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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Nachfrage fiir natiirlich hergestellte, biologische Lebensmittelfarben steigt. Eine Moglichkeit zur
Erzeugung ist die von Polyphenoloxidasen katalysierte Reaktion von Polyphenolen zu farbenden
Chinonen und Melaninen. Insbesondere das in Apfeln und im Apfeltrester vorkommende
Dihydrochalkon Phloridzin bildet gelbliche Oxidationsprodukte, die als Farbemittel in Frage kommen.
In dieser Arbeit soll mittels pflanzlicher Polyphenoloxidasen und fungaler Laccasen ein ethanolhaltiger,
polyphenolreicher Extrakt aus Apfeltrester zu andersfarbigen Komponenten umgesetzt werden.

Dazu wurden Polyphenoloxidasen aus dem Fruchtfleisch von Bananen und Trauben und den Blattern
des BeifulRes extrahiert. Die entstandenen Enzymextrakte zeigten pH-Optima im neutralen Bereich.
Das Temperatur-Optimum des Bananen-, Trauben- und BeifuBextraktes lag bei jeweils 43, 30 und
35°C. Des Weiteren wurden die Enzymextrakte beziglich ihrer Stabilitdit und Aktivitat in
ethanollhaltigen Losungen charakterisiert, um die Enzyme optimal einsetzen zu kénnen.

Ein weiteres Kriterium flr den Einsatz war die Umsetzung von Phloridzin. Bei der Reaktion mit reinem
Phloridzin zeigten die Ansdtze des Traubenextraktes, der Laccase C und Laccase F keinen
Farbumschlag. Bananen- und BeifuBBextrakt und Laccase A waren in der Lage, die Reaktion von
Phloridzin in gelbliche bis braunliche Produkte zu katalysieren. Diese Enzyme wurden fir die
Umsetzung des Apfeltresterextraktes eingesetzt. Dabei wurde deutlich, dass jedes der Enzyme in der
Lage ist, Farbveranderung im Extrakt hervorzurufen. Zu Faktoren, die die Reaktion malgeblich
beeinflussen, gehéren unter anderem die Art und Herkunft der Enzyme, der pH-Wert und die

Ethanolkonzentration im Reaktionsmedium.

Vil



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Problemdarstellung

Die Farbe von Lebensmitteln spielt eine groRe Rolle bei der Kundenakzeptanz und —beliebtheit.
Deshalb wird haufig auf Lebensmittelfarbstoffe zuriickgegriffen. Sie sollen Farbverdnderungen und
Farbverluste ausgleichen, die bei der Lagerung, der Verarbeitung und dem Transport der Waren
entstehen kdnnen. Verbraucher reagieren stark auf das Aussehen von Lebensmitteln. Wird ihre
Farberwartung gegenilber bestimmten Lebensmitteln erfillt, entscheiden sie sich fiir diese. Dabei
werden sogenannte Schlisselreize ausgelést, z.B. die positive Erinnerung an frihere
Geschmackserlebnisse . Die meisten in Deutschland zugelassenen Farbstoffe zum Firben von
Lebensmitteln gelten als Lebensmittelzusatzstoffe und miissen nach EU-Norm mit einer E-Nummer
kenntlich gemacht werden 2!,

Die Farbstoffe lassen sich in zwei Gruppen einteilen: natiirliche und synthetische Farbstoffe. Die
natirlichen Farbstoffe sind pflanzlichen oder tierischen Ursprungs und werden direkt aus ihren
jeweiligen Quellen gewonnen. Synthetische Farbstoffe werden kiinstlich hergestellt und kommen so
in der Natur nicht vor. Zu ihnen gehort auch die Gruppe der naturidentischen Stoffe. Als diese werden
synthetische Nachbildungen von in der Natur vorkommenden Stoffen bezeichnet 41,

Friiher wurden tberwiegend synthetische Stoffe eingesetzt. Allerdings geraten diese immer mehr in
Diskussion, gesundheitsschadlich zu sein. Dazu gehéren in erster Linie Zuckercouleur-basierte
Farbstoffe, die eine braune bis dunkelbraune Farbung verursachen und unter anderem in Cola, Whisky
und SiRigkeiten enthalten sind. Besonders Ammoniumsulfit-Zuckercouleur (E150d) steht im Verdacht
kanzerogen zu sein Bl. Auch dem zu den Azofarbstoffen gehdrenden Tartrazin (E102) werden
gesundheitsschadliche Eigenschaften nachgesagt. Es wird eingesetzt, um z. B. StiBwaren, Kaserinde
oder Likore gelb bis orange zu farben. Neben der allergieauslésenden Wirkung wird vermutet, dass
Tartrazin Hyperaktivitat bei Kindern férdert [,

Aufgrund des schlechten Rufes synthetischer Stoffe und der steigenden Verbrauchersensibilitat
werden mit der Zeit immer mehr natlrliche Lebensmittelfarben und Extrakte aus biologischen Quellen
eingesetzt. Flr einige Farbschattierungen steht aber nur eine begrenzte Anzahl an farbgebenden
Komponenten zur Verfligung. So gibt es zwar Alternativen fiir Gelb-, Karamell- und Braunténe,
allerdings erfiillen diese die Voraussetzungen der Lebensmittelindustrie nur unzureichend. Oft sind sie
unter den gewinschten Verarbeitungs- und Lagerbedingungen wie pH-Wert, Temperatur oder
Lichteinwirkung nicht stabil. Zu diesen nattrlichen Alternativen gehért das Curcumin, welches aus der

Gelbwurzel gewonnen wird. Es verursacht eine gelbe bis orange Farbung und wird z. B. in Margarine,



1. Einleitung

Marmelade und Senf eingesetzt. Allerdings ist der Stoff schlecht wasserldslich und nicht lichtecht.
Unter Lichteinfluss verliert er schnell an Farbintensitat (X1,

Es besteht also ein sehr hohes Potential fiir neue, natlirliche Lebensmittelfarben im Bereich von gelb
bis braun. Eine vielversprechende Quelle dafir stellen die brdunlichen Oxidationsprodukte der im
Apfel enthaltenen Polyphenole dar. Bei der Beschadigung von Apfelgewebe werden fruchteigene
Enzyme, die Polyphenoloxidasen (PPOs), freigesetzt. Unter Sauerstoffverbrauch oxidieren diese
Enzyme Polyphenole zu gelblichen Chinonen. Diese polymerisieren leicht zu Melaninen, welche die
braunliche Farbung hervorrufen .

Unter den Apfelpolyphenolen spielt vor allem das glykosylierte Flavonoid Phloridzin eine Rolle. Es soll
auf Arbeiten aufgebaut werden, die bereits die Verwendung von oxidiertem Phloridzin und anderen
Apfelpolyphenolen als Farbemittel beschreiben Bl Als Polyphenolquelle soll Apfeltrester, der
Pressriickstand bei der Apfelsaftherstellung, eingesetzt werden. Dieser fillt in groBen Mengen an und
ist dementsprechend verfiigbar. Er bietet eine kostenglinstige Substratquelle fir die Erzeugung von
neuartigen, natirlichen Farbextrakten. Diese sollen mittels pflanzlichen PPOs und fungalen Laccasen

hergestellt werden.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, geeignete Polyphenoloxidasen fiir die Umsetzung von Phloridzin und weiteren
Apfelpolyphenolen aus pflanzlichen Quellen zu isolieren und hinsichtlich ihres spateren
Einsatzgebietes zu charakterisieren. Im Zuge dessen werden das Fruchtfleisch von Bananen und
Trauben und die Blatter des BeifuRes auf ihren PPO-Gehalt und dessen Eigenschaften untersucht.

Des Weiteren soll das Verhalten der PPOs und der von ASA Spezialenzyme produzierten Laccase-
Gemische bei der Reaktion mit Phloridzin und einem aus Apfeltrester hergestellten polyphenolreichen
Extrakt ermittelt werden. Ziel dabei ist die Erzeugung verschiedener Farbténe im gelben bis
braunlichen Bereich durch Einsatz der unterschiedlichen PPOs und Laccasen und Variation der

Reaktionsparameter.
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2. Theoretische Grundlagen

2. 1 Polyphenoloxidasen

2.1.1 Vorkommen

PPOs sind kupferhaltige Enzyme, die in Pflanzen, Tieren, Pilzen und Bakterien vertreten sind ©®. Sie
katalysieren unter Sauerstoffverbrauch die Reaktion von Mono- bzw. Polyphenolen zu ihren
korrespondierenden ortho-Chinonen. Polymerisieren oder kondensieren diese oft gelblichen o-
Chinone in nichtenzymatischen Reaktionen weiter, entstehen braunliche Pigmente. Diese sorgen fiir
die unerwiinschte Braunung von Lebensmitteln wie Obst und Gemiise 1",

In Tieren und bei Menschen sind PPOs in die Biosynthese von Melanin involviert. Das Pigment gibt
Haut und Haaren ihre Farbe und schiitzt vor UV-Strahlung . Die biologische Funktion von PPOs in
Pflanzen ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Aufgrund des Aktivwerdens bei Verletzungen oder
Infektionen wird vermutet, dass sie bei der Abwehr von Krankheitserregern eine Rolle spielen. Erst
wenn die Zellen beschadigt werden, kommen PPOs mit den hauptsachlich in der Vakuole lokalisierten

Polyphenolen in Kontakt und setzen diese um ..

2.1.2 Katalysierte Reaktionen

PPOs koénnen zwei unterschiedliche Reaktionen katalysieren. Im EC-System sind sie als
Oxidoreductasen hinterlegt und werden nach ihren Aktivitaten in Monophenol Oxidase (EC 1.14.18.1)

und Diphenol Oxidase (EC 1.10.3.1) eingeteilt " Abbildung 1 zeigt einen Uberblick der Reaktionen.

o.: BH H,0: B
OH 2 By
\ ? e OH
= l
R Monophenolase activity R = OH
Monophenol . o-Diphenol
0, 2H;0
Ch
.~ OH i Y, O
2 |l — 2
= Diphenolase activi
R on 7 Y R 0
o-Diphenol 0-Quinone
['e) amino acids, proteins
/C:I quinones, phenols complex brown
polymers
R o Non-enzymatic oxidative (melanins)}
condensation

o-Quinone

Abbildung 1: Uberblick der PPO-katalysierten Reaktionen [6. Mittels
Monophenolase- und Diphenolaseaktivitat erfolgt die Umsetzung zu Chinonen.
Nicht enzymatische Folgereaktionen durch Polymerisation bilden Melanine. BH,
bezeichnet eine reduzierende Komponente, die als Elektronen-Donor bei der
Umsetzung von Monophenolen dienen kann.
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Mittels Monophenolaseaktivitdt, auch Hydroxylase- oder Cresolaseaktivitdt genannt, findet die
Hydroxilierung von Monophenolen zu o-Diphenolen statt. Die darauffolgende Reaktion von
Diphenolen zu ihren korrespondierenden Chinonen ist eine 2-Elektronen-Transfer-Reaktion. Sie wird
durch die Diphenolaseaktivitat (alternativ Oxidase- oder Catecholaseaktivitdt) katalysiert. Zwei
Diphenole werden oxidiert, indem jeweils zwei Elektronen auf Sauerstoff (ibertragen werden, welcher
so zu Wasser reduziert wird. Es ist zu beachten, dass PPOs ausschlieRlich Diphenole in ortho-Stellung
katalysieren, anders als Laccasen (siehe 2.1.5). Die nichtenzymatische Polymerisationsreaktion der
Chinone kann von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst werden, darunter Proteine, Aminosauren
oder andere Chinonen und Phenole ®..

In den hoheren Pflanzenarten besitzen PPOs haufig Mono- und Diphenolaseaktivitdt, wobei die
Diphenolaseaktivitdit die dominierende ist. Monophenolaseaktivitdt ist dabei immer an
Diphenolaseaktivitat gekoppelt. Sie zahlen damit zu der Gruppe EC 1.14.18.1. Besitzen die Enzyme
ausschlieRlich Diphenolaseaktivitit, werden sie der Gruppe EC 1.10.3.1 zugeordnet %, Bei der
Umsetzung von Monophenolen kommt es haufig zu einer charakteristischen Lag-Phase, die durch die
molekularen Mechanismen des Enzyms bedingt ist. Diese ist dann besonders ausgepragt, wenn keine
o-Diphenole oder andere reduzierende Substanzen als Co-Substrate zur Verfligung stehen. Da PPOs
eine Vielzahl von Mono- und Polyphenolen umsetzen, kdnnen die katalysierten Reaktionen sehr
komplex werden und fiihren zu vielen unterschiedlichen Reaktionsprodukten

PPO-Aktivitat wird meistens photometrisch iber die Bestimmung der entstehenden o-Chinone
gemessen. Diese haben ihr Absorptionsmaximum im Bereich von 400 — 500 nm, je nach Art des

gebildeten Chinons [*2,

2.1.3 Struktur und biochemische Eigenschaften

PPOs treten in vielfaltigen Strukturen auf. Diese werden unter anderem von der Substratverfiigbarkeit
in den jeweiligen Pflanzenquellen und ihrer Aktivitat (Monopenolase- und/oder Diphenolaseaktivitat)
beeinflusst. Allen gemeinsam ist aber ihr Gehalt an Kupfer im aktiven Zentrum ©!,

In Abbildung 2 ist das aktive Zentrum am Beispiel einer PPO aus Walnussblattern dargestellt. Es enthalt
zwei Kupferatome (CuA und CuB) als prosthetische Gruppe und zdhlt somit zu den dimeren Typ-IlI-
Kupfer-Zentren. Jedes Kupferatom wird von drei Histidinresten koordiniert. Ein Losungsmittelmolekail,
vermutlich ein Hydroxidion, verbindet beide Kupfermolekiile miteinander. Zudem befindet sich ein
sperriger aber flexibler Aminosdurerest, meist Phenylalanin, in der sogenannten ,Blocker-Position”
Uber CuA. Dieser Rest versperrt zu einem gewissen Teil den Zugang zum aktiven Zentrum. Seine
Funktion ist noch nicht vollstindig geklart, wird aber des Ofteren mit der geringeren

Monophenolaseaktivitat in Verbindung gebracht 3,
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Thioether-"
bindung

Abbildung 2: Das aktive Zentrum einer PPO aus Wallnussblattern
in der Stibchendarstellung 3. Zu sehen sind die
histidinkoordinierten Kupferatome A und B, Phenylalanin in der
Blockerposition und das Losungsmittelmolekdl (in Rot dargestellt).
Die Thioetherbindung schrankt die Flexibilitdat des His108-Restes
ein.

Innerhalb der Pflanzenzelle sind die PPOs vorwiegend in den Chloroplasten lokalisiert. Dort befinden
sie sich entweder in l6slicher Form oder an bzw. in der Thylakoidmembran gebunden. Bei den Pilzen
wird vermutet, dass die Enzyme im Cytoplasma und zellwandgebunden vorliegen %,

PPOs treten in vielfaltigen molekularen Formen auf. Sie kommen in den meisten hoheren Pflanzen vor
und sind selbst innerhalb einer Pflanze in Form unterschiedlicher Isoenzyme vorhanden. Diese
unterscheiden sich haufig in ihren biochemischen Eigenschaften 4,

Substratspezifitdit und -affinitdt variieren unter den PPOs und werden stark vom Substrat
(Monophenol/Polyphenol) und der Art und Struktur dessen Seitenketten beeinflusst. Zudem spielt die
Anzahl und Position der Hydroxylgruppen eine Rolle. Ebenso sind die pH- und Temperatur-Optima weit
gefachert und dandern sich je nach eingesetztem Substrat. Fir das pH-Optimum sind Werte von pH 4,0
— 8,0 Ublich, fur das Temperatur-Optimum 20 — 45 °C. Allerdings sind Falle dokumentiert, bei denen
das Optimum aullerhalb der genannten Bereiche liegt. Das Molekulargewicht umfasst ebenfalls ein
weites Spektrum und kann zwischen 32 und 200 kDa liegen [**!. Abbildung 3 zeigt Beispiele fiir das
variierende pH-Optimum in Abhangigkeit des Substrates.

PPOs existieren in Pflanzen oft zu einem gewissen Anteil in latentem Zustand. Sie sind dann inaktiv,
kénnen aber durch verschiedene Methoden aktiviert werden. Dazu gehoéren unter anderem

Behandlungen mit Sduren und Laugen oder mit dem Detergens SDS 16,
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Enzyme pH

Source Substrate Optimum Reference
Almomnd 4-Methylcatechal 5.0 Fraignier ef al. {1995)
Apple 4-Methyleatechal 3545 Marques ef al. {1995)

Chloragenic acid

Apricol A-Methyleatechal 5.0-5.5
Avocado 4-Hydroxyanisole 50
Cherry 4-Medhylcatechal 4.5
Cocoa Catechol 68
Cecumber  Catechol 7.0
[Dog-rose Catechol 8.5
Pyrogallol .0
L-Tyrosine T.0
p-Cresol 5.0
Egiplant 4-Methyleatechol ~5.0-6.5
ter-Butylcatechol ~5.0-6.5
p-Cresol 1.5
Field bean  Catechol 4.0
seeds 4-Methyleatechal 4.0
L-DOPA' 50

Fraignier et al, (1995)
Espin ef af. {1997)
Fraignier ef ol (1995)
Lee et ad, (1991)

Miller & al. {1990}
Sakiroglu er al. (199G)

Perez-Gilabert and Carmona
{20040}

Paul ard Gowda {2000)

Abbildung 3: Tabellarische Auflistung der pH-Optima verschiedener PPOs in

Abhingigkeit des eingesetzten Substrates (],

2.1.4 Molekularer Reaktionsmechanismus

Der molekulare Reaktionsmechanismus gekoppelter Mono-

und Diphenolaseaktivitdit wurde

umfassend anhand einer PPO des Schimmelpilzes Neurospora crassa untersucht. Er basiert auf der

geometrischen und elektronischen Struktur des aktiven Zentrums und zeigt den Zusammenhang

zwischen Mono- und Diphenolaseaktivitat 7). In Abbildung 4 ist die grafische Darstellung zu sehen.

" N
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus einer
PPO aus N. crassa 15, Dargestellt sind der Dehydrierungsmechanismus (A)

und die Hydroxilierung von Monophenolen (B).

6



2. Theoretische Grundlagen

Das aktive Zentrum existiert in den folgenden drei Formen:

e met-PPO (Cu®?)
e deoxy-PPO (Cu*?)
e oxy-PPO (Cu®?)

Die met-Form beschreibt den vermutlichen Ruhezustand des Enzyms. Der Mechanismus beinhaltet
zwei separate Reaktionswege, die liber das Intermediat deoxy-PPO verbunden sind.

Abbildung 4 (A) zeigt den Dehydrierungsmechanismus, welchem die Diphenolaseaktivitdt zugrunde
liegt. Sauerstoff bindet an die Cu*-Atome der deoxy-Form und reduziert diese, sodass oxy-PPO
entsteht. Die Cu*2-Atome binden unter Abspaltung von Protonen Sauerstoffatome eines o-Diphenols.
Es bildet sich der O,-0-Diphenol-Komplex. Das gebundene o-Diphenol wird zum o-Dichinon oxidiert,
wahrend die PPO unter Aufnahme von Protonen in ihre met-Form reduziert wird. Ein weiteres o-
Diphenol kann nun unter Abspaltung von Wasser und einem Proton an die met-PPO binden. Durch
Aufnahme von einem weiteren Proton werden das o-Chinon und Wasser gebildet und die PPO wird
zurlick in ihre deoxy-Form reduziert.

In Abbildung 4 (B) ist die Hydroxylierung von Monophenolen dargestellt. Monophenole kénnen
ausschlieBlich mit der oxy-Form von PPOs reagieren. Monophenolische Komponenten binden liber das
Sauerstoffatom ihrer Hydroxylgruppe an ein Cu*>-Atom der oxy-PPO. Es bildet sich ein O,-
Monophenol-PPO-Komplex. Ein PPO-gebundenes Sauerstoffatom kann nun fir die Hydroxylierung des
Monophenols in o-Position genutzt werden. Durch Protonenaufnahmen kann das entstandene
Diphenol freigesetzt werden (hier nicht dargestellt) oder direkt in den Diphenolasezyklus tGbergehen
und zu seinem korrespondierenden o-Chinon oxidiert werden, wahrend die PPO in ihren deoxy-
Zustand zuruckkehrt.

Finden in vitro Reaktionen statt, geht man davon aus, dass die PPO in ihrer Ruheform, der met-Form,
vorliegt. Sie muss also erst in ihren deoxy-Zustand reduziert werden, bevor Monophenole zu
Diphenolen umgesetzt werden kénnen. Die Dauer dieser Reduktion bedingt die unter 2.1.2 bereits
erwdhnte Lag-Phase. Durch Zusatz reduzierender Komponenten, wie z. B. o-Diphenolen, kann diese
Phase verkiirzt oder sogar aufgehoben werden *°!,

Da dieser Mechanismus zu dem Reaktionsverhalten der meisten untersuchten PPOs passt, kannn

angenommen werden, dass er auch auf die hier vorliegenden PPOs anwendbar ist.
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2.1.5 Abgrenzung der Laccasen von den PPOs

Laccasen (p-diphenol Oxidasen, EC 1.10.3.2) sind ebenfalls Enzyme, die unter Sauerstoffverbrauch
Polyphenole oxidieren. Sie kommen vorwiegend in Pilzen und Bakterien, seltener in héheren Pflanzen
vor. Neben ihrer Rolle im Ligninauf- und Ligningabbau sind sie bei Pilzen an vielen
Polymerisationprozessen, wie z. B. der Pigmentsynthese in Sporen, beteiligt. Bei Pflanzen werden sie
in Verbindung mit Zellschaden aktiv [*8,

Sie werden haufig zu den PPOs gezahlt, zeigen in Struktur und Reaktionsmechanismus aber einige
Unterschiede. Der deutlichste zeigt sich darin, dass sie neben o-Diphenolen auch Diphenole in para-
Stellung und viele weitere aromatische und nicht-aromatische Substrate oxidieren konnen. lhr aktives
Zentrum enthalt, im Gegensatz zu dem von PPOs, vier Kupferatome. Dazu gehdren ein Typ-I-
Kupferatom, welches fir die blaue Erscheinungsform der Laccasen verantwortlich ist, und ein farbloses
Typ-ll-Kupferatom. Des Weiteren ist ein Typ-Ill-Kupfer-Dimer, dhnlich dem der PPOs, enthalten. Der
Reaktionsmechanismus von Laccasen beruht auf der Bildung von freien Radikalen °' und ist in

Abbildung 5 dargestellt.

OH B o 0
Laccase (4e) Laccase (4e)
4 4 T—T' 4
0, 2 H,0 0, 2 H,0
OH | OH | o]
|—' Polymerization‘J

Abbildung 5: Allgemeiner Mechanismus der Laccase-katalysierten Oxidation
phenolischer Substanzen (19, Laccasen oxidieren Phenole zu Phenoxyradikalen,
welche durch erneute Katalyse in Chinone umgewandelt werden oder in
Polymerisationsreaktionen eingehen.

Im Gegensatz zu den bei PPOs beobachteten 2-Elektronen-Transferreaktionen findet hier lediglich eine
1-Elektronen-Transferreaktion statt. Sauerstoff und die zu oxidierenden Substrate werden gleichzeitig
im aktiven Zentrum gebunden. Ein Elektron von jeweils vier Substratmolekilen wird auf molekularen
Sauerstoff (ibertragen, welcher so zu zwei Molekiilen Wasser reduziert wird. Es finden also vier
separate Monooxidationen statt, bei denen jeweils ein Elektron transferiert wird. Aus dem p-Diphenol
entsteht ein freies Phenoxyradikal. Dieses kann durch erneute laccasekatalysierte Oxidation in sein p-
Chinon umgewandelt werden oder mit anderen Stoffen oder Radikalen spontan polymerisieren. Der

hier dargestellte Mechanismus wirkt nicht nur auf p-Diphenole, sondern auch auf o-Diphenole,
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Monophenole und andere Substrate ', Allerdings besitzen Laccasen keine Monophenolaseaktivitit.
Sie kdnnen nicht, wie viele PPOs, die Addition von Hydroxylgruppen an Monophenole katalysieren.
Ein weiterer Unterschied zwischen den Laccasen und PPOs ist ihre Lokalisierung im Organismus.
Wahrend PPOs intrazellular innerhalb der Chloroplasten oder Vesikel anderer Zellorganellen
vorkommen, werden Laccasen extrazelullar gebildet. Beiden Enzymen gemeinsam ist aber ihre Vielfalt.
Auch bei den Laccasen gibt es groRe Differenzen in Substratspezifitat und -affinitdt. Diese werden
zusatzlich stark von pH- und Temperatur-Werten beeinflusst. Je nach eingesetztem Substrat andern
sich die optimalen Reaktionsparameter 12,

Da Laccasen sowie PPOs Polyphenole oxidieren und zur Bildung farbiger Reaktionsprodukte fihren,
konnten sie ebenfalls fiir die Herstellung von Farbextrakten aus Apfeltresterpolyphenolen geeignet

sein.

2.1.6 Enzymquellen

Zur Extraktion pflanzlicher PPOs werden Bananen (Musa) und Trauben (Vitis vinifera) im lokalen
Supermarkt erworben. PPOs aus diesen Quellen wurden bereits in mehreren wissenschaftlichen
Arbeiten untersucht und charakterisiert 1222, Des Weiteren werden die Blitter des BeifuRes
(Artemisia vulgaris) verwendet. In vorherigen, bei ASA Spezialenzyme durchgefiihrten Arbeiten konnte
in dieser Pflanze ein hoher PPO-Gehalt festgestellt werden. Dem wurde bis zu dieser Arbeit aber nicht
weiter nachgegangen. Der BeifuRR ist auf der gesamten Nordhalbkugel verbreitet und wird in der
Umgebung gesammelt.

Laccase A, C und F werden von der Firma ASA Spezialenzyme selbst mittels verschiedener Pilze

hergestellt und als Enzymgemische angeboten.

2.2 Polyphenole

2.2.1 Vorkommen und Struktur

Polyphenole gehéren zu den sekundaren Pflanzenstoffen und kommen in allen héheren Pflanzen vor.
Viele dieser Verbindungen besitzen eine antioxidative Wirkung und dienen in den Pflanzen als
Abwehrstoffe gegen Krankheiten und Schidlinge oder als Schutz vor UV-Strahlung 231,

Durch die Vielfaltigkeit der Pflanzenpolyphenole ergeben sich sowohl chemische als auch strukturelle
Unterschiede. Allen gemeinsam ist ein aromatisches Grundgeriist, an das mindestens zwei
Hydroxylgruppen kondensiert sind. Dabei kann die Anzahl der Ringe und Anzahl sowie Position der
Hydroxylgruppen stark variieren. Ausgangsstoff der Biosynthese aller Polyphenole ist Phenylalanin,

welches aus dem Shikimisaureweg stammt. Die Synthese wird durch Licht induziert, die Speicherung

9
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erfolgt vorwiegend in den Vakuolen der Zellen 1>*!, Polyphenole werden in die zwei Hauptgruppen
Phenolsduren und Flavonoide unterteilt 21,

Die Gruppe der Flavonoide macht einen GrofSteil aller Polyphenole aus. Sie sind meistens als
wasserlosliche Pigmente in Friichten und Gemiisen enthalten und bestehen aus zwei aromatischen
Ringen, die durch einen Tetrahydropyran-Ring verbunden sind. Anhand struktureller Unterschiede

kénnen die Flavonoide in 6 Gruppen eingeteilt werden, die sich alle vom Flavan ableiten 2%,

/ ®  Flavan

O l

0 @ Flavonole
o]
Flavanonole
o}

Flavanone

Abbildung 6: Ubersicht iiber die Stoffklassen der Flavonoide [26], Dargestellt sind
die Grundgeriste der Stoffe ohne zusatzlich kondensierte Hydroxylgruppen.

Flavonoide treten haufig in glykosylierter Form auf. Sie sind dann unter anderem an Zucker wie Glucose
oder Rhamnose gebunden. Der zuckerfreie Anteil, wie in Abbildung 6 dargestellt, wird als Aglycon
bezeichnet 24,

Die zu den Chalkonen gehérenden Verbindungen sind ungesattigte Ketone, Giber deren Funktion bisher
wenig bekannt ist. Von ihnen leitet sich der Leitstoff dieser Arbeit ab: das Dihydrochalkon Phloridzin.
Es wird vermutet, dass Chalkone bei der Abwehr von Krankheitserregern eine Rolle spielen. Innerhalb
des Biosyntheseweges von Flavonoiden sind Chalkone die ersten Flavonoid-Verbindungen und dienen

als Ausgangsprodukt fiir die Synthese weiterer Flavonoide 7,

10
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2.2.2 Polyphenole im Apfel und Apfeltrester

Die gesundheitsférdernde Wirkung von Apfeln wird oft ihnrem Gehalt an Polyphenolen zugeschrieben.
Diese gehoren vorwiegend zu den Gruppen der Flavanole, Flavonole, Dihydrochalkone,
Anthocyanidine und Phenolsduren. Der Polyphenolgehalt ist sehr stark von der Apfelsorte, aber auch
von dulleren Faktoren abhangig. Dazu gehoren neben dem Klima Lichteinfluss, Anbau-, Ernte- und
Verarbeitungsfaktoren. Der Gehalt kann bei etwa 66 — 211 mg/100 g Feuchtmasse liegen. Davon
gehoren 2 — 6 % zu den Dihydrochalkonen, zu denen auch das Phlorodzin zahlt. Dieser Stoff und seine
Derivate (z. B. Phloretin-xyloglucosid) stellen die Hauptkomponenten der Apfel-Dihydrochalkone dar.
Ein maRgebender Teil der enthaltenen Polyphenole kommt in der Apfelschale und direkt darunter vor.
Der gréRte Phloridzin-Anteil ist allerdings in den Apfelkernen lokalisiert 28!,

Als Apfeltrester werden die Pressriickstinde bezeichnet, die bei der Fruchtsaftherstellung
zuriickbleiben. Bisher wurde er Uberwiegend als Tierfutter, Substrat fur Biogasanlagen oder zur
Gewinnung von Pektin genutzt. Der Reststoff ist lokal reichlich vorhanden. Dies wird sich aufgrund der
Beliebtheit von Apfelsaft auch in Zukunft nicht andern ?°!. Besonders Phloridzin und dessen Derivate
sind konzentriert im Apfeltrester enthalten ¥,

Um den Trester als Substrat fir die Herstellung von natirlichen Lebensmittelfarben nutzbar zu
machen, missen die Polyphenole, insbesondere das Phloridzin und seine Derivate, mittels Extraktion
gewonnen werden B9 Ziel ist die Herstellung eines polyphenolreichen Extraktes, der arm an
Stoérsubstanzen ist. Die extrahierten Polyphenole kdnnen dann mittels PPOs und Laccasen in farbende

Extrakte umgesetzt werden.

2.2.3 Phloridzin und seine Oxidationsprodukte

Phloridzin gehort zur Klasse der ringoffenen Dihydrochalkone und kommt vorwiegend in der
Wourzelrinde und den Blattern von Apfelbdumen sowie in Apfelkernen vor. Da der Stoff an Glucose
gebunden ist, wird er auch als Glucosid bezeichnet. Sein Aglycon ist das Phloretin %,

Phloridzin ist vor allem als Inhibitor der Glucoseresorption in den Nierentubuli bekannt 32, Es ist als
weilles bis gelbliches Pulver mit niedriger Loslichkeit erhaltlich. In kaltem Wasser lasst es sich sehr
schlecht 16sen, dafiir besser in warmem Wasser oder Ethanol.

Die enzymatische Oxidation von Phloridzin fiihrt zu gelblichen bis orangen Oxidationsprodukten, den
POPs, welche fiir den Einsatz als Lebensmittelfarbe in Frage kommen %, Der komplette Reaktionsweg

von Phlorodzin bis zu seinen Oxidationsprodukten mittels einer Polyphenoloxidase aus Pilzen wurde

2004 von Le Guernévé et al. beschrieben und ist in Abbildung 7 dargestellit.

11
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HO OH PPO HO OH PPO HO OH
O crésolase 0 catecr-\o.lase o
activity activity
Glucose™ 9 Glucose™ Glucose”
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OH & B OH fo)
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Intramolecular PPO O, __OH
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and hydration — HO o fo)
Ly § O W Wiy 0.5 &
_0 nucleophilic
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Abbildung 7: Reaktionsweg zur Bildung von POPi und POPj aus Phloridzin . Uber
Monophenolaseaktivitat entsteht 3-OH-Phloridzin. Mittels Diphenolaseaktivitat und intramolekularen
Reaktionen entstehen das Intermediat POPi und schlieBlich POP;j.

Die Oxidation von Phloridzin folgt einem sehr speziellen sequentiellen Weg ohne Polymerisation,
welcher flir PPO-katalysierte Reaktionen eher uniblich ist. Die Reaktion findet in drei Schritten statt.
Der erste Schritt beschreibt eine Lag-Phase von ca 2 h, hier findet noch keine Oxidation von Phloridzin
statt, da sich die PPOs erst an das gegebene Substrat, den monophenolischen Anteil, anpassen missen.
In dieser Zeit konvertieren die PPOs in ihre oxy-Form.

Im zweiten Schritt wird Phloridzin komplett in das Intermediarprodukt POPi umgesetzt. Dies geschieht
in drei Phasen, von denen die erste die limitierende ist. Durch langsame Cresolase-Aktivitat (Addition
einer Hydroxylgruppen) der PPO entsteht 3-Hydroxyphloridzin. Uber die schnellere Catecholase-
Aktivitat (Oxidation zu o-Chinonen) wird 3-OH-Phloridzin zum korrespondierenden o-Chinon
umgesetzt. Durch intramolekulare Reaktionen bildet sich in der dritten Phase das farblose
Zwischenprodukt POPi. Im dritten und letzten Schritt erfolgt mittels Catecholase-Aktivitdt und
intramolekularer Reaktion das gelbe Endprodukt POP;j.

Der spezielle Reaktionsweg kann Uber die unterschiedliche Affinitdt der PPOs zu den entstehenden
Zwischenprodukten erklart werden. Die Affinitat zu Phloridzin und 3-OH-Phloridzin ist hoher als zu
POPi. Dies fiihrt dazu, dass diese Stoffe erst komplett umgesetzt werden und POPi im Medium
akkumuliert. Erst danach steht das Enzym fiir die Oxidation von POPi zu POPj zur Verflgung.

Im Gegensatz zu Phloridzin ist POPj sehr gut wasserloslich, was seinem Propionsaureanteil
zuzuschreiben ist. In wassrigen Losungen < pH 6,0 zeigt es eine klare gelbe Farbung, die bei pH-Werten
> 6,0 ins Orange umschlagt. AuBerdem ist es unter Ublichen Verarbeitungsbedingungen, wie sie z. B.

fuir Soft-Drinks oder fruchtbasierte Produkte tblich sind, ausreichend stabil 1.

12
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2.3 Aktueller Stand der Technologie

PPOs gelten als Verursacher enzymatischer Braunung in Lebensmitteln wie Obst, Gemise und
Getreide. Sie setzen so die Qualitat von Nahrungsmitteln herab, die sich in der Degradierung von Farbe,
Geschmack und Textur niederschlagt. Auf diesen Vorgang fokussiert sich die hauptsachliche Forschung
zum Thema PPOs. Sie werden erforscht und charakterisiert um Moglichkeiten zu finden, ihre Aktivitat
zu kontrollieren und damit die Qualitat von Lebensmitteln zu gewéhrleisten ©,

Im Gegensatz dazu werden Laccasen bereits in vielen biotechnologischen Verfahren eingesetzt. Dazu
gehdren unter anderem die Entgiftung von Abwasser- und Okosystemen, die Entfernung von
Farbstoffen bei der Textilherstellung oder von Phenolen aus Most. Dies geschieht meist durch Fallung
mit vorheriger Polymerisation der unerwiinschten Stoffe 18 20,

Die Reaktion von Phloridzin zu farbigen Reaktionsprodukten mittels einer PPO aus Pilzen und dessen
Einsatz als Lebensmittelfarbstoff wurden bereits untersucht und diskutiert 1. Des Weiteren wurden
polyphenolreiche Extrakte aus Apfelkernen gewonnen und erfolgreich mit fungalen PPOs zu
Farbextrakten mit unterschiedlichen Eigenschaften umgesetzt . Es besteht aber noch ein hoher
Forschungsbedarf auf diesem Gebiet. Der Neuheitsaspekt dieser Arbeit besteht in der Verwendung
von Apfeltrester als Quelle farbender Substanzen und in der Nutzung pflanzlicher PPOs und fungaler

Laccasen zur Erzeugung von biobasierten Farbextrakten.

13
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3. Methoden

3.1 Verfahren zur Bestimmung der Enzymaktivitat

Um PPO- und Laccase-Aktivitat nachweisen zu kénnen, gibt es viele verschiedene Test-Varianten.
Aufgrund des weit gefacherten Substratspektrums der Enzyme kommen unterschiedliche Substrate
und Produktnachweise in Frage. Fir diese Arbeit werden die bei ASA Spezialenzyme etablierten

Methoden verwendet.

3.1.1 Brenzcatechin-Test

PPOs oxidieren Brenzcatechin unter Sauerstoffverbrauch zu dem gelblichen 1,2-Benzochinon. Diese

Reaktion kann photometrisch nachgewiesen werden. In Abbildung 8 Ist die Reaktion dargestellt.

OH O

OH Ca’_techol 0
+ 172 02 Oxidase

\J
+

H,O

Catechol Benzoquinone

Abbildung 8: PPO-katalysierte Reaktion von Brenzcatechin zu 1,2-Benzochinon 331,

Flr die Substratlosung werden 0,1 M Brenzcatechin in einem 0,1 M Natrium-Citrat-Puffer (pH 6,0)
gelost. Diese Losung muss frisch angesetzt werden, da Brenzkatechin unter Sauerstoff- und
Lichteinfluss autooxidiert und sich die Losung braunlich verfarbt. Die Losung sollte nur in farblosem
Zustand verwendet werden.

Zu 2 ml Substratlosung werden 20 — 100 pul Enzymprobe gegeben und gut durchmischt. Die
Extinktionszunahme wird mittels Photometer bei 415 nm und 25 °C tGber 1 min verfolgt. Sie sollte im
Bereich von 0,05 — 0,1 liegen. Andernfalls muss das Enzym verdiinnt oder aufkonzentriert werden. Die

Aktivitat in U/ml berechnet sich wie folgt:

AE4-15nm . VTestansatz

A, U/ml = - Verd.

€ * dgivette VEnzym

Mit: e=1ml-umol?-cm

dkivette = 1 cm

Alle Proben werden einer Doppelbestimmung unterzogen.
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3.1.2 2,6-Dimethoxyphenol-Test

Dieser Test wird normalerweise angewendet, um Laccase-Aktivitdt zu detektieren. Als Substrat wird

2,6-Dimethoxyphenol, auch Syringol genannt, verwendet.

H4CO HsCO OCH4
Iaccase
HO OH
H,CO HsCO OCH;

Abbildung 9: Laccase-katalysierte Reaktion von 2,6-Dimethoxyphenol zu TMBP [34],

Abbildung 9 zeigt die Laccase-katalysierte Oxidation von 2,6-Dimethoxyphenol zu 3,3‘-5,5'-
Tetramethyl-1,1-biphenyl-4,4'-diol (TMBP). Als Zwischenprodukte entstehen 2,6-Dimethoxyphenoxyl-
Radikale, welche dann Uber Dimerisation das gezeigte Endprodukt bilden. Dieses kann mittels
Photometer bei 469 nm nachgewiesen werden.

1700 pl Mcllvain Puffer (eingestellt auf den gewtlinschten pH-Wert) werden mit 200 pl einer 5 mM 2,6-
Dimethoxyphenol-Losung versetzt und gemischt. Durch Zugabe von 100 ul Enzymprobe wird die
Reaktion gestartet und die Extinktionszunahme tGber 2 min bei 25 °C im Photometer verfolgt. Sie sollte

im Bereich von 0,3 — 0,9 liegen. Die Aktivitat in U/ml berechnet sich wie folgt:

AE469nm . VTestansatz . Verd.

A, U/ml =
/ t  dgivette VEnzym €

Mit: t=2min
divete =1 €M
€=27,5ml-pmol?-cm?
Vrestansatz = 2 ml

Venzym = 0,1 ml

3.1.3 ABTS-Test

2,2’ Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS) wird haufig fir den Nachweis von Laccase-
oder Peroxidase-Aktivitaten verwendet. Unter Sauerstoffverbrauch wird das farblose ABTS zu dem

griinen bis blauen ABTS-+-Radikal-Kationen oxidiert. Die Reaktion ist in Abbildung 10 dargestellt.
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HOusl " N{ N e HO. L N
e N={ | = > S N
PN JoH © N & OH
] One-electron
transfer step
ABTS ABTS'* radical cation

A =420nm

Abbildung 10: Laccase-katalysierte Reaktion von ABTS zum ABTS-+-Radikal-Kation 35,

Das farbige Produkt kann photometrisch bei 420 nm nachgewiesen werden. Fir den Testansatz
werden 1880 pl Mcllvaine Puffer (eingestellt auf den gewlinschten pH-Wert) vorgelegt und mit 20 pl
einer 10 mM ABTS-L6sung versetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 ul Enzymprobe gestartet
und Gber 1 min bei 37 °C im Photometer verfolgt. Die Extinktionszunahme sollte im Bereich von 0,1 —

0,15 liegen. Die Enzymaktivitdt in U/ml berechnet sich wie folgt:

AE4»20nm VTestansatz
. -Verd.

A U/ml =
/ € " dgivette  VEnzym

Mit: dkivete =1 €m
e=36ml-pumol?!-cm?
Vrestansatz = 2 ml

VEnzym = 0,1 ml

3.2 Extraktion

3.2.1 Extraktion der PPOs aus pflanzlichen Quellen

Ziel der Extraktion ist es, die in biologischem Material enthaltenen Polyphenoloxidasen zu extrahieren.
Hierzu werden eine definierte Menge Extraktionsgut mit VE-Wasser gewaschen, mit 100 ml
Extraktionslosung versetzt und in einem Mixer 5 min bei Raumtemperatur homogenisiert.

Fir die Extraktionslosung werden unterschiedliche Komponenten getestet. Neben den
Grundkomponenten (Phosphatpuffer und Triton-X-100) werden Zusdtze untersucht, welche die
Bildung von eventuell stérenden Reaktionsprodukten wahrend der Extraktion verhindern sollen. In

Tabelle 1 sind die Komponenten und Zusatze der Extraktionsldsungen und deren Zweck aufgefihrt.
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3. Methoden

Tabelle 1: Auflistung der zur Extraktion verwendeten Komponenten und Zusatze und deren Zweck.

Komponente Zweck 12

Puffersystem im  neutralen Bereich, niedrige
0,1 M NaH,PO; (pH 6,0) Konzentration, um Einfluss auf die Kupfer-lonen der
PPOs gering zu halten.

Nicht-ionisches Detergenz, amphipatisches Molekiil,

0, H X
1% Triton-X-100 beglinstigt Ablosen der PPOs von Membran.

Zusatz Zweck 21

Polymer, bildet Wasserstoffbriickenbindungen mit
1 % PVPP Phenolen aus, so dass Chelate entstehen und die
Reaktion mit PPOs verhindert wird.

Reduziert Chinone zu Phenolen, verhindert so das
0,01 M Ascorbinsiure Entstehen stérender Reaktionsprodukte wahrend der
Extraktion.

Es werden Extraktionslésungen mit folgenden Zusatzkombinationen verwendet:

e Extraktionsmittel 1: Ascorbinsdure, PVPP
e Extraktionsmittel 2: Ascorbinsaure

e Extraktionsmittel 3: Ohne Zusatz

AnschlieBend wird das Homogenisat fiir 30 min bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand

(enthalt Enzyme) wird fir weitere Arbeiten bei -20 °C gelagert, das Pellet wird verworfen.

3.2.2 Extraktion der Polyphenole aus dem Apfeltrester

Um die enthaltenen Polyphenole als Substrat nutzen zu kdnnen, missen diese durch Extraktion aus
dem Apfeltrester gewonnen werden. Als Extraktionsmittel wird eine 70 %ige Ethanolldsung eingesetzt.
Dazu wird 96 %iges Ethanol entsprechend mit Leitungswasser verdinnt. Das Feststoff-
/Lésungsmittelverhaltnis betragt 1:5. 20 g Apfeltrester werden zusammen mit 80 ml Extraktionsmittel
4 x 30s in einem Mixer aufgeschlossen. AnschlieRend wird das Gemisch eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Die festen Bestandteile werden 20 min bei 10000 rpm abzentrifugiert. Der

Uberstand wird filtriert und das Filtrat portioniert bei -20 °C fiir die spitere Verwendung gelagert.
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3.3 Stabilisierung der Enzymextrakte

Um die Extrakte Uber einen langeren Zeitraum verwenden zu kénnen, werden verschiedene Methoden
zur Stabilisierung der Enzyme und ihrer Aktivitat getestet. Ziel ist es, eine einfache und kostengiinstige
Lagerung zu ermoglichen. Die Aktivitatsbestimmung in den Lagerungsansatzen erfolgt jeweils mit dem

Brenzcatechin-Test.

3.3.1 Ammoniumsulfat-Fillung

Die im Extrakt enthaltenen Enzyme sollen mit Hilfe von Ammoniumsulfat gefallt und so stabilisiert
werden. Die Fallung erfolgt mit gesattigter Ammoniumsulfat-Lésung. Fir jeden Extrakt werden
folgende Ansatze erstellt: Zu jeweils 2 ml des Extraktes werden 1,5 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 6 ml, 8 ml und
10 ml gesattigte Ammoniumsulfat-Losung gegeben. Die Ansatze werden 30 min unter Kiihlung gerihrt
und dann 30 min bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde werden abgetrennt und auf
Aktivitdt untersucht. Die Pellets werden in 1 ml 0,1 M NaH,POs-Puffer (pH 6,0) resuspendiert und
ebenfalls auf ihre Aktivitdt getestet. Die Lagerung erfolgt bei -20°C. Die Aktivitdit in den

resuspendierten Pellets wird in regelmaligen Zeitabstanden gemessen.

3.3.2 Lyophilisation

Die Extrakte werden zundchst tiefgefroren und anschlieBend einem Vakuum ausgesetzt. Als
Endprodukt entsteht das Lyophilisat, ein pordser Stoff mit groRer Oberflache.

Jeweils 10 ml der Extrakte werden bei -20 °C eingefroren und anschliefend tiber Nacht im Lyophilisator
getrocknet. Um die Enzymaktivitat zu bestimmen, wird eine geringe Menge des Lyophilisats in 1 ml VE-
Wasser gelost und kann so dem Aktivitatstest unterzogen werden. Das Lyophilisat wird bei -20 °C

gelagert und die verbleibende Aktivitat regelmaRig bestimmt.

3.3.3 Lagerung in Glycerin

Die Halbwertszeit eines Enzyms in Losung wird normalerweise bei niedrigen Temperaturen verlangert.
Um mehrmaliges Einfrieren und Auftauen zu verhindern, werden die Extrakte 1:2 mit 100 %igem
Glycerin verdinnt. So konnen sie bei -20 °C gelagert werden ohne zu gefrieren. Die Aktivitat in den

Proben wird in regelmaRigen Zeitabstdanden gemessen.
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3.4 Charakterisierung der Enzymextrakte

Die gewonnenen Enzymextrakte werden hinsichtlich einiger ihrer Eigenschaften charakterisiert.
Soweit nicht anders beschrieben, werden die verwendeten Enzymproben zwischen den einzelnen

Messungen auf Eis gelagert.

3.4.1 Bestimmung des pH-Optimums

Die Aktivitat wird mit dem Brenzcatechin-Test bestimmt. Gemessen wird im pH-Bereich von pH 2,5 -
7,9 bei 25 °C. Dazu wird der Puffer nach Mcllvaine verwendet, der auf den jeweiligen pH-Wert
eingestellt wird.

Da die Autooxidation von Brenzcatechin bei pH-Werten 2 7,0 deutlich ansteigt, kann es nicht direkt im
Puffer gelost werden, ohne dass die Losung sich braun verfarbt. Um dies zu verhindern, wird eine 1 M
Brenzkatechin-Losung separat in einem lichtundurchlassigen Gefall mit VE-Wasser angesetzt. Fiir den
Testansatz werden 1800 pl Pufferlosung des gewiinschten pH-Wertes vorgelegt und mit 20 — 100 pl
Enzymprobe gemischt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 200 ul der Brenzcatechin-Losung gestartet.
Zusatzlich wird fur jeden pH-Wert ein Blindwert aufgenommen. Dieser enthalt nur den Puffer und
Substratlosung. Auf diese Weise kann die durch Autooxidation des Substrates verursachte Aktivitat

abgezogen werden. Die Berechnung der Aktivitat erfolgt wie unter 3.1.1 beschrieben.

3.4.2 Bestimmung des Temperatur-Optimums

Es wird mit dem Brenzcatechin-Test gearbeitet. Die Aktivitdt der Proben wird in Abhangigkeit der
Temperatur von 16,4 — 60 °C bei pH 6,0 bestimmt.

Temperaturen ab 40 °C beschleunigen die Autooxidation von Brenzcatechin. Um das schnelle
Verfarben der Losung zu verhindern, wird eine 1 M Brenzcatechin-Lésung separat in einem
lichtundurchlassigen GefalR mit VE-Wasser angesetzt. 1800 ul Pufferlosung werden vorgelegt und
mindestens 5 min im Wasserbad auf die gewlinschte Temperatur vorgewarmt. Dannach werden zligig
20 — 100 pul Enzymprobe und 200 pl Substratlésung zugegeben. Der Ansatz wird im entsprechend
vortemperierten Photometer gemessen. Zusatzlich wird fiir jede gemessene Temperatur ein
Blindwert, bestehend aus Puffer und Substratlosung, aufgenommen. Die Berechnung der Aktivitdaten

erfolgt wie unter 3.1.1 beschrieben.
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3.4.3 Stabilitdt in Ethanol

Um zu ermitteln, welchen Einfluss Ethanol auf die Enzymstabilitat hat, werden die Extrakte 4 —5 h in
40 — 70 %igen Ethanollésungen bei Raumtemperatur inkubiert. Die Verdinnung der Losungen erfolgt
mit Leitungswasser, um die Beschaffenheit des Apfeltresterextraktes zu simulieren. Die Parameter
werden entsprechend den spateren Reaktionsbedingungen bei der Umsetzung des Apfeltresters

gewadhlt.

Beispiel: Enzymextrakt aus dem Beiful’
1:10 Verdiinnung in 40 % Ethanol, V=1 ml
e 100 pl Enzymextrakt
e 417 pl Ethanol (96 %)

e ad 1 ml Leitungswasser

Uber diesen Zeitraum werden regelmiRig die Enzymaktivititen gemessen. Eingesetzt wird dazu der
Brenzcatechintest unter Normalbedingungen (pH 6,0 und 25 °C).
Als Blindwerte dienen Verdinnungen der Enzymextrakte ohne Ethanolzusatz. Diese werden unter

gleichen Bedingungen inkubiert und ebenfalls regelmaRig gemessen.

3.4.4 Aktivitat in Ethanol

Um zu testen, ob die extrahierten Enzyme direkt in Ethanolldsungen Aktivitat zeigen, und abschatzen
zu kdnnen, ob oder wie weit der Apfeltresterextrakt verdiinnt werden muss, wird eine abgewandelte
Form des Brenzcatechintests angewandt. 0,1 M Brenzcatechin werden in 10 — 70 %igen
Ethanollésungen gel6st. Die Verdiinnung des 96 %igen Ethanols erfolgt jeweils mit Leitungswasser und
héher konzentriertem Na-Citrat-Puffer (pH 6,0), so dass sich eine Endkonzentration von 0,1 M Puffer

ergibt. So wird ermittelt, ob der Zusatz von Puffer in spateren Reaktionen lohnenswert ist.

Beispiel: Substratlosung (50 % Ethanol), V =50 ml
e 26,04 ml Ethnaol (96 %)
+23,96 ml Leitungswasser
e 26,04 ml Ethanol (96 %)
+23,96 ml 0,207 M Na-Citrat-Puffer (pH 6,0)

- In beiden Lésungen werden jeweils 0,55 g (entspricht 1 M) Brenzcatechin gel6st.
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Die Messung erfolgt mittels Photometer bei 415 nm und 25 °C. Zu 2 ml Substratlésung werden 20 —
100 ul gegebenfalls verdiinnte Enzymprobe gegeben, gut durchgemischt und tber 1 min bei 415 nm

gemessen. Die Berechnung der Aktivitat erfolgt wie unter 3.1.1 beschieben.

3.5 Reaktion mit Phloridzin

Es wird getestet, ob die extrahierten PPOs und die von ASA Spezialenzyme vertriebenen Laccase-
Gemische (liegen als Lyophilisate vor) in der Lage sind, Phloridzin zu den gewiinschten gelben bis
braunlichen Produkten umzusetzen. Dazu werden 0,001 M Phloridzin-Lésungen in Mcllvaine Puffer mit
pH 4,0, 4,6 und 7,0 hergestellt.

Die Reaktion findet mit einer Endkonzentration von 20 U/ml in der Lésung statt. Zu jeweils 3 ml der
Losungen werden entsprechende Volumina der Enzymextrakte und entsprechende Einwaagen der
Laccase-Gemische gegeben und gut durchmischt. Die Ansatze werden bei Raumtemperatur inkubiert
und in regelmafigen Abstinden immer wieder durchmischt, um geniligend Sauerstoffeintrag zu

gewahrleisten. Die Dokumentation des Reaktionsverlaufes erfolgt fotographisch.

3.6 Reaktion mit dem Apfeltresterextrakt

Um den Effekt der Enzyme auf den Apfeltresterextrakt zu untersuchen, werden fir die verwendeten
PPO-Extrakte und Laccase-Gemische jeweils 3 Anséatze erstellt. Diese bestehen aus unverdiinntem, 1:2
mit Leitungswasser verdiinntem und 1:2 mit Puffer verdiinntem Apfeltresterextrakt. Als Puffer wird
Mcllvaine-Puffer verwendet, der auf das pH-Optimum des jeweiligen Enzyms eingestellt ist.

Die Reaktion findet mit einer Endkonzentration von 20 U/ml in den Apfeltresterextrakten statt. Zu
jeweils 3ml des Extraktes bzw. verdiinnten Extraktes werden entsprechende Volumina der
Enzymextrakte und entsprechende Einwaagen der Laccase-Gemische gegeben und gut durchmischt.
Die Ansatze werden bei Raumtemperatur inkubiert und in regelmaRigen Abstanden immer wieder
durchmischt, um geniigend Sauerstoffeintrag zu gewahrleisten. Nach Zentrifugation bei 3500 rpm fiir

10 min erfolgt die Dokumentation des Reaktionsverlaufes fotographisch anhand des Uberstandes.
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3.7 Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu

Die kolorimetrische Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes erfolgt nach der Folin-Ciocalteu-
Methode. Sie beruht auf der Redoxreaktion von Phenolen im alkalischen Milieu mit Wolframat und
Molybdat zu einem blauen Farbkomplex. Dieser kann photometrisch nachgewiesen werden 3¢,

Der Polyphenolgehalt wird mittels einer Gallussdure-Kalibriergerade ermittelt. Dementsprechend wird
die Konzentration in Gallussdure-Aquivalenten (GAE = gallic acid equivalents) angegeben. Fiir die
Kalibriergerade werden Gallussdure-Kalibrierlésungen im Konzentrationsbereich von 0,1 — 1g/I
hergestellt. Nach Abzug der Blindwerte werden die Extinktionswerte in einem Diagramm gegen die
Konzentration aufgetragen. Mit Hilfe der Geradengleichung kdénnen unbekannte Probenwerte

bestimmt werden.

Testansatz: Wasser 100 pl
Probe / Blindwert / Kalibrierlosung 20 pl
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz 100 pl

- mischen, 3 min stehen lassen

Na,COs-Losung (7,5 %ig) 200 ul

Wasser ad 2000 pl

- mischen, 30 min im Dunkeln stehen lassen

Die Extinktion der Probe wird photometrisch bei 760 nm gemessen. Nach Abzug des Blindwertes kann

ihre Konzentration ermittelt werden. Alle Proben werden einer Doppelbestimmung unterzogen.
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Abbildung 11: Kalibriergerade zur Berechnung des Gesamtpolyphenolgehaltes.
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4. Material

4.1 Biologische Materialien

4.1.1 Extraktionsgut

Tabelle 2: Ubersicht des verwendeten Extraktionsguts.

Extraktionsgut

Hersteller/Bezugsquelle

Banane (Musa)

WeiBe Tafeltraube (Vitis vinifera)
Beifu (Artemisia vulgaris)
Apfeltrester (getrocknet)

4.1.2 Enzyme
Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Enzymgemische.

Enzymgemische* Herkunft

Edeka Zentrale AG & Co. KG, Wolfenbittel
Edeka Zentrale AG & Co. KG, Wolfenbittel
Umgebung

albi GmbH & Co. KG, Berghilen-Biihlenhausen

Hersteller/Bezugsquelle

Laccase A Agaricus bisporos
Laccase C Trametes spec.
Laccase F Trametes trogii.

ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbittel
ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbittel
ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbttel

*Datenblatter zu den jeweiligen Enzymgemischen befinden sich im Anhang

4.2 Chemikalien

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Chemikalien.

Name

Hersteller/Bezugsquelle

ABTS

Ammoniumsulfat

Ascorbinsaure

Brenzcatechin

Citronensaure-Monohydrat
2,6-Dimethoxyphenol
di-Natriumhydrogenphosphat

Ethanol (96 %)

Folin-Ciocalteu-Reagenz

Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure)
Glycerin (100 %)

Phloridzin Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumcarbonat

tri-Natriumcitrat Dihydrat

Triton-X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Riedel de Haén

Fluka, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Fluka, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Dr. Peter Lobinger Chemie GmbH
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Tabelle 5: Zusammensetzung haufig verwendeter Pufferlosungen.

Puffer

Herstellung

0,1 M Na-Citrat-Puffer

0,1 M Natriumphosphat-Puffer

Mcllvain-Puffer

4.3 Geradte und Hilfsmittel

7,94 g tri-Natriumcitrat Dihydrat auf 270 ml VE-Wasser und
1,89 g Citronensdure-Monohydrat auf 90 ml VE-Wasser.
Citronensaure in Natriumcitrat geben bis pH 6,0 erreicht
ist.

1,38 g NaH,PO, auf 100 ml VE-Wasser. Mit konz. NaOH-
Losung auf pH 6,0 einstellen.

0,2 M Na;HPO4-Losung werden mit 0,1 M Citronensaure-
Monohydrat-Lésung auf den gewilinschten pH-Wert
zwischen 2,5 und 8 eingestellt.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Gerite und Hilfsmittel.

Gerit Name/Firma
Eismaschine Eismaschine ZBE 30-10, Ziegra Eismaschinen
Filter Rotilabo-Faltenfilter Typ 113P, Roth
Standmixer MX 2 Plus, Steba
pH-Meter Digital pH-Meter, Knick
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen Roth
e 1,5ml, Roth
ReaktionsgefaRe e 5ml, Roth
e 50 ml, Roth

Spektralphotometer
Thermostat
Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

UV/VIS Nicolet Evolution 100, Thermo Electron

Corporation

PCB 150 Water Peltier System, Thermospectronics

e Satorius analytic A 200S. Ablesbarkeit 0,0001 g

e Satorius analytic LC 6200S. Ablesbarkeit 0,01 g

12B, Julabo

e Sorvall RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge, Du
Pont Instruments

e Centrifuge 5475C, Eppendorf

e Heraeus SEPATECH Zentrifuge, Kendro Laboratory
Products
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5. Ergebnisse

5.1 Extraktion

5.1.1 Extraktion der PPOs aus pflanzlichen Quellen

Die Extraktionen mit den unterschiedlichen Zusatzen werden nach der Enzymaktivitat in den jeweiligen
Extrakten bewertet. Diese wird mittels Brenzcatechin-Test direkt nach der Extraktion ermittelt. Die
Aktivitatsangabe erfolgt in U/g Einwaage bzw. Feuchtmasse. Abbildung 12 zeigt die aus Banane, Traube

und BeifuB gewonnenen Aktivitaten in Abhangigkeit des eingesetzten Extraktionsmittels.

2500
2000
oo 1500
20 =
)
< 1000
500
., HN o
Banane Traube Beiful®
B Extraktionsmittel 1 M Extraktionsmittel 2 Extraktionsmittel 3

Abbildung 12: Enzymaktivitat nach Extraktion in Abhéangigkeit des Extraktionsmittels und des
Extraktionsgutes. Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0.
Alle Extraktionsmittel bestehen aus 0,1 M NaH,PO;-Puffer (pH 6,0) und 1 % Triton-X-100. Weitere
Zusatze: Extraktionsmittel 1: 1% PVPP, 0,01 M Ascorbinsdure. Extraktionsmittel 2: 0,01 M
Ascorbinsdure. Extraktionsmittel 3: Keine Zusatze. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2
unabhéngigen Messungen.

Hier wird deutlich, dass die Aktivitaten vor allem von der Extraktionsquelle abhangig sind. Die hdchste
Aktivitat wird in den BeifuRextrakten erreicht und liegt zwischen ca. 1300 und 2300 U/g. Aus den
Bananen kénnen bis zu 350 U/g extrahiert werden. Mit ca. 14 U/g besitzen die Traubenextrakte die
geringste Aktivitat. Mit Extraktionsmittel 1 und 2 werden, im Gegensatz zu Extraktionsmittel 3, die
jeweils héheren Aktivitdten erreicht. Daraus lasst sich schlieRen, dass ein Zusatz von PVPP und/oder
Ascorbinsaure vorteilhaft ist. Bei der Banane und dem Beiful} erbringt jeweils das Extraktionsmittel 2
die hochsten Aktivitdten. Ein Zusatz von PVPP ist demnach nicht notig. Die Aktivitat in den
Traubenextrakten bleibt in allen drei Extraktionen konstant. Ascorbinsdure und PVPP haben hier

keinen erkennbaren Einfluss auf die Enzymextraktion aus Trauben.
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Fir alle weiteren Extraktionen werden die Grundkomponenten plus 0,01 M Ascorbinsaure als
Extraktionsmittel verwendet. Tabelle 7 zeigt, dass aber auch bei gleichbleibenden
Extraktionsbedingungen innerhalb der gleichen Quelle Aktivitdatsschwankungen von bis zu 82 %

auftreten.

Tabelle 7: Mittels Brenzcatechin-Test bestimmte Aktivitdten aller Extraktionen mit Extraktionsmittel 2. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.

A,U/g
Extraktion Banane Traube Beiful
1 351,2 14,53 2335
2 830,5 17,66 2926
3 317,8 13,49 1136
4 145,6 21,59 2543

Die hochsten, in dieser Arbeit registrierten Schwankungen betragen fir Banane, Traube und Beifull
jeweils 82, 37 und 61 %. Ein Grund dafir sind die vielen Faktoren, die Einfluss auf den PPO-Gehalt in
Pflanzen haben. Dazu gehoren unter anderem Reifegrad, Wachstums-, Ernte- und Lagerbedingungen,
Art der Weiterverarbeitung und Zeitpunkt der Extraktion. Des Weiteren kdnnten leichte
Abweichungen in den Extraktionsbedingungen eine Auswirkung auf die Aktivitatsschwankungen
haben. Dazu gehort z.B. die Zeitspanne zwischen Homogenisieren und Abzentrifugieren, die haufig
Verzégerungen unterlag. Auch nicht konstante Raumtemperatur und die Erwarmung des eingesetzten

Mixers konnten Einfluss auf den Extraktionserfolg nehmen.

5.1.2 Extraktion der Polyphenole aus dem Apfeltrester

Das Resultat der Apfeltrester-Extraktion sind ca. 50 ml Extrakt. Vermutlich geht ein geringer Teil der
urspriinglichen 80 ml Ethanollésung aufgrund der Fllichtigkeit von Ethanol verloren. Ein weiterer Teil
geht in den Aufarbeitungsschritten Zentrifugation und Filtration verloren. Dabei verbleibt der gréfite
Teil aber in den Apfeltresterriickstdnden nach der Zentrifugation. Der Trester wird in getrocknetem
Zustand eingesetzt, so dass er einen Teil des Extraktionsmittels aufnimmt, der hoher als das
Trockengewicht des Tresters ist. In diesem Fall ist die Fliichtigkeit von Ethanol vernachlassigbar, so
dass eine Konzentration von ca. 70 % Ethanol im Apfeltresterextrakt angenommen werden kann.

Der Extrakt wird hinsichtlich seines pH-Wertes und seines Gesamtpolyphenolgehalts (angegeben in
GAE) charakterisiert. Der Polyphenolgehalt wird mit der Methode nach Folin-Ciocalteu bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

26
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Eigenschaften des
Apfeltresterextraktes.

Eigenschaft Apfeltrester
Ethanolgehalt, % =70
pH-Wert 4,6
GAE, g/| 1,36
GAE, mg/g Einwaage 5,44

Da Apfel fruchteigene PPOs besitzen, wird der Apfeltresterextrakt mit dem Brenzcatechin-Test auf
Enzymaktivitat untersucht. Es kann keine Aktivitat nachgewiesen werden. Vermutlich wurden die

enthaltenen PPOs unter den Prozessparametern der Apfeltresterherstellung inaktiviert.

5.2 Stabilisierung der Enzymextrakte

Werden die Enzymextrakte unbehandelt bei -20 °C gelagert, verlieren sie innerhalb von 80 h bis zu
50 % ihrer Aktivitdt. Vor allem die Aktivitdat im BeifuRextrakt sinkt stark. Abbildung 13 zeigt die

Aktivitatsverluste in den Extrakten.
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Abbildung 13: Enzymaktivitdt in den Extrakten (Lagerung -20 °C) in Abhéangigkeit der Zeit. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.

Um die Extrakte Uber einen langeren Zeitraum effektiv nutzen zu kénnen, werden herkdmmliche
Verfahren zur Stabilisierung getestet.

Die treibende Kraft des Aussalzens mittels Ammoniumsulfat (AS) beruht auf der Kohésion von
Wassermolekiilen, die Proteine aus der Losung drangt. Werden Salze zugesetzt, werden

Wassermolekile fir die Bildung der Hydrathiillen um die lonen verbraucht und vom Protein
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5. Ergebnisse

abgezogen. Die Proteine werden aus der Losung verdrangt. Auf diese Weise erfolgt eine teilweise
Aufreinigung und Stabilisierung der Extrakte.
Abbildung 14 zeigt die Aktivitat in den resuspendierten Pellets nach der AS-Fadllung Ulber den

beobachteten Zeitraum. Dargestellt sind die Fallungen mit den jeweils héchsten Aktivitdtsausbeuten.

A, %

+H
H

0 50 100 150 200 250
Zeit, h

—@®— Banane Traube Beiful’

Abbildung 14: Verbleibende Enzymaktivitit in den resuspendierten Pellets nach AS-Fillung
(Lagerung bei -20°C) in Abhédngigkeit der Zeit. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgt mittels
Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0. Jeweils 2 ml Bananen-, Trauben- und BeifuRextrakt werden
mit 2 ml, 3,5 ml und 8 ml gesattigter AS-Losung gefallt. Die Pellets werden in 1 ml 0,1 M NaH,PO4-
Puffer (pH 6,0) resuspendiert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhédngigen
Messungen.

Die hochsten Ausbeuten werden bei der AS-Fallung fiir den Bananen-, Trauben- und BeifuBextrakt mit
je 2ml, 3,5 ml und 8 ml gesattigter AS-Losung im resuspendierten Pellet erreicht (s. Tabelle 9). Im
Bananenextrakt kdnnen nach der Fallung 77 % der urspriinglichen Aktivitat im Extrakt wiedergefunden
werden. Die geringen Ausbeuten des Trauben- und BeifuRextraktes kénnten tber eine denaturierende
oder inhibierende Wirkung von Ammoniumsulfat auf die Enzyme erklart werden, denn auch in den
Uberstinden kann keine Aktivitdt gemessen werden. Ein weiterer Grund kdnnte im L&sungsverhalten
der Pellets liegen. Werden diese bei der Resuspendierung nicht vollstandig geldst, bleibt der ungeldste
Teil der Enzyme inaktiv. Bei regelmaRiger Messung der Aktivitdt in den resuspendierten Pellets wird
deutlich, dass die Messwerte Schwankungen von bis zu 32 % unterliegen. Dies ist zum einen der hohen
Ungenauigkeit von biologischen Testverfahren zuzuschreiben, kann aber auch die These der zum Teil
ungeldsten Pellets unterstiitzen. Je nachdem, wie viel der Pellets nach dem Auftauen in Lésung geht,
sinkt bzw. steigt die Aktivitat entsprechend. Insgesamt bleibt die Aktivitdt nach der Fallung in allen
Extrakten liber den beobachteten Zeitraum konstant.

Bei der Lyophilisation wird das enthaltene Wasser unter dem Einfluss des Unterdrucks wahrend des

Trocknungsvorgangs sublimiert, geht also direkt vom festen in den gasformigen Aggregatzustand Uber.
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Dies ist ein Verfahren zur schonenden Trocknung der empfindlichen Extrakte, die in fllissigem Zustand

moglicherweise nicht lange haltbar sind. In Abbildung 15 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 15: Verbleibende Enzymaktivitdt in den Lyophilisaten (Lagerung bei -20°C) in
Abhadngigkeit der Zeit. Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und
pH 6,0. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhdngigen Messungen.

Die Reduzierung der Aktivitat im Bananenextrakt durch Anwendung dieser Methode ist am geringsten.
Im Trauben- und BeifuBextrakt verbleiben nur knapp 1/3 der Aktivitaten (s. Tabelle 9). Bei der
Messung der Lyophilisate sind die Schwankungen der Messergebnisse deutlich geringer als bei der AS-
Fallung. Dies kdnnte auf die gute Loslichkeit der Lyophilisate zurlickzufiihren sein. Allerdings geht auch
hier nach Anwendung der Methode einiges an eingesetzter Aktivitdt verloren. Im Lyophilisat des
Bananen-, BeifuB- und Traubenextraktes bleiben jeweils 78, 35 und 24 % der urspriinglichen Aktivitat
Ubrig. Die verbleibende Aktivitat im Bananenlyophilisat ist mit der aus der AS-Fallung vergleichbar und
kann als zufriedenstellende Ausbeute betrachtet werden. Die im Trauben- und BeifuRlyophilisat
verbleibende Aktivitat ist dagegen gering. Daflir kann aber auch hier (iber den beobachteten Zeitraum
kein Aktivitatsabfall registriert werden.

Zudem kann es zu Aktivitdtsverlusten kommen, wenn die Probe eingefroren und aufgetaut wird. Beim
Ubergang vom fliissigen in den festen Zustand bilden sich Wasserkristalle, welche die Enzymstruktur
schadigen und somit die Aktivitdt beeintrachtigen kdnnen. Ein Zusatz von Glycerin verhindert das
Einfrieren der Extrakte bei niedrigen Temperaturen. Abbildung 16 zeigt die verbleibende Aktivitat in

den Extrakten nach Zusatz von 50 % Glycerin Uber die Zeit.
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Abbildung 16: Verbleibende Enzymaktivitat bei Lagerung in 50 % Glycerin (Lagerung bei -20 °C) in
Abhadngigkeit der Zeit. Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und
pH 6,0. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhdngigen Messungen.

Bei dieser Methode werden die Extrakte 1:2 mit 100 %igem Glycerin verdiinnt. Diese Verdiinnung ist
bei den verbleibenden Aktivitdten mit einberechnet. Zwar ist bei dieser Methode die verbleibende
Aktivitat im Bananenextrakt etwas niedriger als in den vorherigen Methoden, dafiir steigt die Ausbeute
bei Traube und BeifulR deutlich an. Auch hier sind leichte Schwankungen der Messwerte zu erkennen.
Die Aktivitat bleibt aber in allen Extrakten konstant.

Tabelle 9 fasst die erzielten Ausbeuten an verbleibender Aktivitdt nach Anwendung der jeweiligen

Methode, bezogen auf die urspriingliche Aktivitat in den eingesetzten Extrakten, zusammen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Aktivitdtsausbeuten nach Anwendung der jeweiligen Stabilisierungsmethode.

A %
Stabilisierungsmethode Banane Traube BeifuR
AS-Fallung 77 34 27
Lyophilisation 78 35 24
50 % Glycerin 65 67 67

Alle Methoden bewirken eine Stabilisierung der Aktivitaten. Aufgrund der positiven Ausbeuten
beziiglich Trauben- und BeifuBextrakt und der immer noch im ausreichenden Bereich liegenden
Ausbeute des Bananenextraktes, wird die Lagerung in 50 % Glycerin fir die Stabilisierung der
Enzymextrakte gewahlt. AuRerdem ist diese schnell und unkompliziert in der Handhabung und wirkt

sich nicht reduzierend auf das Probenvolumen aus.
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5.3 Charakterisierung der Enzymextrakte

Enzyme erhalten ihre Spezifitdt aufgrund ihrer rdumlichen Struktur. Diese Konformation beruht auf
Wechselwirkungen von ionischen, kovalenten, hydrophoben, hydrophilen und Van-Der-Waals-
Bindungen innerhalb des Molekiils. Diese beeinflussen maligeblich die Sekundar-, Tertidr- und
Quartarstruktur des Enzyms. Eine Verdnderung der Milieubedingungen wie Substratbeschaffenheit,
pH-Wert, Temperatur oder Ethanolkonzentration beeinflussen je nach Eigenschaften des Enzyms die

raumliche Struktur und somit die Aktivitat.

5.3.1 Bestimmung der Laccase-Aktivitat

Da die Enzymextrakte keiner weiteren Reinigung unterzogen werden, enthalten sie neben PPOs noch
andere Bestandteile. Ob unter diesen Bestandteilen Laccasen enthalten sind oder ob Laccase-
Nebenaktivitat vorhanden ist, soll mittels der bei ASA Spezialenzyme vorhandenen Testmethoden fir
die Detektion von Laccase-Aktivitdt bestimmt werden. Alle Extrakte werden mit den unter 3.1
beschriebenen Methoden auf Aktivitat untersucht.

ABTS und 2,6-Dimethoxyphenol sind typische Laccase-Substrate. Bei Verwendung dieser
Verbindungen kann in keinem der Extrakte Aktivitat nachgewiesen werden. Nur mit Brenzcatechin als
Substrat kann Aktivitdat gemessen werden. Dieses Ergebnis |dsst auf die Abwesenheit von Laccasen in

den vorliegenden pflanzlichen Enzymextrakten schlieRen.

5.3.2 Bestimmung des pH-Optimums

Alle PPO-Extrakte zeigen eine starke Abhdngigkeit des pH-Wertes. Diese Abhangigkeit beruht bei den
meisten Enzymen auf einer pH-bedingten Strukturanderung, welche durch Protonierung oder
Deprotonierung funktionaler Gruppen von Aminosduren und Cofaktoren im Aktiven Zentrum
verursacht wird. Diese Anderungen kénnen die Funktionalitit der Enzyme begiinstigen oder
einschrianken 7). In Folge dessen ergibt sich meist ein glockenférmiger Kurvenverlauf der Aktivitat in
Abhangigkeit des pH-Wertes. Die Aktivitditen werden mittels Brenzkacatechin-Test bei 25 °C ermittelt.

In Abbildung 17 sind diese prozentual in Abhangigkeit des pH-Wertes dargestellt.
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Abbildung 17: Enzymaktivititen der Extrakte in Abhédngigkeit des pH-Wertes. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH-Wert-Variationen des
Mcllvaine-Puffers. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.

Die hier aufgezeichneten Kurven folgen dem typischen Optimumsverlauf. Die Maxima der Kurven
geben die jeweils hochste Aktivitdt und somit das pH-Optimum der Extrakte an. Die Aktivitdt des
BeifuBes bleibt bis pH 5,0 nur gering, steigt aber dann steil an, bis das Optimum bei pH 7,1 erreicht ist.
Wird dieser Wert liberschritten, fallt die Aktivitat schnell ab. Die Aktivitat der Banane steigt bis pH 5,0
fast konstant an. Ab diesem Wert nadhert sich die Kurve mit groBerer Steigung ihrem Optimum bei
pH 6,8. Danach sinkt die Aktivitat bis pH 7,5 auf ca. 80 % und fallt erst bei héheren pH-Werten steil ab.
Auffallig ist die konstant gleichbleibende Aktivitdt von ca. 25 % des Traubenextraktes im Bereich pH
2,5-5,0. Ab hoheren pH-Werten steigt die Aktivitat auf ihr Optimum bei pH 7,4 und fallt mit ahnlicher
Steigung wieder ab.

Es fallt auf, dass die Kurven der einzelnen Extrakte unterschiedlich breit sind. Am schmalsten ist die
der Traube, was zeigt, dass die pH-Empfindlichkeit hier héher als bei den anderen Extrakten ist. Dies
trifft allerdings nur auf den spitz zulaufenden Bereich der Kurve bei pH 6,5 — 7,9 zu. Insgesamt
verhalten sich die Extrakte aber dhnlich und sind am aktivsten im neutralen Bereich. Zu beachten ist,
dass die Messungen mit Brenzcatechin als Substrat sattfinden. Wird ein anderes Substrat eingesetzt
oder andert sich die Temperatur, kénnen die pH-Kurven anders ausfallen. Tabelle 10 fasst die

Ergebnisse beziglich der pH-Optima bei 25 °C mit Brenzcatechin als Substrat zusammen.

Tabelle 10: Ermittelte pH-Optima bei 25 °C mit Brenzcatechin als Substrat.

Quelle pH-Optimum
Banane 6,8
Traube 7,4
Beifull 7,1
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5.3.3 Bestimmung des Temperatur-Optimums

Alle von Enzymen katalysierten Reaktionen sind temperaturabhangig. Bis zu einem gewissen Grad
kann eine Temperaturerh6hung enzymatische Reaktionen beschleunigen. Wird die fir das Enzym
optimale Temperatur aber Gberschritten, kommt es zu Konformationsanderungen, und die Reaktion
wird nicht mehr ordnungsgemaR ausgefiihrt. Dies kann bis zur irreversiblen Denaturierung fiihren 1,
Abbildung 18 zeigt die mit dem Brenzcatechin-Test bei pH 6,0 gemessenen prozentualen Aktivitaten

der PPO-Extrakte in Abhdngigkeit der Temperatur.

120
100 — A
80 IZ-
. 7
= 60 7
<
40
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70
T,°C
—@— Banane Traube Beiful®

Abbildung 18: Enzymaktivititen der Extrakte in Abhdngigkeit der Temperatur. Die
Aktivitatsbestimmung  erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei pH6,0 und variierenden
Temperatureinstellungen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.

Auffallend ist, dass bei relativ niedriger Temperatur von 16,4 °C im Bananen-, Trauben- und
BeifulRextrakt noch jeweils 54, 71 und 64 % Aktivitat vorhanden ist. Wird die Temperatur leicht erhéht,
steigt die Aktivitat im Bananenextrakt steil an. Schon bei 25 °C erreicht sie 92 %. Zwischen 25 °C und
45 °C zeigt die Kurve einen plateaudhnlichen Verlauf, die Aktivitat bleibt (iber 90 %. Erst bei hoheren
Temperaturen beginnt die Aktivitat zu sinken. Die Kurven des Trauben- und BeifuRextraktes dhneln
sich. Bei Temperaturerh6hung beginnen die Aktivitaten schnell zu steigen und haben bei 25 °C bereits
88 % (Traube) und 84 % (BeifuR) erreicht. Nach Uberschreiten ihrer Optima bei 30 °C (Traube) und
35°C (BeifuB) sinken die Aktivitaiten konstant. Bei 60 °C zeigen der Bananen-, Trauben- und
BeifuRextrakt noch jeweils 56, 24 und 33 % Aktivitat.

Das Temperatur-Optimum von Enzymen hangt meist stark von den Lebensbedingungen des
Organismus ab, aus dem es stammt. In diesem Fall koénnten also unter anderem die
Wachstumsbedingungen der hier als Quelle dienenden Pflanzen Einfluss auf das Optimum ausiben.

Die Bananen besitzen das héchste Temperatur-Optimum. Sie stammen aus tropischen Regionen, in
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denen hohe Temperaturen erreicht werden koénnen. Trauben werden meist im nordlichen
Mittelmeerraum angebaut, wahrend der BeifuRR auf der ganzen Nordhalbkugel verbreitet ist. Hier
herrschen gemaligtere Temperaturen. Dementsprechend besitzen Enzyme aus diesen Pflanzen
niedrigere Temperaturoptima. Allerdings kann nicht immer von den Temperaturen des Lebensraumes
auf die Temperaturoptima der Enzyme geschlossen werden. Auch bei der Bestimmung des
Temperaturoptimums nehmen das eingesetzte Substrat und der pH-Wert einen starken Einfluss auf
das Verhalten der Enzyme. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse beziiglich der Temperatur-Optima bei

pH 6,0 mit Brenzcatechin als Substrat aufgefihrt.

Tabelle 11: Ermittelte Temperatur-Optima bei pH6,0 mit
Brenzcatechin als Substrat.

Quelle Temperatur-Optimum, °C
Banane 43
Traube 30
Beifu 35

5.3.4 Stabilitdt in Ethanol

Unter Stabilitdt versteht man den Erhalt der Enzymaktivitdt unter bestimmten Bedingungen. Die
Stabilitdat der PPOs in Ethanol spielt fiir ihren spateren Einsatz eine wichtige Rolle. Sie miissen im
ethanolhaltigen Apfeltresterextrakt lange genug stabil bleiben, um geniigend Substratumsatz zu
gewdhrleisten. Als polares, organisches Losungsmittel kann Ethanol Wasserstoffbriickenbindungen
und hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb der Enzymstruktur stéren. Abbildung 19 zeigt die
Aktivitat des Bananenextraktes in Abhangigkeit der Lagerungszeit in unterschiedlich konzentrierten

Ethanollésungen bei Raumtemperatur, gemessen mit dem Brenzcatechin-Test.
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Abbildung 19: Enzymaktivitat im Bananenextrakt bei Lagerung in verschieden konzentrierten
Ethanollésungen (verdiinnt mit Leitungswasser) und Raumtemperatur in Abhdngigkeit der Zeit. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.

Als Referenz ist die Aktivitat des Extraktes bei Lagerung in 0 % Ethanol dargestellt. Es ist deutlich zu
sehen, dass die Aktivitat mit der Zeit leicht ansteigt. Grund dafiir konnte eine durch die
Raumtemperatur und/oder das Leitungswasser verursachte aktivitatsfordernde
Konformationsdanderung oder eine durch Verdunstung bedingte Konzentrierung des Ansatzes sein. Bei
Lagerung in 40 und 50 % Ethanol ist ein dhnlicher Effekt zu beobachten. Hier ist sogar eine anfangliche
Aktivitatssteigerung zu erkennen. Ab 60 % Ethanol ist eine Aktivitdtsabnahme zu beobachten. Nach
4 h sind aber immer noch 75 % der urspriinglichen Aktivitdt vorhanden. Nach einem Anstieg der
Aktivitat zu Beginn der Lagerung in 70 % Ethanol, sinkt diese innerhalb von 4 h auf 72 % Restaktivitat.
Konzentrationen bis zu 50 % Ethanol haben keinen erkennbaren Einfluss auf die Stabilitdt der PPOs im
Bananenextrakt in dem hier untersuchten Zeitraum. Erst ab hoheren Konzentrationen verlieren die
Enzyme an Stabilitdt und somit an Aktivitat.

Anders verhalt es sich beim BeifuRextrakt. In Abbildung 20 sind dessen Aktivitaten in Abhangigkeit der

beschriebenen Lagerungsbedingungen dargestellt.
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Abbildung 20: Enzymaktivitdt im BeifuBextrakt bei Lagerung in verschieden konzentrierten
Ethanollésungen (verdiinnt mit Leitungswasser) und Raumtemperatur in Abhdngigkeit der Zeit. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte aus 2 unabhdngigen Messungen.

Auch hier ist zum Vergleich die Lagerung in 0 % Ethanol dargestellt. Dabei sinkt die urspriingliche
Aktivitat im Beifullextrakt innerhalb von 5 h kontinuierlich auf 55 %. Die Lagerung in Ethanollésungen
bis 40 % beglinstigt die Stabilitat, die Aktivitat fallt mit der Zeit langsamer ab. Ab 50 % Ethanol nimmt
die Aktivitat erst starker ab und sinkt dann kontinuierlich. Je héher die Ethanolkonzentration, desto
ausgepragter zeigt sich dieser Kurvenverlauf. Nach 4 h Lagerung in 60 und 70 % Ethanol verbleiben in

den Extrakten noch jeweils 26 und 11 % Restaktivitat.
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Abbildung 21: Enzymaktivitdit im Traubenextrakt bei Lagerung in verschieden konzentrierten
Ethanollosungen (verdiinnt mit Leitungswasser) und Raumtemperatur in Abhangigkeit der Zeit. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgte mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C und pH 6,0. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Messungen.
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Die Aktivitat im Traubenextrakt unter den schon beschriebenen Bedingungen ist in Abbildung 21
dargestellt. Auffallend ist hier, dass die Stabilitdt bei Lagerung in 0 % Ethanol am geringsten ist. Nach
5 h ist die Aktivitat um 24 % gesunken. Lagerungen in Konzentrationen bis zu 70 % Ethanol erhohen
die Stabilitat. In 70 % Ethanol ist nur eine leichte Aktivitatsabnahme zu beobachten, wiéhrend 60 und
50 % die Stabilitat Gber den beobachteten Zeitraum sogar erhéhen.

Aus den hier durchgefiihrten Versuchen geht hervor, dass die PPOs aus dem BeifuRextrakt am
sensibelsten bezlglich ihrer Stabilitdt auf Ethanol reagieren. Dies war zu erwarten, da sich in
vorherigen Beobachtungen schon zeigte, dass die BeifuR-PPOs nach Extraktion sehr instabil sind. Die
Stabilitat der Bananen-PPOs wird erst ab 60 % beeinflusst. Hier ist die Aktivitdtsabnahme verglichen
mit dem Beiful} aber gering. Am positivsten sind die Ergebnisse der Trauben-PPOs zu bewerten. Die
Aktivitat im Extrakt nimmt nicht wie erwartet ab, sondern steigt bei Lagerung in ethanolhaltigen
Losungen an. Moglicherweise ware im Falle des Traubenextraktes eine Lagerung in 50 % Ethanol
sinnvoller als in 50 % Glycerin. Selbst in unverdiinntem Apfeltresterextrakt waren die Trauben-PPOs
stabil und die Bananen-PPOs ausreichend stabil. Dieser enthdlt aufgrund des ethanolhaltigen
Extraktionsmittels ca. 70 % Ethanol. Um die BeifuB-PPOs Giber mehrere Stunden stabil zu halten, sollte

der Extrakt aber auf ca. 30 — 40 % Ethanol verdiinnt werden.

5.3.5 Aktivitat in Ethanol

Neben der Stabilitdt spielt auch die Aktivitat in Ethanol eine Rolle. Da die Reaktion der Enzyme mit den
Apfeltrester-Polyphenolen im Apfeltresterextrakt stattfindet, sollten die Enzyme in Gegenwart von
Ethanol aktiv sein. Um dies zu testen, wird Brenzcatechin in unterschiedlich konzentrierten
Ethanollésungen (mit Puffer oder Leitungswasser verdiinnt) gelést und darin direkt enzymatisch
umgesetzt. An dieser Stelle ist anzumerken, dass Brenzcatechin in der 10 %igen, mit Leitungswasser
verdiinnten Ethanolldsung schnell autooxidiert und diese gelb farbt. Ab 60 % Ethanol fallt der
verwendete Puffer aus und die Losung wird triib. Deswegen stehen fir diese Parameter keine

verlasslichen Messwerte zur Verfligung.
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Abbildung 22: Enzymaktivitit des Bananenextraktes in verschieden konzentrierten
Ethanollosungen (verdiinnt mit Leitungswasser oder Na-Citrat-Puffer pH 6,0 mit einer
Endkonzentration von 0,1 M in den LOsungen). Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels
Brenzcatechin-Test bei 25 °C. Substrat und Enzym werden direkt in die Ethanollésungen gegeben.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2 unabhadngigen Messungen.

In Abbildung 22 ist die Aktivitdt des Bananenextraktes in Abhangigkeit der Ethanolkonzentration und
des eingesetzten Verdiinnungsmittels dargestellt. Je héher der Ethanolgehalt, desto starker nimmt die
Aktivitat ab. Bei ca. 30 % Ethanol gehen bereits 60 % Enzymaktivitdt verloren. Insgesamt sind die
Aktivitaten im Puffer hoher als im Leitungswasser. Dies fallt besonders bei 40 und 50 % Ethanol auf.

Der positive Einfluss des Puffers scheint sich bei steigender Ethanolkonzentration zu erhéhen.
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Abbildung 23: Enzymaktivitdt des BeifuRextraktes in verschieden konzentrierten Ethanollésungen
(verdiinnt mit Leitungswasser oder Na-Citrat-Puffer pH 6,0 mit einer Endkonzentration von 0,1 M in
den Lésungen). Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C. Substrat und
Enzym werden direkt in die Ethanollosungen gegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2
unabhéangigen Messungen.
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Der Unterschied beim Einsatz von Leitungswasser oder Puffer tritt beim BeifuBextrakt deutlicher in
Erscheinung. Abbildung 23 zeigt die Aktivititen im BeifuBextrakt unter den beschriebenen
Parametern. Hier fallt auf, dass bei Verwendung von Puffer bis zu 50 % mehr Aktivitat erzielt werden
kann. 10 % Ethanol haben keinen Einfluss auf die Aktivitat. Erst ab 20 % beginnt sie mit steigender
Konzentration zu sinken. Bei 30 und 40 % Ethanol und unter Einsatz von Puffer bleiben ca. 50 % der

urspriinglichen Aktivitat erhalten.
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Abbildung 24: Enzymaktivitat des Traubenextraktes in verschieden konzentrierten Ethanollésungen
(verdiinnt mit Leitungswasser oder Na-Citrat-Puffer pH 6,0 mit einer Endkonzentration von 0,1 M in
den Losungen). Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels Brenzcatechin-Test bei 25 °C. Substrat und
Enzym werden direkt in die Ethanollésungen gegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus 2
unabhangigen Messungen.

Der Traubenextrakt zeigt die geringste Aktivitat in Ethanol. Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse. Schon
bei 10% Ethanol sinkt die Aktivitait auf 55%. Auch in diesem Fall wird der Einfluss des
Verdinnungsmittels deutlich. Allerdings sind die im Puffer erreichten Aktivitdten im Vergleich zu
denen des Bananen- und BeifuRextraktes gering. Schon ab 40 % Ethanol sinken die Aktivitaten auf
unter 10 %. Bei Konzentrationen héher als 50 % Ethanol kann keine Aktivitat festgestellt werden.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass ein Einsatz der PPOs in unverdiinntem
Apfeltresterextrakt mit ca. 70 % Ethanolgehalt nicht sinnvoll ware. In solch einem Medium zeigen alle
PPO-Extrakte weniger als 20 % Aktivitat. Verdlinnt man den Extrakt 1:2, kbnnen Bananen- und Beiful3-
PPOs noch mit 40 — 50 % ihrer Aktivitat arbeiten. Um mit dem Traubenextrakt arbeiten zu kénnen,
misste der Apfeltresterextrakt weiter verdiinnt werden. Allerdings wiirde dies auch mit einer héheren

Abnahme des Polyphenolgehaltes im Tresterextrakt einhergehen.
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5.4 Reaktion mit Phloridzin

Um entscheiden zu kénnen, welche vorliegenden Enzyme (PPO-Extrakte und Laccase-Gemische) fur
die Umsetzung des Apfeltresterextraktes geeignet sind, wird zunachst untersucht ob sie den Leitstoff
Phloridzin oxidieren. Dazu werden die unter 3.5 beschrieben Ansdtze erstellt. Die Reaktion wird bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, da die verwendeten PPOs unter dieser Bedingung mindestens 80 %
ihrer Aktivitat zeigen. Die Werte pH 4,0 und 7,0 werden gewahlt, um den Einfluss des pH-Wertes auf
die Farbgebung der Oxidationsprodukte von Phloridzin zu prifen. pH 4,6 entspricht dem pH-Wert des
Apfeltresterextraktes.

Aufgrund der niedrigen Aktivitdt im Traubenextrakt kann nicht mit einer Endkonzentration von
20 U/ml in der Phloridzin-Losung gearbeitet werden. Dies wiirde zu einer hohen Volumenzunahme
und damit zur starken Verdiinnung des Substrates fiihren. Die Reaktion wird mit 8 U/ml durchgefiihrt.
Allerdings kann selbst nach 67 h keine Farbanderung bei den gewahlten pH-Werten in der Losung
festgestellt werden. Ebenso wenig reagieren Laccase C und F in dieser Zeit mit Phloridzin. Aufgrund
der Ergebnisse werden diese Enzyme im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.
In Abbildung 25 sind die Farbentwicklungen wahrend der Reaktion mit Bananenextrakt, BeifuRextrakt

und Laccase A dargestellt.
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Reaktionszeit:

oh 2h 3h 4ah sh 25h
Bananen- pH 7,0
extrakt

BeifulR- pH 7,0
extrakt

pH 7,0
Laccase A

Abbildung 25: Darstellung des Reaktionsverlaufes von Bananen- und BeifuBextrakt und Laccase A mit 0,001 M
Phloridzin in Mcllvaine-Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten. Die eingesetzte Enzymkonzentration betragt
20 U/ml. Dargestellt sind die farblichen Veranderungen der Lésungen in Abhangigkeit der Zeit, des pH-Wertes und
der eingesetzten Enzyme.
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Betrachtet man die Reaktionen des Bananenextraktes mit Phloridzin, fallt auf, dass zum Zeitpunkt O h
bei keinem der pH-Werte eine Farbung auftritt. Erst nach zwei Stunden beginnen sich die Loésungen
bei pH 4,0 und 4,6 zu verfarben. Die Farbzunahme bei pH 7,0 wird erst ab ca. 5 h deutlich erkennbar.
Nach 5h Reaktionszeit ist bei pH4,0 und 4,6 optisch keine Zunahme der Farbintensitdt mehr
erkennbar. Auch nach 25 h Inkubation bei Raumtemperatur scheinen sich die Farben der Losungen
nicht mehr zu dndern. Anders sieht es bei pH 7,0 aus. Hier nimmt die Farbintensitdt langsamer zu als
bei niedrigeren pH-Werten. Erst nach ca. 20 h dndert sich der Farbton nicht mehr. Nach 25 h ist ein
deutlicher Unterschied der Farbtone zwischen den pH-Werten 4,0 und 7,0 zu erkennen. Dies beruht
auf den Eigenschaften der POPs, die bei pH-Werten > 6,0 von gelb bis leicht orange zu orange bis braun
wechseln. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Farbgebung der Oxidationsprodukte ist bei allen hier
eingesetzten Enzymen zu erkennen.

Schon zum Zeitpunkt O h tritt bei allen BeifulRextrakt-Ansatzen eine leicht griinliche Farbung auf. Diese
ist aber kein Produkt einer enzymatischen Reaktion, sondern wird von der intensiven dunkelgriinen
Farbe des BeifuRextraktes selbst verursacht. Bei pH 4,0 ist Uber den gesamten betrachteten
Reaktionszeitraum keine Farbverdanderung erkennbar. Aber bei pH 4,6 schlagt die griinliche Farbung
nach 5 h leicht ins gelbliche um. Die nicht oder nur schwach erkennbaren Farbveranderungen bei
niedrigen pH-Werten kénnten durch Uberdeckung der griinlichen Eigenfarbe der Lésung verursacht
werden. Des Weiteren zeigen BeifulR-PPOs im Bereich niedriger pH-Werte geringe Aktivitat, so dass
eventuell nur wenig Phloridzin umgesetzt werden kann. pH 7,0 dagegen entspricht dem Optimum der
BeifuR-PPOs. Hier ist nach 5 h eine deutliche orange-braune Farbung zu erkennen. Diese verandert sich
auch nach 25 h Reaktionszeit nicht.

Die intensivsten Farbgebungen kdnnen bei den Reaktionen der Laccase A beobachtet werden. Hier
fallt auf, dass zum Zeitpunkt O h bei pH 7,0 bereits eine erkennbare Farbung eintritt. Auch bei den
anderen pH-Werten scheint die Reaktion schneller abzulaufen. Bei pH 4,0 und 4,6 entsteht nach 5 h
ein oranger Farbton, der sich von den gelblichen Tonen der PPOs unterscheidet. In der Losung mit
pH 7,0 ergibt sich nach 5 h ein dunkelbrauner Ton. Auch dieser unterscheidet sich von den mit PPOs

erzeugten, leuchtend orangen Farbtdnen unter gleichen Bedingungen.
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5.5 Reaktion mit dem Apfeltresterextrakt

Um die Eignung von Bananen- und BeifuB-PPOs und Laccase A zur Umsetzung des
Apfeltresterextraktes in farbige Produkte zu prifen, werden die unter 3.6 beschriebenen Ansatze
erstellt. Die Ergebnisse der pH-Wert-Ermittlung in den Ansdtzen unverdinnt, verdinnt mit
Leitungswasser und verdinnt mit Puffer entsprechend den pH-Optima der Enzyme, aber ohne

Enzymzusatz, sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Tabelle 12: Ergebnisse der pH-Wert-Ermittlung in den verschiedenen Apfeltresterextraktansatzen.

Verdiinnungmittel Verdiinnung pH-Wert
- - 4,6
Leitungswasser 1:2 4,0
Puffer pH 7,1 (Banane) 1:2 7,0
Puffer pH 6,8 (BeifuB3) 1:2 6,7
Puffer pH 5,6 (Laccase A) 1:2 5,4

Setzt man Leitungswasser zur Verdiinnung ein, fallt der pH-Wert des Ansatzes auf 4,0. Bei Verwendung
von Puffer mit hoheren pH-Werten als der des Apfeltresterextraktes steigt der pH-Wert in den
Ansatzen. In allen mit Puffer verdiinnten Ansatzen liegt der pH-Wert beinahe bei dem des eingesetzten
Puffers. Zu beachten ist, dass sich der Polyphenolgehalt in den verdiinnten Ansatzen halbiert.

Verdlinnt man den Apfeltresterextrakt, tritt eine sofortige Triibung auf. Diese kdnnte von Substanzen
verursacht werden, die bei Konzentrationen < 70 % Ethanol ausfallen. Gibt man die Enzyme zu den
Losungen, bildet sich nach einiger Zeit auch in den unverdiinnten Ansatzen ein Niederschlag. Eventuell
fallen Reaktionsprodukte oder die Enzyme selbst aus. Um dennoch einen Farbumschlag in den
Ansatzen erkennen zu konnen, werden diese zum Zeitpunkt O h und nach 20 h Reaktionszeit

zentrifugiert und die Uberstinde fotografiert. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse.
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Reaktionszeit: Oh 20h
Bananen-
pH4,0
extrakt
BeifuRR- pH 4,0
extrakt
Laccase A .  pH4,0

Abbildung 26: Darstellung des Reaktionsverlaufes von Bananen- und
BeifuBextrakt und Laccase A mit dem Apfeltresterextrakt. Je nach Art der
Verdiinnung ergeben sich unterschiedliche pH-Werte: pH 4,6 (unverdiinnt),
pH 4,0 (1:2 Leitungswasser), pH 7,0 (1:2 Mcllvaine-Puffer pH 7,1), pH 6,7 (1:2
Mcllvaine-Puffer pH#6,8), pH5,4 (1:2 Mcllvaine-Puffer pH5,6). Fir die
unterschiedlichen Enzyme wird jeweils ein Puffer entsprechend des pH-Optimums
gewihlt. Die eingesetzte Enzymkonzentration betragt 20 U/ml. Dargestellt sind
die farblichen Veranderungen der Losungen in Abhangigkeit der Zeit und des pH-
Wertes.
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Betrachtet man die Ansatze zum Zeitpunkt 0 h, fallt auf, dass der Apfeltresterextrakt selbst eine
orange-braune Farbung aufweist. Durch Verdiinnung mit Puffer oder Leitungswasser schlagt diese ins
gelbliche um. In den Ansadtzen mit unverdiinntem Apfeltresterextrakt bei pH 4,6 ist bei keinem der
Enzymextrakte bzw. —gemische ein deutlicher Farbumschlag erkennbar. Wie erwartet, hindert eine zu
hohe Ethanolkonzentration die Enzyme daran, ihre Funktion zu erfillen.

In den mit Leitungswasser verdiinnten Ansatzen scheint der gelbliche Farbton nach 20 h intensiver
geworden zu sein. Die Bananen-PPOs arbeiten bei pH 4,0 noch mit knapp 30 % ihrer Aktivitat, wahrend
die Aktivitat der BeifulR-PPOs auf unter 10 % sinkt, bezogen auf Brenzcatechin. Da im Ansatz des
BeifuRextraktes ein leichter Farbumschlag erkennbar ist, kénnten sich die Optimalbedingungen
aufgrund der Beschaffenheit des Apfeltresterextraktes verschoben haben. Im Gegensatz zum
unverdiinnten Apfeltresterextrakt findet hier, trotz geringerem Polyphenolgehalt, eine Reaktion statt.
Dies ist auf den niedrigeren, durch die Verdiinnung erzielten Ethanolgehalt von ca. 35%
zurtickzufiihren.

Die auffdlligste Farbanderung wird in den Ansdtzen mit pH-Werten nahe den ermittelten
Optimumswerten der jeweiligen Enzyme erzielt. Bei allen eingesetzten Enzymen ist ein deutlicher
Farbumschlag von der gelblichen Ausgangslosung ins braunliche zu erkennen. Dies war zu erwarten,
da Enzyme ihre volle Aktivitait unter den jeweils optimalen Bedingungen entfalten. Dabei
unterscheiden sich die von den jeweiligen Enzymen erzeugten Farbtone untereinander. Wahrend der
Bananen-Ansatz eine rotbraune Farbung aufweist, ist der BeifuR-Ansatz dunkelbraun und der Laccase
A-Ansatz hellbraun gefarbt. Ein Faktor, der diese unterschiedliche Farbgebung beeinflusst, ist der pH-
Wert. Hier verhalt es sich dhnlich wie bei der Reaktion mit reinem Phloridzin. Die Reaktionen bei pH 4,0
ergeben einen gelben Farbton, wahrend die des Bananen- und BeifuRextraktes bei pH 7,0 und pH 6,7
eine dunklere braune Farbung hervorrufen. Die Laccase A produziert bei pH 5,6 einen hellbraunen

Farbton, der ebenfalls zu den Beobachtungen unter 5.4 passt.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Umsetzung von aus Apfeltrester gewonnenen
Polyphenolen, insbesondere von Phloridzin, zu definierten Farbextrakten mit Hilfe von pflanzlichen
Polyphenoloxidasen und fungalen Laccasen moglich ist. Die Hauptaufgabe bestand darin, geeignete
PPOs ausfindig zu machen, sie zu charakterisieren und entsprechend einzusetzen.

Die Aktivitaten in den Bananen-, Trauben- und Beifullextrakten wurden mittels Brenzcatechintest
bestimmt. Je nach pflanzlicher Quelle konnten unterschiedlich hohe PPO-Aktivititen extrahiert
werden. Dabei lag der BeifuR mit durchschnittlich 2235 U/g vorne, gefolgt von der Banane mit 411 U/g.
Die Traube mit 17 U/g zeigte die geringste Aktivitat. Hier ist zu betonen, dass PPO-Aktivitaten stark von
duBeren Bedingungen wie pH-Wert, Temperatur und eingesetztem Substrat abhadngig sind. Um die
PPO-Affinitat gegeniber anderen Substraten zu priifen, missen weitere Tests mit poly- bzw.
monophenolischen Substraten durchgefiihrt werden. Zu haufig eingesetzten PPO-Substraten zahlen 4-
Methylchatechin, Pyrogallol, Chlorogensiure oder Gallussdure [*°!. Sie besitzen alle mindestens einen
aromatischen Ring, an den Hydroxylgruppen substituiert sind, unterscheiden sich aber stark in der
Struktur ihrer Seitenketten. Moglicherweise kénnen durch den Einsatz anderer Substrate hohere
Aktivitaten erzielt werden.

Oft werden wahrend der Extraktion neben Ascorbinsdure weitere Stoffe zugesetzt, die die Reaktion
der PPOs mit pflanzeneigenen Polyphenolen verhindern sollen. Dazu zahlen unter anderem der
Komplexbildner EDTA und Konzentration > 1 % PVP, PVPP oder PEG 2112211381 Auf diese Weise wird
die Bildung von moglicherweise inhibierenden Produkten und die braunliche Verfarbung des Extraktes
unterbunden. Diese Stoffe werden nach der Extraktion durch weitere Aufreinigungsschritte wieder
entfernt, um in spateren Reaktionen keinen negativen oder inhibierenden Effekt auf die PPOs
auszuiben. Da in dieser Arbeit aber ein schnelles Extraktionsverfahren notig war, wurden lediglich
0,01 M Ascorbinsdure und 1% PVPP als Zusatze getestet und auf weitere Aufreinigungsschritte
verzichtet. Dabei zeigte sich, dass die Extraktion mit Zusatzen deutlich erfolgreicher verlief als ohne.
Allerdings besteht bei der Extraktion der PPOs noch Optimierungsbedarf. Neben der Konzentration
und Auswahl der Zusatze sollten der pH-Wert, die Extraktionsdauer und -temperatur an die jeweiligen
Extraktionsquellen angepasst werden. Die Beiful3-PPOs verlieren bei Raumtemperatur sehr schnell an
Aktivitat. Hier sollte eine Kihlung wahrend der Extraktion in Betracht gezogen werden, um der
Warmeentwicklung des Mixers entgegen zu wirken. Trauben- und Bananen-PPOs scheinen in der
Hinsicht weniger empfindlich zu sein. Um den optimalen pH-Wert zu bestimmen, kdnnen
Stabilitatstests mit den Enzymen durchgefiihrt werden, denn oft ist das pH-Optimum nicht der Wert,

bei dem die Enzyme am stabilsten sind.
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AuBerdem sollte eine teilweise Aufreinigung der Enzyme stattfinden. Dies hat in vielen Fallen einen
stabilisierenden Effekt auf PPOs. Denn auch wenn anfanglich hohe Aktivitdten extrahiert wurden,
nehmen diese in den Extrakten, selbst bei -20 °C, schnell ab. Dies kann Folge der Beschaffenheit der
unbehandelten Enzymextrakte sein. Neben den PPOs sind viele weitere Substanzen wie Proteine,
Kohlenhydrate und Polyphenole im Extrakt enthalten, die Einfluss auf die Enzymaktivitat und -stabilitat
nehmen koénnen. Die BeifuR-PPOs stellten sich als besonders empfindlich heraus. Eine weitere
Aufreinigung konnte dem entgegenwirken. Dazu kdnnten weitere Versuche zur AS-Fallung stattfinden.
Auch der Einsatz von lonenaustauschchromatographie 5% oder Fallung mit organischen Substanzen 2%
sind in der Literatur beschrieben. Zwar hielten die eingesetzten Verfahren zur Stabilisierung die
Aktivitat in den Extrakten Uber den beobachteten Zeitraum konstant, es kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dass storende Substanzen enthalten sind. Zudem gingen alle
Stabilisierungsverfahren mit einer deutlichen Aktivitdtsabnahme einher. Die Lagerung in 50 % Glycerin
reichte aber fiir die Zwecke dieser Arbeit aus und ermoglichte geniigend Stabilitat, um die PPO-
Extrakte zu charakterisieren.

Bei der Charakterisierung muss bericksichtigt werden, dass pro Extrakt kein einzelnes Enzym
extrahiert wurde. In den meisten Pflanzen liegen PPOs in Form mehrerer Isoenzyme vor. So konnten
beispielsweise im Bananenfruchtfleisch insgesamt 17 PPO-Isoenzyme und weitere in der Schale
nachgewiesen werden Y. Dementsprechend sind gemessene Aktivititen Resultat eines
Zusammenspiels mehrerer PPO-Isoenzyme. Hier fand also die Charakterisierung der jeweiligen PPO-
Systeme in den Extrakten statt.

Mit den bei ASA Spezialenzyme vorliegenden Testmethoden zur Bestimmung der Laccase-Aktivitat
konnte keine Reaktion beobachtet werden. Die eingesetzten Substrate, ABTS und 2,6-
Dimethoxyphenol, sind etablierte Stoffe zur Ermittlung von Laccase-Aktivitdt. Das Ausbleiben der
Reaktion spricht fiir die Abwesenheit von Laccasen und Laccase-Nebenaktivitat in den pflanzlichen
Extrakten. Dies war zu erwarten, da Laccasen haufiger in Pilzen und Bakterien, aber seltener in hoheren
Pflanzen vertreten sind. Ausschlielich mit dem Brenzcatechintest konnte Aktivitdt nachgewiesen
werden. Diese Testmethode spiegelt allerdings nur die Diphenolaseaktivitdt in den Extrakten wider.
Ebenfalls interessant ware eine Messung der Monophenolaseaktivitdt, die bei der Reaktion mit
Phloridzin eine wichtige Rolle einnimmt. Daflir misste allerdings eine neue Testvorschrift mit
geeignetem monophenolischen Substrat erstellt werden.

Dokumentierte pH-Optima von pflanzlichen PPOs sind sehr weit gefachert, liegen aber normalerweise
zwischen pH 4,0 — 8,0. Mit den hier ermittelten pH-Optima der Extrakte im neutralen Bereich befinden
sich die Werte im genannten Rahmen. Wichtig ist es, fir jedes pH-Optimum das eingesetzte Substrat
anzugeben. Des Weiteren wird das pH-Optimum von der Extraktionsmethode und dem bei der

Aktivitatsbestimmung verwendeten Puffer beeinflusst. Je nach Variation dieser Bedingungen ergeben
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sich unterschiedliche Optima fiir gleiche PPO-Systeme. Fiir aus Trauben extrahierte PPOs wurde ein
pH-Optimum von 3,5 — 4,0 mit 4-Methylcatechin als Substrat ermittelt **. Bei Verwendung von
Brenzcatechin zeigten sich Optima im Bereich von 6,0 — 7,3 Y, Diese Werte passen zu dem hier
bestimmten Optimum von pH 7,4. Ebenso passt das fiir die Bananen-PPOs bestimmte Optimum von
pH 6,8 zu den literarischen Werten. Diese dokumentieren ein Optimum bei pH 6,5 mit Dopamin “? und
im Bereich von pH 7,0 mit Brenzcatechin 3. Fiir die BeifuR-PPOs gibt es derzeit keine Vergleichswerte
in der Literatur. Mit pH 7,1 fligen sie sich aber ebenfalls in den fiir pflanzliche PPOs typischen neutralen
Bereich ein. Hinsichtlich ihres spateren Einsatzgebietes im Medium Apfeltrester waren pH-Optima im
sauren Bereich wiinschenswert. Allerdings konnte an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, dass
sich die pH-Optima bei Einsatz von Apfelpolyphenolen als Substrat in den gewiinschten Bereich
verschieben. Da die deutlichste Reaktion aber in den mit Puffer verdlinnten Ansdtzen stattfand, ist
anzunehmen, dass sich die pH-Optima bei der Umsetzung des Apfeltresters weiterhin im neutralen
Bereich befinden.

Ebenso wie die pH-Optima umfassen die Temperatur-Optima von pflanzlichen PPOs ein weites
Spektrum von ca. 20 — 45 °C. Neben den (blichen Einflussfaktoren der Temperatur auf enzymatische
Reaktionen wird hinsichtlich PPOs der Einfluss auf die Loslichkeit von Sauerstoff diskutiert. Mit
steigender Temperatur verringert sich auch der geloste Sauerstoff im Reaktionsmedium. Dieser ist flr
die Reaktion von PPOs essentiell und beeinfluss die Aktivitit der Enzyme **.. Auch die Abhingigkeit
des Substrates ist deutlich erkennbar. So ist in der Literatur fir Trauben-PPOs ein Temperatur-
Optimum von 25 — 45 °C mit 4-Methylcatechin Y und eins von 25 °C mit Catechin ** verzeichnet. Das
hier ermittelte Optimum von 30 °C wurde mittels Brenzcatechin bestimmt und liegt zwischen den
Literaturwerten. Fiir Bananen-PPOs ist ein Optimum von 30 °C mit Dopamin und Brenzcatechin
angegeben 31142 Der hier ermittelte Wert von 43 °C liegt héher. Allerdings ist zu beachten, dass sich
die Aktivitdt im Bananenextrakt zwischen 25 und 45 °C nur minimal andert. Auch hinsichtlich des
Temperatur-Optimums gibt es fir Beifu-PPOs keine Eintrdge in der Literatur. Die charakterisierten
Enzymextrakte zeichnen sich durch hohe Aktivitdaten bei niedrigen Temperaturen aus. Schon bei 25 °C
steigen ihre Aktivitaiten auf lber 80 %. Dies wirkt sich positiv auf den spateren Einsatz und die
Prozessfiihrung des Verfahrens aus, da kein zusatzlicher Warmeeintrag fiir den Reaktionsablauf notig
ist und so Kosten eingespart werden kdnnen.

Um die Enzyme im ethanolhaltigen Apfeltresterextrakt einsetzen zu kénnen, mussten diese auf ihre
Stabilitat im besagten Losungsmittel untersucht werden. Dabei wurde deutlich, dass eine gewisse
Konzentration an Ethanol einen stabilisierenden Effekt auf die PPO-Extrakte ausiibt. Ab 50 % Ethanol
beginnen die Aktivitditen im Beifullextrakt Gber den beobachteten Zeitraum stark zu sinken. 60 %
Ethanol bewirkt einen leichten Abfall im Bananenextrakt und selbst 70 % Ethanol haben noch eine

stabilisierende Wirkung auf die Trauben-PPOs. Anders verhalt es sich mit der Aktivitat direkt in den
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Ethanollésungen. Wahrend 40 % Ethanol auf alle Extrakte stabilisierend wirken, zeigen die Enzyme in
40 %iger Ethanollésung nur knapp 50 % (BeifuR-PPOs), 30 % (Banenen-PPOs) und 5 % (Trauben-PPOs)
ihrer urspringlichen Aktivitat. Dabei fallt auf, dass je instabiler sich die Extrakte gegeniiber Ethanol
zeigten, desto aktiver waren sie in der Losung selbst. Vermutlich stabilisiert Ethanol die PPOs in einer
inaktiveren Form. Das Losemittel sorgt dafiir, dass die Enzyme in diesem stabileren Zustand verbleiben.
Bis zu gewissen Konzentrationen ist der Vorgang reversibel, so dass in ethanolfreien Lésungen wie
Puffer der Wechsel in die aktivere Form moglich ist. Ab zu hohen Konzentrationen ist die Wirkung von
Ethanol aber irreversibel. Moglicherweise finden aufgrund der Polaritdt des Losemittels starke
Anderungen in der dreidimensionalen Struktur der Enzyme statt, sodass keine Zustandsidnderungen
mehr moglich sind. In Folge dessen sinkt die Stabilitat. Der stabilisierende Effekt zeigt sich am
deutlichsten im Traubenextrakt. Bis zu 70 % Ethanol bewirken eine reversible Fixierung der PPOs in
ihrer inaktiveren Form, so dass die Stabilitat zwar positiv ausfallt, in den Loésungen selbst aber wenig
bis keine Aktivitat gemessen werden kann. Die BeifuB-PPOs zeigen in mit Puffer verdinnten
Ethanollésungen die hochsten Aktivitaten. Vermutlich fallt die Fixierung in der inaktiveren, stabileren
Form durch Ethanol weniger stark aus als in den anderen Extrakten. Sie liegen vorwiegend in
instabilerer aber aktiverer Form vor. Deswegen konnen direkt in den Ethanollésungen noch relativ
hohe Aktivitdten im Vergleich zu den anderen Extrakten gemessen werden, die Stabilitat ist aber
geringer. Insgesamt zeigten alle Extrakte hohere Aktivitdten in den mit Puffer verdiinnten Lésungen.
Dies war zu erwarten, da die Enzyme in ihrer natirlichen Umgebung ebenfalls in Gegenwart von
gelosten Salzen und anderen Stoffen vorliegen, die stabilisierend auf ihre Struktur wirken kénnen. Die
mit Puffer verdinnten Ethanollésungen entsprechen eher der natiirlichen Umgebung als die mit
Leitungswasser verdiinnten Lésungen.

Bei der Reaktion mit Phloridzin wurden neben den PPO-Extrakten auch die bei ASA Spezialenzyme
vorliegenden Laccase-Gemische A, C und F getestet. Laccase C und F sowie der Traubenextrakt zeigten
keine Reaktion. Im gesamten Arbeitsverlauf war die Aktivitat im Traubenextrakt am geringsten. Dies
kénnte an einem niedrigen PPO-Gehalt von Trauben im Vergleich zu Banane und Beiful} liegen. Eine
weitere Moglichkeit ware das Vorliegen von latenten PPOs im Traubenextrakt. Um dies zu prifen,
konnten Methoden zur Aktivierung der Enzyme angewandt werden. Dazu zahlen die Exposition der
Enzyme gegenliber sauren pH-Werten, unterschiedlichen Konzentrationen von SDS oder ungesattigten
Fettsduren. Als weitere Aktivierungsmethode wird die Inkubation mit Proteasen beschrieben. In vielen
Fallen konnte festgestellt werden, dass PPOs in zwei Formen mit unterschiedlichem Molekulargewicht
existieren: eine schwere, inaktive Form und eine leichtere, aktive Form. Die aktive Form entsteht durch
partielle Proteolyse am carboxyterminalen Ende des Enzyms. [©!

Im Verlauf der Reaktion von Laccase A, Bananen- und BeifuBextrakt wurde die Abhangigkeit der Farbe

der entstehenden POPs vom pH-Wert deutlich. Ansatze der PPO-Extrakte zeigten < pH 6,0 eine
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gelbliche Farbung, bei hoheren pH-Werten eine orange. Die Ansatze der Laccase A resultierten in
deutlich dunkleren Farben. Bei Werten < pH 6,0 zeigte sich eine orange Farbung, die bei héheren pH-
Werten in braunliche Téne umschlug. Des Weiteren waren die Farbumschldage in den Laccase A-
Ansatzen zu friheren Reaktionszeitpunkten erkennbar als die der PPO-Ansatze.

Die Ursache fir diese Differenzen liegt vermutlich in den unterschiedlichen Reaktionsmechanismen
von PPOs und Laccasen. Die Reaktion von PPOs mit Phloridzin ist unter 2.2.3 beschrieben. Das
Auftreten einer Lag-Phase, in der das Enzym seinen Zustand an das gegebene Substrat anpasst, um die
Addition einer Hydroxylgruppe zu katalysieren und das Intermediarprodukt POPi zu bilden, ist auch
hier zu erkennen. Erst nach ca. 2 h kénnen bei den Bananen-PPOs und nach 3 h bei den Beiful3-PPOs
gelbliche Farbungen beobachtet werden, die auf die Bildung von POPj und vorhandene
Monophenolaseaktivitat schliefen lassen. Laccasen besitzen keine Monophenolaseaktivitdt im Sinne
der Addition von Hydroxylgruppen. Sie oxidieren ihre Substrate zu Phenoxyradikalen, die in Losung
schnell weiter reagieren. Die Vermutung liegt nahe, dass in den Laccase-Ansdtzen nicht nur die unter
2.2.3 beschriebenen POPs entstehen, sondern Polymerisationsprodukte mit dhnlichen, farbenden
Eigenschaften, welche die dunkleren Farbtdne hervorrufen. Da aber auch bei den Laccase A-Ansatzen
der Einfluss des pH-Wertes deutlich wird, liegen vermutlich POPs in der Losung vor. Dies konnte auf
das Vorliegen von Laccase A als Enzymgemisch zurlickzufiihren sein. Literaturrecherchen ergaben, dass
aus dem Pilz Agaricus bisporos, aus dem Laccase A stammt, bereits PPOs isoliert wurden. Eventuell ist
neben den Laccasen ein PPO-Anteil enthalten, der mittels Monophenolaseaktivitdit den ersten
Reaktionsschritt Richtung POPj katalysiert. Die Reaktion der Laccasen und anschlieRende spontane
Polymerisation kénnten zu weiteren farbenden oder reduzierenden Produkten fiihren. Letztere
wirden die Monophenolaseaktivitdt der PPOs begiinstigen und die Lag-Phase verkirzen. Auf diese
Weise wiirde Phloridzin schneller in seine Reaktionsprodukte umgesetzt werden.

Folgt man dieser Theorie, kdnnte der Grund fir die ausbleibende Reaktion der Laccasen C und F der
fehlende PPO-Anteil im Enzymgemisch sein. Die Gemische stammen aus den Pilzen Trametes spec. und
Trametes trogii., von denen bisher keine Isolation von PPOs, welche die hier beschriebenen Mono- und
Diphenolaseaktivitaten besitzen, bekannt ist.

Fiir die Reaktion mit dem Apfeltresterextrakt erwiesen sich die mit Puffer verdiinnten Ansdtze
erwartungsgemall am geeignetsten. Hier rufen die Reaktionen mit den eingesetzten Enzymen
abweichende Farbtone, bezogen auf die Reaktion mit reinem Phlorodzin, hervor. Hinsichtlich des
Apfeltresterextraktes ist zu beachten, dass neben Phloridzin noch weitere Polyphenole und andere
Substanzen enthalten sind. Diese konnen zu weiteren unbekannten Reaktionsprodukten fiihren und
die ablaufenden Reaktionen und die Enzyme selbst positiv oder negativ beeinflussen. Das
Vorhandensein von reduzierenden Substanzen wiirde beispielsweise die Monophenolaseaktivitat der

PPOs beglinstigen, wahrend andere Begleitstoffe die Reaktion eventuell storen. AuBerdem besitzt der
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Apfeltresterextrakt selbst eine braun-rote Farbung. Diese kdnnte die Farbe entstehender Produkte
Uberdecken, so dass die Reaktion optisch nicht genau verfolgt werden kann. Auch der im
Reaktionsverlauf entstehende Niederschlag konnte die Reaktion negativ beeinflussen. Polyphenole
die ausfallen, kénnen von den PPOs und Laccasen nicht mehr umgesetzt werden. Sollten die Enzyme
selbst ausfallen, werden diese wahrscheinlich inaktiv und kdnnen die Reaktion nicht mehr katalysieren.
Auch beim Einsatz von Apfeltresterextrakt ist die Abhdngigkeit der Farbbildung bezlglich des pH-
Wertes erkennbar. Bei pH 4,0 konnte in allen Ansatzen nach 20 h eine leicht intensivere Gelbfarbung
beobachtet werden, wahrend die Ansdtze im neutralen pH-Bereich rot bis braun gefarbt waren.
Allerdings konnte die weniger deutliche Reaktion bei pH 4,0 auch der geringen Enzymaktivitat in
diesem Bereich zuzuschreiben sein. Zudem ist im Apfeltresterextrakt weniger Phloridzin als in den
Vorversuchen mit dem reinen Stoff enthalten. Der Polyphenolgehalt und seine Zusammensetzung
schwanken stark in Apfeln und somit auch im Trester. Der Anteil von Dihydrochalkonen liegt meist
zwischen 2 — 6 %. Angenommen, 2 % der extrahierten Polyphenole waren Phloridzin, so wiirde sich
eine Konzentration von 0,027 g/l, bezogen auf den gemessenen Gesamtpolyphenolgehalt, ergeben.
Das ist gerade mal 1/20 der in vorherigen Versuchen eingesetzten Phloridzinkonzentration. Trotzdem
findet eine klare Verfarbung der Loésung in den mit Puffer verdiinnten Ansatzen statt. Die entstehenden
Brauntone unterscheiden sich je nach eingesetztem PPO-Extrakt bzw. Laccase-Gemisch und pH-Wert.
Um den Einfluss der eingesetzten Enzyme und des pH-Wertes differenzieren zu kénnen, sollten weitere
Versuche stattfinden.

Die Reaktionen im Tresterextrakt finden in Anwesenheit von ca. 35 % Ethanol statt. Um der
aktivitdtshemmenden Wirkung von Ethanol auf PPOs entgegen zu wirken, konnten auch hier
Aktivatoren zugesetzt werden. Moglicherweise wird so die Zustandsanderung von einer vermutlich
inaktiveren in eine aktivere Form beglinstigt.

AulRerdem sollte eine Optimierung der Tresterextraktion erfolgen. Dabei sind eine Entfernung der
Storstoffe sowie eine Konzentrierung der Polyphenole, insbesondere der Dihydrochalkone,
anzustreben. Ein von Storsubstanzen freier Extrakt wirde sich vermutlich positiv auf die
Niederschlagbildung bei der Verdiinnung und im Laufe der Enzymreaktion auswirken.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde dennoch deutlich, dass Laccase A, Bananen- und BeifuRk-
PPOs in der Lage sind, Polyphenole, insbesondere Phloridzin, aus Apfeltrester zu andersfarbigen
Stoffen umzusetzen. Wichtig sind dabei eine nicht zu hohe Ethanolkonzentration und die Wahl des
richtigen pH-Wertes bezliglich Enzym und gewiinschter Farbe.

Um aus den hier vorliegenden Ergebnissen einen Prozess zur Herstellung von Lebensmittelfarben zu
entwickeln, ist noch ein hoher Optimierungs- und Forschungsaufwand nétig. Zudem sollten weitere
Untersuchungen beziglich der Reaktionsparameter sowie der eingesetzten PPOs und Laccasen

erfolgen, um die Erzeugung definierter Farbextrakte steuern und reproduzieren zu kénnen. Aulerdem
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missen die entstandenen Extrakte auf farbende Eigenschaften untersucht werden. Diese Arbeit zeigt
jedoch, dass die Herstellung von Farbextrakten mit den hier eingesetzten Enzymen grundsatzlich
moglich ist. Da die Nachfrage fiir Alternativen zu synthetischen Lebensmittelfarben besteht, ist die

Produktion natirlicher Farbstoffe aus Apfeltrester mittels PPOs und Laccasen ein vielversprechender

Ansatzpunkt.
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Datenblatter der Laccasen

Laccase A

Speziaknzyme for Analytlk und Synthesen
Produktnformathon
Laccase A
Bamranadiol oxypen cxidoreduciase, E.C. 1.10.3.2
Easchrelbung: Emzymgamisch zur Poiymearisation und Enbiamung von phendalschan
Substarmran. Polyphencloidase oxdert ofho- und para-Diphencke zu
den entspreachendan Chinonen und FRenadyredicakan, walche spontan
pofymearisieran und aus der Lasung eusgeisi wardar.
Harkuritt Agaricus blsponis
ARt AL 1 500 L (:Subsiral- Brenzketechin], = 1.5 g (Substrat: Syringaida-
ZIny; » 60 L¥mg Proein; (LycphiksaT)
Subsirat=per HHAE Laccase A setd alng grofBe Aneanl won SubsTsien um, 7.8, Breandka-
tachin, 2,6-Dimemcey phenal, Syrngaidazin
Substrat Foalalhea AWihdlat %)
p-Phenyendamin 100
N,N-Dimaty-g-phanylendiamin o4
Gulacol T2
Pyrogalil 62
1-Maphtoi ED
Ealechin 36
Ascorinsaums 16
Phiaragiucnal B
Inhibtomn: Dias Enrym wind won warschiedenan metzibindandan Reaganzizn und
Datargarzien gahemm
Substrat Ralalhea ARIrdiE! %)
MNE-ATK {1 mM) 100
Ma-ATK (0.1 mkg B0
KCHN {1 mM 100
KCHN (D1 mild} B&
Catyiprridiniumbromid (1 ) 5
Catyiprridiniumbromid (0.1 mi) 3
CatfTy ftimathyiemmoniumbromid (1 M) 80
CatrTy fimathyiammeniumbromid (0.1 m B
EDTA {1 mAkf) 36
EDOTA (0.1 mbg ]
AR Scnr marryma GmizH Tal: &3 (I3 2= E-Wud: smarveniGuas-anryma da
e Ecar 130 Fmc: +&3 (01371 SA22-35 nimmat  wes sy de
[tz ol nbain| Saitn 112
Carary Simnd: LWL
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Produksl

Spezlaienzyme fur Analyik und Synihesen AS A

ATeEnoung: Ausialiung won phanolschen Substanran
Emrymailsche Braunung von Lebensmitiein {Kekap, Kafies uw.a.)
Varklebung von Spanpiatien
Warandamnung der Besimtal und Konsisienz won Pasten, Gummisio:-
Harsielung won MIKrobi igen
Analyti von Phencen
Reakfinsparameler:  pH-Wert  Opimum: 6.6, eIl Im Bemich pH 25— 8.5
Tempargiur Oplimum: 80 - BOPC, akilv Im Barich 15— 7RG
Easialinr.: 2026
Lietarform; Lyaphilisat
Lagerung: KO lagerm, -20°C
Lagerstablital- & Monale stabll el —20°C
Litaratur: [1] WWood, DUAL, (1873}, J. Gan. Microbilol., 117, 327-338
[2] Wrigiey, 5.k, Glbson, J F., (1967), Blochim. Blophys. Acia, 816,
258-2654
A5 Bonr il oy GmisH Tal: +&% (031 BAZ-30 E-Wu: mrvmiEwm-ancy e da
Am Exar 130G Fmc: «43 (02137 @A22-33 Intmmat: s -a ey de
Dz ' ol ot | St 213
Garray St DTS
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Speziaienzyme f0r Analytk und Synthesan
Produkenformation

ASA

Laccase C
Barzandlol; axygen midomduciase, E.C. 11032

Baschralbung: Emrymgamisch our Umsatzung won phenolizchan Yerbindungan in
ruminsiomahnilchan m=n. Laccase aidien ortho- und para-
Diphencie Tu den entsprchanden Chinonan und Phanayradikalan,
walche spontan polymerisiesn und aus der Lisung ausgeralt wardan.

Harkunil: Tramales smac.

AltivHat: 1 /000 L {Subsirat Syringaldarin), = 400 U] (Subsiral- Brenzkate-
chin); = 45 L'mg Prodain

Subsirat=parHHaL: Laccase C salriaine groda Anzahl won phanolschen (such haloge-
niart] Subsiraten um

Armsenoung: Ausialiung von phanolschan Substanzan
Emrymaiische Braunung von Letensmitiein {Kekan, Kafies u.a.)
Varkleburg von Spanpiatien
Verandenung der BasiFtat und Korsisienz won Pasten, Gummisiod-
Analyti von Phencen

Reaklonsparamaier:  pH-Wert  Oplimum: 5.0, 2l Im Berich pH 30— 7.6
Temperatur Optimum; 70°C, akiv Im Baraich 20 — B0°C

Bagiall-r.: 2020

Lisariorm: halbraunas Pusar

Lagerung: KOl lagerm, 4 — 6°C

Litaratur: Wood, DA, (1679}, J. Gan. Microbdol., 117, 327-338

AR, B i oy GmisH Tal: +&% (015331 BAZE-30 E-Nud: marvmEum-ancya da

A Ear 130 Fmc: «43 (0231 B822-33 nimmat:  wes s anyTe do
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Anhang

Laccase F

Spezlakenzyme fr Analyilk und Syninesen AS A

Produksl

Laccase F

Barrandiol: oxypen axdomductzsa, E.C. 1032

Baschnelbung: Emrympemisch aur Umsaung won phendlischan Varbindungen In
huminstofahniichen Palymeren. Laccase axklier ortha- und para-
Diphenoie zu den ent=pechanden Chinonen und Phenayradikalan,
walche sponien polymerisiern und aus dar Lisung ausgeralt werdan.

Harkunt: Trameies trogil.

- ARt Itat = 60 D00 Vg {Subsirat: ABTS), = 10000 LVQ (Subsirat: Syringaidaring;

> 100 Limg Proteln

Substrat=per KHAE: Laccase F =atrt aine groGa Anzanl von phenolischan {such haloge-
niart] Subsiraien um

Amssnoung: Ausialiung von phenolschen Substanzan
Emrymaiizche Braunung won Labansmitiain (Kekan, Kafiea u.a])
Varkieburyg von Spanpiatien
Varandanung der Basimtal und Konsisienz won Pasten, Gummisiod-
Analyti von Phencien

SlabliRak Hohe Stabiital bal Tempamiuren < 45°C

Regiiionsparamaier:  pH-Wart Oplimum: . 3.0, ekiv Im Baralch pH 25— 7.0
Temparaiur Oplimum: B5°C, akily Im Baneich 20 -70°C

Basgiall-Nr.: 2036

Liadariorm: dunkelioraunas Pukar

Lagerung: KON lagem, 4 — 6°C

Litaratur: Ming-Qiang Al (2018, J Microblol. Biolechnol., 2881 1361130
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