanderung weiter zu
minimieren war die zlgige Aufarbeitung des Produktes nach der Veresterung notwendig.
Uberschiissige Fettsaure und Diglyceride wurden durch Saulenchromatographie von OPO
abgetrennt. Als Saulenmaterial wurde Kieselgel eingesetzt. Anders als bei der
Saulenchromatographie von 2-MG mit Kieselgel, bei der eine starke Acylwanderung auftrat,
konnte dies bei Untersuchungen der Triglyceridverteilung vor und nach der
Saulenchromatographie von OPO nicht festgestellt werden.

Unter Berlicksichtigung der Optimierungsbedingungen konnte OPO sowohl in Hexan als
auch im lésungsmittelfreien System in hoher Reinheit und Ausbeute synthetisiert werden
(Tab. 13). Das beste Ergebnis wurde mit RDL immobilisiert auf EP100 im I6sungsmittelfreien
Prozess erhalten (78 % Ausbeute). Die regiospezifische Analyse ergab 96 % Palmitinsdure
in sn2-Position und 90 % Ols&ure in sn1(3)-Position.

Beim Vergleich der beiden Veresterungsreaktionen muss betont werden, dass von
produktionstechnischer Sicht dem Idsungsmittelfreien Prozess klar der Vorzug zu geben ist.
Durch das Fehlen von Lésungsmittel und Molekularsieb ist die Raumzeitausbeute deutlich
hoher (Tab. 14) und die Herstellung von potentiellen Lebensmitteln ohne Verwendung von
Lésungsmitteln erwiinscht. Zudem entfallen fir die Entsorgung der Lo&sungsmittelabfalle

zusatzliche Kosten.

4.1.4 Synthese von strukturierten Triglyceriden mit mehrfach ungesattigten

Fettsauren

Beim Bearbeiten von natirlichen Substraten wie z.B. Fischdl mit einem hohen Anteil an
ungesattigten Fettsauren traten einige Probleme auf. Durch das breite Fettsaurespektrum
(von C14 bis C22:6) wurde sowohl die Analytik als auch die Isolierung der Produkte
erschwert. Durch das unterschiedliche Kristallisationsverhalten konnten die MG aus Fischol
und Leindl nicht durch Kristallisation, sondern nur durch Saulenchromatographie erhalten
werden. Die polaren Sauerstoffgruppen des Kieselgels verursachten dabei in hohem Mafle
Acylwanderung. Um das Problem der Acylwanderung zu l6sen, wurde Borsaure-
impréagniertes Kieselgel zur Isolierung der reinen 2-MG eingesetzt. Die richtige Wahl des
Saulenmaterial und der Eluenten waren fir die Abtrennung der 2-MG entscheidend (Kap.
2.5). Bei der Ubertragung der optimierten Reaktionsbedingungen der Alkoholyse von
Tripalmitin auf Lein6l und Fischdl, verlief lediglich die Reaktion mit Leindl sehr gut. Innerhalb
von 24 Stunden war die Alkoholyse quantitativ abgelaufen. Bei den Fischdlen hingegen
konnte erst nach Erhdéhen der Wasseraktivitdt und bei sehr langen Reaktionszeiten (4 Tage)
eine deutliche Zunahme der 2-MG Konzentration erzielt werden (Tab. 19). Eine mogliche



Diskussion 87

Erklarung der zum Teil geringen Ausbeute bei der Alkoholyse von Fischdl kénnte durch
Aktivitatsminderung der Lipase durch Inkorporation von EPA oder DHA in snl1(3)-Position
sein. Der Einfluss von EPA und DHA wirkte sich sehr wahrscheinlich auch auf die
Veresterungsreaktion mit  Caprylsdure negativ. aus. Unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen war es nicht mdglich, Caprylsaure mit 2-MG aus Fischél 1 und 4 in
einem l6sungsmittelfreien Prozess zu verestern. Es bildete sich unabhéngig von der Wahl
der Temperatur und des Anteils an Caprylsaure eine zéhe nicht rilhrbare Masse ohne
nachweisbare Bildung von MLM. Mit 2-MG aus Fischél 2 gelang es jedoch, 6,1 % Triglycerid
zu isolieren. Ebenso verliefen die Reaktionen in Hexan als Ldsungsmittel bei allen drei
Fischdlen ohne Erfolg. Erstaunlicherweise konnte nach vier Tagen Reaktionszeit 11,2 %
Triglycerid nach der Veresterung von 2-MG aus Fischdl 2 mit Caprylséure in Aceton isoliert
werden. Aceton erwies sich bei der Veresterung von 2-MP mit Olsaure als absolut
ungeeignet.

4.2 Gerichtete Evolution des slip1-Gens aus Candida rugosa

Durch verschiedene Methoden des evolutiven Designs von Proteinen ist eine Mdglichkeit
gegeben, Enzyme innerhalb relativ kurzer Zeit neuen gewlnschten Anforderungen
anzupassen (Bornscheuer, 1998; Kuchner und Arnold, 1997). Dabei ist die Methode noch
relativ. neu und birgt in Zukunft sicher noch ein hohes Potential neuer
Anwendungsmoglichkeiten in sich. Vom Ansatz her steht sie im Kontrast zur ortsspezifischen
Mutagenese und dem Screening nach neuen Biokatalysatoren aus der Natur. Sie stellt daher
eine attraktive Ergdnzung zu den bestehenden Methoden dar. Der Zeitraum der Evolution
wird von Millionen Jahren auf Wochen oder Monate verkirzt. Das Prinzip ist jedoch
dasselbe: auftretende Mutationen verandern die Eigenschaften von Biomolekilen;
diejenigen, die den Anforderungen am Besten angepasst sind, werden durch ein
entsprechendes Screening selektioniert. Fir die gerichtete Evolution von Biomolekilen gilt

daher das Gesetz: "You only get what you screen for" (Arnold and Moore, 1997).

Die slipl-Lipase aus Candida rugosa weist gegeniber Fettsauren mit Kettenlangen zwischen
C4 und C12 die héchste Aktivitdt auf. Die gesattigten Fettsauren wie Palmitinsdure oder
Stearinsaure sowie langerkettige, mehrfach ungeséttigte Fettsduren wie EPA und DHA
werden dagegen nur sehr schlecht bzw. erst nach sehr langer Reaktionsdauer hydrolysiert.
In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die Kettenlangenselektivitdt durch evolutives
Design signifikant zu erhéhen. Durch eine Punktmutation wurde die Aminosaure Threonin an

Position 11 durch ein Alanin ersetzt.
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4.2.1 Error prone PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde die gerichtete Evolution mittels error-prone PCR
durchgefihrt, da diese Methode sehr einfach und schnell durchfiihrbar ist. Weitere Vorteile
dieser Methode sind die Einstellbarkeit der Mutationsrate und die Beschrankung der
Mutation auf einen definierten Genabschnitt. Klare Nachteile der error-prone PCR sind
allerdings die je nach angewandter Methode variierende Ligationseffizienz und der nicht
statistische Austausch der Nucleotide (Bornscheuer, 1998).

Nach der error-prone PCR des slipl-Gens erfolgte die Ligation des Genabschnitts mit dem
Vektor durch homologe Transformation in vivo in S. cerevisiae. S.cerevisiae ist schon seit
einigen Jahren ein viel untersuchter und verwendeter Organismus fur die heterologe
Expression von Genen (Gellissen und Hollenberg, 1997). Die Vorzlige dieses Organismus
liegen in der Sekretion der Lipase ins Medium und der einfacheren Isolierung der Plasmide
aus dem Organismus, die nicht wie z.B. bei P. pastoris ins Genom integriert werden (Cregg
et al., 1993; Screckrishna et al., 1997). Die Proteinexpression hingegen ist in der Regel in P.

pastoris 10 - 100 mal héher als in Saccharomyces cerevisiae (Brocca et al., 1998).

4.2.2 Entwicklung eines p-Nitrophenylesterassays in Mikrotiterplatten

Fur das Screening einer hohen Anzahl an Mutanten ist ein einfaches und zugleich
aussagekraftiges Assaysystem notwendig. In der vorliegen Arbeit wurden deshalb als
Hydrolysesubstrate p-Nitrophenylester unterschiedlicher Kettenldnge eingesetzt, da aus der
Literatur bereits bekannt war, dass sich diese Substrate gut zur Aktivitatsbestimmung von
Lipasen eignen und daruber hinaus durch die Gelbfarbung des bei der Reaktion
freigesetzten p-Nitrophenols leicht detektierbar und quantifizierbar sind. Die Pipettierschritte
wurden durch einen Roboter ausgefiihrt. Probleme, die durch Benutzen eines Roboters
auftreten konnen, sind z.B. hauptsachlich Pipettierfehler bei Verwendung von organischen
Losungsmitteln. Bei wassrigen Losungen konnten diese Beobachtungen hingegen nicht
festgestellt werden. Dadurch kdnnen zum Teil erhebliche Messfehler auftreten, die ein
Vergleichen der Werte wie es bei der vorliegenden Arbeit notwendig war, erheblich
erschweren. Aus diesem Grund wurde Klone, die nach einem ersten Durchlauf eine andere
Aktivitat als der Wildtyp aufwiesen, wiederholt Uberprift. Obwohl, wie die Untersuchung
einiger Wildtypklone belegt, das Wachstum der Klone und die Sekretion der Lipase ins
Medium vergleichbar war (Kap. 3.6.2), ist ein unterschiedliches Wachstum der Zellen und
eine unterschiedliche Lipase-Expressionsmenge nicht auszuschlieRen, was die zum Tell
doch auftretenden Probleme in der Reproduzierbarkeit erklaren kénnte. Durch den Vergleich
der einzelnen Fettsauren zueinander und mit dem Wildtyp konnten diese Effekte etwas

reduziert werden. Zusatzlich wurden die Selektionskritierien sehr hoch gesetzt. Es musste
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ein mindestens 50 %iger reproduzierbarer Aktivitatsunterschied zum Wildtyp vorliegen.
Durch weitere Mutationszyklen der selektierten Mutanten kdnnen die Eigenschaften dieser
Mutanten noch erhdht werden bzw. zu Mutanten mit deutlich anderer Kettenlangenspezifitat
fuhren, die z.B. dann auch bevorzugt mehrfach ungesattigte Fettsduren wie DHA oder EPA
in Fischol hydrolysieren konnen. Desweiteren kann diese Bibliothek aus C. rugosa Mutanten
die Grundlage fur weitere Screeningmaoglichkeiten bieten. Denkbar ist ein Screening auf
erhdhte Ldosungsmittelstabilitat z.B. in Aceton oder Ethanol oder auch die Racematspaltung
chemisch schwer zugénglicher Substrate.

Nach der Sequenzierung der sechs Klone konnten bei zwei Klonen eine Punktmutation
nachgewiesen werden, die eine Anderung der Aminosauresequenz bewirkte. Bei beiden
Mutanten fand ein Austausch von Threonin zu Alanin statt, jeweils aber an einer anderen
Paosition. Durch Computermodelling konnten die Positionen der Mutationen in der Candida
rugosa Struktur lokalisiert und der Abstand der Mutationen zum aktiven Zentrum bestimmt
werden. Die Mutation liegt in der Peripherie (ca. 35 A von Serin der katalytische Triade
entfernt) der C. rugosa Struktur und nicht in der Nahe bzw. in direkter Beziehung zur
Bindungstasche. Einige Publikationen haben sich mit der Geometrie der Bindungstasche und
der Art, wie sich Fettsduren an die Bindungsstelle anlagern, bei Lipasen beschatftigt. Bei C.
rugosa wird eine tunneldhnliche Bindungstasche angenommen, die sich von der
Bindungstasche anderer Lipasen deutlich abhebt. Die Bindungstelle der Fettsaure soll sich
im Tunnel befinden, der eine Léange von 22 A und einen Durchmesser von 4 A aufweist
(Pleiss et al., 1998). Das Serin der katalytischen Triade liegt direkt hinter dem Tunnelanfang,
der sich in Richtung C; verengt und die Fettsaurekette bis zum w-Ende beruhrt. Da sich die
Mutation weit abseits des aktiven Zentrums befindet, bleibt der Tunnel im aktiven Zentrum
unverandert. Die veranderte Substratspezifitat ist in diesem Fall nicht durch einen
Tunneleffekt zu erklaren. Durch die Mutation wurde die Enzymoberflache an besagter Stelle
hydrophober, wodurch entweder direkt die Anderung der Substratspezifitat gegeniber
gesattigten, langkettigen Fettsduren bedingt ist oder die Anordnung des Enzyms an die
Grenzflache geéndert wurde.

Weitere durch "directed evolution" erhaltene Mutanten kdnnen das Verstandnis uber
Struktur-Wirkungsbeziehungen vergrof3ern.



Zusammenfassung 90

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Lipase-Katalysierte Synthese strukturierter
Triglyceride, zum anderen die Veranderung der Kettenlangenselektivitat der slipl-Lipase aus
C. rugosa durch gerichtete Evolution untersucht.

Besonderes Interesse galt der Synthese von strukturierten Triglyceriden des ABA-Typs, die
aufgrund ihrer symmetrischen Struktur zur Therapie von Fettabsorptionsproblemen wie z.B.
Pankreasinsuffizienz eingesetzt werden kdnnen. Besonderes Interesse galt dabei der
Synthese von 1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerin (OPQO), das in Sauglingsnahrung als
Fettkomponente eingesetzt wird. Entscheidend ist dabei die Position der Palmitinsaure, da
palmitinsaurehaltige Triacylglyceride nur dann gut resorbiert werden, wenn diese Fettsaure
analog zur Muttermilch in sn2-Position des Glycerins gebunden ist. Befindet sich hingegen
Palmitinsaure in snl bzw. sn3-Position, wird diese bei der Lipolyse gespalten und fuhrt in
Gegenwart von Calcium zu schwer Igslichen Seifen. Als Folgeerscheinung treten u.a.
Verdauungsstérungen und Calciumverlust auf (Lien et al., 1997). Durch die Entwicklung
eines Zweischrittverfahrens unter Berlcksichtigung lebensmittelrechtlicher Aspekte gelang
es, ABA-Triglyceride unter Verwendung von 1,3-regiospezifischen Lipasen in hoher
Ausbeute und Reinheit zu synthetisieren. Die Zweischrittsynthese gliedert sich in eine
Alkoholyse als ersten Reaktionsschritt, gefolgt von einer Veresterung im zweiten
Reaktionsschritt. Dabei war die detaillierte Untersuchung der fir Lipase-Katalysierte
Reaktionen relevanten Bedingungen wie Wassergehalt, Wasseraktivitat, Temperatur, Enzym
und Tragermaterial von entscheidender Bedeutung. Erst durch Variation der Wasseraktivitat
(aw = 0,43) und des Tragermaterials gelang die Alkoholyse von Tripalmitin in Aceton, einem
lebensmittelrechtlich erlaubten Lésungsmittel. Das Zielprodukt der Alkoholyse, 2-MP, konnte
durch Kristallisation sehr rein (> 95 %) mit einer Ausbeute von 82 % isoliert werden. Die
anschlieRende Veresterung von 2-MP mit Olsdure wurde zum einen in Hexan als
Losungsmittel und zum anderen in einem lésungsmittelfreien Prozess durchgefuhrt, der
durch die héhere Raum-Zeit-Ausbeute und Arbeiten ohne Molekularsieb deutliche Vorteile
aufweist. Entscheidend fir den Erfolg der Veresterung war die Entfernung des bei der
Reaktion gebildeten Wassers, um Acylwanderung wéhrend der Reaktion so weit wie méglich
zu unterdriicken. Nach weiteren Optimierungen konnte die Acylwanderung weiter minimiert
und OPO ausgehend von Tripalmitin in einer Gesamtausbeute von 74.0 % isoliert werden.
Die regiospezifische Analyse mit Pankreaslipase ergab hochreines OPO mit 96 %
Palmitinsaure in sn2-Position und 90 % Olsaure in sn1(3)-Position. Die Ubertragung dieses
Verfahrens zur Modifikation von Olen wie Leindl oder Fischol mit mehrfach ungesattigten

Fettsauren war ebenfalls moglich. Auf Grund der komplexeren Zusammensetzung dieser
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naturlichen Ole wurden weitere Untersuchungen beziiglich der Reaktionsdurchfiihrung und

der Isolierung der Produkte notwendig.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde durch gerichtete Evolution die Kettenlangenselektivitat einer
synthetischen Lipase aus Candida rugosa verandert. Mittels error prone PCR wurde das
slipl-Gen mutiert und durch Transformation in Saccharomyces cerevisiae in vivo
recombiniert. Die gro3e Anzahl an Transformanden wurde in Mikrotiterplatten tberfuhrt und
dadurch eine Mutantenbibliothek von 3200 Klonen angelegt. Zur Identifizierung von
gewilnschten Mutanten wurde ein aus p-Nitrophenylestern unterschiedlicher Kettenldnge
bestehender Assay entwickelt, wobei das durch Lipaseaktivitat freigesetzte p-Nitrophenol bei
410 nm photometrisch detektiert wurde. Die selektierten sechs Klone wurden sequenziert
und die Mutationen ausgewertet. Zwei Klone wiesen jeweils eine Punktmutation auf. Bei
Mutante 1 wurde Thry; gegen Ala;; ausgetauscht. Bei Mutante 2 wurde ebenfalls Threonin
gegen Alanin ausgetauscht, jedoch an Position 201. AbschlieBend wurden die erhaltenen
Mutanten in einem kompetitiven Assay mit dem synthetischen lip1l-Gen verglichen. Die
Grundlage des Assays bildete eine "random oil", dessen Fettsaurespektrum von Cg - Cyg
reicht. Die bei der Hydrolyse des "random oil" durch die Lipase-Mutanten freigesetzten
Fettsauren wurden gaschromatographisch bestimmt. Mutante Ala;; zeigte dabei deutlich

erhdhte Selektivitat gegenlber Palmitinsaure und Stearinsaure im Vergleich zum Wildtyp.
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6 Material und Methoden

6.1 Biotransformation

6.1.1 Bestimmung der hydrolytischen Lipaseaktivitat

Die Bestimmung der hydrolytischen Aktivitat von nativer bzw. immobilisierter Lipase erfolgte
mittels pH-Stat-Assay. Die pH-Stat Apparatur besteht aus einem Impulsomat, Dosimat, pH-
Meter und einem Schreiber. Die Messung erfolgte mit einer Standardemulsion: 5 ml Olivendl
und 2 g Gummi arabicum wurden mit 100 ml deionisiertem Wasser versetzt und mittels
Ultraturax 5 min emulgiert. 20 ml dieser Emulsion wurden mit 470 ul CaCl,-Lésung (22% wi/v)
in ein ReaktionsgefdR gegeben und mit Natronlauge auf einen vorgegebenen pH-Wert
titriert. AnschlieBend wurde eine bekannte Menge Lipase zugesetzt und die bei der Reaktion
freiwerdenden Fettsauren automatisch mit 0,01 N NaOH auf einen vorgegebenen konstanten
pH-Wert titriert.

Die Lipaseaktivitat wird in Units pro g Lipase angegeben. Ein Unit entspricht dabei der
Enzymmenge, die ein umol Fettsdure pro Minute hydrolysiert.

Die Hydrolyseaktivitat bestimmter Lipasen wurde ebenfalls mit Emulsionen aus Fischol und

Tripalmitin bestimmt.

6.1.2 Adsorptive Immobilisierung von Lipasen

Immobilisierung auf Celite

Vor der Immobilisierung wurde Celite mit Wasser und Ethanol (95% v/v) gewaschen und bei
80°C getrocknet. AnschlieRend wurde des Tragermaterial mit 5% HNO3; vermischt und 4 h
bei 80°C gerthrt. Dann wurde das sauregewaschene Tragermaterial mit deionisiertem
Wasser so lange gewaschen bis der pH-Wert neutral war und Uber Nacht bei 80°C
getrocknet. Zur Immobilisierung wurden ein  Gramm Lipasepulver in 20 ml
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0; 20 mM) geldst. Diese Lésung wurde zu einem Gramm
gewaschenem Celite hinzugegeben und die Mischung dann 30 min bei 5°C (Eisbad) gerthrt.
AnschlieBend wurden 10 ml eisgekihltes Aceton hinzugefligt und nochmals 30 min bei 5°C
geriihrt. Die immobilisierte Lipase wurde durch Filtration abgetrennt, dreimal mit
eisgekuhltem Aceton gewaschen und 24 h im Gefriertrockner getrocknet.

Die hydrolytische Aktivitat sowohl des Immobilisats als auch des Filtrats (Uberpriifung der

Effizienz der Immobilisierung) wurde anschlieRend mittels pH-Stat-Assay (6.1.1) bestimmt.
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Immobilisierung auf Polypropylen

Zur Immobilisierung wurde Polypropylen (EP 100) von einer Partikelgrof3e 200-400 pm
eingesetzt. Eine Losung aus 1 g Lipase in 25 ml Kaliumphosphatpuffer (pH 6,0; 20 mM)
wurde zu einer Mischung aus 1,5 g Polypropylen in 5 ml Ethanol gegeben. Nach 24 h
Ruhren, wurde das Immobilisat durch Filtration abgetrennt, dreimal mit Kaliumphosphatpuffer
(4 ml) gewaschen und im Gefriertrockner Uber Nacht getrocknet. Die hydrolytische Aktivitat
sowohl des Immobilisats als auch des Filtrats (Uberprifung der Effizienz der
Immobilisierung) wurde anschlieRend mittels pH-Stat-Assay (6.1.1) bestimmt.

6.1.3 Bestimmung des Wassergehaltes nach Karl Fischer

Prinzip

Die Bestimmung des Wassergehaltes von Lipasen, Lésungsmitteln, Substraten erfolgte
mittels Karl-Fischer-Titration. Die Bestimmung von Wasser erfolgte in Gegenwart von
Schwefeldioxid und Jod. Durch Zusatz einer Base Y (Pyridin) und eines Alkohols (Methanol)
wird das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite der Produkte verschoben, wobei beide Stoffe
direkt an der Reaktion beteiligt sind und Pyridin sowohl die Edukte als auch die Produkte
komplexiert und stabilisiert. Da Pyridin toxische Wirkungen besitzt, versuchte Scholz es
durch ein anderes basisches Amin mit &hnlichen Eigenschaften zu ersetzen. Dies gelang
durch die Entwicklung eines neuen Zweikomponentensystems (Matissek et al., 1992; Scholz,
1983; Seelze, 1985):

Ldsung I: Diethanolamin + Schwefeldioxid + Methanol

Lésung Il: Jod + Methanol

Reaktionsgleichung:

I, + SO, +2H,0 «<—» 2 HJ+2H,SO,
I, + SO, +3Y + CH;OH + H,O —» 2 YH'I” + YH'CH5SO,~

Mit der Karl-Fischer Methode kann sowohl ,freies”, d.h. oberflachlich adsorbiertes Wasser
als auch ,gebundenes*, d.h. Kristallwasser bestimmt werden.

Zunachst muf3 die Titrierzelle konditioniert werden. 20 ml Methanol werden dazu in der
Titrierzelle vorgelegt und mit Hydranal-Titrant bis zum Endpunkt titriert. Dabei werden das
Arbeitsmedium und das Titriergefd vorgetrocknet. AnschlieBend erfolgt die
Titerbestimmung. In die konditionierte Titrierzelle wird eine definierte Menge an Wasser

hinzugefiigt und anschlieBend titriert. Nach Abschlul? der Titration sind am Gerat sowohl die
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Menge an verbrauchter Titrierldsung als auch der berechnete Titer angegeben. Die
Titerbestimmung wird solange wiederholt bis ein konstanter Titerwert erhalten wird. Der
Titerwert wird dann gespeichert und zur Berechnung des Wassergehaltes herangezogen.

Der Wassergehalt der auf 0,1 mg genau gewogenen Probe kann in derselben Ldsung
bestimmt werden, die zur Titerbestimmung eingesetzt wurde. Die Angabe des

Wassergehaltes erfolgt in %.

6.1.4 Einstellung der Wasseraktivitat (Goderis et al., 1986)

Die Einstellung der Wasseraktivitat erfolgte durch Aquilibrierung von Lipasen und
Losungsmittel Uber gesattigten Salzlésungen bekannter Wasseraktivitdt. Enzym und
Lésungsmittel wurden separat Uber Nacht inkubiert und die Reaktion anschlieBend durch
Mischung der Komponenten gestartet. Tabelle 29 zeigt die verschiedenen Salze und die zur

Einstellung einer bestimmten Wasseraktivitat notwendige Konzentration.

Tabelle 29  Einstellung der Wasseraktivitat mittels gesattigter Salzldsungen

Salz Wasseraktivitat g Salz/500 ul Wasser
LiCl 0.11 0.70
KC,H;0 0.23 1.50
MgCl - 6 H,0 0.33 1.20
K,CO3 0.43 0.75
Mg(NOs), - 6 H,0 0.54 0.80
NacCl 0.75 0.50
KCI 0.85 0.50
K>SO, 0.95 0.65

6.1.5 Bestimmung der freien Fettsduren mittels GC (Badings und de Jong,
1983)

2 mg Fett oder 50 pl Probe aus Reaktionsansatz (Losungsmittel zuvor entfernen) wurden mit
500 pl n-Hexan und 100 pl 20%HCI in Methanol versetzt. Das Eppendorf-Reaktionsgefafd
wurde gut verschlossen und 15 min bei 85°C geschittelt. Unter diesen
Reaktionsbedingungen wurden nur die freien Fettsauren in die Methylester Uberfiihrt. Nach
dem Zentrifugieren wurde 1 pl der Hexanphase zur gaschromatographischen Untersuchung
der freien Fettsduren eingesetzt. Die Analyse wurde mit folgendem Temperaturprogramm
durchgefuihrt: 150 °C 2 min
220 °C 4 °C/ min
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220 °C 10 min
Injektor: 230 °C
Detektor: 230 °C (FID)

6.1.6 Bestimmung der gebundenen Fettsauren (Badings und de Jong, 1983)

10 mg Triglycerid wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben, mit 1 ml n-Hexan und
60 ul 2 M Natriummethanolatlésung versetzt. Nach 1 min Schitteln bei Raumtemperatur
wurde abzentrifugiert (5 min) und 1 ul der Hexanphase zur gaschromatographischen
Untersuchung der gebundenen Fettsduren eingesetzt. Bei den vorliegenden
Reaktionsbedingungen wurden nur die gebunden Fettsduren in die Methylester Uberfiihrt.
Die Auftrennung der Methylester erfolgte nach dem selbem Temperaturprogramm wie unter
Kap. 6.1.5.

6.1.7 Regiospezifische Analyse von Triglyceriden mit Pankreaslipase
(Hendrikse et al., 1994)

Die Regiospezifische Analyse erfolgte durch Verdauung der Triglyceride mit Pankreaslipase.
Dabei ist anzumerken, dass die nach dieser Methode untersuchten Triglyceride keine
Fettsduren mit Kettenlangen >C,, enthalten sollten, da diese durch die Pankreaslipase nicht
gespalten werden. 20 mg Triglyceride wurden mit 10 mg Pankreaslipase und 3 ml Tris-HCI-
Puffer (pH 8, 1M) versetzt. Nach dem Schutteln wurden 0,5 ml Natriumcholatlésung (1 g/l)
und 0,2 ml Calciumchloridldsung (220 g/l) hinzugefiigt und geschdttelt. AnschlieRend wurde
die Losung fur 1 min bei 40°C im Wasserbad inkubiert. Dann wurde die Reaktionslosung 2
min unter flieBendem Wasser abgekihlt. Es wurden 1 ml Salzsaure (6 M) und 1 ml
Diethylether zugesetzt und 2 min geschittelt. AbschlieBend wurde 5 min bis zur
Phasentrennung zentrifugiert. Anschlieend wurde die Diethyletherphase abgenommen und
zur Trennung der einzelnen Fraktionen auf eine Kieselgelsaule (siehe 6.1.6) aufgegeben.
Die Fraktionen wurden gesammelt und sowohl die freien Fettsauren als auch die
gebundenen Fettsauren in die Fettsduremethylester (siehe 6.1.5 bzw. 6.1.6) Uberfiihrt und
gaschromatographisch  bestimmt. Alternativ. wurden die Reaktionsprodukte ohne
Saulenchromatographie direkt mit MSHFBA derivatisiert und sowohl die Fettsduren als auch
die 2-Monoglyceride Uber Standardsubstanzen gaschromatographisch bestimmt und

zugeordnet.



Material und Methoden 96

6.1.8 Regiospezifische Analyse von Triglyceriden mit Grignard-Reagenz

10 mg reines Triglycerid wurden in 1 ml abs. Diethylether geldst. Anschlie3end wurden 250
pl - Allylmagnesiumbromid hinzugefiigt und eine Minute geschittelt. Zum Stoppen der
Reaktion wurden nacheinander 5 ml Hexan, 6 ul Eisessig und 2 ml Wasser zugegeben und
geschuttelt. Dann wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und nach dem
Abdampfen des Losungsmittels der Uberstand auf eine Diinnschichtplatte aufgetragen. Die
Entwicklung der DC-Platte erfolgte in Hexan/Diethylether/Essigsdure (70:30:1).
AnschlieBend wurde die 1,2(2,3)-Diglyceridbande mit der Diinnschichtplatte abgekratzt und
mit Natriummethanolat in die Fettsauremethylester Uberfihrt und gaschromatographisch
nach 6.1.6 detektiert. Die Fettsdurezusammensetzung in sn2 und snl,3-Position wurden

nach der in der Literatur (Myher et al., 1996) bekannten Formel berechnet :

% Fettsaure g1 3.posiion = 3 (% Fettsdure 1g) - 2 (% Fettsaure 1 ,.pc)

% Fettsaure gnp-posiion = 4 (% Fettsaure; ,ps) - 3(% Fettsaure 1)

6.1.9 Trennung von Triglyceriden, Fettsauren, Di- und Monoglyceriden mittels

Saulenchromatographie

Borséaure impragnierte Kieselgelsaule

Die Impragnierung von Kieselgel mit 10 %iger Borsaurelbsung verhindert Isomerisierung der
Mono- und Diglyceride (Hendrikse et al., 1994). Die Borsaurebehandlung des Kieselgels
erfolgte in Anlehnung an. Dabei wurde das Kieselgel vollstandig mit 10 %iger
Borsaureldsung getrankt und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde das
impragnierte Kieselgel bei 120°C im Trockenschrank getrocknet und bis zur Verwendung
gelagert.

Fur die Saulenchromatographie wurden ca. 12 g impragniertes Kieselgel pro 200 mg
Triglycerid eingesetzt. Die Elution erfolgte entweder mit Petrolether/Ether mit einem
Gradienten (95:5 bis 100 % Ethylether) oder Chloroform/Aceton (100 % Chloroform bis
80:20). Dabei wurden die Fraktionen wie folgend eluiert: Fettsdureethylester, Fettséduren,
Diglyceride und zuletzt die Monoglyceride.
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b Fettsaurethylester
.' Fettsaure
- Diglycerid
- Monoglycerid

Abbildung: Dinnschichtchromatogramm entwickelt in Hexan/Diethylether/Essigsaure

(70:30:1): Trennung der Reaktionsprodukte nach der Alkoholyse

In beiden Systemen traten bei der Trennung der Reaktionsprodukte Probleme auf. Oft wurde
eine Mischfraktion aus Diglyceriden und Monoglyceriden erhalten. Zum Teil wurde auch die
Saure zusammen mit den Diglyceriden und Monoglyceriden eluiert.

Reversed phase RP 18 Kieselgelsaule

Bei der Umkehrphasenchromatographie (reversed phase chromatography) ist die Elution der
Substanzen im Vergleich zur normalen Kieselgelchromatographie zum Teil umgekehrt.
Durch die Verwendung von mit Octadecyl funktionalisiertem Kieselgel ist die
Matrixoberflache nun unpolar. Zur Trennung von ca. 300 mg Reaktionsmischung wurden in
eine Saule mit 2 cm Durchmesser 30 g funktionalisiertes Kieselgel gegeben. Die Elution
erfolgte mit Methanol/Wasser (96:4). Unter diesen Elutionsbedingungen wurden die
Fraktionen in folgender Reihenfolge eluiert: Monoglyceride, Fettsauren, Fettsdureethylester,
Diglyceride und zuletzt die Triglyceride. Um Acylwanderung nach der Elution zu verhindern
wurde Natriumsulfat zum Trocknen ins Eluat zugesetzt und anschlieend sofort das

Methanol am Rotationsverdampfer entfernt.

Reversed phase RP 18 HPLC

Die bei der Alkoholyse von Triolein auftretenden Produkte zur Bestimmung der kinetischen
Daten, wurden mittels analytischer HPLC aufgetrennt und durch einen Lichtstreudetektor
detektiert. Die Reaktionsprodukte wurden dabei wie folgt eluiert: 2-MG, Fettséure,
Fettsdureethylester, Diglyceride und zum Abschluss die Triglyceride. Die Elution erfolgte mit
einem Gradienten aus Acetonitril (A) und Dichlormethan (B): 7 min 100 % A, dann innerhalb
40 min bis zu 65 % B. Die Detektortemperatur betrug 42°C.
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Zur Isolierung der 2-MG nach der Alkoholyse von Fischél bzw. Leindl wurde diese Methode
auf eine praparative HPLC Ubertragen. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei 237
nm. Eluiert wurde zuné&chst 7 min mit 100 % Acetonitril. Daraufhin wurde innerhalb von 20
min der Dichlormethananteil auf 100 % gesteigert, um eine schnelle Elution der Di- und

Triglyceride zu ermdglichen.

6.1.10 Lipase-Katalysierte Synthese von OPO

Alkoholyse von Tripalmitin

0,35 mmol (283 mg) Tripalmitin wurden in 6 ml Aceton, das auf eine Wasseraktivitéat von 0,43
eingestellt wurde, vermischt. 3,5 mmol (161 mg) trockenes Ethanol wurden hinzugegeben
und die Reaktion durch Zugabe von 28,3 mg Lipase (10 % bezogen auf die Menge an
Tripalmitin) gestartet. Die Lipase wurde zuvor ebenfalls auf eine Wasseraktivitéat von 0,43
eingestellt. Damit Tripalmitin in Aceton gelost bleibt, wurde die Reaktion bei 52°C
durchgefuhrt. Nach 48 h wurde die Reaktion durch Entfernen der Lipase gestoppt. Nach
Verdampfen des restlichen Acetons, wurde der Ruckstand in 50 ml n-Hexan/MTBE (96:4)
geldst. Nach einer Stunde bei -23°C bildeten sich weile Kristalle, die durch Filtration
abgetrennt wurden. Der Uberstand enthielt Palmitinsaure, Palmitinsaureethylester und noch
eine minimale Restmenge an Dipalmitin. Das erhaltene 2-Monopalmitin wurde so oft
umkristallisiert bis mittels GC der Anteil an 2-MP > 95 % war. Zusétzlich wurde die Reinheit
des erhaltenen Produktes mit **C-NMR bestatigt.

3C-NMR (125 MHz, CDCly): & = 14.13 (CH,), 22.70, 24.96, 29.12, 29.27, 29.37, 29.47,
29.62, 29.67, 29.71, 31.93, 34.36 (14 CH,), 62.31 (2 CH,0OH), 74.93 (CHOOC), 174.19
(CHOOQ).

GC-Analytik der Alkoholyseprodukte

10 ul Probe wurden mit MSHFBA (N-Methyl-N-trimethylsilylheptafluorbutyramid)
derivatisiert. MSHFBA uUberfihrt alle Hydroxylgruppen der Reaktionspartner in die
entsprechenden Trimethylsilylether. Nach Zugabe von MSHFBA wurde die Probe 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann mit 100 pl Dichlormethan versetzt. 1 pl dieser
Probenlésung wurden fir die Gaschromatographie eingesetzt. Diese GC-Methode
ermdglichte es Ester, Fettsduren, Monoglyceride, Diglyceride und Triglyceride so wie die
Isomere 2-Monoglycerid und 1-Monoglycerid und 1,2(2,3)- bzw. 1,3-Diglycerid voneinander
zu trennen. Als Tragergas wurde Wasserstoff mit einem Druck von 100 KPa verwendet. Die
Analyse wurde mit folgendem Temperaturprogramm durchgefihrt:
200°C 2 min
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360°C 8°C/min
360°C 8 min
Injektor 370°C

Detektor 370°C

Veresterung von 2-Monopalmitin mit Olsaure

a) Veresterung mit Losungsmittel

0,3 mmol (100 mg) reines 2-MP und 0,9 mmol Olsaure (254 mg) wurden in 25 ml n-Hexan
gelost, das zuvor auf eine Wasseraktivitat von 0,11 eingestellt wurde, gelost. Um das
wahrend der Reaktion gebildete Wasser zu entfernen, wurden 200 mg aktiviertes
Molekularsieb (3 A) hinzugesetzt. Durch Zugabe von 10% Lipase (beziiglich der Einwaage
an 2-MP), eingestellt auf eine Wasseraktivitat von 0,11, wurde die Reaktion gestartet. Die
Reaktionsmischung wurde bei 38°C auf dem Olbad geriihrt. Nach vollstandiger Umsetzung
wurde die Lipase abgetrennt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. OPO
wurde durch Saulenchromatographie aufgereinigt (siehe Kap. 6.1.8.4) und charakterisiert
(Kap. 6.1.7 bzw. Kap. 6.1.8, Kap. 6.1.10.5, Kap. 6.1.10.6).

b) Veresterung im I6sungsmittelfreien System

0,3 mmol (100 mg) reines 2-MP und 0,9 mmol Olsaure (254 mg) wurden vermischt und
sofort 10 mg Lipase (10 % bezlglich der Einwaage an 2-Monopalmitin), die zuvor auf eine
Wasseraktivitat von 0,43 eingestellt wurde, zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei
50°C auf dem Olbad geriihrt. Das wahrend der Reaktion gebildete Wasser wurde durch
Anlegen von Vakuum entfernt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde die Lipase mittels
Filtration abgetrennt. OPO wurde durch S&ulenchromatographie aufgereinigt (siehe Kap.
6.1.8.4) und charakterisiert (Kap. 6.1.7 bzw. Kap. 6.1.8, Kap. 6.1.10.5, Kap. 6.1.10.6).

Isolierung von OPO mittels Saulenchromatographie

Zur Saulenchromatographie wurde eine Mischung aus neutralem Aluminiumoxid und
Kieselgel im Verhdltnis 1:1 eingesetzt und auf die Saule aufgetragenes OPO mit einer
Mischung aus Petrolether/Ether (90:10) eluiert. Der Eluent wurde am Rotationsverdampfer
entfernt. Die vollstandige Entfernung des Losungsmittels erfolgte mittels Gefriertrockner.
Durch Verwendung von Aluminiumoxid bleiben Uberschissige S&ure, sowie nicht

umgesetzte Mono- und Diglyceride haften und OPO kann sehr rein eluiert werden.
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Bestimmung der Zusammensetzung von OPO mittels GC

Die Fettsaurezusammensetzung von OPO wurde durch Uberfiihrung der gebundenen
Fetts&uren in die Fettsduremethylester gaschromatographisch bestimmt (siehe 6.1.5).

Temperaturprogramm:
200°C 2 min
214°C 1 min
214°C 4°C/min
Injektor 230°C

Detektor 230°C

Trennung der Triglyceride mittels GC

Die Auftrennung der Triglyceride, die bei der Veresterung von 2-MP mit Olsaure entstanden
sind und durch Saulenchromatographie isoliert wurden, erfolgte gaschromatographisch mit
folgendem Temperaturprogramm: 200°C (2 min) wurden in 8°C/min auf 360°C (8 min)
geheizt.

6.1.11 Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Leindl

Berechnung des Molekulargewichts des Leindls

Die Berechnung des Molekulargewichts erfolgte Uber die Fettsdurezusammensetzung des

Leindls, die zuvor gaschromatographisch bestimmt wurde.

Tabelle 30  Berechnung des Molekulargewichts

Fettsaure Molmasse FS (g/mol)  Fettsaurezusammensetzung (Mol%) Massenanteil (g)
C 16:0 256,43 6,7 17,2

C 18:0 284,49 2,7 7,7
Cc18:1 282,47 13,2 37,3

C 18:2 280,45 15,0 42,1
C18:3 278,44 62,6 174,3
Summe 278,6
Molmasse -OH: 179

Molmasse Glycerin: 92.0g

Berechnungsformel

3 - Molmasse (Fettsaure) - 3 - Molmasse (OH) + Molmasse (Glycerin) - 3 - Molmasse (H)
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=3-278.0-3-17+92-3-1=873,8 g /mol

Alkoholyse von Lein6l

Zu 0,5 mmol Leindl (0,4369 g) wurden 4.15 mmol (0,1912 g) Ethanol und 8,3 ml Aceton
hinzugefugt. Zum Starten der Reaktion wurden 10 % RDL beziglich der Einwaage an Leindl
immobilisiert auf EP 100 zugesetzt. Sowohl Aceton als auch die Lipase wurde durch
gesattigte Salzlosungen auf eine Wasseraktivitdt von 0,43 aquilibriert. Nach 24 h
Reaktionszeit war die Reaktion quantitativ abgelaufen. Die Isolierung der 2-MG erfolgte wie
unter 6.1.9 beschrieben. Die Reinheit des Produktes wurde gaschromatographisch (siehe
6.1.10.2) tberprift und das Molekulargewicht der 2-MG berechnet (Tab. 31)

Tabelle 31  Berechnung des Molekulargewichts der 2-MG-Fraktion

Fettsaure Molmasse FS (g/mol)  Fettsaurezusammensetzung (Mol%) Massenanteil (g)
C 16:0 256,43 n.d. -

C 18:0 284,49 n.d. -

c18:1 282,47 16,7 47,2

C 18:2 280,45 19,7 55,2

C 18:3 278,44 63,6 177,1
Summe 279,5
Molmasse -OH: 179

Molmasse Glycerin: 92.0 g

Berechnungsformel

1 - Molmasse (Fettsaure) - 1 - Molmasse (OH) + Molmasse (Glycerin) - 1 - Molmasse (H)
=1.2795-1-17+92-1-1=353,59g /mol

Veresterung von 2-MG aus Lein6l mit Caprylsaure

Durch Saulenchromatographie gereinigte 2-MG (0,1 mmol; 0,035 g) wurden mit 0,3 mmol
(0,0433 g) Caprylsaure versetzt. Durch Zusatz von 3,5 mg Lipase (10 % beziglich Einwaage
2-MG), die zuvor auf eine Wasseraktivitdt von 0,43 eingestellt wurde, wurde die Reaktion
gestartet. Das bei der Reaktion gebildete Wasser wurde durch Vakuum direkt aus dem
Reaktionsgleichgewicht entfernt. Nach 24 h Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch in
Hexan gel6st und von der Lipase abgetrennt. Die Isolierung der Triglyceride erfolgte wie
unter Kap. 6.1.10.4.
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6.1.12 Darstellung von strukturierten Triglyceriden aus Fischol

Die Berechnung des Molekulargewichts erfolgte gaschromatographisch (ber die

Fettsdurezusammensetzung der Fischole.

Berechnung der Molekulargewichte der einzelnen Fischdle

Tabelle 32  Berechnung des Molekulargewichts von Fischol 1

Fettsdure Molmasse FS [g/mol] Fettsdurezusammensetzung [Mol%] Massenanteil [g]

C 14:.0 228,38 14,9 33,9
C 16:0 256,43 29,2 74,9
Cc 161 254,42 12,0 30,6
C 18:0 284,49 6,1 17,4
Cc18:1 282,47 14,8 41,7
C 20:5 302,46 11,3 34,1
C 22:6 328,50 11,7 38,8
Summe 2714

Mittelwert: 271,0 g/mol
Molmasse -OH: 179
Molmasse Glycerin: 92,0 g

Berechnungsformel

3 - Molmasse (Fettsaure) - 3 - Molmasse (OH) + Molmasse (Glycerin) - 3 - Molmasse (H)
=3-271,4-3-17+92-3-1=852,2 g/mol

Tabelle 33  Berechnung des Molekulargewichts von Fischol 2

Fettsdure  Molmasse FS [g/mol] Fettsdurezusammensetzung [Mol%] Massenanteil [g]

C 14:0 228,38 10,9 24,9
C 16:0 256,43 8,6 21,9
Cle1 254,42 15,7 40,2
c18:1 282,47 11,5 32,5
C 20:5 302,46 13,3 40,4
C 226 328,50 40,0 129,3

Summe 289,1




Material und Methoden 103

Molmasse -OH: 179

Molmasse Glycerin: 92.0 g

Berechnungsformel

3 - Molmasse (Fettsaure) - 3 - Molmasse (OH) + Molmasse (Glycerin) - 3 - Molmasse (H)
=3-289.1-3-17+92-3-1=905.4 g /mol

Tabelle 34  Berechnung des Molekulargewichts von Fischdl 4

Fettsaure  Molmasse FS [g/mol] Fettsdurezusammensetzung [Mol%] Massenanteil [g]

C 14:0 228.38 1.43 3.27
c 161 254.42 36.68 93.32
c18:1 282.47 6.29 17.77
C 20:5 302.46 51.4 155.46
C 226 328.50 4.18 13.73
Summe 283.55
Molmasse -OH: 179

Molmasse Glycerin: 92.0 g

Berechnungsformel

3 - Molmasse (Fettsaure) - 3 - Molmasse (OH) + Molmasse (Glycerin) - 3 - Molmasse (H)
=3:28355-3-17+92-3-1=3888.65 g /mol

Alkoholyse der Fischdle
Zu 0,5 mmol Fischoél wurden 4.15 mmol (0,1912 g) Ethanol und 8,3 ml Aceton hinzugeflgt.

Zum Starten der Reaktion wurden 10 % RDL bezlglich der Einwaage an Fischol
immobilisiert auf EP 100 zugesetzt. Sowohl Aceton als auch die Lipase wurde durch
gesattigte Salzlésungen auf eine Wasseraktivitdt von 0,94 aquilibriert. Nach vier Tagen
wurde die Reaktion abgebrochen. Die Isolierung der 2-MG erfolgte wie unter 6.1.9
beschrieben. Die Reinheit der Produkte wurde gaschromatographisch (siehe 6.1.10.2) und
mittels *C-NMR tiberpriift und das Molekulargewicht der 2-MG berechnet (Tab.)

Molekulargewichte der Monoglyceride:

Monomyristin 302,5
Monopalmitolein 328,5
Monopalmitin 330,5
Monoolein 356,7

Monostearin 358,7
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Mono-EPA 376,5
Mono-DHA 402,6
andere C22 406,6

Tabelle 35  Berechnung der 2-MG-Fraktion von Fischol 1

104

2-MG 2-Monoglyceridzusammensetzung [Mol %] Massenanteil [g]
Cl14:0 3,3 10,0
Cl6:1 4,7 15,4

C 16/17 2,6 8,6
C16:0 4,3 14,2
cis:1 6,8 7,8
C18:0 5,6 20,1

EPA 18,0 67,8

DHA 50,7 204,1
Andere C 22 3,8 15,2

Ergebnis: Das Molekulargewicht betragt 363,2 g/mol

Tabelle 36  Berechnung der 2-MG-Frakiton von Fischol 2

2-MG 2-Monoglyceridzusammensetzung [Mol %] Massenanteil [g]
Ci14:0 0,84 2,42
Cl6:1 1,0 3,29
C16:0 1,9 6,28
cis:1 2,7 9,63
C18:0 1,0 3,59
EPA 15,8 59,49
DHA 75,5 303,96
Andere C 22 1,3 5,29

Ergebnis: Das Molekulargewicht betragt 394,0 g/mol
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Tabelle 37  Berechnung der 2-MG-Frakiton von Fischol 4

2-MG 2-Monoglyceridzusammensetzung [Mol %] Massenanteil [g]
C16:1 14,7 48,3
C16:0 5,9 19,5
ci8:1 8,9 31,8
C18:0 5,0 17,9
EPA 65,5 246,6

Ergebnis: Das Molekulargewicht betragt 364,1 g/mol

Veresterung der 2-MG aus Fischdl mit Caprylsaure

Die Veresterung der Fischdle wurde sowohl in Hexan, Aceton als auch in einem
I6sungsmittelfreien System durchgefiihrt. 0,1 mmol 2-MG aus Fischdl wurden mit 0,3 mmol
Caprylsaure versetzt. Nach Zugabe von Lipozyme IM bzw. RDL immobilisiert auf eine
Wasseraktivitat von 0,11 oder 0,43 wurde die Reaktion gestartet. Nach mehreren Tagen
Reaktionszeit wurde die Reaktion abgebrochen und die Isolierung der Produkte erfolgte nach
6.1.10.4.

6.1.13 Darstellung von Kakaobutteraquivalenten

Alkoholyse von Triolein

Die Alkoholyse wurde nach 6.1.10.1 mit folgenden Modifikationen durchgefiihrt: Die
Isolierung von 2-MO erfolgte durch Kristallisation in Hexan/MTBE (95:5). Nach circa einer
Stunde bildeten sich bei -23°C weilRe Kristalle aus 2-MO, die durch Zentrifugation (4 min bei
400 rpm bei 4°C) gewonnen wurden. Danach wurde der Uberstand entfernt und die Kristalle
erneut umkristallisiert, bis im Gaschromatograph nur noch ein 2-MO-Peak zu detektieren

war.

Veresterung von 2-MO mit Palmitinsdure bzw. Stearinsaure

Die Veresterung wurde sowohl in Hexan als auch in einem ldsungsmittelfreien System
durchgefuhrt (Kap. 6.1.10.3). Abweichend von Kap. 6.1.10.3 wurde neben der Veresterung
von 2-MO mit Fettsduren auch die Veresterung mit den entsprechenden Ethylestern

durchgefinhrt.
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6.2 Molekulargenetische und mikrobiologische Techniken und
Methoden

6.2.1 Ubernachtkultur fiir kompetente Zellen

5 ml LB-Medium wurden mit einer DH5a-Glycerinkultur angeimpft und Gber Nacht bei 37°C

kultiviert.

6.2.2 Herstellung von kompetenten Zellen (Chung et al., 1989)

50 ml LB-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur angeimpft. Das Wachstum der Zellen
erfolgte bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte (OD) zwischen 0.4 und 0.7 (ca. 2-3 Std.).
AnschlieRend wurde das Medium in ein 50 ml Falcontube tberfuhrt und 10 min bei 3000 rpm
(4°C) zentrifugiert. Das auf Eis gekihlte Pellet wurde in 2 ml TSS-Medium resuspendiert und
in aliquote Portionen a 200 pl auf Eppendorf-Reaktionsgefal3e verteilt. Die Eppendorf-
Reaktionsgefalle wurden 5 min auf Eis gestellt und durch Tauchen in flissigen Stickstoff
gefroren. AnschlieRend erfolgte die Lagerung der kompetenten Zellen bei —70 °C.

6.2.3 Transformation in DH5a

1 pl Plasmidlésung wurde zu 200 ul kompetenten Zellen gegeben. Die Zellen wurden
daraufhin 20 min auf Eis gekunhlt, bevor sie 30 — 45 s zur Aufnahme der Plasmide auf 42 °C
erwarmt wurden. AnschlieRend wurden 800 pl LB-Medium dazugegeben und 1h bei 37 °C
inkubiert. Dann wurden die Zellen 7 s bei 12000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen,
die Zellen resuspendiert und auf eine LB/Amp-Agarplatte ausplattiert. Die Kultivierung der
Platten erfolgte bei 37°C lber Nacht.

Alternativ wurde der gesamte Ansatz in 50 ml LB-Medium mit Ampicillin Gberfihrt und tber
Nacht kultiviert. Daran anschlieBend folgte eine Midipraparation wie unter Kap. 6.2.4

beschrieben.

6.2.4 Plasmid Midipraparation mit dem QIAGEN Plasmid Midi Kit

50 ml Ubernachtkultur wurden in ein Falcontube Uberfiihrt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (4000 rpm, 15 min) pelletiert und der Uberstand verworfen. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte gemal dem Standardprotokoll der Firma Qiagen fir High Copy
Plasmide mit einem entsprechenden Kit der Firma.
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Das Pellet wurde in RNAse-haltigem Puffer P1 resuspendiert, zur Zell-Lyse mit Puffer P2
versetzt und zur Neutralisation Puffer P3 hinzugeflgt. Das weiRe ausfallende Prazipitat
wurde abzentrifugiert, der klare Uberstand, der u.a. die Plasmid-DNA enthalt, auf eine
QIAprep Membransaule Uberfuhrt. Mit Hilfe des Elutionspuffers QF wurde die DNA von der
Saule eluiert. Zum Prazipitieren der DNA wurde zum Eluat 2-Propanol zugesetzt und fur 30
min bei 4 °C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde in TE oder Tris-Puffer aufgenommen und
bei -23°C  gelagert. Der Erfolg der Plasmidpraparation wurde mittels

Agarosegelelektrophorese Uberpriift.

6.2.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch  Agarose-Gel-Elektrophorese zu  Analyse- und
Praparationszwecken getrennt. Zur Trennung der Fragmente wurden 1%ige Gele verwendet,
die 0,01% Ethidiumbromid enthalten. Der Zusatz von Ethidiumbromid ermdglicht die
Sichtbarmachung der DNA-Banden, da Ethidiumbromid, wenn es in doppelstrangiger DNA
interkaliert, im UV-Licht intensiv fluoresziert. Die GréRe von einem linearen doppelstrangigen
DNA-Molekilen wurde durch Vergleich mit einem DNA-Grofl3enstandard bestimmt (1 Kb-
DNA-Ladder). Zum Auftragen wurden die DNA-Proben mit einem Glycerin-haltigen Puffer
versetzt, der sie besser in die Probentaschen hineinsinken lief3. Der im Puffer enthaltene
Farbstoff Bromphenolblau wanderte ebenfalls im elektrischen Feld und ermdglichte es, den
Verlauf der Elektrophorese verfolgen zu kdnnen.

30 ml 1%ige Agarose-Losung wurden mit 3 pl Ethidiumbromid vermischt und auf einen
Geltrager mit eingesetztem Probentaschenkamm gegossen. Nach 20 Minuten war das Gel
erstarrt und der Probentaschenkamm konnte entfernt werden. Das Gel wurde in die
Elektrophorese-Kammer eingesetzt und mit TAE-Puffer Uberschichtet. Die DNA-Proben
wurden mit einem Drittel des Volumens mit DNA-Auftragspuffer vermischt und in die
Probentaschen eingefillt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung von 120 V
fur 40 min. Die DNA-Banden im Gel wurden auf einem UV-Leuchttisch zur Fluoreszenz

angeregt und photographisch dokumentiert.

6.2.6 Quik-change zur Durchfiihrung einer ortsspezifischen Mutagenese

PCR fir Quik-change

Pipettierschema: 10yl 10 x Pfu (Puffer)
2 pl DNA aus Midiprap. (1:10 verd.)
2,5ul Primer 1 (5 pmol/ul)
2,5ul  Primer 2 (5 pmol/ul)
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2yl dNTP-Mix (2,5 mM jedes Nucleotid)
82 ul  Wasser

3 ul  Pfu Polymerase

Reaktionsprogramm fiir die PCR: 4min 95°C

1min 95°C
1,5min 54°C 20 x
16 min 72°C
1min 95°C
1,5min 54 °C
20min  72°C
4°C

Zur Uberpriifung der PCR wurden 10 pl Probe auf ein Agarosegel aufgetragen. Bei 7,5 kbp
ist auf dem Agarosegel eine deutliche Bande zu erkennen, die der Gré3e des pYes + Lip 1-
Vektors entspricht. Anschliel3end wurde der gesamte Ansatz mit 2 pl Dpnl 3 h verdaut.

Die Transformation erfolgte mit XL2-Blue superkompetenten Zellen.

6.2.7 Transformation mit Epicurian coli superkompetenten Zellen

Die superkompetenten Zellen missen auf Eis gelagert werden. 100 pl der superkompetenten
Zellen wurden in ein eisgekihltes Falcontube pipettiert. Dann wurden 2 pl 3-Mercaptoethanol
hinzugefugt. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Zellen 10 min auf Eis inkubiert. Dabei
wurde alle zwei min geschiittelt. Danach wurden 20 pl DNA zu den Zellen pipettiert, leicht
geschuttelt und 30 min auf Eis inkubiert. In der Zwischenzeit wurde LB-Medium auf 42 °C
erwarmt. Die eisgekuhlten Zellen wurden 30 sec bei 42 °C geschockt und dann fir zwei min
auf Eis gestellt. Anschlieend wurden 0,9 ml erwarmtes LB-Medium hinzugeftigt und fir eine
Stunde unter Schiitteln (225-250 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert

und auf eine LB/Amp-Agarplatte ausplattiert. 12 Kolonien sind Uber Nacht gewachsen.

6.2.8 Ubernachtkultur fur E. coli

5 ml LB-Medium mit 5 pl Ampicillin (100 mg/ml) wurden mit einer E. coli Kolonie von einer

Agarplatte angeimpft und Uber Nacht bei 37°C kultiviert.
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6.2.9 Hauptkultur fir E. coli

50 ml LB-Medium mit 50 pl Ampicillin (100 mg/ml) wurden mit 100 ul Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37°C im Schattler kultiviert.

6.2.10 Plasmid Flexipréaparation

1,5 ml Ubernachtkultur wurden in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefa tberfiihrt. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (14000 rpm, 30 s) pelletiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in RNAse-haltigem Puffer P1 resuspendiert, zur Zell-Lyse mit Puffer P2 versetzt
und zur Neutralisation Puffer P3 hinzugefligt. Das weilRe ausfallende Préazipitat wurde
abzentrifugiert, der klare Uberstand in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR tberfuhrt und
zum Fallen der DNA mit Isopropanol versetzt. Nach erneuter Zentrifugation (14000rpm, 10
min) wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und anschlie3end getrocknet (56
°C, 15 min). AbschlieRend wurde das Pellet in 30 pul TE-Puffer gelést und bei —23 °C

gelagert.

6.2.11 Verdau mit Bgll

Pipettierschema: 10 pl DNA aus Flexipraparation
2ul Puffer H
0,5 ul Ball
7,5 ul H,O

Der Verdau wird bei 37 °C 1,5 h inkubiert und durch Agarosegelelektrophorese Uberprift.

6.2.12 Verdau mit Bgll und BamHlI

Pipettierschema: 20 ul DNA aus Midipraparation (pY-mut-slipl)
10 pl Puffer 2
2ul Ball
3ul BamHI
1u BSA
64 ul H,O
100 pl

Dieser Verdau lieferte einen korrekten Vektor, bei dem durch ortsspezifische Mutagenese

eine zusatzliche Bgll Schnittstelle entfernt wurde.
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6.2.13 Error prone PCR

Pipettierschema: 2 ul DNA aus Midipraparation (pY-p-slipl)(Verd. 1:500)
1 Primer 1 (50 pmol/pul)
1 Primer 2 (50 pmol/ul)

8 ul dNTP Mix
10 i Taqg Puffer

8 ul MgCl,
66 ul H,O
4 ul Taqg-Polymerase
100 pl
Reaktionsprogramm fiir die error-prone PCR: 4 min 95 °C
1,5 min 95 °C
1,5 min 50 °C }25 x
1,5 min 72 °C
4°C

Die error-prone PCR wurde in einem Eppendorfcycler durchgefiihrt, was das Arbeiten ohne

Immersionsél ermoglichte.

6.2.14 Agarosegel-Extraktion

Die durch den Verdau mit BamHI und Bgll erhaltenen unterschiedlichen DNA-Fragmente
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 gegeben. Die
Extraktion erfolgte mit einem Kit der Firma Qiagen gemall dem mitgelieferten
Standardprotokoll. Der Gelstreifen wurde mit drei Aquivalenten (v/w) Solubilisierungspuffer
QB versetzt und 5 bis 10 min bei 50 °C in einem Thermoschittler erwarmt, bis das Gel
vollstandig geldst war. Die Losung wurde auf eine Qiaprep Membransdule gegeben und
zentrifugiert (14000 rpm, 1 min), das Filtrat verworfen. Gewaschen wurde mit der
Puffer/Ethanol-Mischung PE und anschlieRend die Pufferreste durch Zentrifugation (14000

rpm, 1min) entfernt. Die Elution erfolgte mit 30 bis 50 pl Wasser durch Zentrifugation.

6.2.15 Transformation in Saccharomyces cerevisiae

Prinzip
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Fur die Transformation wurde der Hefestamm WCG 4 verwendet. Dieser S. cerevisiae
Stamm erlaubt die Selektion von Plasmiden mit HIS, LEU, URA-Genen. Als Vektor diente
der pYes-Vektor von Invitrogen. Der pYes-Vektor ist ein hocheffizienter
Hefeexpressionsvektor mit einem GAL1-Promotor. Der GALl-Promotor enthalt die
Sequenzen, die er zur Regelung der Transskriptionseinleitung braucht. In S. cerevisiae
Wildtyp-Stammen wird die Transkription des GAL1-Promotors durch Anwesenheit von
Glucose unterdrickt. Bei Zugabe von Galactose anstatt von Glucose als C-Quelle wird die
Transkription induziert. Zur Selektion enthalt der Vektor unter anderem des URA3-Gen und

das Ampicillin-Gen.

Vier verschiedene Transformationsprotokolle wurden untersucht:

1 Transformation in Hefe mit Lithiumacetat und DMSO (Hilt et al., 1991)

2 Elektrotransformation in Hefe

3 Saccharomyces cerevisiae Easy-comp Transformation-Kit von Invitrogen
4 Transformation in Hefe mit Lithiumacetat (Gietz et al., 1996)

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur aus 5 ml YEPD-Medium und 10 pl Hefekultur bei 30 °C
hergestellt. Aus dieser Ubernachtkultur wurde eine Hauptkultur bestehend aus 50 ml YEPD-
Medium, angeimpft mit 20 ul Ubernachtkultur, kultiviert. Die optimale Wachstumstemperatur
liegt bei Hefen bei 30 °C. Die Wachstumsdichte der Zellen sollte zwischen einer OD von 1-2
liegen. Die Messung der optischen Dichte erfolgte photometrisch bei 600 nm. AnschlieRend
wurden 50 ml der Hauptkultur in ein Falcontube gegeben und 5 min bei 3600 rpm
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde zuerst mit 50 ml sterilem Wasser, dann mit 5 ml
sterilem Wasser gewaschen (jeweils Zentrifugation bei 3600 rpm, 5 min). Pro urspriinglich 10
ml Hauptkultur wurden zum Resuspendieren des Pellets 50 pl TE/LIAC-Lésung

dazugegeben und 50 pl in Eppendorf-Reaktionsgefal aliquotiert.

Tabelle 38  Pipettierschema fur Transformation in Saccharomyces cerevisiae

Negativkontrolle Negativkontrolle Aliquot 1 Aliquot 2 Aliquot 3
kein Vektor kein Vektor 1 pl Vektor 2 ul Vektor 1 pl Vektor

(Verd. 1:10) (Verd. 1:10) (Verd. 1:10)
kein Insert kein Insert 5 ul Insert 10 pl Insert 5 ul Insert
3ul 3ul 3ul 3ul 3ul

Heringssperma, Heringssperma, Heringssperma, Heringssperma, Heringssperma,

gekocht nicht gekocht gekocht gekocht nicht gekocht
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Zu jeder Probe wurden 300 pl PEG/TE/LiAc-Lésung zugegeben und gemischt (nicht
vortexen!). AnschlieBend wurden die Proben zunachst 30 min bei 30 °C inkubiert, dann 20
min bei 42 °C unter leichtem Schitteln. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben
7-8 s bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Transformanden wurden

auf YNBaa-Platten ausplattiert und drei Tage bei 30 °C inkubiert.

6.2.16 Glycerinstock

Zur langerfristigen Lagerung wurden die bei der Transformation in Saccharomyces
erhaltenen Mutanten einzeln in Mikrotiterplatten tberfuhrt. Pro Well wurden 100 pl Medium
vorgelegt und nach einer Wachstumszeit von drei Tagen 100 pl einer sterilen

Glycerin/Wasser-Mischung dazugegeben und sofort bei —80 °C eingefroren.

6.2.17 Tributyrinplatten-Assay

10 ml Tributyrin wurden mit 800 ml Wasser versetzt und mittels Ultraturrax 10 min emulgiert.
AnschlieBend wurden 14 g Agar hinzugefligt und autoklaviert. Zur Vervollstandigung des
Mediums wurden 100 ml autoklavierte Galactose und 100 ml sterilfiltrierte YNB-LOsung
hinzugefligt. Die Agarlésung wurde in Petrischalen gegossen und nach dem Erharten
wurden Transformanden aus der Mikrotiterplatte auf die Tributyrinplatte gegeben. Eine nach

2 Tagen Inkubation bei 30°C auftretende Hofbildung zeigte die Aktivitat der Mutanten an.

6.2.18 p-Nitrophenylester —Assay in Mikrotiterplatten

Um die groBe Anzahl an Mutanten schnell und aussagekraftig auf verschiedene
Eigenschaften zu Uberprifen ist ein effektives Assaysystem notwendig. Zur Durchfihrung
des Assays wurde zuerst die Glycerinkultur der Mutantenbibliothek in Nahrmedium repliziert.
Dazu wurde die Replikaplatte zunéchst unter Zuhilfenahme eines Biomek 2000 Roboters mit
Nahrmedium gefillt. Dann erfolgte die Replizierung durch Eintauchen eines in Ethanol
sterilisierten Stempels in die Glycerinkultur und anschlieRendem Ubertragen in die
Nahrmediumplatte. Die Kultivierung erfolgte 2-3 Tage bei 30°C im Schuttler

Der p-Nitrophenylester-Assay wird in einer neuen Mikrotiterplatte durchgefuhrt, die 120 pl
Pufferlésung und 10 pl p-Nitrophenylester enthéalt. Durch Zugabe von 20 pl Zelliberstand
wurde die Reaktion gestartet und das dabei freigesetzte p-Nitrophenol sofort und nach
definierter Inkubationszeit photometrisch bei 410 nm detektiert.

Durch die Lipaseaktivitdt wird die Esterbindung der wasserunloslichen p-Nitrophenylester
gespalten. Das entstehende p-Nitrophenol weist eine Gelbfarbung auf und kann bei 410 nm
photometrisch detektiert werden.
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LOosung A
0,2 mmol p-Nitrophenylester werden in 40 ml n-Propanol durch 5-10 min
Ultraschallbehandlung geltst. Diese Losung wird bei 4°C gelagert. Vor jedem
Gebrauch muf3 der p-Nitrophenylester erneut durch Ultraschallbehandlung geldst
werden.

Konzentration der Losung: 5 mM

LOosung B
1 g Triton X-100 und 0,2 g Gummi arabicum werden in 200 ml 0,1 M Tris-HCI Puffer
pH 7,5 geldst

Ldsung C
Lésung C wird unmittelbar vor Gebrauch angesetzt und ist ca. 2 Stunden bei RT unter
stédndigem Ruhren verwendbar. Zu 9 Teilen der Lésung B wird 1 Teil der Losung A

tropfenweise unter standigem Rihren zugegen.

Nach Inkubation (20 min oder 2 h) bei 30°C wird die Absorption erneut gemessen und aus
der Differenz mit der Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes die spezifische Enzymaktivitat
in U (umol umgesetztes Substrat/min) bestimmt. Dazu wurde die Anderung der

Konzentration mit folgender Formel berechnet:

AE AE E{‘nol

Ac=—=
el 1450005 |

Die Konzentrationsanderung wurde dann noch auf den Reaktionsansatz von 150 pl
umgerechnet, durch die Inkubationszeit geteilt und auf die eingesetzte Probemenge
bezogen.

6.2.19 Plasmid-DNA-Isolierung aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurden drei verschiedene Protokolle
getestet.
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Plasmid-DNA-Isolierung nach Prof. Wolf (Biochemie, Uni Stuttgart)

1,5 ml Medium einer Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tiberfihrt und
20 s bei 12000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet mit 200 pl Lysepuffer
resuspendiert, 200 mg Glasperlen, 200 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
hinzugefigt und durch 2 minitiges Vortexen die Zellen aufgebrochen. Nach 5 min
Zentrifugieren bei 12000 rpm wurden 100 pl des wéaRrigen Uberstands in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefald uberfihrt und mit 10 pyl 3 M Natriumacetat-Loésung versetzt.
AnschlieRend wurden zur DNA-Fallung 280 pl 100% Ethanol zugegeben und 5 min bei -80°C
inkubiert. Danach wurde bei 12000 rpm zentrifugiert, die Uberstand verworfen und das Pellet
mit 70%igem Ethanol gewaschen (2 min zentrifugieren). Zum Abschluf? wird das Pellet bei

56°C 10 min getrocknet und in 25 TE resuspendiert.

Plasmid-DNA-Isolierung nach Vorschrift der Technischen Uni Berlin

Der das Plasmid tragende Hefeklon wurde in 1,5 ml YEPD-Medium drei Tage bei 30°C
kultiviert. Nach 5 min Zentrifugieren bei 12000rpm wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in der Restfliissigkeit resuspendiert. Anschlieend wurden 200 pl Lysepuffer, 200 pl
Phenol-Chloroform und 300 mg Glasperlen hinzugefiigt und 2 min gevortext. Nach 5 min
Zentrifugieren wurde die wassrige, obere Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald

Uberfuhrt und ohne weitere DNA-Aufreinigung direkt zur Transformation in E. coli eingesetzt.

Plasmid-DNA-Isolierung nach Biotechnology Handbook

1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 20 s bei 12000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde
das Pellet in 100 pl Lyse-Puffer resuspendiert mit 100 yl Phenol-Chloroform und 200 mg
Glasperlen versetzt und fur 3 min gevortext. Nach 1 min zentrifugieren wurde die walrige
Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfiihrt mit 500 pl eisgekihltem Ethanol
versetzt, gevortext und 5 min zentrifugiert. Danach wurde das Pellet im Stickstoffstrom
getrocknet und in 30 pl TE-Puffer resuspendiert.

6.2.20 Plasmid Minipraparation mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit

50 ml Hauptkultur wurden in ein 50 ml Falcontube Uberfiihrt und die Zellen durch
zehnminutiges Zentrifugieren pelletiert. Die weitere Aufarbeitung des Zellpellets erfolgte
gemall Standardprotokoll von QIAGEN fur High Copy Plasmide (QlAprep Miniprep
Handbuch 1998)

Das Pellet wurde zur alkalischen Zell-Lyse in 250 pl Puffer P1 resuspendiert, mit 250 pl

Puffer P2 versetzt und vorsichtig gemischt. Nach spatestens 5 min wurde die alkalische Lyse
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durch Neutralisation mit 350 pul Puffer N3 gestoppt. Das weiRe Prazipitat wurde
abzentrifugiert (10 min) und der klare, die Vektor-DNA enthaltende Uberstand, auf QIlAprep
spin Saulen Uberfuhrt. Die Adsorption der Vektor-DNA an die QIAprep Membran erfolgt in
Gegenwart einer hohen Konzentration an chaotropen Salzen durch Wasserentzug. Der
Durchlauf nach 1minltiger Zentrifugation wurde verworfen, die Membran zur Entfernung
verbliebener Salze mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und nochmals flr 1 min zentrifugiert.
Durch Aufgabe von 50 ul Puffer EB auf die Mitte der Saule, einminltiges Einwirken bei
Raumtemperatur und nachfolgender Zentrifugation fir 1 min wurde die Plasmid-DNA unter
Niedrigsalzbedingungen von der Saule in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald eluiert und bei

-23°C gelagert.

6.2.21 DNA-Sequenzierung

Prinzip

Die Sequenzierung von DNA erfolgt nach der von Fred Sanger 1977 entwickelten
enzymatischen Ketten-Abbruch-Methode (Sanger et al., 1977). Dabei werden unterschiedlich
lange DNA-Fragmente durch kontrollierte Unterbrechung der Replikation mittels spezifischer
Terminatoren (2', 3'-Didesoxynukleosid-5‘-Triphosphat, ddNTPs), die zusatzlich zu den 2'-
Desoxynukleotiden zum Reaktionsansatz gegeben werden, erzeugt. Da die ddNTPs an ihrer
3'-Position keine OH-Gruppe besitzen, kann ein entstehendes DNA-Fragment nach dem
statistischen Einbau dieses Terminators nicht mehr durch Ausbildung weiterer
Phosphodiester-Bindungen zum né&chsten anzuhangenden 2‘-Desoxynukleotid verlangert
werden und es kommt zum Kettenabbruch. In der Praxis werden vier separate Reaktionen,
jede mit einem anderen ddNTP als Terminator angesetzt und anschlieRend nebeneinander
in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese der im Originalprotokoll
durch radioaktiv markierte dNTPs sichtbar gemachten, neu synthetisierten Fragmente, kann
von der Sequenzleiter direkt die DNA-Sequenz abgelesen werden. Bei der automatischen
DNA-Sequenzierung mit dem DNA-Sequenzer von Perkin EImer werden die vier dNTPs mit
vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die durch zwei Argonlaser mit
Emissionsbanden von 488 nm und 514 nm angeregt und zusammen in einer Spur des Gels
aufgetragen werden. Diese Vierfarbentechnik erhéht sowohl den Durchsatz pro Gel als auch
die Geschwindigkeit der Datenerfassung, die bereits wahrend de Gellaufs durch einen
angeschlossenen Rechner erfolgt. Die Verwendung thermostabiler Polymerasen erlaubt die
zur PCR analoge zyklische Sequenzierung, bei der die enzymatischen Sequenzreaktionen
mit einem Primer Uber mehrere Zyklen durchgefiihrt werden, was geringere Mengen
Ausgangs-DNA erfordert, die Automatisierung vereinfacht und die Sequenzierung
doppelstrangiger DNA ermdglicht.
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GieRen des Polyacrylamid-Gels

Um die exakte Erfassung der Fluoreszenzsignale wahrend des Gellaufs zu gewabhrleisten,
werden die Glasplatten vor dem GielRen des Gels mdglichst grindlich mit dem Detergenz
Alkanos und Wasser gereinigt und danach mit Isopropanol poliert. Nach Zugabe von APS
und TEMED wird die Losung rasch zwischen die durch Abstandhalter (Spacer) getrennten
Glasplatten gegossen, der Vorkamm eingesetzt und die Platten mit Klammern wahrend der
zweistlindigen Polymerisationszeit abgedichtet. AnschlieBend werden die Klammern
entfernt, der Vorkamm durch einen Haifisch-Kamm ersetzt und das Gel in den Sequenzer

eingebaut. Nach Kontrolle des Basissignals erfolgt ein einstiindiger Vorlauf.

PCR fir Sequenzierung

Pipettierschema: 4l dye
5ul Primer 1pmol/pl

6 ul  DNA
Reaktionsprogramm fiir die PCR:  Denaturierung: 1 min 96°C
Denaturierung: 40s 95°C 25X
Annealing: 40s 55°C

Nach der PCR-Reaktion wurden alle Schritte bei Raumtemperatur durchgefthrt.

Zum Reaktionsansatz wurden 80 pl H,O, 10 pl 3 M Natriumacetat und 250 ul 100% Ethanol
hinzugefiigt. Anschlieend wurde 20 min inkubiert und 30 min bei 14000 rpm zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen,
erneut 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und nach vollstandigem Entfernen des Uberstands
getrocknet.

Folgende sechs Klone wurden sequenziert:

MN17 E2, MN17 B11, MN18 A3, MN18 H3, MN9 F3, MN9 E4, slipl E1, slipl C2

MN  Replikaplatte gefullt mit Nahrmedium
Zahl gibt die Nummer von Mikrotiterplatte an, die Glycerinkultur enthalt
Buchstaben/Zahlenkombination Well auf der Mikrotiterplatte

6.2.22 Kultivierung von Hefeklonen im 2| Mal3stab

Bevor die Klone im 2I-Maf3stab kultiviert wurden, wurde eine Vorkultur (20 ml) angelegt und
die Aktivitdit des Uberstands gegen p-Nitrophenylbutyrat gemessen. Dazu wurden 100 pl
Pufferlésung und 10 pl p-Nitrophenylbutyrat pro Well einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach
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Addition von 20 pl Lipaseuberstand wurde die Aktivitat sofort und nach 20 min Reaktionszeit
bei 410 nm gemessen.

Die 2 | Erlenmeyerkolben wurden mit 200 ml Glucose-Medium versetzt und mit einer
Hefevorkultur beimpft. Die Zellen wurden 2 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen
abzentrifugiert, das Pellet mit Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Danach erfolgte
die Induktion der Lipaseexpression durch Zusatz von Galactose-Medium. Nach drei Tagen
Kultivierungen wurden optische Dichte und pH-Wert kontrolliert. Bei einem konstanten OD-

Wert wurde die Kultivierung abgebrochen, die Zellen abzentrifugiert und bei —23°C gelagert.

6.2.23 Konzentrierung der Lipase durch Ultrazentrifugation

Zur Konzentrierung der Lipasen wurden fir die slip-Lipase ein 30 kDa und fir die Lipasen
von MN18H3 und MN17B11 ein 10 kDa-Filter verwendet. Zunachst wurden die Filter mit
destilliertem Wasser zweimal gewaschen. AnschlieRend wurde der die Lipase enthaltende
Uberstand mit einem Druck von 4,7 bar bis 5 ml ultrafiltriert. Nach der Ultrazentrifugation
wurde sowohl das Filtrat als auch das Konzentrat auf seine Aktivitdt Uberprift. Das
Konzentrat wurde in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt und bis zur Untersuchung bei
-23°C tiefgefroren.

Nach Reinigung der Filter mit destilliertem Wasser, wurden sie in 1 %iger Natronlauge
gelagert.

6.2.24 SDS-Polyamidacrylgelelektrophorese

Prinzip

Mittels PAGE konnen Proteine in analytischem oder praparativen Mal3stab ihrer Grof3e nach
aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Dabei wandern die Proteine unter dem Einflul3 des
angelegten elektrischen Feldes durch die Poren des Polyacrylamidgels, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit von der Gro3e des Proteins, der PorengrofRe des Gels, der
Ladung und der angelegten Spannung abhéngen. Wahrend die Auftrennung der Proteine bei
der nativen PAGE im nicht-denaturierten Zustand erfolgt, werden die Proteine zur
Auftrennung nach ihrem  Molekulargewicht  durch  Bindung des Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) proportional zu ihrer Grof3e negativ geladen (ein SDS-Molekl

pro zwei Aminosaurereste) und denaturiert.

Herstellung des SDS-Gels und Durchfihrung der Elektrophorese
Zunachst wurde zwischen die beiden grindlich gereinigten, durch Abstandhalter getrennten,
zusammengeklammerten Glasplatten luftblasenfrei die Trennlésung bis ca. 2,5 cm unter den

oberen Rand gegossen und mit ca. 200 ul Isobutanol Uberschichtet. nach Polymerisation des



Material und Methoden 118

Trenngels (20 min bei RT) wird das Isobutanol abgegossen, die Sammelgelldsung auf das
mit dH,0 gesplilte Trenngel gegossen und der Probentaschenkamm vorsichtig entfernt und
die Probentaschen grindlich mit dH,0 gespult. Das so vorbereitete Gel wird zur
Durchfihrung der Elektrophorese in die bereits mit Elektrophoresepuffer gefiillite
Elektrophoreseapparatur eingesetzt, wobei darauf zu achten ist, dass am unteren Gelrand
keine Luftblasen zwischen den Glasplatten eingeschlossen werden.

Die Proteinproben werden vor dem Auftragen 1:1 mit 2x-SDS-Probenpuffer verdiinnt, 5 min
bei 95°C denaturiert und rasch auf Eis abgekuhlt. Als Molekulargewichtsstandard werden 5 -
10 pl LMW-Standard (siehe Tabelle) aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgt bei 25 mA pro Gel bis die blaue Bande das Ende des Gels
erreicht hat, bzw. bereits aus dem Gel in den Elektrophoresepuffer gewandert ist. Die Dauer
der Elektrophorese kann in Abhangigkeit der zu trennenden Proteine variiert werden. Nach
der Elektrophorese werden die aufgetrennten Proteine im Gel gefarbt.

Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Nach beendeter Elektrophorese werden die Glasplatten und der Abstandhalter entfernt, das
Gel mindestens 30 min in Coomassie-Farbeldsung gefarbt und anschlieRend mindestens so
lange in der Entfarbeldsung entfarbt, bis deutliche Proteinbanden sichtbar sind bzw. das Gel
klar ist. zur Aufbewahrung wird das Gel luftblasenfrei zwischen ein Filterpapier und eine

Kopierfolie gelegt und 2 h im Geltrockner bei 80°C getrocknet.

Tabelle 39
Marker Protein Molekulargewicht (kDa)
Low Phosphorylase B 97,4

BSA 66,3

Ovalbumin 45,0

Carboanhydrase 31,0

Trypsininhibitor 21,5

Lysozym 14,1

6.2.25 Kompetitiver Assay zur Bestimmung der Kettenldngenselektivitat der
Mutanten
Zunéchst wurde eine Emulsion aus 1 g "random oil", 1 g Gummi arabicum und 20 ml Wasser

durch Mischen im Utraturrax (5 min) hergestellt. 20 ml dieser Lésung wurden in das

Reaktionsgefal’ einer pH-Stat-Apparatur gegeben, 470 ul Calciumchloridlésung hinzugefligt
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und den pH-Wert mit 0,1 N Natronlauge auf 7,2 eingestellt. AnschlieBend wurden 500 pl
bzw. 1 ml konzentrierte Lipaselésung (6.2.24) zugegeben. Die freigesetzten Fettsduren
wurden mit 0,1 N Natronlauge bis zu einer Hydrolyse von ca. 10 - 15 % bei einer Temperatur
von 30°C titriert, was einem Verbrauch von 4 - 6 ml Natronlauge entspricht.

Fur den Blindwert wurden ebenfalls 20 ml Emulsion auf einen pH-Wert von 7,2 titriert. Dann
wurde die Lésung in ein Schraubdeckelglas gegeben und in einem Inkubator bei 30°C so
lange geschiittelt, wie die Probe zur Hydrolyse bendétigt. Anschlieend wurde der gesamte
Ansatz ebenfalls in ein pH-Stat Reaktionsgefald gegeben, um die Menge an frei gewordenen
Fettsduren zu titrieren.

Sowohl von Probe als auch Blindprobe wurden zur Weiteruntersuchung 2 ml
Reaktionsldsung abpipettiert und mit 200 ml 85 %iger Phosphorséure zum Ans&uern der
Fettsduren versetzt. Dann wurden die Fettsduren mit 1 ml einer Mischung aus Hexan und
Diethylether  (1:1) dreimal ausgeschuittelt, die Fraktionen vereinigt und am
Rotationsverdampfer  eingeengt. Die  Untersuchung der  Fraktionen  erfolgt
gaschromatographisch entweder durch Silylierung (6.1.10.2) oder durch Methylierung der
freien Fettséduren (6.1.5) unter Verwendung von folgendem Temperaturprogramm:

100°C 2 min
230°C 6°C/min
360°C 12°C/min
360°C 5 min
Injektor 370°C

Detektor 360°C

Die Berechnung der einzelnen Fettsduren erfolgte Uber Responsefaktoren (Tab.). Aufgrund
der unterschiedlichen Zusammensetzung des "random oils" wurde Olsaure als 1
angenommen und die Faktoren fir die Ubrigen Fettsduren berechnet und mit dem erhaltenen

Flachenwert multipliziert (Tab.)
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Tabelle 40  Zusammenstellung von Zusammensetzung und Berechnungsfaktoren des

“random oils"
Fettsaure Gewichts% Mol% Molgewicht Molgewicht Faktor Faktor
FSME [g/mol] Saure [g/mol] TMSHFBA  Standard

C 8.0 8.3 13.2 156.24 144.22 0.82 1.24

C 10:0 6.6 8.9 186.3 172.27 0.78 1.84

C 12:0 13.2 15.6 214.35 200.32 0.83 1.05

C 14:.0 5.3 5.5 242.41 228.38 0.82 2.98

C 16:0 13.8 12.9 270.46 256.42 0.78 1.27

C 18:.0 12.7 10.8 298.51 284.49 1 1.52
c18:1 19.3 16.4 296.5 282.47 0.95 1

C18:2 17.1 14.6 294.48 280.45 0.99 1.12




Material und Methoden 121

6.3 Chemische Synthesen

6.3.1 Synthese von p-Nitrophenyldocosanat

3 mmol (1,0218 g) Behensaure wurden zu 150 ml Dichlormethan (p.a.) gegeben.
AnschlieBend wurden 3.3 mmol (0,6326 g) N-Ethyl-N-[3-(Dimethylamin)propyl]carbodiimid
und 0,3 mmol (0,0445g) 4-Pyrrolidino-Pyridin dazugegeben. Zuletzt wurden 3 mmol
(0,4173g) p-Nitrophenol hinzugefiigt und zunachst bei 0°C 15 min gerthrt, dann 18 Std. bei
RT. Das Reaktionsgemisch wurde anschlie3end mit gesattigter NaCl gewaschen und die
organische Phase Uber wasserfreiem Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wurde die Probe auf eine Kieselgelsaule (70 g)
Uberfiihrt und mit reinem Chloroform eluiert. Das Produkt wurde als weil3er, kristalliner
Feststoff isoliert (0.7403g) (Ausbeute 59 %).

NMR-Daten:

BBC-NMR (CDCls, 125 MHz): & [ppm] = 14.14, 22.71, 24.75, 29.07, 29.24, 29.45, 29.60,
29.67, 29.70 (2 C-Atome), 29.73 (8 C-Atome), 31.95, 34.34, 122.44, 125.19, 145,25, 155.54,
171.31 (COO).

6.3.2 Synthese von p-Nitrophenyleicosapentanoat

Dieser p-Nitrophenylester wurde aus Fettsauren, die durch Hydrolyse von Fischél erhalten
wurden, synthetisiert. Die Zusammensetzung dieser freien Fettsduren besteht zu 37% aus
EPA und zu 17% aus Palmitoleinsdaure. Der Rest ist eine Mischung verschiedenster
Fettsauren. Der so synthetisierte Ester besteht gemalR NMR-Spektroskopie zu ca. 50% aus
p-Nitrophenyleicospentanoat.

Die Synthese erfolgte wie unter 6.3.1 (Ausbeute 55 %).

NMR-Daten: gleiche Signale wie unter 6.3.1 + zusatzlich zwei Signalsatze fur die

Nebenverbindungen.
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6.4 Materialien

6.4.1 Lipasen

Lipase von Regiospezifitat Anbieter Form
Aspergillus niger 1,3-regiospezifisch Amano, Japan Pulver
Candida rugosa unspezifisch Amano, Japan Pulver

Hog Pankreas Lipase 1,3-regiospezifisch Fluka, Buchs, Schweiz  Pulver
Penicillium roquefortii  1,3-regiospezifisch Amano, Japan Pulver
Pseudomonas sp. 1,3-regiospezifisch Amano, Japan Pulver
Rhizomucor miehei 1,3-regiospezifisch Boehringer, Mannheim  Pulver
Rhizopus delemar 1,3-regiospezifisch Amano, Japan Pulver
Rhizopus javanicus 1,3-regiospezifisch Fluka, Buchs, Schweiz  Pulver
Rhizopus niveus 1,3-regiospezifisch Fluka, Buchs, Schweiz  Pulver

Rhizopus oryzae 1,3-regiospezifisch ITB Pulver

6.4.2 Chemikalien

Chemikalien Herkunft

Aceton Baker

Acetonitril Fisher Scientific International Company
Agar Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Aluminiumoxid 90 activ, neutral Merck, Darmstadt

Ampicillin Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Benzophenon Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Borséaure Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Buttersaure Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Buttersauremethylester
Capronsaure
Capronsauremethylester
Caprylsaure
Caprylsdauremethylester
Caprinsaure
Caprinsauremethylester
Celite 545

Cersulfat

Chloroform

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fisher Scientific International Company
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Dichlormethan

Diethylether
Dikaliumhydrogenphosphat
Dipalmitin

EDTA

Essigsaure

EP 100

Ethanol absolut
Ethylmagnesiumchlorid
Ethylmethylketon

Fischol I, 11, 1, IV
Gelextraktions-Kit

Gummi arabicum
Hefeextrakt

n-Hexan

Kaliumcarbonat, wasserfrei
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kaliumsulfat

Kieselgel 60

Kieselgel 60, RP 18
Laurinsaure
Laurinsduremethylester
Leinol

Linolensaure
Linolensauremethylester
Linolsaure
Linolsauremethylester
Lithiumchloride, wasserfrei
Magnesiumchlorid, wasserfrei
Magnesiumnitrat Hexahydrat
Methanol
Midi-Plasmid-Praparations-Kit
1-Monopalmitin

MTBE

Myristinsaure

Myristinsduremethylester

Fisher Scientific International Company
Riedel de Haen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Riedel de Haen

Akzo

Riedel de Haen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fisher Scientific International Company
Loders Croklaan, Wormerveer, Niederlande
Qiagen GmbH, Hilden

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fisher Scientific International Company
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Neukollner Reformwaren
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fisher Scientific International Company
Qiagen GmbH, Hilden

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fisher Scientific International Company
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
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Natrium

Natriumchlorid
Natriumsulfat
p-Nitrophenylester
Olsaure
Olsaureethylester
Olsauremethylester
Olivendl

Palmitinséaure
Palmitinsaureethylester
Palmitinsauremethylester
Petrolether
Pfu-Polymerase
Pfu-Polymerase Puffer
Polyethylenglykol 6000
Phosphormolybdansaure
Primer fir PCR
Sauerstoff

SDS

Spin-prep Mini-Plasmid Préparations-Kit
Stearinsaure
Stearinsaureethylester
Stearinsauremethylester
Stickstoff, fliissig
Tributyrin

Triolein

Tripalmitin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X - 100

Trypton

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Riederl de Haen

Stratagene

Stratagene

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
ARK Sciencetific Biosystems, Duisseldorf
Messer, Kornwestheim

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Qiagen GmbH, Hilden

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Messer, Kornwestheim

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
TCI, Japan

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
DIFCO-Laboratories, Detroit, USA
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6.4.3 Medien, Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders vermerkt, koénnen alle Medien, Puffer und L&sungen bei

Raumtemperatur gelagert werden.

Fur Biotransformation und chemische Synthesen

Reagenz zur Bestimmung der gebundenen Fettséuren

2 M Natriummethanolat in Methanol
4,6 g Natrium in kleine Stiicke schneiden und vorsichtig zu 100 ml wasserfreiem
Methanol hinzufligen

Reagenz zur Bestimmung der freien Fettsauren

20% HCI in Methanol

Zu 80 g wasserfreiem Methanol werden 20 g Chlorwasserstoffgas eingeleitet

Reagentien zur regiospezifischen Analyse von Triglyceriden mit Pankreaslipase
1 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,0

0,1%ige (w/v) Natriumcholatlésung

22%ige (w/v) Calciumchloridlésung

6 M Salzsaure

DC-Tauchreagen

25 g Molybdanphosphorsaure, 10 g Cer (IV)-sulfat, 80 ml konz. Schwefelsdure, mit Wasser
auf einen Liter auffillen

FlieBmittelgemisch zur DC-Entwicklung

n-Hexan/Diethylether/Essigsaure im Verhaltnis: 70: 30 : 1
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Fur mikrobiologische und molekulargenetische Techniken

Medien fur E. coli
Luria-Bertani Flissigkeitsmedium (LB)
1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, autoklaviert

Luria-Bertani/Ampicillin Flissigmedium (LB/AMP)
100 pg/ml Ampicillin in autoklaviertes LB-Flissigmedium zusetzen

Ampicillinstammldsung

100 mg/ml Ampicillin, Lagerung bei —18 °C

Luria-Bertani/Ampicillin Agarplatten
1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, 1,7 (w/v) Agar,
autoklaviert, anschlieend 100 pg Ampicillin/ml zu autoklaviertem LB-Flissigmedium

hinzufligen

Medien flr Saccharomyces cerevisiae

YEPD-Flussigmedium
2% (w/v) Pepton, 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Glucose, autoklaviert

wichtig: Glucosestammldsung: 20% (w/v) extra autoklavieren

Flissigmedium fur Mikrotiterplatten

YNB: 6,7% (w/v) Yeast Nitrogen Base, 0,05% (w/v) Histidin, 0,05% (w/v) Leucin,

sterilfiltriert

20% (m/v) Galactose, autoklaviert

Puffer: Phosphatpuffer 0,1 M, pH 6
Konzentration fir 1 M Puffer: 132 1 M K,;HPO, + 868 ml 1 M KH,PO,,
verdliinnen, autoklaviert

Caseinhydrolysat: 0,2% (w/v), autoklaviert

Medium: 100 ml YNB, 100 ml Galactose, 100 ml Puffer, 500 ml Caseinhydrolysat,

200 ml Wasser

wichtig: YNB erst zum Medium dazugeben, wenn die Lésung auf ca. 50°C abgekhlt

ist
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Medium fir Agarplatten nach der Transformation
YNB: 6,7 (w/v) Yeast Nitrogen Base, 0,05% (w/v) Histidin, 0,05% (w/v) Leucin,
sterilfiltriert
Agar: 1,5% (w/v), autoklaviert
Glucose: 20% (w/v), autoklaviert
Medium: 800 ml Agarlésung, 100 ml Glucose, 100 ml YNB
wichtig: YNB erst zur Agarldsung dazugeben, wenn diese auf ca. 50°C abgekuhlt ist,
in Petrischalen erhérten lassen und bei 4°C lagern

Medium fr Tributyrinplatten nach der Transformation
YNB: 6,7 (wv) Yeast Nitrogen Base, 0,05% (w/v) Histidin, 0,05% (w/v) Leucin,
sterilfiltriert
Agar: 1,5% (w/v), 1% (v/v) Tributyrin, zuvor mit Ultraturax homogenisiert, autoklaviert
Galactose: 20% (m/v), autoklaviert
Medium: 800 ml Agarlésung + Tributyrin, 200 ml Glucose, 100 ml YNB
wichtig: YNB erst zur Agarlésung dazugeben, wenn diese auf ca. 50°C abgekdihlt ist,
in Petrischalen erhérten lassen und bei 4°C lagern

Losungen fur Transformation in E. coli
TSS-Losung
10% (w/v) PEG 6000, 5% (w/v) DMSO, 50 mM Magnesiumchlorid in LB-Medium,

autoklaviert, Lagerung bei 4°C

Losungen fur Transformation in Saccharomyces cerevisiae
LiAc-Loésung
1 M LiAc-LOsung, pH 7,5, sterilfiltriert

TE-LOsung
100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7,5, sterilfiltriert

50% (w/v) Polyethylenglykol 4000, sterilfiltriert

Losungen erst frisch vor Gebrauch mischen:
TE/LiAc-Lésung: 1 VT TE + 1 VT LiAc + 8 VT sterilen Wasser
PEG/TE/LiAc-Losung: 8 VT PEG + 1 VT TE + 1 VT LiAc
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Error-prone PCR

dNTP-Mix
Endkonzentration der nicht limitierten dNTPs: je 2,5 mM; des limitierten dNTP: 25 pM,
Lagerung bei —-18 °C

Puffer und Lésungen fiir Agarose-Gel-Elektrophorese

TAE-Puffer (50x)
242 g Tris-Base, 57 ml 100% Essigsaure, 0,5 M EDTA (pH 8), mit Wasser auf 1 |

DNA-Auftragspuffer
30% (w/v) Glycerin, 25 mM EDTA, 0,2% (w/v) Bromphenolblau, pH 7,5

1%ige Agarose-Losung
4 g Agarose, 400 ml TAE-Puffer, lésen durch Aufkochen im Mikrowellenherd,
Aufbewahrung bei 80°C

1kb-Ladder (Biorad)
25 pl Stammldsung (Biorad), 352 pl TE-Puffer (1x), 150 pl Auftragpuffer

Puffer und Lésungen fur Spinprep Mini-Plasmidpraparation (Qiagen)

Puffer und Losungen fur Midi-Plasmidpraparation (Qiagen)

Resuspensionspuffer P1
50 mM Tris-Cl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, nach Zusatz von RNase
A bei 4°C lagern

Lysepuffer P2
200 mM NaOH, 1% SDS

Neutralisationspuffer P3

3,0 M Kaliumacetatlésung, pH 5,5

Aquilibrierungspuffer QBT
750 mM NacCl, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15% Isopropanol, 0,15% Triton X-100
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Waschpuffer QC
1,0 M NacCl, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15% Isopropanol

Elutionspuffer QF
1,25 M NacCl, 50 mM Tris, Tris-Cl (pH 8,5), 15% Isopropanol

TE-LOsung
10 mM Tris-ClI (pH 8,0), 1ImM EDTA

Losungen und Puffer fir Flexi-Plasmidpraparation

Resuspensionspuffer
100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA, 400 ug/ml Rnase A

Lysepuffer
188 mM NaOH, 1% SDS

Neutralisationspuffer

Fur 100 ml Lésung: 60 ml 5 M Kaliumacetatlésung, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml Wasser

Puffer und Lésungen fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
4x-Sammelgel-Puffer
12,11 g Tris, 0,8 g SDS, mit Wasser auf 200 ml, mit HCL auf pH 6,8 einstellen

4x-Trenngel-Puffer
36,46 g Tris, 0,8 g SDS, mit Wasser auf 200 ml, mit HCI auf pH 8,8 einstellen

Sammelgel (4%)
0,52 ml Acrylamidlésung 30% (w/v), 1 ml 4x-Sammelgel-Puffer, 2,47 ml Wasser, 4 ul
TEMED, 40 pl APS 10% (w/v)

Trenngel (12,5%)
3,33 ml Acrylamidlésung 30% (w/v), 2 ml 4x-Trenngelpuffer, 2,67 ml Wasser, 4 ul
TEMED, 40 pl APS 10% (w/v)

2x-SDS-Proben-Puffer
100 mM Tris, 200 mM DTT, 4% SDS, 0,2% BPB, 20% Glycerin, mit Wasser auf 10 ml
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Elektrophorese-Puffer
6 g Tris, 28,8 g Glycin, 2 g SDS, mit Wasser auf 2 I, mit HCI auf pH 8,3 einstellen

Coomassie-Farbel6sung
1 g Coomassie-Brilliant Blue R-250, 300 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, 600 ml
Wasser

Entfarbel6sung

300 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, 600 ml Wasser
Puffer und Lésungen fir Plasmid-DNA-Isolierung aus S. cerevisae
"Breaking buffer" (Wolf und Berlin)
2% (w/v) Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM

EDTA

Lysepuffer (Biotechnologie)
2,5 M LiCl, 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 4% Triton X-100, 63 mM EDTA

3 M Natriumacetatlésung

6.4.4 Gerate

Fur Biotransformation und chemische Synthesen

Dunnschichtchromatographie Silica gel 60 Fu4-Platte (Merck), DC-Kammer
(Migge)
Gaschromatographie GC 8000 Series (Fisons Instruments), Optima 5-

Saule, 25 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke,
sédulenmaterial 95 % Methylsilicon und 5 %
Phenylsilicon (Machery & Nagel), Integrator
Chrom-card (Fisons Instruments)

Gefriertrockner Lyovac GT2 (Finn-Aqua)
Homogenisator Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel)
HPLC (analytisch) Saule: Nucleosil Cig 5 pm, 250 x 4 mm (Crom),

HPLC-Controller S 2000 (Sykam), Gradienten-
mischer S 8110 (Sykam), Solvent delivery
system S 1100 (Sykam), Lichtstreudetektor
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HPLC (praparativ)

Hydrolyseaktivitat

Karl-Fischer-Titration

pH-Meter
Rotationsverdampfer

Ultraschallbad
Waagen

131

(S.E.D.E.R.E), Schreiber Chromatopac C-R 6A
(Shimadzu)

Saule: Nucleosil 100 C18, 54, 250 x 20 mm
(Crom), Solvent delivery system S1100 (Sykam),
Low pressure gradient mixer (Sykam), UV-VIS-
Detektor UVIS 200 (Linear), Auswertung:
Commodore PC 40-lI

Dosimat 665 (Metrohm), Impulsomat 614
(Metrohm), pH-Meter 632 (Metrohm), Rihrer 649
(Metrohm), Schreiber L 200 E (Linseis),
Thermostat RMS (Lauda)

Dosimat 665 (Metrohm), KF-Titrina 701
(Metrohm), Ruhrer Tri Stand 703 (Metrohm)
Digital pH-Meter pH 525 (WTW)

Rotavapor R-134 (Bichi), Wasserbad B-480
(Biichi), Vacuum System B-172 (Btichi)

Soncrex Super RK 514 H (Bandelin)

Basic, MC1 Research RC 210 D (Sartorius), C-
600-SX (Cobos)

Far mikrobiologische und molekulargenetische Techniken

Agarosegelelektrophorese  DNA Sub Cell, Mini Sub DNA Cell (Biorad); Video Copy
Processor P66E (Mitsubishi); BWM 9X Monitor (Javelin Electronics); UV-

Leuchttisch (MWG-Biotech)
Inkubatoren

Mikroskop
Mikrotiterplattenwaschgerat

PCR-Gerate

Photometer

Roboter

Sequenzer

HT-Schuttelinkubator (Infors AG) fir (37°C,
30°C)

Axiolab E (Zeiss)

Titertek Mikroplate Washer M96V (ICN)

Master Cycler Gradient (Eppendorf)

RoboCycler Gradient 40 (Stragene)
UV/Vis-Spektrophotometer  Ultrospec 3000
(Pharmacia)

TitertekPlus (ICN); fur Mikrotitierplatten

Biomek 2000 (Beckmann), Biomek SL
(Beckmann), Fluostar-Photometer (bMG)

Procise ™ Sequenzer, Auswertung: Power PC
G3 (Macintosh)
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Zentrifugen Centrifuge 5417 C, Centrifuge R (Eppendorf)
Sorvall RC — 5B, Rotor: SA-600, SLA-3000 (Du
Pont Instruments), Centrifuge 5810 R
(Eppendorf)
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7 Anhang

7.1 Sequenz des synthetischen lipl-Gens aus Candida rugosa

In die folgende Sequenz wurden die fir die error prone PCR und Sequenzierung
verwendeten Primer eingetragen. Die auftretenden Mutationen wurden mit blau und rot

gekennzeichnet.

5450 <cgg atc gga cta cta gca gct gta ata cga ctc act ata ggg aat att aag
gcc tag cct gat gat cgt cga cat tat gct gag tga tat ccc tta taa ttc

5501 ctt ttg att tta acg act ttt aac gac aac ttg aga aga tca aaa aac aac
gaa aac taa aat tgc tga aaa ttg ctg ttg aac tct tct agt ttt ttg ttg

5552 taa tta ttc gaa acg atg aga ttt cct tca att ttt act gct gtt tta ttc
att aat aag ctt tgc tac tct aaa gga agt taa aaa tga cga caa aat aag

5603 gca gca tcc tcc gca tta gct Jgcc cca acc gcc act ttg gct aac ggt gac
cgt cgt agg agg cgt aat cgafcgg ggt tgg cgg tga aac cga ttg cca ctg

5654 acc atc acc ggt ttg aac gcc atc atc aac gaa gcc ttc ttg ggt att cca
tgg tag tgg cca aac ttg cgg tag tag ttg ctt cgg aag aac cca taa ggt

5705 ttt gcc gaa cca cca gtt ggt aac ttg aga ttc aag gac cca gtt cca tac
aaa cgg ctt ggt ggt caa cca ttg aac tct aag ttc ctg ggt caa ggt atg

5756 tcc ggt tcc ttg gat ggt caa aag ttc act tct tac ggt cca tct tgt atg
agg cca agg aac cta cca gtt ttc aag tga aga atg cca ggt aga aca tac

5807 caa caa aac cca gaa ggt acc tac gaa gaa aac ttg cca aag gca gct tta
gtt gtt ttg ggt ctt cca tgg atg ctt ctt ttg aac ggt ttc cgt cga aat

5858 gat ctg gtt atg caa tcc aaa gtt ttc gaa gct gtt tct cca tct tct gaa
cta gac caa tac gtt agg ttt caa aag ctt cga caa aga ggt aga aga ctt

5909 gac tgt ttg acc att aat gtt gtt aga cca ccc ggg aca aag gct ggt gcc
ctg aca aac tgg taa tta caa caa tct ggt ggg ccc tgt ttc cga cca cgg

5960 aac ttg cca gtt atg ttg tgg atc ttt ggt ggt ggt ttt gaa gtt ggt ggt
ttg aac ggt caa tac aac acc tag aaa cca cca cca aaa ctt caa cca cca

6011 act agt acc ttc cct cca gcc caa atg att acc aag tct att gct atg ggt
tga tca tgg aag gga ggt cgg gtt tac taa tgg ttc aga taa cga tac cca

6062 aag cca atc atc cac gtt tct gtc aac tac aga gtc tcg agc tgg ggt ttc
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ttc ggt tag tag gtg caa aga cag ttg atg tct cag agc tcg acc cca aag

6113 ttg gct ggt gac gaa atc aag gcc gaa ggt tct gcc aac gcc ggt ttg aag
aac cga cca ctg ctt tag ttc cgg ctt cca aga cgg ttg cgg cca aac ttc

6164 gac caa aga ttg ggt atg caa tgg gtg gct gac aac att gct get ttt ggt
ctg gtt tct aac cca tac gtt acc cac cga ctg ttg taa cga cga aaa cca

6215 ggt gat cca act aag gtt act atc ttt ggt gaa tct gct ggt tct atg tcc
cca cta ggt tga ttc caa tga tag aaa cca ctt aga cga cca aga tac agg

6266 gtc atg tgt cac att ttg tgg aac gac ggt gac aac act tac aag ggt aag
cag tac aca gtg taa aac acc ttg ctg cca ctg ttg tga atg ttc cca ttc

6317 cca ttg ttc aga gct ggt atc atg caa tct ggt gct atg gtt cca tct gac
ggt aac aag tct cga cca tag tac gtt aga cca cga tac caa ggt aga ctg

6368 gcc gtc gac ggt atc tac ggt aac gaa att ttt gac ttg ttg gct tcc aac
cgg cag ctg cca tag atg cca ttg ctt taa aaa ctg aac aac cga agg ttg

6419 gct ggt tgt ggt tct gcc tct gac aag ttg gct tgt ttg aga ggt gtt tct
cga cca aca cca aga cgg aga ctg ttc aac cga aca aac tct cca caa aga

6470 tct gac act ttg gaa gac gcc acc aac aac acc cct ggt ttc ttg gct tac
aga ctg tga aac ctt ctg cgg tgg ttg ttg tgg gga cca aag aac cga atg

6521 tcc tcc tta aga ttg tct tac ttg cca aga cca gac ggt gtt aac atc acc
agg agg aat tct aac aga atg aac ggt tct ggt ctg cca caa ttg tag tgg

6572 gac gac atg tac gct ttg gtt aga gaa ggt aag tat gcc aac atc cct gtt
ctg ctg tac atg cga aac caa tct ctt cca ttc ata cgg ttg tag gga caa

6623 atc atc ggt gac caa aac gac gaa ggt acc ttc ttt ggt act tct tct ttg
tag tag cca ctg gtt ttg ctg ctt cca tgg aag aaa cca tga aga aga aac

6674 aac gtt acc act gat gcc caa gcc aga gaa tat ttc aag caa tct ttt gtc
ttg caa tgg tga cta cgg gtt cgg tct ctt ata aag ttc gtt aga aaa cag

6725 cac gct agc gac gct gaa atc gac act ttg atg act gct tac cca ggt gac
gtg cga tcg ctg cga ctt tag ctg tga aac tac tga cga atg ggt cca ctg

6776 atc act caa ggt tct cca ttt gac act gga att cta aac gcc ttg acc cca
tag tga gtt cca aga ggt aaa ctg tga cct taa gat ttg cgg aac tgg ggt°

6827 caa ttc aag aga atc tct gct gtt ttg ggt gac ttg ggt ttt act ttg gct
gtt aag ttc tct tag aga cga caa aac cca ctg aac cca aaa tga aac cga
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6878 «cgt aga tac ttc ttg aac cac tac acc ggt ggt acc aag tac tct ttc ttg
gca tct atg aag aac ttg gtg atg tgg cca cca tgg ttc atg aga aag aac

6929 tct aag caa ttg tct ggt ttg cca gtt ttg ggt act ttc cac tcc aac gat
aga ttc gtt aac aga cca aac ggt caa aac cca tga aag gtg agg ttg cta

6980 atc gtc ttc caa gac tac ttg ttg ggt tct ggt tcc ttg atc tac aac aac
tag cag aag gtt ctg atg aac aac cca aga cca agg aac tag atg ttg ttg

7031 gct ttc att gct ttt gcc act gac ttg gac cca aac acc gcc ggt ttg ttg
cga aag taa cga aaa cgg tga ctg aac ctg ggt ttg tgg cgg cca aac aac

7082 gtt aag tgg cca gaa tac acc tct tct tct caa tct ggt aac aac ttg atg
caa ttc acc ggt ctt atg tgg aga aga aga gtt aga cca ttg ttg aac tac

7133 atg atc aac gct ttg ggt ttg tac acc ggt aag gac aac ttc aga acc gcc
tac tag ttg cga aac cca aac atg tgg cca ttc ctg ttg aag tct tgg cgg

7184 ggt tac gac gct ttg ttc tcc aac cca cca tct ttc ttt gttftga taa taa
cca atg ctg cga aac aag agg ttg ggt ggt aga aag aaa caajact att att

7235 ggc ctg gat cca cta gta acg gcc gcc agt gtg ctg gaa ttc tgc aga tat
ccg gac cta ggt gat cat tgc cgg cgg tca cac gac ctt aag acg tct ata

7286 cca tca cac tgg cgg ccg ctc gag cat gca tct aga ggg ccg cat cat gta
ggt agt gtg acc gcc ggc gag ctc gta cgt aga tct ccc ggc gta gta cat

7337 att agt tat gtc acg ctt aca ttc acg ccc tcc ccc cac atc cgc tct aac
taa tca ata cag tgc gaa tgt aag tgc ggg agg ggg gtg tag gcg aga ttg

7388 cga aaa gga agg
gct ttt cct tcc

| Start und Ende des Lipasegens
Primer fur error-prone PCR
Primer mutCRL1 5' cggatcggactactagcagc 3'

Primer mutCRL2 cggttagagcggatgtggg

Sequenzierprimer:

Primer PYES 2 gcagctgtaatacgactc (vorwarts)
Primer C ttagaccacccgggacaaaggctgg (vorwarts)
Primer D atctgacgccgtcgacggtatctacgg (vorwarts)

Primer PYES 1 cgtgaatgtaagcgtgac (ruckwarts)
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