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Summary

Carotenoids are unique pigments synthesized in higher photosynthetic plants, photosynthetic
microorganisms as well as in non-photosynthetic microorganisms. Due to recent scientific research, the uses
of carotenoids have found increasing application in the fields of medicine, biotechnology and food
chemistry. However advanced research has only yet begun and a lot still has to be established, especially
when it comes to microbiological carotenoids and their applied testing. Consequently there is a need for a
robust and highly sensitive measuring technique, as the analysis of microbial carotenoids and their terminal
products of substitution sometimes only appear in traces. The aim of this publication is therefore to present
the development of an efficient method of analysis for the determination of carotenoids as well as three
subsequent applications of the established method on non-photosynthetic bacteria and yeasts.

To breed and harvest the microorganisms, a suitable cultivation technique was developed using agar plates.
Resulting from this, the required biomass could be generated for robust analysis. The generation of data for
evaluation was uncomplicated and specific parameters influencing control on the growth terms of the
examined species was permitted. For the development of the analysis method, emphasis was laid on
three main focuses: Firstly, attention was given to the development of a robust and practicable

cell-disruption procedure on laboratory scale, which particularly provides a high output of samples. These

demands could be met by a combination of enzyme-linked, mechanical and chemical cell disruption
techniques. Thus, from the resulting cell detritus, a wide spectrum of carotenoids became available and
could be extracted (,microbial robustness"). The established cell-disruption procedure used customary
laboratory devices only and provided an improvement of many methods used previously.

The second focus lay on the development of robust extraction procedures, by which microbial carotenoids

could be extracted exhaustively from the cell pellet after cell-disruption. On the other hand, attention was
given to minimize the losses of the extracted carotenoids due to adsorption and degradation. A solvent
mixture, containing chloroform and methanol, proved to be agent best suited for efficient extraction. The
pro-oxidative properties of chloroform were inhibited by anti-oxidants and adsorptive as well as photo-
oxidative losses were minimized by the use of coloured glass vessels. In addition, the losses of
hydrophilically substituted carotenoids into the aqueous supernatant (which is discarded finally) were
strongly reduced by zincacetate-precipitation prior to the centrifugation and extraction procedure.

The third focus lay on the development and optimization of an efficient and robust chromatographic

method, to realize the separation of carotenoid extracts resulting from screening and the subsequent
experiments of supplementation. The development and optimization of the chromatographic method was
aimed at maximizing the selectivity for screening. At the same time it was aimed to shorten the
chromatographic runtime, however sustaining the ability of separating the main carotenoids of selected
microorganisms from the supplementation experiments (adequate resolution). This could be achieved by
the use of a RP-C,, stationary phase, the development of sufficient elution gradients, by the optimization of
the flow rate and the column temperature, as well as the application of a mobile phase additive.
Interpreting the results of the numerous chromatographic tests, it could be assumed that the degradation of
carotenoids discovered during the column passage, is due to impurities coming from metal ions and the
mechanism of degradation are aggravated by residual silanol groups from the non-endcapped RP-C,
column. The tentative mechanism of the excessive peak-tailing, offered by some xanthophylls, is the
hydrophilic interaction between the xanthophyll's oxygen groups and the residual silanol groups of the

non-endcapped stationary phase. Results demonstrate that certain mobile phase additives may avoid the



negative properties of non-endcapped RP-C,, phases nearly completely and therefore highlight its positive
properties. The established chromatographic method shows an acceptable running-time altogether, with a
good resolution. Thus a very useful and robust tool for the chromatographic separation of a wide spectrum
of microbial carotenoids as well as their substituted derivates is provided. For the evaluation of this
optimized method, parameters for their validation, such as the range of linearity, precision and the recovery
rates were determined, as well as the limit of detection and the limit of quantification. The ascertained
parameters prove that the established methods provide an exact and efficient analytic procedure for
cultivation, harvesting, separation and quantification of carotenoids from bacteria and yeasts.

After the development of the method, it was used for three purposes: The first application was a screening
of different bacteria, yeasts and two types of fungi. With this, the amount and the spectrum of several
carotenoids could be characterized. Evidently this was a novum for some of the species, who had never had
their carotenoid-spectrum characterized before. Using the screening process in combination with the
established cell disruption procedure, a good "microbial robustness" for different types of bacteria, yeasts
and fungi could be shown. In addition, the method's ability to recognise visually false-positive contents of
carotenoids was demonstrated. Moreover, within the screening and the subsequent application of the

established method (termed as supplementation experiments), the small amount of lyophilized biomass

needed for the determination process and the methods high throughput of samples, were of a big
advantage.
With the second application of the method, the effects of more than 20 different nutrients added to a basic-

growth medium were examined. The microorganisms (i.e. the selected bacteria and yeasts) were chosen
according to the results of the previous screening. Obtained results demonstrate that by supplying certain
supplements to the growth medium, a considerable increase in the yield of carotenoids, as well as an effect
on the carotenoid biosynthesis is possible. This could be exploited economically. The best effects were
achieved by the supplements iron chloride and xylose on Phaffia rhodozyma and on Rhodotorula spp. With
the help of this yeasts the economically important carotenoids Astaxanthin and p-Carotin can be produced
biotechnological. Therefore the preserved results deliver useful data for the optimization of these
biotechnological procedures.

With the third and last application, the established method served as a starting point for an improved
development of the LC-MS method, which was developed for the identification of isoprenoid biomarkers.
Apart from examining the molar mass and fragmentation-patterns of known carotenoids, the method was
modified to cater for the decoding of yet unknown carotenoids. If for no other reason, the method
developed herewith is especially suited for the identification of biomarkers. Using this technique, ensures
that carotenoids and hydrophilically substituted carotenoids are not denatured and their structures altered,
which increases the specificity for biomarkers originating from different microorganisms.

Currently little is known about the structure and function of many microbiologic carotenoids. Evidently, as
more research is done into the field of microbiologic colorants and dyes, it will widen the spectrum of
known carotenoids. This will also open the door for the biochemical use and exploitation in other areas of
medicine. Furthermore, using the metabolism of microorganisms, carotenoids could be synthesized in an
economical viable way. This work has thus laid some foundation for the analysis of microbial carotenoids.
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Kapitel 1 — Einleitung

1. Einleitung

Unter den verschiedenen in der Natur vorkommenden Pigmenten kommt den Carotinoiden auf Grund ihrer
vielfaltigen Eigenschaften und Funktionen eine besondere Bedeutung zu. Carotinoide sind biologisch
essentiell fur die Photosynthese und fir das Leben in einer sauerstoffhaltigen Atmosphére.
Ernahrungsphysiologisch  zeigen  einige  Vertreter ~ Provitamin-A-Aktivitdt ~ und/oder  besitzen
medizinisch-prophylaktischen ~ Charakter gegen viele degenerative Zivilisationskrankheiten — wie
Atherosklerose, Macula-Degeneration, Katarakt und Krebs als eine der mortalitdtshdchsten Erkrankungen
Uberhaupt (MaIaNI et al. 2009, RAo et al. 2007, KRINSKY et al. 2005, COOPER et al. 1999, CoLLINS 2001,
AGARWAL et al. 2000, Pava et al. 1999, GRADELET et al. 1998, PETO et al. 1981). Des Weiteren werden
Carotinoide auf Grund ihrer effizienten Inaktivierung von Singulettsauerstoff und der starken
Hautakkumulation bei oraler Supplementierung (Carotinodermie) erfolgreich zur Behandlung von
erythropoetischer Protoporphyrie eingesetzt (KELLEY et al. 2007, ALEMZADEH et al. 2004, STAHL et al. 2002,
EICHLER et al. 2002). DarUber hinaus sind Carotinoide die am héaufigsten verwendeten Farbstoffzusatze in
Lebensmitteln und Futtermitteln sowie in Kosmetika (Lucas et al. 2008, BAKER et al. 2005, MOLLER et al.
2000, NEeus et al. 1991).

Carotinoide verfligen Uber ein erhebliches Anwendungspotential auf medizinischem, biotechnologischem
und lebensmitteltechnologischem Gebiet, was dank aktueller Forschung stetig an Bedeutung gewinnt.
Trotzdem zeigt sich speziell auf dem Gebiet der mikrobiellen Carotinoide sowohl in der analytischen
Methodik als auch fir anwendungsbezogene Untersuchungen ein beachtlicher Forschungsbedarf.

Das Vorkommen, die Struktur und die Funktion vieler mikrobieller Carotinoide sind vielfach noch
unbekannt und nicht abschlieend erforscht. Strukturell bekannt sind gegenwartig Gber 700 verschiedene
Carotinoide (FRASER et al. 2004, HORNERO-MENDEZ et al. 2002). Uber 80% dieser Carotinoide wurden dabei
urspriinglich aus Pflanzen oder Tieren isoliert und sind Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten,
welche in zwei Fallen sogar die Verleihung des Nobelpreises nach sich zogen (RICHARD KUHN und PAuL
KARRER, Nobelpreis fur Chemie 1937 und 1938). Im Vergleich dazu sind Carotinoide aus Mikroorganismen,
insbesondere aus photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen wie Hefen, Pilzen und Bakterien, bisher
wenig untersucht worden.

Unabdingbare Voraussetzung flr jede Forschungsarbeit (ber wmikrobielle Carotinoide ist eine
reproduzierbare und robuste Analytik. Da Carotinoide sehr instabil gegentber Licht, Sauerstoff und
erhéhten Temperaturen sind und zur Isomerisierung und Degradation neigen, muss bei der Analytik und
vor allem bei der Extraktion darauf geachtet werden, dass diese einerseits moglichst schnell und
probendurchsatz-stark (wirtschaftlich) ist, aber andererseits auch selektiv, quantitativ und artefaktfrei verlauft.
Dies gelingt zumeist nur durch die Entwicklung von einer speziell auf das Problem zugeschnittenen

Analysenmethode.



Kapitel 1 — Einleitung

1.1 Carotinoide in photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen

Carotinoide sind in der mikrobiellen Biosphare weit verbreitet, wobei sie nicht nur obligat in
photosynthetisch aktiven, sondern fakultativ auch in photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen
vorkommen (LIAAEN-JENSEN et al. 1972). Zur ersten Kategorie zahlen alle Algen und zur zweiten viele Pilze
und Hefen. Im Reich der Pilze kénnen Carotinoide in Vertretern aller vier Klassen Myxomycetes,
Phycomycetes, Ascomycetes und Basidiomycetes), aber vor allem auch in der Gruppe der Fungi imperfect
(Deuteromycetes) gefunden werden (SANDMANN et al. 2002a, DAvoLl et al. 2007, CIEGLER 1965). Im Reich
der Bakterien kénnen Carotinoide sowohl in phototrophen als auch in heterotrophen Arten vorkommen
(LIAAEN-JENSEN et al. 1972, TAYLOR 1984a). Soweit die bisherigen Ergebnisse eine Verallgemeinerung flr
mikrobielle Carotinoide zulassen, treten im Vergleich zu den pflanzlichen Carotinoiden neben den
sauerstofffreien Carotinoiden (Carotine) bevorzugt mehr oder weniger hoch oxidierte Xanthophylle in
strukturell groBer Vielfalt auf (LIAAEN-JENSEN et al. 1972). Dennoch konnte das Xanthophyll Lutein, im
Gegensatz zu seinem Konstitutionsisomer Zeaxanthin, in photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen
bislang noch nicht eindeutig nachgewiesen werden (BHOSALE et al. 2003a. BHUPINDER et al. 1991, CIEGLER
1965). Neben der Akkumulation von sauerstofffreien Carotinen ist fir viele Pilze und Hefen die
Akkumulation von Xanthophyllen mit sauren Molekllgruppen, wie beispielsweise Neurosporoxanthin,
Torularhodin und Rhodotorulin, charakteristisch (CIEGLER et al. 1965).

Abgesehen von ihrer Funktion als sekundare Lichtsammel-Pigmente kédnnen Carotinoide in photosynthetisch
aktiven Bakterien die Zelle vor letaler Photooxidation, verursacht unter anderem durch zelleigenes
Bakteriochlorophyll, schitzen (MATHIS et al. 1982, BURNETT et al. 1976, SISTROM et al. 1956, FULLER et al.
1958, MARESCA et al. 2006). In photosynthetisch inaktiven Bakterien und Hefen scheinen Carotinoid-
Pigmente eine ahnliche photoprotektive Funktion zu erflllen (GESSLER et al. 2002, TADA 1993, KUNISAWA et
al. 1958, MICHELINE et al. 1959, Duc et al. 2006). Unterstitzt wird diese Theorie durch die Beobachtung,
dass eine Exposition der Zellen mit UV-Licht in Kombination mit Sauerstoff auf Carotinoid-pigmentierte
Bakterien im Gegensatz zu ihren pigmentlosen Mutanten kaum phototoxisch wirkt (MATHEWS et al. 1960,
DWORKIN et al. 1958). Allerdings zeigen nicht alle Experimente mit farblosen Mutanten eine verstarkte
Phototoxizitat im Vergleich zum Wildtyp (GoobwiN 1980). Manche Zellen zeigen Phototoxizitat,
unabhangig von einem endogenen Photosensitizer, nur bei Anwesenheit eines exogenen Photosensitizers
(MICHELINE et al. 1960). Die Annahme, dass mikrobielle Carotinoide nicht zwingend notwendig fir den
Schutz vor Photooxidationen sind, wird von der Tatsache gestlitzt, dass in nicht-phototrophen, aeroben
Bakterien und in Hefen Carotinoid-Pigmente eher sporadisch vorkommen. Eine gesicherte photoprotektive
Funktion fur Carotinoide in photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen bleibt demzufolge fraglich,
letztlich auch deshalb, weil viele sekunddre Metabolite eher als Abfallprodukte angesehen werden, die
einem metabolischen Uberschuss der Zelle mit Kohlenstoff entstammen sollen (Rose 1979). Gleichwohl
werden sekundare Metabolite von den Zellen hauptsachlich erst dann abgesondert, wenn das Wachstum
zum Stillstand gekommen ist, wohingegen intrazellulére Carotinoide oftmals wachstums-gekoppelt sind
(TANAKA et al. 1971, Rose 1979). Eine vergleichsweise wenig gepriifte Hypothese zur Funktionalitat nicht-
phototropher bakterieller Carotinoide ist die Funktion eines Membranverstarkers, welche in Eukaryoten von
Cholesterol und anderen Sterolen bernommen wird (MITCHELL et al. 1986, OURISSON et al. 1994). Durch

ihre  membrandhnliche Lipophilie und Moleklilgeometrie kdnnen sich Carotinoide in biologische
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Membranen einlagern und in der Folge ihre Fluiditdt verandern (PINTEA et al. 2005). Bei thermophilen
Bakterien wird beispielsweise eine funktionelle Membranverstarkung durch  Carotinoide als
Uberlebensstrategie bei extrem hohen Temperaturen postuliert (HARA et al. 1999, SuBCZYNSKI et al. 1992).
Hierflr sind besonders geeignet Carotinoide mit polaren Endgruppen wie Hydroxycarotinoide und deren
Glycoside sowie Fettsdureester, welche vor allem in thermophilen Bakterien zahlreich vertreten sind (ROTTEM
etal. 1979, LAzrRAK et al. 1988).

Prinzipiell ist die Untersuchung von Strukturen und biologischen Funktionen mikrobieller Pigmentierungen
schon seit einiger Zeit Gegenstand von Forschungsarbeiten. Viele dieser Arbeiten liegen jedoch sehr lang
zurlick und wurden nicht mit den heute zur Verfligung stehenden technischen Moglichkeiten und der hoch
entwickelten Analytik durchgeflihrt. Daher ist es sinnvoll, bereits bestehende Ergebnisse mit einer
adaquaten Methode zu Uberprifen und zu verifizieren, insbesondere da manche Ergebnisse héufig
widersprichlich sind. Beispielsweise sei hier die aulerst kontroverse Diskussion um das Vorkommen von
Canthaxanthin in Micrococcus roseus genannt (NELIS et al. 1991 u. 1989a, COONEY et al. 1966 u. 1981,
UNGERS et al. 1968, SCHWARTZEL et al. 1970 u. 1974a, ASCENZI et al. 1975, DIERINGER et al. 1977). Dartber
hinaus ist insbesondere bei photosynthetisch inaktiven Mikroorganismen das Wissen {ber die
Zusammensetzung und die Steuerung der Pigmentbildung noch liickenhaft, wéhrend photosynthetisch

aktive Organismen diesbeziiglich genauer untersucht worden sind.

1.1.1 Wirtschaftliche und biotechnologische Bedeutung

Der Bedarf an preisgtinstigen Carotinoiden fir Lebensmittel, Futtermittel, Arzneimittel und Kosmetika ist in
den letzten Jahren enorm angestiegen (CIAPARA et al. 2006, BAKER et al. 2005). Parallel zu dem wachsenden
Einsatz von Carotinoiden fordert der Verbraucher verstarkt moglichst naturbelassene Produkte und
natlrliche Quellen fir die Carotinoidgewinnung (SILVA et al. 2004, JAYARA] et al. 2007, BRAMLEY et al. 2003).
Beide Anspriiche lassen sich mit Hilfe der chemisch-technischen Synthese nicht erflllen: Die Entwicklung,
Zulassung und Produktion ist preisintensiv und die resultierenden ,synthetischen” Produkte werden beim
Verbraucher oftmals weniger akzeptiert als die auf ,natlrlichem” Wege hergestellten Produkte (HussAIN et
al. 2006). Auch gentechnische Herstellungsverfahren sind beim Verbraucher zumeist unerwiinscht und
werden deshalb und auf Grund der kostspieligen Entwicklung sowie zahlloser gesetzlicher Vorschriften
(Zulassung, Kennzeichnung, Ausbringen in Freilandversuchen etc.) bislang nur in geringem Umfang zur
Herstellung von Carotinoiden angewandt (Duc et al. 2006, FRASER et al. 2004). Gleichermallen sind
gentechnisch, fur Futtermittel gewonnene Carotinoide im Moment wirtschaftlich wenig attraktiv (BAKER et al.
2004). DemgegenUber ist die biotechnologische Produktion mit Hilfe von genetisch nicht veranderten
Mikroorganismen eine vom Verbraucher akzeptierte und zur Deckung des steigenden Bedarfes an speziellen
Carotinoiden bevorzugte Variante (AMITABHA et al. 2007, Duc et al. 2006, SaJiLATA et al. 2008).

In Deutschland und in der EU sind gegenwartig Uber 20 verschiedene Carotinoide zur Farbung
verschiedenster Lebensmittel und Futtermittel zugelassen (ZZulV 2008, Anlage 1). Einige wenige Vertreter,
wie beispielsweise Bixin und g-Apo-8'-carotenal (BAPO), werden dabei ausschlieB3lich synthetisch hergestellt
(COuNSELL  1984). Die Mehrzahl der gegenwartig verwendeten Carotinoide hingegen wird sowohl

synthetisch als auch durch Extraktion von Pflanzen gewonnen (FRASER et al. 2004, MANGELS et al. 1993,
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KLAul et al. 1981, TAYLOR et al. 1984b). Ein nicht unerheblicher Anteil der verwendeten Carotinoide stammt
aus biotechnologischer Produktion mittels Mikroorganismen (FRASER et al. 2004, EvAns et al. 1990).
Vornehmlich flr die orangeroten Ketocarotinoide gibt es anstelle von Mikroorganismen bislang keine
andere preiswerte kommerziell nutzbare pflanzliche oder tierische Quelle (JAYARA) et al. 2007, CUNNINGHAM
et al. 2005, HussAIN et al. 2006). Besonders die Pigmentgruppe der Ketocarotinoide hat in letzter Zeit
enorm an medizinischem und wirtschaftlichem Interesse gewonnen. Das verstarkte wirtschaftliche Interesse
an der mikrobiellen Carotinoid-Synthese resultiert hauptsachlich aus dem Ausbau der Meerestierzucht
(Aquakultur), wobei Astaxanthin (AST) dem Futter zugesetzt wird, um bei Lachsen, Forellen und Krebstieren
die vom Verbraucher gew(inschte Pigmentierung zu erreichen (BOEHMER et al. 2005, OSTERMEYER et al. 2004,
SPRINGATE 1999). Medizinisch ist die mikrobielle Synthese von Ketocarotinoiden, wie beispielsweise AST und
Canthaxanthin (CAN), Gberaus interessant, da beide Xanthophylle eine bessere antioxidative Aktivitat und
andere physiologische Effekte zeigen als ihre sauerstofffreien Analoga (JAYARA) et al. 2007, Suzuki et al.
2006, OHGAMI et al. 2003, LEE et al. 2003, Miki et al. 1991, KRINSKY et al. 1993).

Konkurrierend zur mikrobiell-biotechnologischen Produktion werden Ketocarotinoide wie AST und CAN von
Hoffmann-La Roche und der BASF AG auch mittels chemischer Totalsynthese hergestellt (CIAPARA et al. 2006,
DE MIGUEL et al. 2001, SPRINGATE 1999).

Mikrobiell-biotechnologisch  kénnen  Carotinoide prinzipiell aus photosynthetisch  aktiven und
photosynthetisch nicht aktiven Zellen gewonnen werden. Inzwischen werden sowohl aus Algen (Dunaliella
spp. und Haematococcus spp.) als auch aus Hefen bzw. Pilzen (Phaffia rhodozyma und Blakeslea trispora),
Produkte versuchsweise kommerzialisiert (GARCIA-MALEA et al. 2009, Liu et al. 2008, BOONYARATPALIN et al.
2001, MANTZOURIDOU et al. 2008). Die 6konomische Produktion von Carotinoiden mit Algen oder anderen

phototrophen Mikroorganismen im GroBmalstab wird jedoch durch einige Nachteile begrenzt:

- Die Carotinoid-Synthese und Akkumulation ist an die Sonneneinstrahlung gekoppelt. Aus diesem
Grund muss die Anzucht in grof3flachigen Teichanlagen an geographisch und klimatisch geeigneten
Orten erfolgen (ASKER et al. 2002, DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al. 2007, MALDONADE et al. 2008).

- Photosynthetisch aktive Mikroorganismen synthetisieren Gberwiegend B-Carotin (BCAR) und/oder
a-Carotin (aCAR) als Hauptcarotinoid und seltener die bevorzugten Ketocarotinoide (CIEGLER et al.
1965 u. 1959).

- Die Synthese von wirtschaftlich bedeutsamen Ketocarotinoiden, wie CAN und AST mit Hilfe von
Algen stellt hohe Anspriiche an das Wachstumsmedium und muss haufig erst induziert werden
(DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al. 2007, HARKER et al. 1996, NELIS et al. 1991).

- Zur Gewinnung der Carotinoide muss Chlorophyll aufwendig abgetrennt werden (GRIEHL et al. 2007,

GARCIA-MALEA et al 2009, HUANG et al. 2008, MACIAS-SANCHEZ et al. 2008).
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Aus den genannten Grlnden sollte die Verwendung photosynthetisch nicht aktiver Mikroorganismen fir
eine biotechnologisch effiziente Carotinoid-Produktion besser geeignet sein. Hierbei kénnen entweder die
in der Natur vorkommenden Wildstdmme oder gentechnisch modifizierte Mikrooganismen wie
beispielsweise Escherichia coli und Candlida utilis verwendet werden (ALBRECHT et al. 1997 u. 2000a/b,
WANG et al. 1999, MIURA et al. 1998). Allerdings offenbaren die gentechnisch modifizierten Stamme,

neben der bereits erwdhnten mangelnden Verbraucherakzeptanz, auch einige biochemische Nachteile:

- Es kénnen spontane Riickmutationen mit einem daraus resultierenden partiellen bis vollstdndigen
Verlust der Fahigkeit zur Carotinoid-Biosynthese auftreten (BAEzA et al. 2008, DOMINGUEZ-BOCANEGRA
etal. 2007 u. 2004, Voet 2002).

- Es kdénnen wichtige Gene stillgelegt werden und in der Folge auxotrophe Mutanten entstehen,
wodurch preisintensive N&hrmedienzusatze, die fir ein Wachstum notwendig sind (z.B.
Aminosauren) supplementiert werden mussen (BAEzA et al. 2008, RODRIGUEZ-VILLALON et al. 2008,
DE MIGUEL et al. 2001, FRASER et al. 2004).

Bei gleichbleibender Verbraucherhaltung ist die Verwendung natlrlicher Wildstéamme folglich die
6konomischere Variante zur Produktion mikrobieller Carotinoide. Allerdings befindet sich diese, bis auf
einige Ausnahmen, Uberwiegend noch in der Testphase. Dabei fehlt es insbesondere an effizienten und
probendurchsatz-starken analytischen Methoden, um derartige biotechnologische Verfahren kostenglnstig

entwickeln und optimieren zu kdnnen.

1.1.2 Biochemische und medizinische Aspekte

Biochemisch besitzen mikrobielle Carotinoide wie auch ihre pflanzlichen Vertreter die drei charakteristischen
Eigenschaften: 1. Radikalfanger (Antioxidans), 2. Dioxygenase-Affinitat (Pro-Vitamin-A-Aktivitat) und
3. UV-VIS-Absorption (Lichtsammelpigmente). Neben letzterer ist zumeist die Pro-Vitamin-A-Aktivitdt von
a-Carotin, p-Carotin und pg-Cryptoxanthin (BCRY) die bekannteste Eigenschaft (SIMPSON et al. 1983).
Menschen und Tiere kdnnen Carotinoide, die mindestens einen funktionellen B-lonon-Ring im Molekdl
enthalten, zu Retinal und weiter zu Retinol konvertieren. Ahnlich dazu ist Lutein (LUT) ein Vorlaufer von
3-Dehydroretinol (Vitamin A2) in Fischen und ein Vorldufer von 3-Hydroxyretinol in einigen Insekten
(OLsON et al. 1989, VOGT et al. 1984).

In der Funktion als Radikalfénger (Antioxidans) kénnen mikrobielle Carotinoide nicht nur positiv, wie
beispielsweise Astaxanthin, sondern auch negativ als Resistenzfaktor, wie beispielsweise Staphyloxanthin,
wirken (WALSH et al. 2008, Liu et al. 2008). Dies wird im Zusammenhang mit Staphylococcus aureus
deutlich. S. aureus /st einer der widerstandsfahigsten und gegen géangige Antibiotika zunehmend
unempfindlichen Keime, welcher biochemisch zugleich Carotinoide (beispielsweise Staphyloxanthin)
synthetisieren kann (PELz et al. 2005, WIELAND et al. 1994, MARSHALL et al. 1981, HAMMOND et al.
1970a/b/c).  Auf Grund der Resistenz werden bestimmte Stdamme auch als MRSA-Stamme
(Methicillin-resistente Staphylococcus aureus) bezeichnet (Daum 2008, KLEVENS et al. 2007, SINGLETON et al.

2001). Vor allem bei immun-supprimierten Patienten koénnen solche Erreger neben Abszessen und
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Wundinfektionen auch lebensbedrohliche Erkrankungen wie eine Herzmuskelentziindung (Myokarditis) und
eine Lungenentziindung (Pneumonie) oder eine Blutvergiftung (Sepsis) auslosen. Die Resistenz von MRSA-
Stammen kann dabei zuséatzlich durch Carotinoide, die beispielsweise die goldschimmernde Oberflache von
S. aureus-Kolonien bewirken (u.a. Staphyloxanthin), noch gesteigert werden. Diese Carotinoid-Pigmente
kénnen das Bakterium vor aggressiven Molekilen schitzen, welche das Immunsystem zur Abwehr nutzt
(WALSH et al. 2008, Liu et al. 2005, PeLz et al. 2005). Die Pigmente wirken — wie in Obst und Gem{se — als
Antioxidationsmittel, d.h. sie konnen Reaktionen mit reaktiven Sauerstoffspezies verhindern, welche von
Makrophagen und Granulozyten zur Abwehr generiert werden. Diese Theorie resultiert aus den
Erkenntnissen, dass S. aureus-Pigment-Mangelmutanten, im Gegensatz zum Wildtyp, /n vitro eine stark
erhohte Empfindlichkeit gegentiber dem Angriff von neutrophilen Granulocyten zeigten (Liu et al. 2005). In
Ubereinstimmung dazu wurde der unpigmentierte - und fiir den Menschen normalerweise ungefhrliche -
Staphylococcus pyogenes mit der Transformation und Befahigung zur Biosynthese der S. aureus-Carotinoide
gegeniiber dem Angriff der Neutrophilen deutlich resistenter (Liu et al. 2005). Analoge Ergebnisse zur
Beeinflussung der Pathogenitéat zeigen auch /n vivo-Versuche im Mausmodell (Liu et al. 2008 und 2005).
Neben S. aureus existieren noch eine Reihe weiterer pathogener und/oder fakultativ pathogener Bakterien,
die Carotinoide synthetisieren. Beispielsweise kann der gelb pigmentierte Enterobacter sakazakii unter
bestimmten Bedingungen, insbesondere bei Sduglingen und Kleinkindern, Sepsis, Meningitis und Enteritis
auslosen, die nicht selten letal verlaufen (NAZAROWEC-WHITE et al. 1997). Auch fakultativ pathogene
Streptococcus spp. konnen durch Carotinoide pigmentiert sein (MERRITT et al. 1978).

Der orange bis rétliche Rhodococcus equi hingegen ist hauptséchlich von veterindrmedizinischem Interesse.
Er tritt im Tierreich als Pathogen bei Pferden, insbesondere bei Fohlen, auf und verursacht subakute bis
chronische Bronchopneumonien, ulzerative Enteritiden, Pyamie sowie auch subkutane Abszesse (SELBITZ
1992, GIGUERE et al. 1997, TAkAl et al. 1997). Beim Menschen verursacht R. equ/ nur gelegentlich
opportunistische Pneumonien - vorrangig bei immungeschwachten Personen (EMMONS et al. 1991). Fir die
Pathogenitét von R. equiist u.a. der fakultativ intrazellulére Parasitismus (beispielsweise in Makrophagen)
bedeutsam (ASHOUR et al. 2003, TAKkAI et al. 1997). Inwieweit die Pathogenitdt von R. equi, E. sakazakii und
bestimmten Streptococcus spp. analog S. aureus durch Carotinoide unterstitzt wird, ist jedoch bislang noch
nicht untersucht worden. Darliber hinaus zeigen noch weitere potentiell pathogene Bakterien aber auch
fakultativ pathogene Hefen Pigmentierungen, die in der Regel auf Carotinoide zuriickzuflihren sind
(NAZAROWEC-WHITE et al. 1997). Ein moglicher Beitrag dieser Carotinoid-Pigmentierungen zum
Pathogenitéts-Mechanismus analog zu S. aureus wurde ebenfalls noch nicht gepruft.

Demzufolge stellen die mikrobiellen Carotinoide in Bezug auf ihr Mitwirken im Pathogenitéts-Mechanismus
bzw. in Bezug auf ihre Eigenschaft als Resistenzfaktor ein bislang kaum erforschtes Gebiet mit
vielversprechendem medizinischem Anwendungspotential dar. Sowohl fir das Screening und die
Strukturaufklarung mikrobieller Carotinoide als auch fir Untersuchungen zur Funktionalitdt derartiger

Carotinoide in Mikroorganismen fehlt es bislang noch an adéquaten und leistungsfahigen Methoden.
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1.2 Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Vielfalt der Mikroorganismen bietet ein noch nicht erschépftes Potential fir das Auffinden neuer
Carotinoidstrukturen mit neuen physiologischen Funktionen - medizinisch positiven wie negativen - und mit
zahlreichen wirtschaftlichen Verwendungsmaoglichkeiten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung, Etablierung und Anwendung einer Methode zur

Gewinnung und Bestimmung mikrobieller Carotinoide. Dabei sollen ausschlieRlich Carotinoide aus
photosynthetisch inaktiven (nicht-phototrophen) Bakterien und Hefen untersucht werden. Zusatzlich soll die
Methode auch an Pilzen getestet und weiterflihrend auf spezielle Fragestellungen angewendet werden.

Die nachstehend aufgeflihrten Punkte geben die speziellen Ziele und Untersuchungsschwerpunkte der

einzelnen Kapitel dieser Arbeit im Detail wieder.

1.2.1 Entwicklung und Optimierung einer analytischen Methode zur Gewinnung und

Bestimmung mikrobieller Carotinoide

Kapitel 2 beschreibt die Entwicklung und Bewertung der analytischen Methode. Dabei sollen folgende

Parameter untersucht und optimiert werden:

- das Verfahren der Keim-Aufzucht und der Zellernte,

- die Gewinnung der flr eine Bestimmung notwendigen Probenmenge,
- die Effizienz des Zellaufschlussverfahrens,

- die Effizienz der Extraktion,

- die Effizienz der Trennung und

- die Linearitdt und Wiederfindungsrate der Methode.

Es wird angestrebt, dass die Methode eine prazise Quantifizierung von mikrobiellen Carotinoiden erlaubt.
Das Protokoll der Methode soll hierbei so gestaltet werden, dass eine moglichst breite Anwendbarkeit auf

verschiedene Mikroorganismen (,mikrobielle Robustheit”) sowie ein hoher Probendurchsatz gewahrt wird.

1.2.2 Screening ausgewahlter Bakterien und Hefen auf Carotinoide

Kapitel 3 beschreibt das Screening, als erste Anwendung der Methode, auf eine Reihe von Bakterien und

Hefen sowie auf zwei Pilz-Spezies mit hefedhnlichem Stadium. Basierend auf der optimierten und
validierten Methode (Kapitel 2) soll beim Screening qualitativ und quantitativ auf Carotinoide untersucht

werden.
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1.2.3 Untersuchungen zum Einfluss von Nahrmedienzusdtzen auf das Carotinoid-Spektrum

ausgewahlter Bakterien- und Hefe-Spezies

In Kapitel 4 ist die zweite Anwendung der Methode dargelegt. Hierbei sollen an Hand der Ergebnisse des

vorangegangenen Screenings bestimmte Mikroorganismen ausgewdhlt und bei diesen der Einfluss
definierter Ndhrmedienzusatze (Supplemente) auf die Bildung und Verteilung ihrer Carotinoide untersucht
werden. Die Ergebnisse sollen dem Auffinden biotechnologisch nutzbarer Nahrmedien bzw.

N&hrmedienzusatze dienen, um die Ausbeute bestimmter Carotinoide zu erhdhen.

1.2.4 Nachweis und Charakterisierung von Isoprenoid-Biomarkern

Kapitel 5 beschreibt die dritte Anwendung und die hierfir eigens entwickelte LC-MS-Methode. Hierbei soll
basierend auf der Aufarbeitungsmethode aus Kapitel 2 eine neue LC-MS-Methode entwickelt werden, die
potentielle Isoprenoid-Biomarker bekannter Struktur nachweisen und Isoprenoid-Biomarker unbekannter
Struktur identifizieren kann. Fir letztere sollen anhand der Massenspektren Strukturvorschlage gemacht

werden.
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2.  Entwicklung, Optimierung und Etablierung einer analytischen
Methode zur Gewinnung und Bestimmung mikrobieller Carotinoide

2.1 Theoretische Vorlberlegungen zur Entwicklung des analytischen Verfahrens

Um eine robuste Methode fir ein mdglichst breites Spektrum von Bakterien (gram-negative und
gram-positive) sowie fir Hefen und Pilze zu entwickeln, mussten zuerst geeignete Modellorganismen

gefunden werden. Die gesuchten Testorganismen sollten dabei folgende Kriterien erfillen:

- obligate Biosynthese von Carotinoiden,

- leichte Kultivierbarkeit,

- Apathogenitat,

- schwer aufschlieBbare bzw. rigide Zellwand,

- photosynthetische Inaktivitat.

Aus den genannten Anforderungen heraus wurde fir Bakterien Micrococcus luteus und fir Hefen
Rhodotorula glutinis ausgewahlt. Beide produzieren bekanntermaflen Carotinoide und sind schwer
aufschlieBbar (SINGLETON et al. 2001, CHisTI et al. 1986, SIMPSON et al. 1977 u. 1963). Des Weiteren zeigen
beide keine Photosyntheseaktivitat und sind fir den Menschen apathogen.

Um die nachfolgende Entwicklung der Methode moglichst effizient zu gestalten, wurde das analytische

Verfahren in die folgenden Arbeitsschritte untergliedert:

1. Aufzucht und Ernte der Mikroorganismen,

Zellaufschluss bzw. Zell-Lyse,

Extraktion und Aufreinigung des Extraktes,

Separieren bzw. Auftrennen des Extraktes in Einzelkomponenten,

Identifizieren einzelner Komponenten,

o v A wWwN

Quantifizieren einzelner Komponenten und des Gesamt-Carotinoidgehaltes.

Anhand von Vorversuchen wurde jeder Arbeitschritt einzeln betrachtet und nach Moglichkeit optimiert.

2.2 Aufzucht und Ernte der Mikroorganismen

Im Folgenden wird die Entwicklung der Methodik des ersten Arbeitsschrittes, die Aufzucht und Ernte

Carotinoid-synthetisierender Mikroorganismen, beschrieben (vgl. 1.2.1).
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2.2.1 Bemerkungen zu allgemein tblichen Methoden

Die zur Aufzucht Carotinoid-synthetisierender Mikroorganismen im LabormafBstab am haufigsten

verwendete Methode ist die Kolben-Schuttelkultur. Diese Form der Anzlchtung bietet folgende Vorteile:

einheitliche Wachstumsbedingungen fir jede Einzelzelle,

- hohe Biomasseproduktion pro Einzelansatz,

- gute Voraussetzungen fir die Ubertragung auf die biotechnologische
GroBproduktion (sog. ,Scaling-up™),

- preisglnstige Labormethode.

In einer Flussigkultur kann das Spektrum und die Menge der gebildeten Carotinoide, neben der chemischen
Zusammensetzung des Wachstumsmediums, erheblich durch Faktoren wie dem Lichteinfall und dem
Luftzutritt sowie durch die Keimdichte bzw. die Wachstumsphase der Zellen beeinflusst werden (MICHELINE
et al. 1960, Krzeminski et al. 1960). Einige Mikroorganismen synthetisieren erst dann bestimmte
Carotinoide, wenn sie mit einer gewissen Menge Luftsauerstoff in Berithrung kommen (CIEGLER et al. 1965,
ANDREWS et al. 1976, Aksu et al. 2005 u. 2007). Daraus ergeben sich flir eine mikrobielle

Carotinoidproduktion in einer Flussig-Schittelkultur folgende Nachteile:

- unzureichendes Sauerstoffangebot (z.T. Verwendung von Schikanekolben notwendig),

- mangelnder bzw. inhomogener Lichteinfall bei einer beleuchtungsgesteuerten
Carotinoidbiosynthese,

- Minderung der Carotinoidproduktion durch Diffusion von I&slichen Hemmstoffen,

- mangelnde Vergleichbarkeit zwischen Kolben mit unterschiedlichem

Volumen/Oberflachen-Verhéltnis.

Die Ernte von Zellen aus einer Schittelkultur erfolgt im Allgemeinen mittels Zentrifugation. Hierbei kdnnen
|6sliche Schwebstoffe und andere Begleitstoffe mit in das Zellpellet gelangen. Diese zusatzliche nicht-
zelluldre Biomasse kann beim Auswiegen zu einer systematischen Uberschatzung des Trockengewichtes der
Zellen fuhren. Auch Reste von Carotinoiden nicht-mikrobiellen Ursprungs kénnen so aus dem
Flussigmedium in das Zentrifugat gelangen. Beide Gegebenheiten machen einen zusatzlichen Waschschritt
notwendig, sofern die Zellen aus einer FlUssigkultur durch Zentrifugieren gewonnen werden. Ein
alternatives Verfahren ist die Anzucht der Mikroorganismen auf Platten. Auch dieses Verfahren besitzt im

Hinblick auf die Produktion mikrobieller Carotinoide gegentiber der Schittelkultur einige Nachteile:

- inhomogenes Néhrstoffangebot fiir jede Einzellzelle,
- mogliche Wachstumshemmung durch statische Zell-Zell-Kontakte,
- arbeitsaufwéandiger und kostenintensiver als eine Schittelkultur,

- schwierige Ubertragbarkeit auf industrielle Produktionsmafstébe (sog. Sca/ing up).
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Dessen ungeachtet bietet die Aufzucht Carotinoid-synthetisierender Mikroorganismen auf Platten

insbesondere flir analytische Zwecke entscheidende Vorteile:

- natirliche Wachstumsform vieler Carotinoid-produzierender Mikroorganismen,
- direkte Lichteinwirkung méglich,

- direkte Sauerstoffeinwirkung moglich,

- direkte Einwirkung von Gasen (z.B. Ozon) als Induktoren/Repressoren

der Carotinoidbiosynthese méglich.

2.2.2 Ergebnisse der etablierten Methode zur Aufzucht und Ernte der Zellen

Basierend auf den vorgenannten Betrachtungen wurden alle Mikroorganismen letztendlich ausschlief3lich
auf Platten angezlchtet. Die Aufzucht erfolgte auf Basis der Methode der amtlichen Futtermittelkontrolle
(VDLUFA). In den Vorversuchen wurde das Animpfen der Platten (Ausstreichen) mittels Drigalski-Spatel
sowie mittels Impfdse erprobt. Sowohl flr Micrococcus luteus als auch fur Rhodotorula glutinis zeigte sich
bei Verwendung des Spatelverfahrens eine verminderte Ausbeute an Biomasse pro Platte gegenliber dem
Impfésenausstrich. Auf Grund dessen wurden alle nachfolgenden Beimpfungen von Platten mittels Impfése

vorgenommen. Ein Uberblick iiber die etablierte Plattenmethode ist in Abbildung 1 dargestellt.

Ausstrich mittels Impfése

A\ 4 A 4

Bakterien: Hefen:
*LB-Medium *YGC-Agar
+3d bis 7d +5d bis 9d
«aerob *aerob

v
| Ernte (Drigalski-Spatel) |

| Poolen (aqua dem.) |

| Zentrifugation (3500 U/min, 10min, 4°C) |

—>| Uberstand verwerfen
v
Lyophilisation

\ 4
| Archivierung (-80°C) |

Abbildung 1: Ablauf des etablierten Verfahrens zur Aufzucht und Zellernte von Carotinoid-produzierenden Mikroorganismen.
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Um zu Uberprifen, ob auf ein zusétzliches Waschen der Zellen verzichtet werden kann, wurde der
Carotinoidgehalt mit und ohne Waschschritt bestimmt. Des Weiteren wurde der wassrige Uberstand des
Zentrifugates quantitativ auf Carotinoide geprift. Die Ergebnisse mit und ohne Waschschritt (n=2) zeigten
keine nachweisbaren Carotinoide im Uberstand und keine Unterschiede im Gesamt-Carotinoidgehalt. Somit
konnte ein systematischer Fehler durch Verunreinigungen der Zellen mit Wachstumsmedium ausgeschlossen

und ein zusatzlicher Waschschritt eingespart werden.

2.2.3 Zusammenfassung der etablierten Aufzuchtmethode

Die etablierte Plattenmethode lieferte eine sehr zweckdienliche und praktikable Aufzuchtmethode fir
Untersuchungen des Carotinoid-Spektrums bzw. des Carotinoidgehaltes im analytischen Mafstab. Im
Gegensatz zur Schittelkultur kénnen mit der Plattenmethode, aufgrund der Maoglichkeit einer direkten
Bestrahlung und Begasung der Platten, photo- und/oder sauerstoff-induktive Effekte besser untersucht
werden. Verfalschungen durch Fremdorganismen konnten leicht erkannt und betreffende Platten aussortiert
werden, ohne den gesamten Ansatz verwerfen zu missen. Des Weiteren ermdglichte die Plattenmethode
leichter ,echte” Mehrfach-Bestimmungen im Gegensatz zur Schiittelkultur. Bei einer Schuttelkultur erfolgt
eine Mehrfachbestimmung zumeist Gber mehrere Proben aus einem einzelnen Kolben, wéhrend bei der
oben beschriebenen Plattenkultur eine separate Aufzucht und die weitere Bearbeitung einzelner Platten
moglich ist. Hierdurch kann die Streuung des gesamten Verfahrens zwischen mehreren Platten problemlos
bestimmt werden. Ferner kénnen einzelne Platten individuellen Wachstumsbedingungen ausgesetzt und so
deren Einfluss auf das Carotinoid-Spektrum bzw. den Carotinoidgehalt bestimmt werden. Es sei jedoch
erwahnt, dass die Methode gegenlber der Aufzucht als Schittelkultur in Kolben kosten- und
arbeitsintensiver (Anfertigung der Platten etc.) ist. Dagegen entféllt bei dieser Methode der bei der Ernte
der Zellen aus einer Flussigkultur notwendige Waschschritt.

Von biotechnologischem Interesse ist, dass mittels Impfésen-Ausstrich pro Platte mehr Biomasse gewonnen
werden konnte, als mittels Drigalski-Ausstrich. Moglicherweise hemmt beim Drigalski-Ausstrich ein
allseitiger Zell-Zell-Kontakt das Wachstum starker als ein einseitiger Zell-Zell-Kontakt beim Impf&sen-

Ausstrich.
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2.3 Zellaufschlussverfahren

Im Folgenden wird die Entwicklung der Methodik des zweiten Arbeitsschrittes, das Zellaufschlussverfahren,
beschrieben (vgl. 1.2.1).

2.3.1 Theoretische Vortberlegungen und Zielsetzung

Bis auf wenige Archaea erfordert die Gewinnung von Carotinoiden aus Pflanzen, Algen, Hefen, Pilzen und
Bakterien ein mehr oder weniger kompliziertes Aufschlussverfahren (Asker et al. 2002). Insbesondere Hefen
und gram-positive Bakterien sind gegeniiber gram-negativen Bakterien, Algen und hoheren Pflanzen
deutlich schwerer aufschlieBbar (ZIPPER et al. 1966, ANDERSON 2004). Aus diesem Grund wurden fir die
Entwicklung und Optimierung des Aufschlussverfahrens die Hefe Rhodotorula glutinis und  der
gram-positive  Micrococcus luteus als Testorganismen ausgewahlt (vgl. 2.1). Grundsétzlich kdénnen
Mikroorganismen mechanisch, chemisch und enzymatisch aufgeschlossen werden (DINGERMANN 1999,

CIEGLER et al. 1965). Hierbei bietet der mechanische Aufschluss die gréBte Verfahrensvielfalt:

- Morsern oder Verreiben mit Quarzsand oder Aluminiumoxid,

- Glasperlenaufschluss im Vortexer oder in einer Schwingmuhle,

- Frier-Tau-Zyklen bei verschiedenen Temperaturen oder mit Flissigstickstoff,
- Ultraschallaufschluss mittels Ultraschallsonde oder Ultraschallkammer,

- Hochdruckaufschluss mittels French-Presse, Homogenizer, Kugelmihle, Schwingmuhle u.w..

Bis auf das Ultraschallverfahren sind mechanische Aufschlisse meist arbeits- und zeitaufwendig. Sie sind
teilweise sehr kostenintensiv  (Anschaffungs-, Wartungs- und Prozesskosten) und erfordern ein
entsprechendes technisches Know-how (CAPELO et al. 2004, JOHNSON et al. 1978). Des Weiteren werden
einige mechanische Verfahren bei gram-positiven Bakterien (Quarzsand, Glasperlen, Ultraschall) und bei
Hefen (French-Presse u.w. Hochdruckverfahren) zum Teil als mangelhaft bewertet und ihre Effizienz zur
Gewinnung verschiedenster Biomaterialien unterschiedlich beurteilt (NI et al. 2008, DINGERMANN 1999,
SANGHA et al. 1995). Daher sollte beachtet werden, dass zur Gewinnung bakterieller Carotinoide bestimmte
Zellaufschlussverfahren, insbesondere Verfahren, die haufig zur Protein- oder DNA-Gewinnung genutzt
werden, unzureichend sein kdnnen. Mikrobielle Carotinoide werden auf Grund ihrer Struktur zum grof3en
Teil in Membranen eingelagert, weshalb fir ihre Extraktion auch die Membran selbst (Zellwand)
zertrimmert (aufgeschlossen) werden muss.

Die beste Effizienz gegenUlber einem breiten Spektrum von Mikroorganismen zeigt der Hochdruckaufschluss
(SIMPSON et al. 1963 u. 1977, MITCHELL et al. 1986). Das Verfahren ist allerdings von allen mechanischen
das prozessintensivste und erfordert einen enormen apparativen und finanziellen Aufwand, bei gleichzeitig
nur geringem Probendurchsatz (JOHNSON et al. 1978, SimMPsON et al. 1963 u. 1964). Da Carotinoide
temperaturempfindlich sind, muss bei der Verwendung mechanischer Aufschlussverfahren, wie
beispielsweise beim Ultraschall und Hochdruckaufschluss, die mitunter in betrachtlichem Mafe entstehende
Prozesswarme beachtet werden (NI et al. 2008, MERRITT et al. 1978). Alternativ zum mechanischen
Zellaufschluss werden chemische und enzymatische Verfahren genutzt. Chemisch kénnen Bakterienzellen

mit einer Reihe von Detergentien (z.B. SDS und Guanidin-Isothiocyanat) und Hefezellen mit dem
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wassermischbaren Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) oder mit Methylphenidat lysiert werden (PARK et
al. 2007, SebmAk et al. 1990, SPOERL et al. 1971, DINGERMANN 1999, RICHTER et al. 2006). Allerdings
wurden Detergentien zur Gewinnung mikrobieller Carotinoide bisher noch nicht eingesetzt. Mdglicherweise
ist das Verfahren fir die Carotinoidgewinnung ineffizient, da die Zellwand an sich intakt bleibt und nur ihre
Integritat verliert. Wesentlich attraktiver erscheint die enzymatische Form des Zellaufschlusses von Bakterien
mittels Lysozym bzw. von Hefen mittels Lyticase. Problematisch an diesem Verfahren ist, dass die
Wirksamkeit von Lysozym gegenlber gram-negativen Keimen eingeschrankt ist und nicht alle Hefe-Spezies
und Pilz-Arten mittels Lyticase angreifbar sind (BAUER 2002, ANDERSON 2004, Dol et al. 1976, OBATA et al.
1977, SINGLETON 2001, CHISTI et al. 1986, SANGHA et al. 1995). Des Weiteren wurde festgestellt, dass es im
Vergleich zu den aus Arthrobacter spp. gewonnenen, weniger aufgereinigten Enzympraparaten, bei
Verwendung von zuvor hoch-aufgereinigter und/oder rekombinant hergestellter Lyticase zu einer
Minderung der Aufschluss-Effektivitdt kommt (SHEN et al. 1991, FERRER 2006). Demzufolge werden beim
Aufschlussmechanismus von Hefen mittels Lyticase zusatzlich noch weitere, unterstiitzende Enzyme wie
Lipasen und Proteinasen diskutiert (FERRER 2006, SCOTT et al. 1980, CAPELO et al. 2004, ADAMITSCH et al.
2003). Fur analytische Zwecke werden alle drei Aufschluss-Methoden (mechanisch, chemisch und
enzymatisch) genutzt. In der industriellen Anwendung hingegen ist vor allem der enzymatische Aufschluss
wegen der zum Teil sehr hohen Kosten flr Enzyme (wie z.B. fUr Lyticase) bisher limitiert (TAUBERT et. al.
2000, CHisTi et al. 1986, SAJILATA et al. 2008). Aus diesem Grund wurden bereits fir industrielle Zwecke
einige weniger effektive Aufschluss-Verfahren dafir aber 6konomischere Alternativen wie die
Sprihtrocknung und die Co-Kultur mit enzymproduzierenden Bakterien (Bacillus circulans) getestet (BHOSALE
et al. 2003b, TONY et al. 2002, GENTLES et al. 1991, OKAGBUE et al. 1983, JOHNSON et al. 1978).

Wahrend flr die Analytik mikrobieller DNA und Proteine eine Vielzahl von Verfahren zum Zellaufschluss
existieren, ist die Methodenvielfalt zum Zellaufschluss und zur Gewinnung von Carotinoiden aus Bakterien
und Hefen eher begrenzt. Ein effizientes und robustes Verfahren zum effektiven und probendurchsatz-
starken Aufschluss von gram-positiven und gram-negativen Bakterien, von Pilzen, Hefen sowie von Archae

existiert bislang nicht.

2.3.2 Ergebnisse der Vorversuche zum Zellaufschluss

Im Rahmen der Entwicklung des Zellaufschlussverfahrens wurde eine Reihe von Vorversuchen durchgefihrt.
Die Effektivitdt des Aufschlusses wurde dabei indirekt Gber die Extraktausbeute zunachst visuell bestimmt.
Dazu wurde sowohl die Farbung des Zellresiduums nach erfolgter Extraktion mit verschieden
Extraktionsmitteln (MeOH, EtOH, Aceton, 2-Propanol) als auch die Farbtiefe des erhaltenen Extraktes
beurteilt. Ziel war es, praktikable Verfahren mit guter Extraktausbeute und mdglichst hohem
Probendurchsatz sowohl flr Rhodotorula glutinis als auch Micrococcus luteus zu finden, die in der
Verfahrensoptimierung spéater sinnvoll kombiniert werden sollten. Aufschluss-Verfahren mit keiner oder
mangelhafter Extraktausbeute wurden nicht weiter untersucht. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Gber die

Ergebnisse der in den Vorversuchen getesteten Verfahren.
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Tabelle 1: Vorversuche zum Zellaufschluss, verwendet wurde lyophilisiertes Zellmaterial, im wassrigen Medium aufgeschlossene Zellen
wurden zentrifugiert und danach das Zellpellet extrahiert, alle anderen Proben wurden direkt extrahiert, visuelle Bewertung der
Extrahierbarkeit: erschopfend (+ + +), méBig (+ +), unzureichend (+), keine (-), Zwischenstufen sind durch Schragstrich getrennt.

Extrahierbarkeit Extrahierbarkeit . .
Verfahren Bemerkungen zur Methodik Literaturbezug
M. luteus Rhodotorula spp.
SANGHA 1995
wiederholter Aufschluss einer ASCENZI 1975,
French-Presse ++ + +/+ + o
Zellsuspension in PBS und MeOH ANDREWS 1976,
SCHARF 1968
) RODRIGUEZ-V.2008
heiles Methanol oder . .
. + + + Test bei 50°C und >65°C (siedend) NELIS 19894,
heies Aceton
SOBIN 1942
) ) . Aufschlussversuche von W0/2000/008201,
Schwingmhle mit . . .
-1+ - Zellsuspensionen in PBS, Aceton, SCHUTTE 1988,
Stahlkugeln
MeOH, EtOH SCHWEDES 1990
. Direktextraktion (MeOH mit 1% [m/V] TAYLOR 1971,
alkalisches Methanol +/-
KOH) NELIS 1989A
Aufschlussversuche von MARESCA 2006,
Ultraschall + -1+ Zellsuspensionen in MeOH; ZHENXIN 2008,
Aceton/MeOH (1:1, [V/V]) und PBS CAPELO 2004
Aufschlussversuch in PBS sowie
Ultra-Turrax -1+ - Direktextraktion mit MeOH, Aceton TAUBERT 2000
(30.000 U/min)
Lysozym/Lyticase + + + + Aufschluss in PBS bei 37°C SINGLETON 2001

Die beste Extraktausbeute zeigte der Hochdruckaufschluss mittels French-Presse gefolgt von der
enzymatischen Methode. Mittels der Hochdruckmethode konnte flr Micrococcus luteus eine erschopfende
Extrahierbarkeit (farbloses Residuum) erzielt werden, wahrend flr die Hefe Rhodotorula glutinis trotz
mehrmaligen Durchlaufens des Prozesses keine vollstandige Extraktion der Zellen erlangt wurde. Aus
diesem Grund wurde das Verfahren zur weiteren Beurteilung zusétzlich an dem Pilz Lecytophora hoffmanii
getestet. Im Ergebnis war die Effizienz des French-Presse-Aufschluss fir den Pilz ebenfalls nicht
zufriedenstellend, da insbesondere das Zellpellet (Residuum) nach der Behandlung in eine graue bis
braunliche Eigenfarbung Uberging und nicht sicher war, ob die Farbung von nicht extrahierbaren
Carotinoiden stammte. Maoglicherweise resultierte die Farbanderung der Zellen aus einer latenten
Erwarmung der Zellsuspension wahrend des Aufschlusses. Dass sich durch derartige Erwdrmungen beim
Zellaufschluss Artefakte bilden kénnen, wird in der Literatur zwar bemerkt (ZHENXIN et al. 2008, FOSTER
1992, SIMPSON et al. 1963 u. 1964, HARI et al. 1992), ist fur Carotinoide jedoch bislang nicht untersucht
worden. Auch bei der Aufschlussmethode mit heilem Methanol sind temperaturbedingt Artefaktbildungen,
z.B. cdis-trans-1somerisierungen, sehr wahrscheinlich. Daher wurde diese Methode nicht weiter verwendet,
zumal die Extraktausbeute bei Rhodotorula glutinis nur mangelhaft war.

Grundsatzlich benotigte der French-Presse-Aufschluss relativ grofe Probenmengen (40 ml), wobei das
Verfahren &uferst arbeits- und zeitaufwendig war. Ein einzelner Durchlauf dauerte mit Zerlegung,
Reinigung und Zusammensetzung der Aufschlusskammer Gber 40 Minuten, was den Probendurchsatz dieser
Methode stark limitierte. Des Weiteren geht beim Aufschluss Zellmaterial verloren, da eine komplette

Rickgewinnung der eingesetzten Probe aus der Aufschlusskammer nur schwer moglich ist.
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Die praktikabelsten Methoden waren der enzymatische Aufschluss und der Ultraschall-Aufschluss. Beide
Methoden eignen sich, im Gegensatz zum French-Presse-Aufschluss, hervorragend zur Bearbeitung von
analytisch kleinen Mengen. Da mit der enzymatischen Methode und mit der Ultraschall-Methode im
Einzelnen keine erschopfende Extrahierbarkeit erzielt werden konnte, mussten die Verfahren weiter
optimiert werden. Dazu wurden beide Methoden miteinander verknipft und die zum Aufschluss eingesetzte
Enzymmenge erhoht. Auch diese Zweierkombination flihrte bei R. g/utinis noch zu keiner erschdpfenden
Extrahierbarkeit. Daher wurde das Protokoll zum Zellaufschluss noch um drei Frier-Tau-Zyklen und speziell
bei Hefen zusatzliche um eine Inkubation der Zellen in DMSO erganzt. AbschlieBend wurde der
enzymatische Schritt noch um Lipase erganzt, um mikrobielle Lipide abzubauen und um mogliche
Verstopfungen von HPLC-Kapillaren und von Filtern durch unlosliche Lipide und/oder Lipoide zu vermeiden
(KAISER et al. 2008, MoROoS et al. 2002).

2.3.3 Ablauf des optimierten Zellaufschlussverfahrens

Um die Aufschlussmethode fir ein breites Spektrum an Mikroorganismen so robust wie moglich zu
gestalten, wurden basierend auf den Ergebnissen der Vorversuche alle drei Verfahren (mechanisch,
chemisch, enzymatisch) in geeigneter Reihenfolge miteinander kombiniert. Einen Uberblick iber das

schlussendlich etablierte Zellaufschlussverfahren zeigt Abbildung 2.

Zell-Lyophilisat
- Hefen: Lyticase
_’ <4—— | Bakterien: Lysozym
| Suspension homogenisieren |

!

| Inkubation (10h, 37°C, 200 rpm) |

|

| Ultraschall (2x15sek, Puls 9, Leistung 10% ) |

!

| Frier-Tau-Zyklen (Flissigstickstoff/ Wasserbad 35°C) |

14_ | 400 pl Zinkacetat-Loésung (kaltgeséattigt)

Uberstand verwerfen |4— | Zentrifugieren (10 min, 4 °C, 14000 Upm) |

!

Interner Standard Pellet ¢ Hefen Inkubation

R-8'-apo-carotenal 5 min in 600 yl DMSO
Extraktion

Abbildung 2: Ablauf des optimierten Verfahrens zum Zellaufschluss Carotinoid-produzierender Bakterien (gram-

positive, gram-negative, atypische) und Hefen (Pilze), Einflhrung der Zinkacetat-Féllung zur Minderung des
Verlustes hydrophil substituierter Carotinoide vgl. 2.4.2, verwendete Enzymsuspensionen vgl. 7.1.2.1.
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Die beim Ultraschall-Aufschluss haufig auftretende Erwarmung wurde durch eine zeitlich sehr kurze und
gepulste Beschallung minimiert. Die fehlende Effizienz von Ultraschall zum Aufschluss gram-positiver
Bakterien und Hefen (vgl. 2.3.2) wurde durch den vorgeschalteten enzymatischen Verdau und durch die
vorgeschalteten Frier-Tau-Zyklen ausgeglichen. Micrococcus luteus und Rhodotorula glutinis erwiesen sich
auf Grund ihrer rigiden Zellwand als ideale Testkeime zur Entwicklung und Optimierung des
Zellaufschlussverfahrens. Bei dem gram-positiven M. /uteus wurde ein farbloses Residuum (nach Extraktion)
erst nach einem Vorverdau mit Lysozym und anschlieBender Ultraschallbehandlung erhalten. Ahnliches
zeigte sich bei R. glutinis, bei der die maximale Extraktausbeute erst durch die Kombination aus
enzymatischem Verdau (Lyticase) und mechanischer Behandlung (Ultraschall, Frier-Tau-Zyklen) sowie einer
Inkubation des Residuums in DMSO erreicht wurde. Da bei dem chemischen Aufschluss in DMSO Artefakte
gebildet werden kénnen, wurde dieser ohne zusatzliche Erwarmung bei Raumtemperatur durchgefiihrt und

zeitlich auf fiunf Minuten begrenzt.

2.3.4 Untersuchungen zur Effizienz des optimierten Aufschlussverfahrens

Um die Effizienz des Aufschlussverfahrens zu testen, wurde das nach der Extraktion verbliebene Zellpellett
mikroskopisch auf den Zerstérungsgrad sowie auf noch intakte, lebende Zellen mit einem
Anziichtungsversuch und einer Trypanblauférbung getestet. Der Trypanblau-Test ist ein weit verbreiteter
Féarbetest, der eine Differenzierung zwischen toten und lebenden Zellen erlaubt. In toten Zellen reichert sich
der Farbstoff an (tiefe Blaufarbung). Vitale Zellen sind jedoch in der Lage, den Farbstoff aktiv aus dem
Zytoplasma zu entfernen. Der Trypanblau-Test lasst nur die Aussage ,lebend” oder ,tot” zu. Eine Einteilung
in einen Zerstérungsgrad ist somit nicht moglich. In Abbildung 3 sind einige mikroskopische Bilder der
Zellen mit Trypanblauférbung dargestellt. Wahrend bei den Bakterien nach erfolgtem Aufschluss keinerlei
zelluldre Strukturen mehr zu erkennen sind, zeigen die Hefen noch intakte Membranstrukturen.

Weder Bakterien noch Hefen, einschlieBlich die Pilze Acremonium butyrii und Lecytophora hoffmanii,
konnten aus dem Residuum nach erfolgter Extraktion wieder angeziichtet werden. An dieser Stelle soll
bemerkt werden, dass die Ergebnisse nur Indizien fir die Effizienz des Zellaufschlusses darstellen. Um eine
detailliertere Aussage Uber den Aufschlussgrad zu erhalten, ware ein hoheres Aufldsungsvermogen des
Mikroskops, wie z.B. bei der Elektronenmikroskopie, hilfreich.

Zur weiteren Beurteilung der Aufschlusseffizienz wurde der extrahierbare Anteil an Carotinoiden wie unter
2.3.2 dargestellt, jedoch unter Auslassen des beschriebenen Zellaufschlusses bestimmt. Ohne vorherigen
Zellaufschluss konnten im Vergleich zur erzielten Ausbeute des Gesamt-Verfahrens aus Bakterien nur 70%

(A. luteus, n=3) und aus Hefen nur 21% (R. glutinis, n=3) der Carotinoide extrahiert werden.
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vor dem Zellaufschluss

AB ML PR RGL LH

Abbildung 3: Mikroskopische Bilder vitaler Zellen (Bilder obere Reihe) im Vergleich zu Zellen bzw. zum Zell-Detritus nach erfolgter Aufschluss-Prozedur (Bilder untere Reihe) unter Anfarbung mit

Trypanblau, Mikroorganismen von links nach rechts: AB Acremonium butyrii, ML Micrococcus luteus, PR Phaffia rhodozyma, RGL Rhodotorula glutinis, LH Lecytophora hoffmannii.
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2.3.5 Zusammenfassung und Bewertung des optimierten Zellaufschlussverfahrens

Ziel war die Entwicklung eines effizienten und probendurchsatz-starken Zellaufschlussverfahrens, welches
zugleich moéglichst wenig Probenmaterial bendtigt. Das Verfahren sollte geeignet sein, ein breites Spektrum
von Mikroorganismen praktikabel und effektiv aufzuschlieBen (,mikrobielle Robustheit”). Das Protokoll der
etablierten Methode unterscheidet lediglich zwischen Bakterien und Hefen bzw. Pilzen. Eine Differenzierung
nach Zellwandtyp (beispielsweise nach gram-postiv und gram-negativ) vor Beginn des Zellaufschlusses ist
nicht erforderlich. AuBerdem wurde beachtet, dass Bakterien, wie auch Hefen und Pilze in ihrer Sensitivitat
gegenliber Lysozym bzw. Lyticase stark variieren (FOSTER 1992, ADAMITSCH et al. 2003, ANDREWS et al. 1987,
BREITENBACH et al. 2001, FERRER 2006, HARI et al. 1992, LOTTSPEICH 1998, MIDDELBERG 1995, REZWAN et al.
2007, SABOYA et al. 2003, SANTOS et al. 1996, SEDMAK et al. 1990, SINGLETON et al. 2001). Die eingangs
gestellten Anforderungen konnten schlielich durch eine Kombination der enzymatischen Aufschluss-
methode mit weiteren mechanischen und chemischen Verfahren erreicht werden.

Die Tatsache, dass eine erschopfende Extraktion des gram-positiven Testkeimes Micrococcus luteus nur mit
einer Kombination aus Lysozym-Verdau und zusatzlicher Ultraschallbehandlung erreicht werden konnte,
dhnelt den Beobachtungen von REzwAN et al. (2007). Mikrobielle Carotinoide kénnen tief in die Zellwand
oder in der Cortex von Sporen eingebettet vorliegen (DEmBITSKY 2005, MERRITT et al. 1978, AsCENzI et al.
1975). Dabei konnen sie zusatzlich Uber Acylgruppen relativ fest mit der Membranen verbunden sein
(MARESCA et al. 2006). Angesichts dessen kann es insbesondere bei einem nur ,einfachen Aufbrechen” der
Zelle zu einer mangelhaften Extrahierbarkeit der Carotinoide kommen. Gleiches gilt fir den Aufschluss von
Hefen (Rhodotorula glutinis), wobei die durch Lyticase generierten Spharoblasten offenbar erst durch eine
darauf folgende Ultraschallbehandlung bzw. Frier-Tau-Zyklen effektiv zertrimmert werden kénnen. Die
Effekte von Frier-Tau-Zyklen und Ultraschall auf Mikroorganismen zur Gewinnung verschiedenster
biologischer Substanzen wurden zwar bereits untersucht, jedoch nicht zum Zweck der Gewinnung von
Carotinoiden (SINGLETON et al. 2001, BAKIR et al. 1996, SANTOS et al. 1996, MIDDELBERG 1995,
ANDREWS et al. 1987).

Um das beschriebene Aufschlussverfahren fir ein breites Spektrum von Bakterien und Hefen verwenden zu
konnen, sollten sowohl die Frier-Tau-Zyklen, als auch die Ultraschallbehandlung mit dem enzymatischen
Verdau immer in Kombination zur Anwendung kommen. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden,
dass die vorherige Lyophilisation der Zellen zur Erhdhung der Aufschluss-Effizienz beitragen kann (RICHTER
et al. 2006, KLEBER et al. 1997). Diese Form der Trocknung wurde jedoch nicht als Aufschlussschritt an sich
verwendet, sondern diente vielmehr der Bestimmung einer korrekten Trockenmasse und gleichzeitig der
Vermeidung einer Bildung von Artefakten, wie beispielsweise c¢isIsomeren, die bei einer konventionellen
Hitzetrocknung der Zellen (80°C bis 105°C) entstehen kénnen (SOMASHEKAR et al. 2000, VAzZQUEZ
etal. 1997).

Die etablierte Methode (vgl. Abbildung 2) bietet, unter Verwendung laborlblicher Gerdte und Materialien,
eine sehr gute Alternative zu Aufschlussmethoden, die einen hohen apparativen Aufwand oder ein
bestimmtes technisches Know-how erfordern. Die geringe Probenmenge und der gleichzeitig hohe
Probendurchsatz machen das Aufschlussverfahren insbesondere flr analytische Screening-Versuche sehr

nltzlich.
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2.4 Extraktionsverfahren

Im Folgenden wird die Entwicklung der Methodik des dritten Arbeitsschrittes, das Extraktionsverfahren,
beschrieben (vgl. 1.2.1).

2.4.1 Theoretische Voruberlegungen und Zielsetzung

Auf Grund ihrer Struktur kénnen Carotinoide wahrend der Extraktion auf dreierlei Art und Weise verloren

gehen (RODRIGUEZ-AMAYA ET AL. 2004, GANG et al. 2001, TADA 1993, BRITTON 1993, SAJILATA et al. 2008):

1. Carotinoide kénnen lichtbedingt isomerisieren.
2. Carotinoide kénnen oxidativ durch Luftsauerstoff angegriffen
und abgebaut werden.

3. Carotinoide konnen irreversibel an Oberflachen adsorbieren.

Dabei sind Art und Ausmald von cis-trans-Isomerisierungen, oxidativen und adsorptiven Verlusten einerseits
von physikalischen Faktoren wie Licht, Temperatur und der Oberflachenbeschaffenheit des Materials und
andererseits auch von chemischen Faktoren, wie z.B. dem verwendeten Losungsmittel abhéngig (DiAs et al.
2008). Oxidative Degradationen lassen sich durch Antioxidantien unterdriicken. Photoisomerisierungen
kénnen durch die Verwendung geférbter GefaBe, irreversible Adsorption durch die Wahl geeigneter
GefédBmaterialien minimiert werden (BRITTON 1993, RODRIGUEZ-AMAYA et al. 2004 u. 2001, EDGE et al. 1997,
GANG et al. 2001). Vor diesem Hintergrund wurden anhand einiger Vorversuche oxidative und adsorptive
Verluste im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit geplanten Extraktionsschritten untersucht. Die dabei
ermittelten Ergebnisse wurden im Anschluss zur Optimierung des Extraktionsprotokolls verwendet. Weitere
Parameter zur Optimierung waren die Auswahl und Zusammensetzung des Extraktionsmittels sowie die
Wahl des Phasen-Trennungsmittels zwischen hydrophiler und lipophiler Phase. Einerseits bestand das Ziel
darin eine hohe Extraktionskraft zu erhalten, um alle Carotinoide mdglichst erschépfend extrahieren zu
kénnen. Andererseits sollten wéhrend der Extraktion moglichst milde Extraktionsmittel bzw. mit geeigneten
Antioxidantien stabilisierte Extraktionsmittel, zur Anwendung kommen, um den Verlust an Carotinoiden zu
minimieren.

Insbesondere glycosidisch bzw. glycosidartig gebundene Xanthophylle gelten im Rahmen der Extraktion als
analytisch schwer zugénglich (TAYLOR et al. 1974, HARA et al. 1999, YOKOYAMA et al. 1995, GOODWIN et al.
1980, LIAAEN-JENSEN et al. 1972). Diese kénnen kovalent an Zellmatrix-Bestandteile gebunden vorliegen
und somit schwer extrahierbar sein. In diesem Fall kann auch eine Steigerung der Effizienz des
Zellaufschlusses die Extrahierbarkeit nicht verbessern. AuBerdem gehen Xanthophylle mit hydrophilen
Substituenten schlecht in die lipophile Phase Uber (DEmMBITSKY 2005, KORONELLI et al. 1982 und 1987). Es
gibt Hinweise, dass sich besonders Xanthophylle mit sauren Substituenten bei der Phasentrennung
(lipophile/hydrophile Phase) in der Interphase sammeln kénnen und in der Folge schwer zu gewinnen sind
(Ascenzi et al. 1975, NELis et al. 1989a). Die Methode sollte folglich so entwickelt werden, dass derartig
amphiphile Carotinoide mit einem geeigneten Fallungsmittel aus der wassrigen Phase gefallt und mit einem

|6sungsstarken Extraktionsmittel mdglichst quantitativ in die lipophile Phase Uberfiihrt werden.
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Zusammenfassend bestand die Aufgabe darin, ein robustes Extraktionsprotokoll fiir ein breites Spektrum an
mikrobiellen Carotinoiden aus verschiedenen mikrobiellen Zellmatrizes zu entwickeln, das gleichzeitig

schonend genug ist, um Artefaktbildungen und Verluste zu minimieren.

2.4.2 Auswahl eines Fallungsmittels far hydrophil substituierte Carotinoide aus der

Aufschlusssuspension

Bei den Vorversuchen zur Aufarbeitung einiger Testkeime zeigte sich zum Teil eine schlechte
Zentrifugierbarkeit von farbigen Zellbestandteilen aus der aufgeschlossenen wassrigen Zellsuspension.
Insbesondere bei einigen Bakterien war der Uberstand nach dem Zentrifugieren der wassrigen Zell-
suspension noch deutlich gefarbt (vgl. Abbildung 4). Hierbei ist davon auszugehen, dass es sich um
hydrophil substituierte Xanthophylle handelt (DemBITsky 2005, TAYLOR et al. 1974). Um diese fir die
nachfolgende Extraktion moglichst verlustfrei in das Zentrifugat zu Uberfiihren, wurden verschiedene

Fallungsmittel getestet. Dabei zeigten die kaltgesattigten L&sungen von Zinnacetat und Zinkacetat im

Abbildung 4: Fallung hydrophil substituierter Carotinoide aus dem waéssrig, gepufferten (PBS)

Zelluberstand mittels Zinkacetat: A: M. luteus, B : Acidobacterium capsulatum. Jeweils die linke

Probe wurde zuvor mit mit Zinkacetat behandelt (400 pl kaltgesattigte Zinkacetatlésung wurden

zu 1,2 ml wassrig, gepufferter Aufschlusssuspension gegeben), jeweils Probe rechts unbehandelt

zum Vergleich.
Vergleich zu den Losungen von Natrium-Dodecylsulfat (SDS), Guanosyltrisphosphat, Harnstoff und
Ammoniumsulfat die besseren Fallungseigenschaften (getestete Konzentrationen vgl. 7.2.1.5). SDS als
Tensid verursachte sogar einen gegenteiligen Effekt. Der Uberstand farbte sich nach dem Zentrifugieren
starker als ohne Fallungsmittel. Da Zink- und Zinn-lonen bevorzugt Proteine aus wassriger Losung fallen
und SDS Proteine in Losung halt, wird vermutet, dass die Hydrophilisierung der Xanthophylle eher auf eine
Substitution mit Proteinen oder Fettsduren, als mit Zuckern zurickzuflihren ist. Auf Grund der nicht
unerheblichen Toxizitdt von Zinnacetat (PTWI Zinn 14 mg/kg (KG), JECFA 2005) wurde schliellich dem

ungiftigeren Zinkacetat der Vorzug gegeben.

2.4.3 Untersuchungen zum Verlust von Carotinoiden durch Adsorption, Isomerisierung und
Degradation

Um den Verlust von Carotinoiden wéahrend der Aufarbeitung durch irreversible Adsorption und Degradation
zu minimieren, wurden weitere Versuche durchgeflhrt. In einem ersten Experiment wurde getestet, ob die
Verwendung von EppendorfgefdBen (Polypropylen) anstelle gefarbter Glasgefdle (braun) bei der
Aufarbeitung maoglich ist. Dazu wurde eine AST/BCAR-Mischprobe hergestellt, photometrisch der Gehalt an
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Carotinoiden bestimmt, diese in Glasrohrchen aliquotiert und anschlieBend die Umverteilung gegen
Chloroform (0,1 % BHT [m/V]) durchgefiihrt. Danach wurden die unteren Chloroformphasen entweder in
EppendorfgefdBen oder in HPLC-Braunglas-Vials Uberfihrt und mit Stickstoff bei 35°C im Sandbad
eingedampft. Nach dem Wiederauflésen der Residuen in Ethanol wurde der Gesamtgehalt an Carotinoiden
erneut photometrisch bestimmt und die Wiederfindung berechnet. Dabei ergab sich unter Verwendung von
HPLC-Braunglas-Vials ein durchschnittlicher Verlust von 1,1%, waéhrend unter Verwendung von
Eppendorfgefélen der durchschnittliche Verlust an Carotinoiden etwa 5,4% betrug (vgl. Abbildung 5-A). In
weiteren Versuchen zeigte sich, dass bei Lagerung von Standardlésungen (ber zwei Tage bei
Raumtemperatur, sowohl bei a#AST als auch bei arBCAR, die Summe an Verlusten durch c/s-trans-

Isomerisierungen, Degradation und Adsorptionen bis zu 11% betragen kann (vgl. Abbildung 5-B).

Abbildung 5-A: Prozentuale ~ Wiederfindung  einer 102 1 A 102
AST/BCAR Mischprobe in EtOH nach dem Eindampfen 100 ] o Bl ] E 100
in Kunstoff (PP) im Vergleich zu Braun-Glas unter E

Stickstoff, die Abbildung zeigt Datenpunkte mit @’y | r 98
Mittelwert und Standardfehler aus jeweils n=6, der < 96 _ 7777777777 F 96
Mittelwert der photometrischen Messung vor dem = ] § X
Versuch (Direkmessung) entspricht 100% Gehalt. _% L e N F 94 g’
Abbildung 5-B:  Prozentuale Wiederfindung der & 92 e R . bg 2
atlsomere bei Lagerung einer arAST/atfCAR % { E
Mischprobe in EtOH Uber zwei Tage bei RT in %y — | [ —— 19 @
Eppendorfgefalen, die  Abbildung zeigt die 88 ] @ Direkt- . 88 =
Mittelwerte und Spannweiten von jeweils n=2, die ] messung

Gehalts-bestimmung erfolgte chromatographisch tber 86 - v gg]%%ldOﬁ' | @ at-AST -+ 86
die Peakflache der atdsomere vor und nach dem 845 B Braunglas- || V¥ at-BCAR a4
Versuch, alle Losungen  wurden vor dem ] HPLC-Vials

Chromatographieren filtriert (0,2pm). 82 - 82

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Lagerung von Carotinoid-Lésungen bei Raumtempemperatur als
auch die Adsorption von Carotinoiden aus der Losung an Kunststoffmaterialien zu erheblichen Verlusten
fihren kann. Demzufolge wurden bei den folgenden Versuchen ausschlieflich Glasmaterialien zum
Aufbewahren der Extrakte verwendet und das Extraktionsprotokoll zeitlich so kurz wie méglich gestaltet.

Im Rahmen der Optimierungsvorversuche wurde auch der Nutzen von Pyrogallol (0,1% [m/V]) und
Ascorbinsaure (0,6% [m/V]) als Antioxidationsmittel getestet. Der Pyrogallol-Ansatz zeigte nach dem
enzymatischen Aufschluss der Testkeime eine starke Braunfarbung der Probe, die bei der Extraktion
teilweise in den Extrakt Gberging (vgl. Anhang Abbildung 57). Da wegen der Uberdeckenden Braunfarbung
die Extraktion der Zellpellets nicht mehr beurteilt werden konnte und bei der nachfolgenden Auftrennung
des Extraktes Uber die HPLC mit Stérungen zu rechnen war, wurde der Pyrogallol-Ansatz schlieBlich
verworfen. Ascorbinsdure fihrte bei Rhodotorula glutinis zu einer um mehr als 35% (n=2) verminderten
Extraktausbeute. Es wird vermutet, dass Ascorbinsdure die Enzymaktivitdt von Lyticase beeinflusst. Auf
Grund dieser Ergebnisse wurden beim Aufschlussschritt keine wasserloslichen Antioxidantien verwendet.
Nach dem Aufschluss wurden zur Stabilisierung des Carotinoid-Extraktes flr den weiteren Verlauf der
Aufarbeitung BHT und zusatzlich alpha-Tocopherol (aTOCQ) als lipophile Antioxidantien eingesetzt (FRIXEL
2002, HANDELMANN et al. 1991, PALOZzZA et al. 1992, YOSHIDA et al. 2003 u. vgl. 2.4.4).
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2.4.4 Auswahl des Extraktionsmittels

In den ersten Untersuchungen an Rhodotorula glutinis sollte Gberprift werden, welches Extraktionsmittel
ein moglichst breites Spektrum an Carotinoiden aus Hefezellen extrahieren kann. Zunachst wurden die
Proben mit Lyticase inkubiert. Danach wurde zentrifugiert und finf verschiedene Extraktionsmittel auf ihre
Extraktionskraft getestet. Zum Vergleich der Ausbeuten wurde der Gesamt-Carotinoidgehalt nach erfolgter
Aufarbeitung photometrisch als g-Carotin-Aquivalent (3CAR-Aq) bestimmt (vgl. 7.2.1.4).

Wie Abbildung 6 zeigt, war Methanol trotz der groflen Streuung der Werte das beste Extraktionsmittel. Mit
einer um Uber 35% signifikant geringeren Extraktausbeute (P<0,05; U-Test; n=4) folgten Aceton und
THF (unstabilisiert). Letztere beiden Losungsmittel unterschieden sich wiederum nicht signifikant in ihrer
Extraktausbeute flr Rhodotorula glutinis (P=0,486; U-Test; n=4). Die geringste Extraktausbeute zeigten
Ethanol gefolgt von 2-Propanol, mit einem geringen jedoch nicht-signifikanten Unterschied (P=0,686;
U-Test; n=4). Darliber hinaus waren 2-Propanol (+Prop), Aceton und Tetrahydrofuran (THF) als Bestandteil
des Extraktionsmittels weniger geeignet, da bei der anschliefenden Phasentrennung (CHCl,/Puffer) ein etwa
doppelt so grofes Volumen der unteren lipophilen Phase entstand, als unter gleichen Bedingungen mit
Ethanol (EtOH) oder Methanol (MeOH). Dieser Schritt sollte jedoch der Aufreinigung und Verringerung des
Extraktvolumens dienen, indem die Carotinoide aus einem amphiphilen Extrakt in ein vergleichsweise
kleineres Volumen einer lipophilen Phase umverteilt werden. Lost sich das hydrophilere Extraktionsmittel
UbermafBig gut in dem lipophileren Anteil (CHC), resultiert nach der Phasentrennung ein erhohtes
Zielvolumen. Demzufolge kommt es zu zeitaufwendigen Eindampfzeiten unter hohem Stickstoffverbrauch.
Wie auch bei R. glutinis zeigte MeOH bei A. /uteus die hochste Extraktionskraft. Dem entgegen wies Aceton

bei A. /uteus eine wesentlich geringere Extraktionskraft als bei R. g/utinis auf (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6-A: Extraktionskraft verschiedener wassermischbarer Losungsmittel fUr A. /uteus, der erhaltene Extrakt wurde im
Anschluss gegen CHCl, mit NaCl-Lésung (10% [m/V]) umverteilt, eingedampft, mit Injektionsmittel (CHCI/MeOH 1:1 [V/V]) wieder
aufgenommen und chromatographiert, verwendeter Gradient von MTBE in MeOH mit 50mM AAc [min-%]: 0-0, 13- 65, 15-100,
18-100, 23-0, 25- 0; Flow: 1,3 ml/min, T,=12°C, RP-C,-Phase, Bischoff-Chromatography, Batch 7, Abklrzungen alphabetisch:
EtOH Ethanol, i-Prop 2-Propanol, MeOH Methanol, THF Tetrahydrofuran (unstabilisiert).

Abbildung 6-B: Extraktionskraft verschiedener Lésungsmittel fiir R. glutinis nach Digestion mit Lyticase, die Bestimmung des
Gesamt-Carotinoidgehaltes erfolgte photometrisch als fJCAR-Aq, das Diagramm zeigt Median und die 25% bzw. 75% Percentile aus
je n=4, alle weiteren Parameter analog Abbildung 6-A.
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Ethanol und Methanol wurden auch an M. /uteus getestet, um zu untersuchen, ob hierbei trotz dhnlicher
physikalischer und chemischer Eigenschaften beider Losungsmittel ebenfalls wie bei R. glutinis starke
Unterschiede in der Extraktionskraft bestehen. Hierbei wurde kein signifikanter Unterschied in der
Extraktausbeute gefunden (P=0,886, U-Test; n=4). Anhand der Ergebnisse wurde flr Bakterien und fir
Hefen als optimale wasser-mischbare Komponente des Extraktionsmittels MeOH ausgewahlt, so dass in der
Folge fur beide Klassen ein einheitliches Extraktionsprotokoll entwickelt werden konnte.

Im Anschluss daran sollte ein extraktionsstarkes lipophiles, nicht-wassermischbares Ldsungsmittel
ausgewahlt und der Verlust an Carotinoiden wahrend der Phasentrennung untersucht werden. Dazu wurde
analog des oben beschriebenen Versuches die Wiederfindungsrate einer a=AST/at8CAR-Mischprobe unter

Verwendung verschiedener lipophiler Extraktionsmittel beim Umverteilungsschritt (Phasentrennung)

bestimmt.

100,8 7
Abbildung 7: Bestimmung der Wiederfindungsrate 1
des Umverteilungsschrittes (Phasentrennung) bei der 100,0 - ® i
Extraktion mit verschieden organischen Losungs- ]
mitteln, zur Bestimmung wurde eine az-AST/a8CAR =X 99,2 .
Mischprobe  verwendet, die Ermittelung der g ]
Wiederfindung erfolgte photometrisch  Gber die 598,45 }
Bestimmung des Gesamt-Carotinoidgehaltes (8CAR- % ]
Aq) vor und nach dem Versuch, die Punkte des = 97,6 ; 2:ezcl<|;messung
Diagramms zeigen jeweils den Mittelwert und die ] (0,1% BHT [m/V])
Standardabweichung aus n=5, alle MeBwertreihen %8 1 m wmTBE
entsprechen den Kriterien auf Normalverteilung i| <& Ethylacetat
(vgl. 7.2.1.7). %07 A CHCh

{| © Hexan
95,2

Aus dem ersten photometrischen Versuch zur Gesamt-Wiederfindung wurde vornehmlich der Summen-
Verlust durch oxidative Degradationen und Adsorption beurteilt. Das Ausmal der Artefaktbildungen auf
Grund von c/s-trans-lsomerisierungen konnte erst nach einer Auftrennung der geometrischen Isomere per
HPLC beurteilt werden. Eine Quantifizierung einzelner Isomere im Gemisch ist schwierig, da sich je nach
Lage und Anzahl der isomerisierten Doppelbindungen die UV-VIS-Spektren und die molaren
Absorptionskoeffizienten stark &hneln (QIN et al. 2008, BRrRITTON 1995 u. 1993). Nach einer
chromatographischen Auftrennung kann die photometrische Quantifizierung einzelner Isomere leichter und
wesentlich genauer erfolgen. Die Ergebnisse von AST konnen stellvertretend fir die Gruppe der
Xanthophylle und die Ergebnisse von BCAR stellvertretend fiir die Gruppe der sauerstofffreien Carotine
angesehen  werden. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus allen Versuchen (vgl.
Abbildungen 7 und 8):

- Hexan liefert die geringste Wiederfindung (96,8%), wobei der Verlust durch Degradation
einschlielich der Tendenz zu cis-trans-somerisierungen sich auf at-AST starker auswirkt als auf
atfCAR. Hexan zeigt fur AST (Xanthophylle) im Vergleich zu BCAR (Carotine) ein schlechteres und
ein hervortretend temperaturabhangiges Losungsvermdgen, woraus die geringe Wiederfindung

und die zum Teil erhebliche Streuung der Werte resultieren. Das Ldsungsmittel ist daher zur
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Umverteilung von den in Bakterien und Hefen haufig vorkommenden Xanthophyllen, insbesondere
fur hydrophil substituierte Xanthophylle, ungeeignet.

MTBE und Ethylacetat zeigen im Schnitt die zweitbeste Wiederfindung (99,0% und 98,9%). Die
Tendenz zur Bildung von cis{someren ist in beiden Losungsmitteln sowohl fir AST (Xanthophylle)
als auch fur BCAR (Carotine) &hnlich. Ethylacetat zeigt dabei eine erhebliche Streuung der Werte,
was vermutlich die Folge einer partiellen Zersetzung des Loésungsmittels zu Ethanol und Acetat ist,
und dartber hinaus eine mangelhafte Phasentrennung verursacht.

Die hochste Wiederfindungsrate (99,8%) wurde bei Verwendung von Chloroform, stabilisiert mit
0,1% BHT [m/V]) erreicht. Ohne den Zusatz des Antioxidans zeigte sich eine geringere
Wiederfindung (98,1%). Einerseits wird CHCl, wegen seiner guten Extraktionskraft fir ein breites
Spektrum an Carotinoiden in vielen Arbeiten verwendet. Es besitzt jedoch andererseits auch
prooxidativen Charakter und sollte daher mit geeigneten Antioxidantien stabilisiert werden (FRIXEL
2002, CRAFT 1992b, RODRIGUEZ-AMAYA 2001). Dementsprechend zeigte stabilisiertes Chloroform
auch eine geringere Tendenz zu cis-trans-lsomerisierungen sowohl fir az-AST (Xanthophylle) als

auch flir arBCAR (Carotine), obgleich bei at8CAR die Isomerisierungstendenz etwas starker

ausgepragt war als bei at-AST.

Auf Basis der Ergebnisse wurde in den nachfolgenden Versuchen Chloroform grundsatzlich mit BHT

stabilisiert. Dabei sollte bedacht werden, dass die vergleichsweise geringen Verluste und Artefaktbildungen

auch darauf zurtickzufithren sind, dass CHCl, sich als einziges der untersuchten Loésungsmittel nach der

Phasentrennung in der Hypophase anreichert und der Extrakt somit besser vor Sauerstoffzutritt geschitzt ist.

Es wurden somit MeOH und stabilisiertes CHCl, als die am geeignetesten Lésungsmittel fir die Extraktion

befunden. Beide zeigen in Kombination eine gute Carotinoidausbeute und Wiederfindung bei gleichzeitig

tolerierbaren Verlusten durch Degradationen und Artefaktbildungen wie z.B. durch Isomerisierungen.

Abbildung 8-A: Bestimmung der Wiederfindung des

Umverteilungsschrittes von az-AST unter Verwendung 105 105
verschiedener, nicht mit Wasser mischbarer Lésungs- 001 @&+ — 7£ ffffff 7_ 100
mittel, die Auftrennung der geometrischen Isomere 95 _777i 77777777777777777777 o5
erfolgte per HPLC an einer RP-C-Phase, die X
Berechnung der Wiederfindung erfolgte Uber das E oy Y F 90 5(1
atPeakflachenverhdltnis (474 nm) aus den 2 83 1 b — 85 &
Chromatogrammen vor und nach dem Versuch, das ‘i 80 +————— E — ] |e———— — 41— tso g
Diagramm zeigt jeweils den Mittelwert zweier 1% O3 IR — £ [ e §7 S é
Peakflachen und die Spannweite, der Mittelwert aus & S R N £
den Chromatogrammen der Standardlésung vor dem 8 el o0 %
Versuch entspricht 100%, verwendeter Gradient von é sy - ——F65 2
MTBE in MeOH [min-%]: 0-0, 24-62, 27-80, 35-0, 604 —— ®  Direkimessung ——teo
40-0, Flow: 1,3 ml/min, T,=15°C. 5514 | v  CHCI;(0,1% BHT [m/V]) <t 55
Abbildung 8-B: Bestimmung der Wiederfindung des B Ethylacetat

Umverteilungsschrittes  von  at8CAR  unter Ver- %0 & CHCL 50
wendung verschiedener, mit Wasser nicht mischbarer 3 '\H/I;(Bai

Losungsmittel, Detektion von at-BCAR bei 450 nm,

alle weiteren Parameter analog Abbildung 8-A.
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2.4.5 Auswahl des Phasentrennungsmittels

Zur Trennung der lipophilen und hydrophilen Phase wurde zunachst eine 3molare Ammoniumacetatlésung
wegen ihrer Puffereigenschaften und des in wassriger Losung nahezu neutralen pH-Wertes verwendet.
Abbildung 9: Phasentrennung  eines
Extraktes von Micrococcus luteus, untere
Phase: CHCl,/MeOH, obere Phase rechts:
Ammoniumacetat (3molar), obere Phase
links:  NaCl (10 % [m/V])/MeOH, deutliche

Ansammlung von unléslichen, gelben

Pigmenten in der Interphase rechts.

Dabei zeigten einige Extrakte von Bakterien eine schlechte Phasentrennung mit Ansammlungen von
Farbpigmenten in der Interphase (vgl. Abbildung 9). Da es Hinweise gibt, dass es sich hierbei um schwer
|6sliche, saure Carotinoide handeln kénnte (NELIS et al. 1989a), wurde der Einfluss von Séuren und Basen
auf die Phasentrennung untersucht. Kalilauge (0,5% [m/V]) zeigte keinerlei Effekte auf die Phasentrennung.
Zitronenséure (1% [m/V]) und Essigsaure (1% [V/V]) fihrten unter vergleichbaren Bedingungen zu
tendenziell weniger Pigmenten in der Interphase. Allerdings bewirkten die Sduren keine bessere Loslichkeit,
sondern nur eine Verdrangung der unldslichen Pigmente aus der Interphase in die Hypophase (CHCL,).
Uberdies verschlechterte sich dabei die Phasentrennung insgesamt. Dariiber hinaus kann es unter
Saureeinflul von in Methanol geldsten sauren Carotinoiden zur Methylierung und unter Baseneinflull zur
Spaltung von Carotinoid-Estern, d.h. zur unerwlnschten Bildung von Artefakten kommen (TAYLOR et al.
1974, BAmJI et al. 1966). Die beste Trennung der Phasen und geringste Tendenz zur Ansammlung von
Pigmenten in der Interphase wurde mit NaCl-Lésung (10% [m/V]) erzielt. Demzufolge wurde in den

folgenden Versuchen ausschlielich NaCl-Lésung als Phasentrennungsmittel verwendet.

2.4.6 Ablauf des optimierten Extraktionsverfahrens

An Hand der Ergebnisse der Vorversuche wurde als Extraktionsmittel eine Mischung aus MeOH und CHCl,
gewahlt (vgl. 2.4.4) und die Mischungsverhaltnisse (1:1), (6:4) und (7:3) getestet. Schlussendlich wurde die
Mischung mit 30% [V/V] CHCl, ausgewéhlt, da diese als einzige keine Entmischungen bei der Extraktion der
aufgeschlossenen wassrigen Zellmatrix zeigte. Wie in Abbildung 10 erkennbar ist, konnte durch diese

Kombination die Extraktausbeute flr bestimmte Komponenten zusatzlich deutlich gesteigert werden.

Abbildung 10: Vergleich der Extraktionskraft von
-10,0 MeOH (gepunktete Linie) mit der 7:3 [V/V] Mischung
aus MeOH/CHCI, (durchgezogene Linie) bei A. /uteus.,
die Phasen der erhaltenen Extrakte wurden im
Anschluss an die Extraktion mit NaCl-Lésung (10%
[m/V]) umverteilt, die CHCl,-Hypophase abgezogen

-15,0

mAU

20,0 eingedampft, mit Injektionsmittel wieder auf-
genommen und chromatographiert, verwendeter
Gradient von MTBE in MeOH 50mM AAc [min - %]:
0-0, 13-65, 15-100, 18-100, 23-0, 25-0; T,=12°C,

RP-C,-Phase, Bischoff-Chromatographie, Batch 1.

-25,0

10,0 11,0 12,0 13,0
min

26



Kapitel 2 Methodenentwicklung — Extraktion

Den Ablauf des optimierten und schlussendlich etablierten Extraktionsverfahrens zeigt Abbildung 11.

aufgeschlossene Zellen
(plus DMSO bei Hefen)

Extraktion mit MeOH/CHCI,
800uL (7:3; 0,05 % BHT [m/V])

wiederholen

Zentrifugation (3 min, 15000 U/min)

Extrakt

P
<«

I NaCl Lésung 8 mL (10% [m/V]) |

A 4
Vortexen (10 sec) <—| CHCI,600 ul (0,05 % BHT [m/V] ) |<

wiederholen

\ 4

Phasentrennung wassriger
(Zentrifugation 10 min, 4°C, 4500 U/min) Uberstand

\ 4

untere Chloroform-Phase
(HPLC-Braunglas-Vial)

v

Eindampfen der Probe
(Stickstoff oder Vakuum)

y

Auflésen des Residuums im Injektionsmittel
310pl (MeOH/CHCI, 1:1; 0,05 % BHT [m/V])

HPLC

Abbildung 11: Ablaufschema fir das optimierte Extraktionsverfahren zur Gewinnung von Carotinoiden aus

Bakterien (gram-positive, gram-negative, atypische) sowie von Carotinoiden aus Hefen und Pilzen, der mit dem
zweiten Antioxidanz alpha-Tocopherol (1% [m/m]) stabilisierte interne Standard wurde jeweils zuvor auf die
aufgeschlossenen Zellen gegeben (vgl. 7.2.1.1 u. 7.2.1.5).

2.4.7 Zusammenfassung und Bewertung des Extraktionsverfahrens

Einer der bedeutendsten und anspruchsvollsten Arbeitsschritte in der Analytik von Carotinoiden ist die
Extraktion (ZHENXIN et al. 2008, FRASER et al. 2000, TAUNGBODHITHAM et al. 1998). Hierbei sollen alle
Carotinoide quantitativ, moglichst schonend und schnell extrahiert werden, da sie insbesondere in
organischen Loésungsmitteln zu Degradationen und Artefaktbildung neigen (CRAFT 1992b, FrIXEL 2002,
CALvO et al. 2007). Unglnstigerweise sind viele Extraktionsmittel mit einem breiten Loslichkeitsspektrum
und hoher Extraktionskraft fir Carotinoide zugleich am starksten degradationsférdernd (RODRIGUEZ-AMAYA
etal. 2001 und 2004, CRAFT 1992b). Vor diesem Hintergrund zeigt das entwickelte Extraktionsprotokoll
folgende Vorteile:

Es wird ein breites Spektrum an Carotinoiden durch das |6sungsstarke Extraktionsgemisch MeOH/CHCI,
extrahiert. Dabei wurden Degradationen und Artefaktbildungen durch den Einsatz von BHT und oTOC

minimiert. Ersteres stabilisiert vorrangig prooxidatives CHCl,und schitzt Carotinoide vor Isomerisierungen
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(FRIXEL 2002, CRAFT 1992b, RODRIGUEZ-AMAYA 2001 u. 2004, EL-AGAMEY et al. 2004). Letzteres hingegen
hemmt insbesondere die Autoxidation von Carotinoiden durch freien Sauerstoff (EL-AGAMEY et al. 2004,
HANDELMANN et al. 1991, PALOZzZA et al. 1992). Das in der Literatur zur Extraktion von Mikroorganismen
oftmals verwendete Aceton wurde auf Grund der ermittelten mangelhaften Extraktionskraft und der Gefahr
der Bildung von Acetoniden, insbesondere mit Keto- und Hydroxicarotinoiden, nicht verwendet (BRITTON
2004, Lea 1988, LEE et al. 2004b, DE MIGUEL et al. 2001). Die wahrend der Extraktion erhdhte Tendenz zu
Photoisomerisierungen von gelosten Carotinoiden wurde durch die Verwendung von gefarbten Glas-
materialien und dem Arbeiten unter Vermeidung von direktem Lichteinfall minimiert.

Zu bemerken ist, dass Ethanol trotz ahnlicher chemisch-physikalischer Eigenschaften eine durchschnittlich
schlechtere Extraktausbeute lieferte als MeOH. MeOH ist allerdings gesundheitlich bedenklicher als EtOH,
wodurch die Anwendbarkeit der Methode auf futtermitteltechnologische und lebensmitteltechnologische
Belange durch die Toxizitat der Losungsmittelriickstdnde limitiert wird (DE MIGUEL et al. 2001). Weiterhin ist
zu bemerken, dass, entgegen den Untersuchungen zur Extraktion pflanzlicher Materialien, THF und Aceton
bei Bakterien und Hefen eine deutlich schlechtere Extraktionskraft aufwiesen als MeOH, was die
Besonderheit mikrobieller Matrizes unterstreicht. Extraktionsprotokolle pflanzlicher Proben sind nicht ohne
weiteres auf Bakterien und Hefen Ubertragbar und massen fir mikrobielle Matrizes speziell entwickelt
werden.

Das hier vorgestellte Extraktionsverfahren liefert ein zuverlassiges und robustes Protokoll zur Extraktion von
Carotinoiden aus verschiedensten Bakterien- und Hefespezies unter Minimierung von Artefaktbildungen

und Verlusten.

2.5 Auftrennung der Extrakte mittels HPLC

Carotinoide sind hochgradig ungesattigte, lipophile, gefarbte, redoxaktive Kohlenwasserstoff-Verbindungen
(Carotine) bzw. deren sauerstoffhaltige Derivate (Xanthophylle). Im Gegensatz zu den verwandten
Retinoiden, Tocopherolen und Ubichinonen sind Carotinoide nicht fluoreszierend (FURR 2004, BRITTON et al.
2004). Wie auch andere Naturstoffgruppen lassen sich Carotinoide zweckmaBigerweise chromatographisch
trennen und analysieren. Neben der qualitativ und semiquantitativ verwendbaren Diinnschicht-
chromatographie wird vorrangig die Sdulenchromatographie zur Aufreinigung und Trennung, zur genauen
Quantifizierung die Photometrie genutzt. Da es sich bei Carotinoiden grundsatzlich um nicht flichtige
Verbindungen handelt, ist die Auftrennung per Gaschromatographie nur nach arbeitsaufwandiger
Derivatisierung maglich (FURR 2004). Aus diesem Grund wird die flissigchromatographische Trennung (LC)
mit photometrischer, elektrochemischer oder massenselektiver Detektion bevorzugt (FRASER et al. 2000,
FERRUZzI et al. 2001 u. 1998). Im Folgenden ist die im Rahmen dieser Arbeit speziell fir die Trennung

mikrobieller Carotinoide entwickelte HPLC-Methode beschrieben.

2.5.1 Aktueller Wissensstand zur Trennung von Carotinoiden mittels HPLC

Zurzeit werden Carotinoide mehrheitlich mittels Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC) und
photometrischer Detektion - zumeist Dioden-Array (DAD) - an verschiedensten mobilen und stationaren

Phasen separiert und analysiert (OLIVER et al. 2000, BARUA et al. 1998). Die klassische Normalphasen-
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Flussigkeits-Chromatographie (NP-LC) von Carotinoiden wird vorwiegend an Kieselgel, Aluminiumoxid und
Calciumhydroxid oder weniger tblich an Nitrilphasen durchgefiihrt (BHOSALE et al. 2004, CORAL-HINOSTROZA
et al. 2004, HUMPHRIES et al. 2003, SCHMITZ et al. 1995, HASHIMOTO et al. 1988). Einige dieser Materialien
zeigen hierbei eine relativ gute Selektivitdt gegenlber einzelnen Carotinoiden, einschlielich gegentiber
geometrischen Isomeren. Dennoch sind solche Phasen nicht in der Lage, das komplette Isoprenoidspektrum
bestehend aus Carotinen, Xanthophyllen, Tocopherolen, Retinoiden und Ubichinonen effizient zu trennen
(BHOSALE et al. 2004, DACHTLER et al. 2001, EMENISHER et al. 1996, SANDER et al. 1994a/b). Des Weiteren
sind Materialien wie Calciumhydroxid schwer zu handhaben, da geringste Anderungen im Wassergehalt der
stationdren Phase oder der Saulentemperatur zu enormen Problemen in der Chromatographie fithren
konnen (SCHmITZ et al. 1994, HAsHIMOTO et al. 1988, TSUKIDA et al. 1982). Darlber hinaus kann es
vorkommen, dass Xanthophylle, insbesondere solche mit sauren Endgruppen, dauerhaft auf der Phase
gebunden werden und nicht eluieren (NOLLET 2004, LeA 1988, ScHmITZ et al. 1995). Demzufolge werden
Carotinoide (blicherweise mittels Umkehrphasen-Flissigkeits-Chromatographie (RP-LC) getrennt, wobei
RP-C ,-Materialien lange Zeit bevorzugt verwendet wurden (CORTES et al. 2004, EPLER et al. 1992, CRAFT et al.
1992a). RP-C,,-Phasen sind im Allgemeinen leicht zu handhaben und robust. Andererseits besitzen sie ein
begrenztes Auflésungsvermégen gegentiber geometrischen Isomeren und Konstitutionsisomeren, wobei die
Selektivitdt mit der Art des Phasenbindungstypes (monomer, polymer) variiert (EMENISHER et al. 1995,
SANDER et al. 2000, 1994a/b u. 1987, PFANDER et al. 1994, EPLER et al. 1993, KHACHIK et al. 1989). Um
sowohl strukturell dhnliche Carotinoide als auch ihre geometrischen Isomere und Konstitutionsisomere
trennen zu kénnen, wurde eine RP-C,, stationdre Phase entwickelt (SANDER et al. 1994b u. 1987). Inzwischen
konnten RP-C,-Materialien ein erstaunliches Trennungspotential - nicht nur fir Carotinoide sondern auch
flr Tocopherole, Tocotrienole, Ubichinone und Retinoide demonstrieren (SANDER et al. 2000, LESSIN et al.
1997, Cook et al. 1999, BARUA et al. 1998). Mit Hilfe dieser stationdren Phase konnten komplexe
Isoprenoidgemische aus verschiedensten biologischen Materialien effizient separiert und analysiert werden
(KaISER et al. 2007, RAJENDRAN et al. 2005, FRASER et al. 2000).

2.5.2 Auswah! der Trennsaule und des FlieBmittels

Das Spektrum mikrobieller Carotinoide umfasst neben den stark lipophilen C-Carotinen vor allem auch
polare und zum Teil polar-substituierte Xanthophylle in groBer struktureller Vielfalt (LIAAEN-JENSEN et al.
1972). Ziel der Arbeit war die Entwicklung einer HPLC-Methode zur Auftrennung maoglichst der gesamten
Bandbreite mikrobieller Carotinoide.

Die Vorversuche mit einer vollstandig-endcapped, monomeren RP-C,,-Séule (Chrompack’) zeigten in
Ubereinstimmung mit der Literatur, dass sich insbesondere die friihzeitig eluierenden Xanthophylle Lutein
(LUT), Zeaxanthin (ZEA) und Astaxanthin (AST) sowie die Konstitutionsisomere aCAR und BCAR trotz der
Anwendung verschiedener FlieBmittel und Gradienten nicht oder nur unzureichend trennen lassen (CRAFT et
al. 1992a, NAKAGAWA et al. 2008). Daraufhin wurde eine RP-C,-Sdule getestet, die sowohl in der Trennung
der Xanthophylle und Konstitutionsisomere (LUT/ZEA) als auch in der Trennung von ¢/s-trans-Isomeren sehr
gute Ergebnisse lieferte. Da es Hinweise gibt, dass die Interaktion der freien Silanolgruppen der stationaren
Phase mit den funktionellen Sauerstoffgruppen der Xanthophylle zur Effizienz der Trennung erheblich

beitragen kdénnen, wurde ein nicht-endcapped Material verwendet (SANDER et al. 1994a/b). Um die
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Anfalligkeit der Saule hinsichtlich von Verstopfungen und Druckschwankungen zu verringern, wurde eine
Séule mit 5 um Partikeln anstelle von 3 pm Partikeln gewahlt. Zur Erhaltung der Leistungsféhigkeit wird bei
Saulen mit 5 um Partikeln Ublicherweise eine Lange von 25 c¢m anstelle von 15 cm verwendet. Bei der
HPLC-Trennung von Carotinoiden werden Edelstahl-Metallfritten am Séuleneingang und Séulenausgang fir
Degradationen und Verluste verantwortlich gemacht (SCOTT 1992, EMENHISER et al. 1996). Aus diesem
Grund wurde ein Saulenhersteller ausgewéhlt (Bischoff), der anstelle von Metallfritten Metall-Siebe mit
wesentlich geringerer spezifischer Oberflache einsetzt. Hierdurch sollen die Absonderung schadlicher
Metallionen reduziert und Verluste minimiert werden (LAMOTTE 2005). Analog dazu kdénnen auch
Kunststofffritten verwendet werden, die allerdings wesentlich preisintensiver sind (BOHM 2005, KONINGS
etal. 1997).

Die FlieBmittel wurden anhand einer Literaturrecherche nach ihrer Eignung fir einen Niederdruck-
gradienten, der Kompatibilitdt mit der RP-C,-Phase, dem Differenzierungsvermdgen fir Carotinoide an
RP-Phasen und einer moglichst niedrigen Viskositat ausgewahlt. Diese Kriterien schrankten die Auswahl fir
die FlieBmittel-Basis auf Acetonitril (MeCN) und MeOH ein (CORTES et al. 2004). MeOH besitzt gegenlber
MeCN eine geringere Toxizitdt und ist weniger preisintensiv. Als lipophile Modifier zur Verkiirzung der
Retentionszeiten und zur Optimierung der Selektivitat werden in der RP-Chromatographie von Carotinoiden
ublicherweise CH,Cl, CHCl,, THF, MTBE oder Ethylacetat verwendet (BELL et al. 1997). Dabei ist der Verlust
von Carotinoiden wahrend der Saulenpassage auch von der Art des verwendeten FlieBmittels abhangig
(EMENHISER et al. 1996). Prinzipiell zeigen MeOH-basierte mobile Phasen eine héhere Wiederfindung als
MeCN basierte FlieBmittel (EPLER et al. 1993 und 1992, ScotT 1992). Fur die Modifier CH,Cl, und CHCI,
gibt es Hinweise, dass herstellungsbedingt Spuren von Salzsdure (HCl) im Lésungsmittel vorkommen
kénnen, die fir eine Degradation von Carotinoiden wahrend des Trennprozesses verantwortlich gemacht
werden (BRITTON et al. 1993 u. 1995). Ahnliches gilt fiir Ethylacetat und THF. Ethylacetat kann durch
Esterspaltung Essigsdure freisetzen und THF kann prooxidative Peroxide bilden, wodurch eine
Artefaktbildung von Carotinoiden begunstigt wird. Bei einer Verwendung als FlieBmittel, wird THF daher
haufig mit BHT stabilisiert, welches jedoch bei der RP-Chromatographie von der stationaren Phase ebenfalls
adsorbiert wird und somit die Trennung beeinflussen kann. Aus den genannten Griinden wurde MeOH als

hydrophile FlieBmittel-Basis und MTBE als modifizierende lipophile Komponente ausgewahilt.

2.5.3 Nachteile von RP-C,-Séulen

Die Anwendung von nicht-endcapped RP-C,-Phasen zur Trennung von Carotinoiden bringt neben den oben
aufgefiihrten Vorteilen auch Nachteile mit sich. Prinzipiell lassen sich die auftretenden Probleme in zwei
Gruppen einordnen:

Zur ersten Gruppe gehdren die Peakverzerrungen, wobei insbesondere ein Peak-7ailing vorkommt
(EMENHISER et al. 1996). Dies fluhrt schlieBlich zu schlecht reproduzierbaren Retentionszeiten sowie zu
Beeintrachtigungen der Selektivitdt und des Aufldsungsvermogens (BREITHAUPT 2004, Cook et al. 1999). Die
zweite Gruppe beinhaltet die zum Teil nicht unerheblichen Verluste einiger Analyte wahrend der
Saulenpassage und die dadurch resultierende Minderung der Peakfladchen-Response. Dabei kann das
Ausmal} des Verlustes von Carotinoiden auf RP-C,, -Phasen den Verlust von Carotinoiden auf RP-C,-

Trennmaterialien unter Umstanden Ubersteigen (EMENHISER et al. 1996). Das wiederum kann eine
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betrachtliche Minderung der Empfindlichkeit und erhebliche Probleme bei der Quantifizierung,
insbesondere bei kleinen Carotinoidmengen, verursachen. Stérungen beider Arten sind unerwinscht, da sie

die Leistungsfahigkeit der Sdule mindern und die Effizienz einer Trennung betrachtlich verschlechtern.

2.5.4 Optimierung der HPLC

In der Literatur ist bisher noch keine HPLC-Methode zur Trennung von mikrobiellen Carotinoiden an einer
nicht-endcapped RP-C,-Phase beschrieben, die ein bindres Gemisch, bestehend aus MeOH und MTBE als
mobile Phase, verwendet. Gegenstand der Arbeit war es deshalb auch, eine geeignete HPLC-Methode zu

erstellen und zu testen. Dabei wurden folgende Parameter untersucht und optimiert:

- der Einsatz von FlieBmittel-Additiven,
- der Gradient von MTBE in MeOH,
- die FlieBmittelgeschwindigkeit (Flow),

- die Saulentemperatur.

2.5.4.1  Untersuchungen von FlieBmittel-Additiven

Ausgangspunkt der Untersuchungen von FlieBmittel-Additiven war die Beobachtung, dass sich AST und LUT
bei Gradienten-Elution mit MTBE in MeOH an der verwendeten RP-C-Phase auf Grund eines
auBergewodhnlich starken Peak-7a//ings von AST nicht zufriedenstellend trennen lieen (vgl. Abbildung 12).
Auch eine Variation des Gradienten von MTBE in MeOH oder der Saulentemperatur erbrachte keine

Verbesserung der Auflésung. Erst mit Hilfe des FlieBmittel-Zusatzes Ammoniumacetat (AAc) konnte eine

60 AST tailing Abbildung 12: Chromatographische Trennung eines Gemisches

ZEA bestehend aus LUT, ZEA und AST unter Verwendung von 0,1 M
AAc als FlieBmittel-Zuatz (durchgezogene Linie) und ohne AAc
als  FlieBmittel-Zusatz  (gepunktete Linie), ohne AAc als
FlieBmittel-Additiv za//t der AST-Peak bis in den LUT-Peak hinein,
wodurch eine Trennung unméglich wird, verwendeter Gradient
von MTBE in MeOH [min - %]: 0-0, 40-50; Flow 1,2 ml/min,
T,=15°C, RP-C,-Phase, Bischoff-Chromatography, Batch 1.

mAU

-20 16,0 16,4 16,8 17,2 17,6 180 184 188 19,2 19,6 20,0

gute Basislinien-Trennung erreicht werden. Als Grundlage fir die Anwendung von FlieBmittel-Additiven
wurden die Angaben von CORTES et al. (2004) zur Verbesserung der Trennung pflanzlicher Carotinoide an
einer RP-C ,-Phase unter Verwendung von Ammoniumacetat als FlieBmittel-Zusatz herangezogen. Weil AST
und zahlreiche strukturell &hnliche Carotinoide auch in Mikroorganismen vorkommen kdénnen und
biochemisch sowie zum Teil erndhrungsphysiologisch bedeutsam sind, sollte die Trennleistung der HPLC-
Methode an dieser Stelle weiter optimiert werden. Da die Literatur fir AST keine und flr andere
Carotinoide nur sehr sparliche Informationen bezlglich der Anwendung von FlieBmittel-Additiven an

RP-C,,-Phasen aufweist, wurden zur Optimierung der Methode eigene Untersuchungen durchgefihrt.
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Der Zweck der Untersuchungen bestand darin, neben Ammoniumacetat den Nutzen weiterer FlieBmittel-
Additive auf das Elutionsverhalten und die Trennung von Carotinoiden an der verwendeten RP-C,-Phase zu
beurteilen und dadurch die Effizienz der HPLC-Methode zu verbessern. Bei der Auswahl der Substanzen
sollten bedeutsame Eigenschaften wie die Komplexbildung mit Metallionen, der pH-Wert des
Elutionsmittels und antioxidative Effekte berlicksichtigt werden. Anhand der Untersuchungen sollte ein
spezieller FlieBmittel-Zusatz ausgewahlt und dessen Einsatz optimiert werden. Ziel war die Ermittelung
quantitativ vergleichbarer Daten bezliglich eines Einflusses auf die Kapazitat, die Peaksymmetrie und die
Peakflache. Die ermittelten Effekte sollten auch in Abhéngigkeit von bestimmten Systemparametern wie der
Saulentemperatur und der Verweilzeit der Analyten auf der Saule untersucht werden. Mit Hilfe der
Ergebnisse dieser Versuche sollte die Trennleistung der HPLC-Methode fur mikrobielle Carotinoide erweitert

und optimiert werden.

2.5.4.1.1 Entwicklung der Testmethode

Zuerst wurde eine geeignete Testmethode basierend auf einer FlieBmittel-sparenden, isokratischen
Elutionsmethode entwickelt, die qualitative und quantitative Aussagen bezlglich der Peaksymmetrie und
Peakflache sowie Aussagen zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erlaubte. Einen Uberblick Gber den

Aufbau der hierzu entwickelten Methode und der Versuchs-Parameter gibt die Abbildung 13. Gleichzeitig

i Einstellen pH-Aquivalent

7 (mit HCI oder NaOH)
A A 1

Filtration

y
Eluent A: MTBE | | Eluent B: MeOH mit Additiv | | Eluent C: reines MeOH

y
—>| dynamische Mischkammer |<—

Equilibrierung

y

---- ->| RP-C,, stationdre Phase |<- ----- [

r
!
1
1
|
1

|mmmmmmmm————— L
« verschiedene Chargen
« verschiedene Hersteller

: !« Verhaltnis MTBE/MeOH |
i i« pH-Aquivalent i
: !+ Saulen-Temperatur |

Abbildung 13: Aufbau und Ablauf des Verfahrens zum Test der FlieBmittel-Zusatze, die gestrichelten Kastchen und Linien
kennzeichnen die wichtigsten Testparameter, es wurde grundsatzlich isokratisch bei 1 ml/min, d.h. mit konstant
zusammengesetzten MTBE/MeOH-Mischungen und bei konstanten Séulentemperaturen (/sotherm) gearbeitet.
wurde anhand einiger Vorversuche der Einfluss von AAc auf das Elutionsverhalten von weiteren
Carotinoiden wie BCAR und Canthaxanthin (CAN) UberblicksmaRig getestet. Anhand dieser Resultate liel3
sich erkennen, dass die Effekte eines FlieBmittel-Zusatzes auf das Elutionsverhalten (Peaksymmetrie und

Peakflache) bei AST wesentlich starker ausgepragt waren, als bei allen anderen getesteten Carotinoiden.
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Um den Umfang der folgenden Untersuchungen zu begrenzen, wurde AST als primare Testsubstanz
ausgewahlt. Im Rahmen der Entwicklung der Methode wurde berlcksichtigt, dass nach LItz et al. (1997)
bei Carotinoid-Losungen in einem nicht temperierbaren Autosampler auf Grund von Degradationen und
Isomerisierungen Verfalschungen der Analysenergebnisse auftreten kdnnen. Da auch der in dieser Arbeit
verwendete Autosampler keine Kihlung aufwies und die Dauer bestimmter Tests mehrere Tage betrug,
wurden die Versuche auf mehrere separate Test-Ansatze aufgeteilt. Hierbei wurde die Dauer der einzelnen
Versuchsansatze auf maximal zehn Stunden begrenzt, wobei bei jedem Versuch der reine Eluent und der mit
AAc modifizierte Eluent immer als ,Vergleich” mitgefihrt wurde. Die verwendeten Carotinoid-
Standardlésungen und die modifizierten FlieBmittel wurden jeweils erst kurz vor Testbeginn frisch
hergestellt. Durch diese Vorgehensweise wurden Artefaktbildungen der Carotinoid-Standardlésungen
wahrend der Versuche minimiert und so eine bessere Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse (Streungen von Peaksymmetrie und Peakflache) erzielt.

Die im Folgenden beschriebenen Versuche dienten zunachst der Auswahl eines geeigneten FlieBmittel-

Additivs sowie der Optimierung der Anwendung der ausgewahlten Substanz.

2.5.4.1.2 Tests verschiedener FlieSmittel-Zusédtze

Folgende FlieBmittel-Additive wurden fir die oben beschriebene Testmethode ausgewahlt:

- Sauren: Ammoniumchlorid (ACl) und Essigsaure (AA),

- Basen: Natriumacetat (NaAc) und Triethanolamin (TEA),

- Puffer-Substanzen: Ammoniumacetat (AAc) und Triethanolaminacetat (TEAAC),

- Komplexbildner: EDTA, Citronensaure (CA),

- hydrophile und lipophile Antioxidantien: Ascorbinsaure (ASC) und Buthyl-hydroxy-Toluol (BHT).
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Abbildung 14-A: Einfluss der verwendeten Konzentration an AAc auf die Peaksymmetrie von AST, die Darstellung zeigt den
Peakasymmetrie-Faktor bestimmt bei 10% der Peakhdhe und jeweils die Mediane und Spannweiten der Peakasymmetrie-
Faktoren bei unterschiedlichen AAc-Konzentrationen, zwischen den Konzentrationen 10 mM AAc und 50 mM AAc konnte in
der erzielten Peaksymmetrie kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (P=0,056; U-Test; n=5).

Abbildung 14-B: Einfluss der verwendeten Konzentration an AAc auf die Peakflache von AST, das Diagramm zeigt die
Mediane und Spannweiten der relativen Peakflache bei unterschiedlichen AAc-Konzentrationen, der Median der bei einem
Zusatz von 50 mM AAc erzielten Peakflache von AST (groBte erzielte Peakflache) wurde gleich 100% gesetzt, zwischen den
Konzentrationen 10 mM AAc und 50 mM AAc konnte in der erzielten Peakflache kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (P=0,056; U-Test; n=15).
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Die Auswahl zeigt, dass bestimmte Additive mehrere chemische Eigenschaften zugleich erflllen. ASC
beispielsweise besitzt die drei Eigenschaften Saure, Komplexbildner und Antioxidans zugleich. CA hingegen
ist lediglich Saure und Komplexbildner und AA weist Gberwiegend nur noch saure Eigenschaften auf. Diese
Auswahl sollte zur Differenzierung der erzielten Effekte in Gegentiberstellung zu bestimmten Eigenschaften
der ausgewahlten Substanzen sowie der Aufklarung der Wirkungsweise von Additiven dienen.

Tabelle 2: Ermittelte pH-Aquivalente (pH-Ag) der getesten FlieBmittel-Additive im MeOH-Eluenten, *das pH-Aq entspricht rechnerisch

dem pH-Wert jedoch gemessen im nicht-wassrigen Milleau, **kein pH-Aq (pH-Wert) messbar, Methodik der Herstellung und Messung
der pH-Aquivalente der FlieBmittel vgl. Abbildung 13 sowie 2.5.4.1.3 und 7.2.3.1.1 .

. . . eingesetzte Konzentration im .

FlieBmittel-Additiv pH-Ag*
MeOH-Eluent [mM]

Essigsaure (AA) 50 3,90
[-Ascorbinsaure (L-ASC) 50 5,05
kein Additiv - 6,37
Ammoniumchlorid (ACI) 50 6,38
Citronensaure (CA) 20 7,32
Triethanolamin-Acetat (TEAAC) 50 7,32
EDTA gesattigte Loésung in MeOH 7,63
Ammoniumacetat (AAC) 50 7.72
Natriumacetat (NaAc) 50 7,80
Triethanolamin (TEA) 50 9,30
tert-Buthyl-hydroxy-toluol (BHT) 50 *x

Um die Effekte der ausgewahlten Additive miteinander vergleichen zu kdénnen, erfolgte ihr Einsatz in
gleicher Konzentration. Zur Ermittlung einer gemeinsamen Konzentration wurde das Elutionsverhalten von
AST bei aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen des Additivs AAc untersucht. Unter Verwendung der
oben beschriebenen Methode zeigte sich in der Peakflache und der Peaksymmetrie von AST ab einer
Konzentration von 10 mM AAc keine weitere Anderung (vgl. Abbildung 14). Um maximale Effekte zu
garantieren und gleichzeitig die Vergleichbarkeit der Additive untereinander zu gewéhrleisten, wurden alle
nachfolgenden Tests einheitlich mit einer 5fach hdheren Konzentration (50 mM) durchgefihrt (vgl.
Tabelle 2). Abweichend dazu wurde CA als dreiwertige Saure auf eine 20 mM Konzentration begrenzt und
EDTA auf Grund seiner schlechten Loslichkeit als gesattigte Lésung in MeOH verwendet. Die Ergebnisse der
Tests verschiedener FlieBmittel-Additive sind zusammenfassend in Abbildung 15 dargestellt. Prinzipiell
waren alle Effekte der Additive nach einem Spilen mit MeOH/H,O (95:5; [v/v]) reversibel, wobei jedoch
beachtet werden muss, dass nach der Anwendung eines Additivs die anfédnglichen Eigenschaften der
unbenutzten stationdren Phase maoglicherweise nicht wieder vollstandig wiederherstellbar sind (HART et al.
1995). AuBerdem waren die Basislinien nach der Elution der Peaks mit und ohne Additiv identisch. Somit
konnte eine Abweichung der Peakflache auf Grund einer fehlerhaften Integration der Flache im
Lauslaufenden” Peakende ausgeschlossen werden. Die Auswertung der DAD-Spektren ergab keine
detektierbaren Artefakte oberhalb von 230 nm und das Maximum von AST im UV-VIS-Spektrum blieb
konstant (#2 nm), unabhangig von der Art des verwendeten Additivs.

Bei der Elution von AST erzeugten die FlieBmittel-Additive TEA gefolgt von AAc, TEAAc und CA die hochste
Peaksymmetrie und Peakflache (vgl. Abbildung 15). AA als Additiv hingegen fithrte zu einer Reduktion der
Peakflache. Gleichzeitig kam es unter der Verwendung von AA analog allen anderen Additiven zu einer

Erhdhung der Peaksymmetrie im Vergleich zum Eluenten ohne Additiv (vgl. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Effekte verschiedener FlieBmittel-Additive und des pH-Aquivalentes (pH-Aq) auf die Peakflachen-Response und die Peaksymmetrie (Peakasymmetrie-Faktor berechnet bei 10% Peakhéhe)
von at-AST in funf separaten Versuchsansatzen (Set-1 bis Set-5), alle Additive wurden in einer Konzentration von 50 mM verwendet, auBer Citronensaure (CA) in 20 mM und EDTA als gesattigte Losung
in MeOH, chromatographische Bedingungen: isokratische Elution mit MeOH/MTBE (70/30, [V/V]) an einer RP-C,-Phase, Bischoff-Chromatography, , T,=12°C, die Diagramme zeigen die Mediane
mit den zugehdrigen Spannweiten der gemessenen Werte flr jedes Additiv, die Berechnung der relativen Mediane der Peakflachen erfolgte indem der Median des mit AAc-modifizierten Eluenten auf
100 % als Bezug gesetzt wurde, ** die Peaksymmetrie wurde durch einen nach dem at-AST-Peak im Anschluss eluierenden c-AST Peak (Artefakt) verfalscht, was zu einem Peak-Split durch die Software
fuhrte, die statistische Signifikanz fur # wurde festgelegt bei P<0,05 (F-Test u. t-Test), die statistisch auf Unterschiede im arithmetischen Mittelwert getesteten Werte entsprachen alle den Kriterien auf
Normalverteilung, auf Normalverteilung wurde zuvor Uber einen Kolmogorov-Smirnov-Test geprift, Abkirzungen alphabetisch: AA Essigsdure, AAc Ammoniumacetat, ASC Ascorbinsdure, ACl
Ammoniumchlorid, BHT zertButhyl-hydroxy-toluol, CA Citronensaure, kAdd kein Additiv zugesetzt, NaAc Natriumacetat, pH-Aq pH Aquivalent (analog pH Wert im nichtwassrigen Milieu vgl. 2.5.1.3),
TEAAC Trietanolamin-Acetat, TEA Triethanolamin.
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Um zu ermitteln, ob bzw. welche der funktionellen Sauerstoffgruppen von AST in Zusammenhang mit
einem Additiv die Peaksymmetrie und die Peakfldche beeinflussen, wurden ausgewahlte Additive zusatzlich
an CAN und BCAR getestet. Im Ergebnis war ein Peakflachen-Verlust bei Verwendung von AA auch bei CAN
und BCAR zu beobachten, was einen analogen Mechanismus vermuten lasst (vgl. Abbildung 16).
Gleichzeitig zeigte die deutlich schwachere Auspragung der Effekte von AAc und TEA auf die
Peaksymmetrien und die Peakflachen von CAN und BCAR, dass sowohl die Ketogruppen als auch die
Hydroxylgruppen flr die bei AST vergleichsweise starker ausgepragten Effekte von Bedeutung sind. Fir die
Bewertung, ob Ammonium oder Acetat oder beide lonen zum Wirkmechanismus von AAc beitragen,
wurden ACl und NaAc getestet (vgl. Abbildung 15, Set-1ll). Die hierbei beobachteten schwacheren Effekte
auf die Peakflache und Peaksymmetrie von AST (ACI und NaAc vs. AAc) deuten darauf hin, dass hinsichtlich

der Wirkweise von AAc beide, Anion (Acetat) und Kation (Ammonium), wirksam sind.
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Abbildung 16-A: Chromatogramme von at8CAR (3,71 pg/g in EtOH) bei isokratischer Elution an einer RP-C, -Phase
(Bischoff Chromatography, Batch 7) mit MeOH/MTBE (50:50 [V/V]) und unter dem Zusatz der Additive (alphabetisch):
AA Essigsédure, AAc Ammoniumacetat, Add Additiv, TEA Triethanolamin, Flow: 1T ml/min, T,=12°C.

Abbildung 16-B: Chromatogramme von CAN (6,2 pg/ml in EtOH) bei isokratischer Elution unter denselben Bedingungen
wie at8CAR (vgl. Abbildung 17-A) allerdings mit MeOH/MTBE (70:30 [V/V]).

Der Komplexbildner EDTA zeigte gegentiber TEA, TEAAc, CA und AAc eine deutlich schwachere Anhebung
der Peaksymmetrie und Peakflache. Auch das lipophile Antioxidans BHT und das hydrophile Antioxidans
ASC erbrachten bezlglich der Peakflache und der Peaksymmetrie nicht dieselben Effekte wie die oben
genannten Additive.

Somit wurde AAc als am besten geeigneter FlieBmittel-Zusatz befunden und fir alle weiteren

Untersuchungen verwendet. Die Entscheidungsgriinde hierfiir waren:

1. Die Additive AAc, TEAAc und CA bewirken nach TEA die zweit hochste Peakflache und Peak-
symmetrie. TEA erzeugt jedoch gegeniiber AAc einen deutlich héheres pH-Aquivalent (pH-Aq, vgl.
2.5.4.1.3) und CA einen deutlich saureres pH-Aq der mobilen Phase (vgl. Tabelle 2). Dabei kann es
insbesondere im Basischen zu irreversiblen Schaden an der Kieselgel-basierten stationaren Phase und
daraus folgend zu einem Verlust an Trenneffizienz und an Auflésungsvermogen kommen (BREITHAUPT
2004, AzevepO-MELEIRO et al. 2004). Das nahezu pH-neutrale AAc hingegen vertragt sich als

FlieBmittel-Zusatz besser mit der stationdren Phase (vgl. Tabelle 2).
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2. Fiar die Kopplung der HPLC mit einer massenselektiven Detektion (LC-MS) sind Additive mit einem
messbaren Dampfdruck von Vorteil. AAc ist fur die Anwendung der massenspektrometrischen
Detektion von Carotinoiden hinreichend flichtig genug, so dass die Methode problemlos auf LC-MS
Systeme Ubertragbar ist. DarUber hinaus ermdglicht AAc als Neutralsalz eine massenselektive
Detektion im positiven und im negativen lonisierungs-Modus (EMMERT et al. 2006, PRASAIN et al.
2005, CARERI et al. 1999).

3. AAc ist kommerziell in hochreiner LC-MS-Qualitat und vergleichsweise preisgiinstig erhaltlich. Es muss
weder aufwendig vorgereinigt werden, noch muss der pH der mobilen Phase vor der Anwendung

eingestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei der Verwendung des pH-vertraglichen AAc als Additiv die
Peakflache und Peaksymmetrie gegentber TEA geringfligig erniedrigt ist, was die Trenneffizienz und
Sensitivitdét der Methode jedoch nur wenig beeinflusst. Die Robustheit der Methode hinsichtlich
pH-bedingter Degradationen der stationaren Phase und dadurch bedingter Drifts chromatographischer

GroBen wird hingegen deutlich verbessert.

2.5.4.1.3  Einfluss der Elutionsstarke und des pH der mobilen Phase auf die Peakfliche und die

Peaksymmetrie

Fur die Trennung einer Vielzahl unbekannter Carotinoide in mdglichst kurzer Zeit ist eine isokratische
Elution oftmals nicht ausreichend, weshalb haufig FlieBmittelgradienten angewendet werden. Dabei ist es
von Vorteil, wenn die Peakflachen-Response des Analyten unabhdngig von dem Anteil der einzelnen
FlieBmittelkomponenten in dem verwendeten FlieBmittelgemisch ist. Unter dieser Voraussetzung kénnen
die Quantitadten ein und derselben Substanz ungeachtet der Verwendung verschiedener Gradienten (d.h.
Elution bei unterschiedlichen Retentionszeiten) direkt miteinander verglichen werden. Die Vorgehensweise
ist vor allem dann von praktischer Bedeutung, wenn zur Trennung von Gemischen mit bekannten und
unbekannten Komponenten, wie beispielsweise Carotinoid-Extrakten aus Mikroorganismen, eine Variation
des Gradienten zur Optimierung der Auftrennung erforderlich ist.

Um abzusichern, dass durch den Zusatz des Additivs AAc die erzielte Peakflache auch bei Verwendung
verschiedener Gradienten, d.h. auch bei der Elution mit unterschiedlichen MeOH/MTBE Verhaltnissen
konstant bleibt, wurden entsprechende Versuche durchgefiihrt. AuBerdem wurde die Robustheit der
Methode hinsichtlich der Variation des pH der mobilen Phase geprift. Da es sich bei dem verwendeten
FlieBmittel prinzipiell um ein nicht-wéssriges System handelt, wird anstelle des pH-Wertes der Begriff
pH-Aquivalent (pH-Aq) verwendet (vgl. 7.2.3.1.1).

Zuerst wurde die Peakflache und die Peaksymmetrie von AST bei Elution mit unterschiedlichen Anteilen an
MTBE in MeOH mit und ohne dem Zusatz von AAc im FlieBmittel verglichen. Im Ergebnis blieb unter
Verwendung von AAc die Peakfache von AST konstant, unabhédngig von dem Verhéltnis von MTBE zu
MeOH, d.h. auch unabhéngig von der Retention von AST auf der Séule. Ohne AAc hingegen sank die
Peakflache mit steigendendem Anteil an MeOH bzw. mit steigender Retention von AST auf der Séule

exponentiell ab (vgl. Abbildung 17-A).
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Unter Punkt 2.5.4.1.2 konnte gezeigt werden, dass die Unterschiede in der Peakfldchen-Response und in
der Peaksymmetrie zwischen dem basischen Additiv TEA und dem Neutralsalz AAc bei einer Neutralisation
von TEA mit Essigsaure (Bildung von TEAAC) verschwinden (vgl. Abbildung 15). Auf Basis dieses Ergebnisses
wurde weiterfiihrend untersucht, inwieweit das pH-Aq der mobilen Phase und/oder das Acetat-lon fir die
Angleichung der Peakflachen-Response und Peaksymmetrie ausschlaggebend sind. Dazu wurde das pH-Aq
des FlieBmittels unter Verwendung von AAc als Additiv mit Hilfe konzentrierter Salzsdure bzw. Natronlauge

zwischen einem pH-Ag von 6 und 8 variiert (vgl. 7.2.3.1.1). Die Verschiebung des pH-Aq um zwei
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Abbildung 17-A: Anderung der relativen Peakflachen-Response von ar-AST mit steigender Retention auf der Saule (Kapazitatsfaktor)
mit und ohne AAc als Additiv, isokratische Elution bei verschiedenen MeOH/MTBE Mischungen (von links nach rechts: 60/40, 70/30,
80/20, 90/10, 95/5 [V/V]), T,=15°C, jeweils n=2, Flow: 1 ml/min, Median der Peakflachen bei der Elution mit MeOH/MTBE
(60740 [V/V]) wurde gleich 100% gesetzt, die gestichelten Linien kennzeichnen den angenommenen Trend zwischen den getesteten
MeOH/MTBE Mischungen.

Abbildung 17-B: Einfluss des pH-Aquivalentes (pH-Aqg) auf das Retentionsverhalten von arAST bei Verwendung einer mit AAc
modifizierten mobilen Phase bestehend aus (MeOH/MTBE 70/30 [V/V] mit 50mM AAc im MeOH Eluenten), Flow: 1 ml/min, T,=12°C,
die Datenpunkte zeigen jeweils den Median und die Spannweite, die graue Flache kennzeichnet den beobachteten Versatz der
Retentionszeit (,Kapazitatsliicke”) beim Ubergang von einem ,sauren” in ein ,basisches” pH-Aq.

Einheiten deckt dabei eine 100fache Anderung des Konzentrations-Verhaltnisses Ammonium/Ammoniak
bzw. Acetat/Essigsaure ab. Im Ergebnis waren weder in der Peaksymmetrie noch in der Peakflache deutliche
Unterschiede innerhalb des pH-Ag-Intervalls von 6 bis 8 erkennbar (vgl. Abbildung 15, Set-5). Es konnte
einzig ein Versatz der Retentionszeiten (Kapazitat) von AST zwischen einem pH-Aqg von 7,37 und 6,95
festgestellt werden (vgl. Abbildung 17-B).

Die Ergebnisse zeigen, dass die mit AAc modifizierte mobile Phase robust gegentber Anderungen im
pH-Ag, d.h. robust gegeniiber dem Zusatz von anorganischen Séuren oder Basen ist. Die resultierende
Peakflache sowie die Peaksymmetrie von AST sind offensichtlich weniger vom pH-Aq der mobilen Phase
und starker von der chemisch-physikalischen Natur des Additivs abhdngig. Des Weiteren konnte mit dem
Zusatz von AAc als FlieBmittel-Additiv eine vom MTBE/MeOH-Verhaltnis unabhéngige Peakflachen-Konstanz
von AST erzielt werden. Dadurch wird eine quantitative Vergleichbarkeit der Peakflachen identischer
Carotinoide aus Chromatogrammen verschiedener Extrakte auch bei Verwendung abweichender Gradienten
ermoglicht. Die Notwendigkeit der Modifizierung des Gradienten ergibt sich aus dem Anspruch, moéglichst

alle Carotinoide aus Extrakten von unterschiedlichen Mikroorganismen vollsténdig aufzutrennen.
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2.5.4.1.4 Temperaturabhéngigkeit der Peakfldche und der Peaksymmetrie

Bekanntermallen sind die Selektivitat und das Auflésungsvermdgen von Umkehrphasen (RP) insbesondere
von RP-C,-Phasen deutlich von der Saulentemperatur abhéngig (DuGo et al. 2008a, SANDER et al. 1994a/b,
BOHM 2001, BELL et al. 1997). Allerdings wurde noch nicht untersucht, inwiefern sich eine Variation der
Saulentemperatur auf die Peakflachen-Response und die Peaksymmetrie von Carotinoiden bei
chromatographischer Trennung an RP-C,-Phasen auswirkt. Aus diesem Grund wurde zur abschliefenden
Optimierung der bisher beschriebenen Methode die Abhéngigkeit der Peakflachen-Response und der
Peaksymmetrie von der Temperatur der stationdren Phase untersucht. Ziel war es, aufzuklaren ob die
Peakflachen ein und desselben Carotinoids aus Laufen bei unterschiedlichen Sé&ulentemperaturen
miteinander vergleichbar sind. Ferner sollten die Ergebnisse die Grundlage fir die Versuche zur
Optimierung der Trennung durch Variation der Saulentemperatur bilden (vgl. 2.5.4.3).

Die ermittelten Daten zeigen, dass mit sinkender Temperatur der stationdren Phase die Peakflachen-
Response von AST, unabhédngig von einem Zusatz an AAc zum Fliemittel, abnimmt (vgl. Abbildung 18-A).
Die Differenz zwischen den absoluten Peakflachen, der mit AAc modifizierten mobilen Phase und des reinen
Eluenten, bleibt jedoch anndhernd konstant (parallel verlaufende Trendlinien in Abbildung 18-A).
Demgegentber zeigt die Peaksymmetrie ein mit der Sdulentemperatur wechselndes Verhalten. Wahrend
mit steigender Temperatur der stationaren Phase die Symmetrie des AST-Peaks unter der Verwendung von
AAc zunimmt, kommt es bei dem reinen Eluenten mit einer Erhdhung der Saulentemperatur zur Abnahme

der Peaksymmetrie (vgl. Abbildung 18-B).
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Abbildung 18-A: Einfluss der Séulentemperatur (T,) auf die Peakflachen-Response von AST (4,28 pg/mL, in EtOH) mit und ohne
Verwendung des FlieBmittel-Additivs AAc, isokratische Elution mit MeOH/MTBE (70:30, [v/v]) an einer RP-C,-Phase (Bishoff
Chromatography, Batch 1), Detektion bei 474 nm, Darstellung der Werte mit Median (n=3) und Spannweiten, der Median der
Peakflachen bei 32°C wurde als 100% definiert, die gestrichelten Linien kennzeichnen den jeweils angenommenen Trend zwischen
den Messpunkten.
Abbildung 18-B: Einfluss der Sdulentemperatur auf die Peakasymmetrie von AST (4,28 pg/mL, in EtOH) mit und ohne Verwendung
des FlieBmittel-Additivs AAc, alle weiteren Parameter analog Abbildung 18-A.

Prinzipiell kann mit der Verdnderung der Saulentemperatur sowohl die Selektivitdt als auch das
Auflésungsvermdgen von RP-C,-Phasen beeinflusst werden. Dabei sinkt mit steigender Saulentemperatur
die Viskositat der mobilen Phase, wodurch sowohl Geschwindigkeit des Masse-Transfer als auch die
Loslichkeit der Analyte erhdht werden. In der Folge sinkt die Kapazitat, und die Peaks werden trennscharfer

bzw. symmetrischer (BRAITHWAITE et al. 1996). Dies trifft fir die Peaksymmetrie von AST bei Verwendung
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der mit AAc modifizierten Eluenten zu, nicht jedoch bei Verwendung des reinen Eluenten (vgl.
Abbildung 18-B). Ohne den FlieBmittel-Zusatz AAc zeigte der AST-Peak ein gegenteiliges Verhalten mit
einem starken Peak-7a//ing, was mindestens zwei verschiedene Wechselwirkungen zwischen dem Analytem
und der stationarer Phase vermuten lasst (lipophile Interaktionen mit den C,-Seitenketten und hydrophile
Interaktion mit den nicht-endcapped Silanol-Gruppen).

Mit einem Absenken der Temperatur der stationdaren Phase wird die Geschwindigkeit der Einstellung des
Gleichgewichts zwischen dem an/in der stationdaren Phase adsorbierten/geldsten Analyten und dem in der
mobilen Phase geldsten Analyten erniedrigt. Offenbar werden hierbei die Kinetiken von verschiedenartigen
Wechselwirkungen einander angeglichen, was in der Folge die Peaksymmetrie des AST Peaks erhéht.
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass eine Erhdhung der Sdulentemperatur auch eine vermehrte
konformative Umwandlung der lipophilen C,-Seitenketten der stationdren Phase von der trans
Konformation in die gauche-Konformation bewirkt, was die Peaksymmetrie zusétzlich beeinflussen kann
(ALBERT et al. 1998, BELL et al. 1997).

Da mit steigender Temperatur die Retentionszeit sinkt, kdnnte der Gewinn an Peakflachen-Response (analog
2.5.4.1.3) unter Umstanden aus der mit steigender Saulentemperatur einhergehenden Verringerung der
Kapazitat resultieren. Die Vermutung, dass die Anderung der Peakflachen-Response aus der Verschiebung
der Retentionszeiten resultiert, steht jedoch im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den vorangegangenen
Versuchen. Erstens: Trotz AAc-Zusatz kommt es bei unterschiedlichen Temperaturen zu einem Flachenverlust
des AST-Peaks, obwohl gezeigt werden konnte, dass bei Zusatz des Additivs und isothermer Arbeitsweise
mit steigender Saulenverweildauer keine Abnahme der Peakflache auftritt (vgl. Abbildung 17-A).

Zweitens: Bei Verwendung des reinen Eluenten weist die mit steigender Kapazitdt abnehmende
Peakflachen-Response (vgl. Abbildungen 19) nicht den unter Punkt 2.5.4.1.3 ermittelten typischen
exponentiell abfallenden Verlauf auf (vgl. Abbildung 17-A). Die Werte zeigen vielmehr eine proportionale
Verédnderung der relativen Flache mit steigender Kapazitat (vgl. Abbildung 19-B). Das deutet darauf hin,
dass der mit dem Absenken der Saulentemperatur auftretende Verlust an Peakflédchen-Response nicht durch

den Anstieg der Saulenverweildauer verursacht wird.
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Abbildung 19-A: Chromatogramme der Anderung der Peakflachen-Response und der Peakform von AST (c=4,28 ug/mL, EtOH)
mit der Saulentemperatur, jeweils (a) mit und (b) ohne einem Zusatz von 50 mM Ammoniumacetat (AAc) zum
Methanoleluenten, isokratische Arbeitsweise mit MeOH/MTBE (70:30, [V/V]) an einer RP-C,-Phase (Bishoff Chromatography,
Batch 1), T;: 1aund 1b 32°C, 2b 25°C, 3b 20°C, 4b 15°C, 5a und 5b 10°C, Detektion bei 474nm.

Abbildung 19-B: Streudiagramm von Peakflache vs. Kapazitdt von AST bei verschiedenen Saulentemperaturen (T,),
chromatographische Bedingungen vgl. Abbildung 19-A, Median der Peakflachen bei 32°C wurde gleich 100% gesetzt, die
gestrichelten Linien kennzeichnen den jeweils angenommenen Trend zwischen den einzelnen Messpunkten.
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Das gleichartige Verhalten aller Peakflachen mit sinkender bzw. steigender Temperatur der stationdren
Phase deutet darauf hin, dass der temperaturbedingten Anderung der Peakflachen-Response identische
oder ahnliche Mechanismen zu Grunde liegen, die durch einen Zusatz von AAc nicht beeinflusst werden
kénnen. Es wird angenommen, dass die vom FlieBmittel-Additiv unabhangige Veranderung der
Peakflachen-Response durch die temperaturbedingte Anderung der spezifischen Absorption von AST
zustande kommt.

Die Ergebnisse zeigen, dass fir die Vergleichbarkeit der Peakflachen eines Carotinoids aus unterschiedlichen
Laufen die Temperatur der stationdren Phase dieselbe sein muss. Folglich wird durch eine konstante

Saulentemperatur die Genauigkeit und Robustheit der Methode erhéht.

2.5.4.1.5 Steigerung der Empfindlichkeit der Methode

Die Quantifizierung von Carotinoiden per HPLC kann nach einer entsprechenden Kalibrierung der Methode
Uber die Peakflache oder die Peakhthe eines geeigneten Standards erfolgen. Der resultierende Anstieg der
Kalibrationsgeraden kennzeichnet dabei die Empfindlichkeit der Methode (KrRomIDAS 2000). Um die
Wirkung von AAc auf den Anstieg der Kalibrationsgeraden bzw. auf die Empfindlichkeit der Methode zu
ermitteln, wurde ein separater Versuch flr die verwendete RP-C,-Phase durchgefthrt. Das Prinzip dieses
Versuches beruhte auf der Erstellung der Kalibrationsgeraden fir AST mit und ohne dem Zusatz von AAc
und unter Verwendung identischer Kalibrationslésungen.

Mit dem Zusatz von AAc zum Eluenten konnte der Anstieg der Kalibrationsgeraden der Peakflache um 30%
und der Anstieg der Kalibrationsgeraden der Peakhdhe um 45% gesteigert werden. Der Unterschied in den
relativen Geradenanstiegen zwischen Peakflache und Peakhohe von 15% resultierte aus dem Peak-7ailing
von AST, welches die Peakhohe gegenlber der Peakflache Uberproportional verringerte. Da die
Regressionen mit und ohne AAc jeweils einen linearen Zusammenhang mit unterschiedlichen
Geradenanstiegen jedoch identischen Achsenabschnitten ergaben, kann davon ausgegangen werden, dass
der Anteil an Response-Verlust (sowohl bei der Peakflache als auch bei der Peakhohe) unabhangig von der
Konzentration der Kalibrierlésung, d.h. konstant ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Empfindlichkeit der Methode gegentiber AST durch den Zusatz von AAc
zum FlieBmittel beachtlich gesteigert wird. Dies hat insbesondere bei der Bestimmung sehr kleiner Mengen
positive Auswirkungen auf die Genauigkeit der Methode (KrRomIDAS 2000). Dementsprechend kénnen bei einer
hoheren Empfindlichkeit auch geringere Probenmengen genau vermessen werden, was insbesondere bei

begrenzt zugénglichem oder aufwéandig gewinnbarem Probenmaterial von Vorteil ist.

2.5.4.1.6 Vergleich von verschiedenen Séulen-Fabrikaten und Sdulen-Chargen

Gleichartige Umkehrphasen verschiedener Hersteller kénnen je nach Ausgangsmaterial und
Reaktionsfihrung bei der Derivatisierung mit Alkylchlorsilanen stark voneinander abweichende
Trenneigenschaften aufweisen. Da die Phasenmaterialien im Batch-Verfahren hergestellt werden, kann es
sogar bei ein und demselben Hersteller zu enormen Unterschieden im Trennverhalten verschiedener Séulen-
Chargen kommen. Fiir verschiedene Chargen von Trennmaterialien sind deshalb die chromatographischen

Parameter nicht immer vollstandig reproduzierbar (GALENSA et al. 1995, KROMIDAS 2002).

41



Kapitel 2 Methodenentwicklung — Chromatographie

105
Abbildung 20: Einfluss von 50 mM AAc im MeOH- e C
Eluenten auf die Peakflachen-Response von AST bei I L 100
Elution an verschiedenen Batches und Fabrikaten | PR _
von RP-C,-Phasen (YMC Europe GmbH und Bischoff F95 X
Chromatography, Leonberg), isokratische Arbeits- E o e » %
weise mit MeOH/MTBE (70:30 [VAV]), Flow: g £ 90 g
1 ml/min, T;=12°C, ohne Add - kein Additiv I . 85 §
zugesetzt, pro Messpunkt jeweils n=4, der Median r g
der Bischoff-Saule (Batch 2) mit AAc im MeOH- @ Bischoff Batch 1, ohne Add F 0 g
Eluenten wurde gleich 100% gesetzt (hochste 7 Bischoff Batch 2, ohne Add
erzielte Peakflache), mit AAc im MeOH-Eluenten Bl YMC, ohne Add L 75
war zwischen den erzielten Peakflachen statistisch <> Bischoff Batch 1, mit 50 mM AAc | f
kein  signifikanter ~ Unterschied  feststellbar A Bischoff Batch 2, mit 50 mM AAc | [ 7¢
(*P=0,933; ** P=0,414; *** P=0,549). ‘ YMC, mit 50 mM AAc :

65

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Versuche durchgeflihrt, die die Robustheit der
eigenen Methode im Hinblick auf die Batch-Reproduzierbarkeit sowie die Vergleichbarkeit von
verschiedenen RP-C,-Sdulen-Fabrikaten einschatzen sollten. Hierbei sollte speziell auch der Nutzen eines
Additivs unter dem Einsatz verschiedener Saulen-Chargen und Saulen-Hersteller beurteilt werden.
AuBerdem sollte getestet werden, in wie weit die bisherigen Beobachtungen Ubertragbar auf eine

vollstandig-endcapped RP-C,,-Phase sind.
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Abbildung 21-A bis 21-C: Einfluss von 50 mM AAc auf das Peak-7ai/ing von AST (5,31 pg/mL in EtOH) bei Elution an
verschiedenen polymeren RP-C,-Phasen (A und B zwei verschiedene Saulen-Batches von Bischoff-Chromatography (Leonberg),
C Saule von YMC-Europe, gestrichelte Linie ohne Additiv, durchgezogene Linie mit 50 mM AAc als Additiv im MeOH-Eluenten,
isokratische Arbeitsweise mit MeOH/MTBE (70:30 [V/V]), Flow: 1 ml/min, T,=12°C, zum Vergleich der Peakformen wurden
alle Peakhéhen normalisiert.

Abbildung 21-D: Einfluss von 50 mM AAc auf das Elutionsverhalten von atAST (a) und /so-AST (b) an einer monomeren,
vollstandig endcappted RP-C-Phase (Varian), isokratische Elution mit MeOH/MTBE (95:5 [V/V]), gestrichelte Linie ohne
Additiv, durchgezogene Linie mit 50 mM AAc im MeOH-Eluenten.

Die Ergebnisse zeigen, dass zwar zwischen verschieden Fabrikaten von RP-C,-Saulen, jedoch nicht zwischen
verschiedenen Chargen von RP-C,-Sdulen signifikante Unterschiede in der Peakflachen-Response fir AST
bestehen (vgl. Abbildung 20). Diese Unterschiede werden mit dem Einsatz von AAc als FlieBmittel-Additiv
nivelliert. Dabei wird die Peakflachen-Response von AST bei allen getesteten RP-C,-Sdulen unter

Verwendung von Ammoniumacetat als Additiv zwischen 8% bis 14% auf dasselbe Niveau angehoben.
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Anders als bei der Peakflachen-Response unterscheidet sich das Peak- 7a//ing von AST an RP-C,-Phasen nach
Fabrikat und nach Charge (vgl. Abbildung 21-A bis C u. Tabelle 3). Dem ungeachtet wird mit dem Zusatz
von AAc zum FlieBmittel die Schwankungsbreite der Peaksymmetrien von AST zwischen verschieden Saulen-
Fabrikaten enorm verringert (vgl. Tabelle 3).

Abweichend zu allen getesteten nicht-endcapped RP-C,-Phasen zeigte die vollstandig-endcapped
RP-C ,-Phase sowohl bei a#-AST als auch bei c-AST kein Peak-7ai/ing und ebenso keinen Verlust an
Peakflachen-Response ohne den FlieBmittel-Zusatz AAc. Nur ein Versatz der Retentionszeit war deutlich
erkennbar (vgl. Abbildung 21-D).

Tabelle 3: Unterschiede in der Peaksymmetrie verschiedener RP-C, -Phasen (Angabe von Median aus n=4 + Spannweite/2)

Peakasymmetrie
Unterschied bei
kein Additiv mit AAc

YMC Europe 1,45 + 0,05 1,23 + 0,01

Hersteller
Bischoff (Batch 1) 3,11 + 0,08 1,61 + 0,08
Charge Bischoff (Batch 2) 1,65 + 0,05 1,63 +0,08

Schwankungsbreite [%] 100% 25%

Nach dem Ersetzen der Saulen durch eine PEEK-Kapillare (Poly-Ethyl-Ether-Keton) waren die AST-Peaks mit
und ohne AAc als FlieBmittel-Additiv schlieBlich vollstéandig identisch. Das bedeutet, dass ohne Saule
unabhangig vom Einsatz eines FlieBmittel-Zusatzes bei der Elution von AST unter identischen Bedingungen

weder ein Peak-7a//ing noch eine Variation in der Peakflachen-Response auftritt.
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Abbildung 22-A: Elutionsverhalten von geometrischen AST-Isomeren (iso-AST) am Batch 2 der nicht-endcapped RP-C,,—Saule
von Bischoff Chromatography, T, =12°C, Flow: 1 ml/min, isokratische Elution, mit MTBE/MeOH (70:30 [V/V]), gepunktete
Linie: Elution ohne AAc, durchgezogene Linie: Elution mit 50 mM AAc im MeOH-Eluenten.
Abbildung 22-B Elutionsverhalten derselben geometrischen AST-Isomere (iso-AST) aus Abbildung 22-A jedoch am Batch 7 der
nicht-endcapped RP-C,,—Séule von Bischoff Chromatography, alle weiteren Parameter analog Abbildung 22-A.
Grundsétzlich darf bei einem erhéhten Peak- 7ai/ing von AST an einer bestimmten Saule nicht zwingend auf
die Trenneffizienz dieser Séaule gegenlber anderen Carotinoiden geschlossen werden. So zeigte
beispielsweise Batch 7 der Bischoff-Sdulen gegeniiber Batch 2 zwar eine schlechtere Trennung der
AST-Isomere (vgl. Abbildung 22), gleichzeitig wurde jedoch eine bessere Trennung von BAPO und CAN
erreicht (vgl. Abbildung 23). Beide Carotinoide waren auf Batch 2 unter denselben Bedingungen nicht

trennbar.
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Zusammenfassend offenbarten die nicht-endcappted RP-C,-Phasen gegenliber der vollsténdig-endcapped
RP-C,,-Phase eine wesentlich bessere Selektivitat und ein hoéheres Auflésungsvermégen bei allerdings
verminderter Peakfladchen-Response fir AST. Mit dem Zusatz von AAc zum FlieBmittel konnte die
Peakflachen-Response bei allen Saulen (RP-C,, und RP-C,,) auf ein und dasselbe Niveau angehoben werden.
AuBerdem wurde bei allen RP-C,-Sdulen die Schwankungsbreite der Asymmetrie des AST-Peaks unter

Verwendung von AAc als FlieBmittel-Additiv betrachtlich vermindert.
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verwendeter Gradient von MTBE in MeOH 50 mM AAc
[min - %]: 0-0, 24-62, 26-100, 31-100, 34-0, 41-0; alle
Laufe wurden mit derselben Vorsaule durchgefiihrt,
Detektion bei 450 nm.
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Schlussendlich wird durch das Angleichen der Eigenschaften unterschiedlicher Séulen-Chargen und/oder
Saulenfabrikate die Ubertragbarkeit und Vergleichbarkeit der Methode mit &hnlichen Methoden erheblich
verbessert. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die zum Teil erheblichen Variationen der Trenneigenschaften
(Auflosungsvermogen und Selektivitat) von RP-C,-Sdulen sich je nach Trennproblem positiv oder negativ
auswirken kénnen. Aus disem Grund kann eine allgemeine Eignungsreihenfolge der getesteten Saulen nach

Batch oder Fabrikat nicht festgelegt werden.

2.5.4.1.7  Erkldrungsansatz zum Wirkmechanismus von FlielSmittel-Additiven

Bei der Trennung von Carotinoiden an RP-C,-Phasen sind FlieBmittel-Zusatze zur Verbesserung der
Trenneffizienz nicht untblich (vgl. Anhang 9.1, Tabelle 12). Dennoch sind der Nutzen und die
Wirkungsweise solcher Substanzen, insbesondere flr RP-C,-Phasen, bislang nicht abschliefend erforscht (vgl.
Anhang 9.1, Tabelle 13). Als potentielle Wirkmechanismen werden unter anderem die Veranderung des
pH-Wertes (HART et al. 1995), die Verminderung der Rest-Silanol-Aktivitat (BARUA et al. 1998) oder die
Komplexierung von Metallionen diskutiert (EPLErR et al. 1993, Scott 1992). Prinzipiell gibt es bei den
bestehenden Erklarungsansatzen jedoch viele Unstimmigkeiten. Gegen die Hypothese einer einfachen
Komplexierung von Metallionen durch einen FlieBmittel-Zusatz spricht beispielsweise die Beobachtung, dass
N,N-Di-iso-propyl-amin als Additiv bei der NP-Chromatographie von Carotinoiden weder die
Wiederfindung noch die Peakaufldsung positiv beeinflusst (KHACHIK et al. 1992). Nur wenige Arbeiten
beschreiben bei der Verwendung eines Additivs in einem Methanol-basierten Eluenten an RP-Phasen, in
Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen, neben der Verbesserung der Peakform auch eine Erhéhung
der relativen Wiederfindung (erhéhte Peakflache) von Carotinoiden nach dem Sdulendurchgang (SHARPLESS
et al. 1996, EPLER et al. 1993). Dabei wurden die Additive Triethylamin (EMENHISER et al. 1996) und
Ammoniumacetat in verschiedenen Konzentrationen verwendet (EPLER et al. 1993, CorTEZ et al. 2004).

Experimentell eindeutig bestatigte Mechanismen der beschriebenen Effekte - sowohl fir RP-C,-Trenn-
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materialien als auch fiir RP-C,-Phasen - existieren noch nicht. Deshalb soll im Folgenden, basierend auf den
eigenen Ergebnissen unter Einbeziehung der in der Literatur bislang bestehenden Hypothesen, ein
Vorschlag zum Wirkmechanismus derartiger Additive gegeben werden.

Da mit dem Austauschen der Sdule gegen eine PEEK-Kapillare weder ein Peak-7ai/ing noch eine
Verdnderung der Peakfladchen-Response von AST auftrat, ist davon auszugehen, dass der primare
Mechanismus ausschlieBlich auf der Saule stattfindet. Ubereinstimmend dazu zeigte AAc als Additiv bei
Verwendung einer PEEK-Kapillare anstelle einer Saule keinerlei Einfluss mehr auf die Peakgeometrie oder
die Peakflache von AST. Ohne Séule (mit PEEK-Kappilare) Uberstieg die absolute Peakflache grundsétzlich
die Peakflache von AST bei Verwendung einer Trennsdule, unabhéngig davon, ob mit oder ohne
FlieBmittel-Additiv gearbeitet wurde. Gleichzeitig wurden mit der Zugabe von AAc, ob mit oder ohne
Verwendung einer Sdule, weder im DAD noch isoliert in einer Kivette, Verdnderungen im
UV-VIS-Absorptionspektrum beobachtet. Somit kann eine durch AAc bedingte Anderung der Peakflachen-
Response von AST infolge der Bildung supra-molekularer Aggregate (Foss et al. 2005, KOPSEL et al. 2005)
und/oder der Verschiebung des Keto-Enol-Gleichgewichtes von AST (NELIS et al. 1988) ausgeschlossen
werden. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass AST auf der Sdule wéhrend der Passage verloren
geht. Die Minderung der Peakflachen-Response resultiert hierbei offenbar einzig aus dem Substanz-Verlust
des Analyten beim Saulendurchgang. Dieser Verlust wird Uber einen FlieBmittel-Zusatz vermindert, was die
Wiederfindung erhéht und durch den Anstieg der Peakfléchen-Response deutlich wird. Dabei zeigen die
vorliegenden Ergebnisse, dass dem Peak-7ai/ing und der veranderlichen Peakflachen-Response von AST
zwei verschiedene oder zumindest sich Uberlagernde Mechanismen zu Grunde liegen, die beide durch den
Zusatz eines FlieBmittel-Additivs beeinflusst werden kénnen. Die Annahme von zwei unterschiedlichen
Mechanismen resultiert insbesondere aus der Beobachtung, dass mit der Verwendung von Essigsdure als
FlieBmittel-Zusatz die Peaksymmetrie zunahm, wahrend die Peakfladche des AST-Peaks deutlich abnahm. Bei
allen anderen Additiven wurde gegenlber dem reinen Eluenten sowohl die Peaksymmetrie, als auch die
Peakflache erhoht (vgl. Abbildung 15). In der Literatur wird als moégliche Ursache flr den Verlust von
Carotinoiden wahrend der Saulenpassage u.a. ein Kontakt der Analyten mit Spuren von Metallionen aus
dem Trennmaterial postuliert. Kontaminationen mit Metallionen kdnnen herstellungsbedingt bei vielen
RP-Trennmaterialien auftreten oder beispielsweise durch die Verwendung von Edelstahlkapillaren,
Sauleneingangs-Fritten und S&uleneingangs-Sieben aus Metall auf die Saule gelangen (KRomIDAS 2002, HART
et al. 1995, TADA et al. 1993, ScotT 1992). Insbesondere zwei- und dreiwertige Eisen-lonen, die im
Kieselgelgerist eingebaut sind bzw. wahrend des Sdulenbetriebs dorthin eingelagert werden, kénnen die
Dissoziation ungebundener Restsilanolgruppen begtnstigen (KRomiDAsS 2006, KIMATA et al. 1992). Anhand
der Ergebnisse aus den eigenen Versuchen wird angenommen, dass hierbei Silanol-Metallionen-Zentren
entstehen, die bei den beobachteten Degradationen eine wesentliche Rolle spielen. Ubereinstimmend zur
Annahme von Metallionen als Ursache des Substanzverlustes zeigten die Versuche mit AST in einer Kivette
und geldst im FlieBmittel (MieOH/MTBE) nach dem Zusatz von Spuren an Eisen-(Ill)-lonen (~500ppm)
deutliche Verdnderungen des UV-VIS-Spektrums. Innerhalb von wenigen Minuten kam es zu einer
drastischen Abnahme der molaren Absorption im Maximum. Unter dem Zusatz von AAc zur Lésung blieb
das UV-VIS-Spektrum von AST unabhangig von einer Kontamination mit Eisen-(Ill)-ionen jedoch konstant.

Demzufolge wird auch bei der beobachteten Degradation von AST auf RP-Phasen als Ursache der Kontakt
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mit Metallionen vermutet. Unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass die vorliegenden Ergebnisse fur die
vollstandig-endcapped RP-C,,-Saule gegeniiber allen getesteten nicht-endcapped RP-C,-Phasen einen
deutlich geringeren Peakflachen-Verlust zeigte, ist anzunehmen, dass die freien Silanol-Gruppen einer nicht-
endcapped RP-Phase im Mechanismus der Degradation von AST neben den Metallionen eine wesentliche
Rolle spielen. Es wird vermutet, dass die Metallionen unter dem hier verwendeten lipophilen FlieBmittel
(MeOH/MTBE) bevorzugt an freie Silanolgruppen des Trennmaterials binden. Hydrophile Carotinoide wie
AST interagieren im Vergleich zu lipophileren Carotinoiden wie BCAR starker mit solchen hydrophilen
Silanol-Metallion-Zentren und zeigen infolgedessen auch hohere Verluste beim Sdulendurchgang. Die
aufgestellte Theorie der Oberflachen gebundenen Silanol-Metallion-Analyt-Degradation wird dadurch
gestltzt, dass weder im FlieBmittel geldste Antioxidantien (BHT, ASC) noch Komplexbildner (EDTA) als
Additive einen gleich hohen Gewinn an Peakflache wie AAc erzeugen konnten. Das bedeutet, dass die
stattfindenden Degradationen ursachlich nicht ausschlielSlich durch freie Metallionen und ebenso nicht
ausschlielSlich durch oxidative Reaktionen in Losung zustande kommen kénnen. Ebenso wird angenommen,
dass auch die freien Silanol-Gruppen nicht die alleinige Ursache der Degradationen sein kénnen, da die
Wechselwirkungen von Analyten und freien Silanolgruppen deutlich vom pH abhéngig sind und weder die
Verschiebung des pH-Aquivalentes der mobilen Phase noch der Einsatz von sauren und basischen Additiven
deutliche Trends in der Peakflachen-Response von AST bewirken konnten. Demzufolge sind auf Basis der
vorliegenden Ergebnisse fir die Degradation von AST auf der Saule sehr wahrscheinlich Silanol-Metallion-
Analyt-Wechselwirkungen verantwortlich. Allerdings konnten die bei Degradationen entstehenden
Abbauprodukte mittels DAD nicht detektiert werden. Moglicherweise besitzen die entstehenden Artefakte
eine sehr langsame Desorptions-Kinetik oder werden irreversibel adsorbiert. Dariiber hinaus ist der nach der
Degradation zurlckbleibende Chromophor der Artefakte moglicherweise so klein, dass diese vom DAD
unterhalb von 250 nm auf Grund der zunehmenden Eigenabsorption des FlieBmittels schlecht detektierbar
sind.

Die Wirkungsweise eines Additivs beruht folglich darauf, dass ein polarer FlieBmittel-Zusatz die
Interaktionen von AST mit den Silanol-Metallion-Zentren eliminiert bzw. behindert. Sowohl der Analyt als
auch das Additiv befinden sich nebeneinander im FlieBmittel und konkurrieren folglich um die Silanol-
Metallionen-Zentren. Da das Additiv im Vergleich zum Analyten jedoch immer im Uberschuss vorhanden ist,
wird die durch Diffusion bedingte Wahrscheinlichkeit einer Wechselwirkung des Analyten mit einem Silanol-
Metallionen-Zentrum stark verringert, wodurch Degradationen minimiert werden und infolgedessen die
Peakflachen-Response steigt.

Als Ursache fir das enorme Peak-7ai/ing von AST werden hingegen ausschlieBllich sekundare, hydrophile
Interaktionen der funktionellen Sauerstoffgruppen von AST mit den freien Silanol-Gruppen der stationaren
Phase vermutet. Diese kdnnen durch das nichtwassrige Milieu deutlich intensiviert werden (KROMIDAS 2006,
ScotT 1991). Primér treten bei der RP-Chromatographie lipophile Interaktionen d.h., hauptsachlich
Verteilungen der Analyten zwischen den lipophilen Kohlenwasserstoff-Seitenketten der stationaren Phase
und der mobilen Phase auf (KRomiDAS 2006, ScOTT 1991). Nichtsdestoweniger kénnen freie ungebundene
Silanol-Gruppen auch sekundére Interaktionen insbesondere mit hydrophilen Molekil-Gruppen verursachen
(LESELLIER et al. 2005 u. 2006, TCHAPLER et al. 1993, SANDER et al. 1990). Je nach dem pH-Aquivalent der

mobilen Phase kénnen die entstehenden Effekte das chromatographische Verhalten von Analyten infolge
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einer Bildung von Wasserstoffbriicken-Bindungen und von lonen-Austausch-Wechselwirkungen modifizieren
(HERRERO-MARTINEZ et al. 2004, NAwROCKI 1997). In der Folge wird die Peaksymmetrie und das
Retentionsverhalten insbesondere von polareren Analyten stark beeinflusst (FLIEGER 2006, LESELLIER et al.
2005). Analog dazu wird fir AST angenommen, dass die funktionellen Sauerstoffgruppen des Molekdls und
die freien Silanolgruppen der stationdren Phase eine sekundare hydrophile Wechselwirkung eingehen.
Neben der priméren lipophilen Wechselwirkung von AST mit den C,-Seitenketten weist diese sekundare
Interaktion jedoch eine andere Adsorptions/Desorptions-Kinetik auf. Da AST insgesamt vier endstandige
polare Sauerstoff-Gruppen besitzt, ist die Bindung an die freien Silanolgruppen relativ stark. Durch die
unterschiedliche Natur von sekundarer und primarer Interaktion verlduft der Austausch
(Adsorptions/Desorptions-Kinetik) zwischen AST und den Silanolgruppen wesentlich langsamer als zwischen
AST und den C,-Seitenketten der stationdren Phase. Eine Folge davon ist das Uberdurchschnittlich starke
Peak-7ailing von AST im Vergleich zu anderen Carotinoiden. Ein ionisches Additiv eliminiert bzw. verringert
derartige hydrophile Wechselwirkungen, wodurch prinzipiell nur noch die Kinetik der Interaktion von AST
mit den lipophilen C,, Seitenketten zum Tragen kommt und das Peak- 7a//ing minimiert wird (FLIEGER 2006).
Der angenommene Mechanismus wird durch die Beobachtung untermauert, dass an der vollstandig-
endcapped RP-C,,-Phase kein Peak- 7a//ing von AST beobachtet werden konnte.

Schlussendlich wird als Ursache fir die Degradation von AST eine Silanol-Metallion-Analyt-Wechselwirkung
und fir das Peak-7ailing eine Silanol-Analyt-Wechselwirkung angenommen. Die Degradation verlauft
anscheinend oberflachengebunden, so dass ein im Eluenten I6sliches Antioxidans wenig Einfluss zeigt. Das
FlieBmittel-Additiv AAc kann als relativ kleines Molekdl tief in die stationdre Phase diffundieren und dort
sowohl an Silanol-Metalionen-Zentren als auch an freie Silanol-Gruppen binden und somit den Analyten vor
Degradationen schiitzen sowie ein Peak-7a//ing minimieren. Eine Maskierung der freien Silanol-Gruppen
und/oder der Metallionen ist dabei deutlich von der chemisch-physikalischen Natur des verwendeten
Additivs abhéngig. Demzufolge fallen die Effekte in der Peakgeometrie und in der Peakflachen-Response je
nach Additiv unterschiedlich stark aus, weshalb die Art und Konzentration des Additivs immer dem

jeweiligen Trennproblem angepasst werden muss.

2.5.4.1.8 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse der FlieSmittel-Additive

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass zur Optimierung der Trennung von Carotinoiden auf
einer nicht-endcapped RP-C,-Phase und zur Beseitigung von Stérungen (schlechte Peakfldchen-Response
und Peaksymmetrie) FlieBmittel-Additive Gberaus nitzlich sind. Es konnte gezeigt werden, dass mit der
Verwendung von Ammoniumacetat (AAc) als FlieBmittel-Additiv die Selektivitat, Sensitivitdt und die
Robustheit der HPLC-Methode erheblich verbessert werden. Gleichwohl muss die Auswahl und Applikation
des Additivs auf die Erfordernisse der jeweiligen Methode angepasst werden, da herstellungsbedingt
Unterschiede in den Trenneigenschaften je nach Saulen-Charge und Séulen-Fabrikat auftreten und einzelne
FlieBmittel-Additive auch nachteilige Effekte offenbaren. Da Umkehrphasen in der Regel auf Kieselgel
basieren, kann es beispielsweise durch basische Additive zu irreversiblen Schaden und in Folge dessen zum
Ausbluten der Saule und zum Verlust von Trennleistung kommen (KROMIDAS 2006). Dies ist insbesondere bei
Verwendung von relativ preisintensiven RP-C,-Phasen nachteilig, fir die gewodhnlich eine lange

Lebensdauer angestrebt wird. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass AAc derartige Nachteile nicht
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besitzt. Es erzeugt in Losung einen neutralen pH und ist fir Anwendungen mit massenspektrometrischer
Detektion hinreichend fliichtig (BURNS et al. 2003). Mit AAc als FlieBmittel-Additiv wurde bei der Trennung
von Carotinoiden an RP-C,-Phasen mit einem MeOH/MTBE basierten FlieBmittelgradienten eine optimale
Peakform und Peakflachen-Respons bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit fir das chromatographische
System erreicht.

Fur AST zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass durch AAc als FlieBmittel-Additiv eine Steigerung der
relativen Wiederfindung um bis zu 30% unabhangig von der Analyt-Konzentration erreichbar ist.
Gleichzeitig wird der mit zunehmender Saulenverweildauer steigende Analyt-Verlust vollstandig beseitigt
und eine Vergleichbarkeit der Peakflachen trotz unterschiedlicher Gradienten (MeOH/MTBE Verhaltnisse)
ermdglicht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Peakflachen-Response mit sinkender Temperatur der stationaren Phase
auch unter Verwendung von AAc abnimmt. Demzufolge besitzt die Saulentemperatur einen additiv-
unabhéngigen Einfluss auf die absolute Peakflédche und somit auf die Empfindlichkeit jeder Messung.
Messergebnisse, die bei verschiedenen Temperaturen erhalten werden, sind nicht vergleichbar. Deshalb
sollte bei einer Kalibration sowie bei der Quantifizierung von Carotinoiden grundsatzlich eine konstante
Séulentemperatur verwendet werden. Da mit sinkender Sdulentemperatur auch die Peakflachen-Response
sinkt, sollte diese zur Verbesserung der Aufldsung nur soweit wie unbedingt nétig herabgesetzt werden.

Als Ursache flr das Peak-7a//ing von AST werden sekundare hydrophile Interaktionen zwischen Analyt und
den freien Silanolgruppen der nicht-endcapped stationaren Phase angenommen. In der Folge kommt es zur
Uberlagerung unterschiedlich schneller Adsorptions/Desorptions-Kinetiken, welche mehrere Verteilungs-
formen zwischen Analyt und stationdrer Phase bedingen und somit ein Peak-7a//ing verursachen. Als
Ursache flir den Response-Verlust der Peakflache werden hingegen Degradationen infolge von
Wechselwirkungen des Analyten mit den an freie Silanolgruppen gebundenen Metallionen angenommen.
Zusammenfassend wird deutlich, dass bei der Trennung von Carotinoiden ungebundene Silanolgruppen
zwar einerseits notwendig flr die Selektivitdt einer nicht-endcapped stationaren Phase sind, andererseits
jedoch ebenso Peakverzerrungen und gemeinsam mit Metallionen auch Degradationen bedingen kénnen.
Es konnte gezeigt werden, dass AAc die negativen Eigenschaften der verwendeten RP-C,-Phase nahezu

vollstandig beseitigt, wodurch die positiven Trenneigenschaften der Phase hervorgehoben werden.

2.5.4.2  Einfluss der FlieBmittelgeschwindigkeit auf die Trennleistung und Entwicklung geeigneter

FlieBmittelgradienten zur Trennung der Extrakte

Die FlieB-Geschwindigkeit der mobilen Phase (Flow) besitzt einen bedeutenden Einfluss auf die
Trenneffizienz von chromatographischen Methoden, wobei der Effekt bei kleineren KorngréfBen des
Saulenflllmaterials weniger stark ausgepragt ist (SCOTT 1991, SNYDER 1997). Eine Erhohung der
FlieBmittelgeschwindigkeit erzeugt prinzipiell schmalere Basis-Peakbreiten und infolgedessen oft eine
bessere Peakauflosung bei gleichzeitiger Reduzierung der Analysenzeiten. Jedoch flihrt die Anhebung der
FlieBmittelgeschwindigkeit auch zu einem vermehrten FlieBmittelverbrauch sowie zu einem Druckanstieg im
gesamten chromatographischen System. Letzteres wird insbesondere durch die flr Detektor-Durchflusszellen

(UV-VIS, Fluoreszenz etc.) maximal zuldssigen hydrostatischen Driicke limitiert. Demzufolge wird fir ein
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bestimmtes Trennproblem die maximale Trenneffizienz eines chromatographische Trennsystems nur bei
einer bestimmten (optimalen) FlieBmittelgeschwindigkeit erreicht.

Vor diesem Hintergrund wurde neben den Untersuchungen zur Applikation der FlieBmittel-Additive fir die
bis dahin erarbeitete HPLC-Trennmethode (RP-C,, -Séule, FlieBmittel MeOH/MTBE, Additiv AAc) der Einfluss
der FlieBmittelgeschwindigkeit (Flow) untersucht. Parallel dazu wurden die fir das Screening und die
Supplementierungsversuche bendtigten Basis-Gradienten zur Trennung der aus den Mikroorganismen

gewonnenen Carotinoidextrakte entwickelt.
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Abbildung 24-A: Chromatogramme der Optimierungsversuche zur Trennung von CAN und BAPO durch Variation der
FlieBmittelgeschwindigkeit, der linke Peak entspricht jeweils CAN und der rechte Peak jeweils BAPO, die Zahlenwerte
Uber den Peaks geben die jeweils getestete FlieBmittelgeschwindigkeit in [ml/min] an, T,=12°C, verwendeter Gradient
von MTBE in MeOH 50mM AAc [min-%]: 0-0, 20-20, 26-45, 31-90, 39-90, 44-0, 50-0.

Abbildung 24-B: Abhéngigkeit der Peak-Auflésung zwischen CAN und BAPO von der FlieBmittelgeschwindigkeit, die
gestrichelte Linie kennzeichnet den angenommenen Verlauf zwischen den Messpunkten, alle weiteren Parameter
analog Abbildung 24-A.

Zum Erzielen optimaler Trennergebnisse wird vom Hersteller fir die verwendete RP-C,-Sdule eine
FlieBmittelgeschwindigkeit zwischen 1,2 ml/min und 1,3 ml/min angegeben. Wie eigene Tests zeigten,
kénnen jedoch auch wesentlich kleinere Fliisse fur die Trennung bestimmter Carotinoide notwendig werden
(vgl. Abbildung 24). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass es bei komplexen Carotinoidgemischen mit
der Variation der FlieBmittelgeschwindigkeit bei einigen Komponenten zu einem Gewinn an Auflésung und
bei anderen zu einem Verlust an Auflésung kommt (vgl. Abbildung 25). Die Trennung aller Komponenten
von komplexen Naturstoffextrakten, wie mikrobiellen Carotinoiden (einschlieBlich deren Isomere) ist daher
praktisch oft nicht moglich. Demzufolge wurde die FlieBmittelgeschwindigkeit, insofern notwendig, auf das
jeweilige Trennproblem, d.h. den jeweiligen Extrakt angepasst.

Im Rahmen der durchgefithrten Untersuchungen zum Einfluss der FlieBmittelgeschwindigkeit auf die
Trenneffizienz der Methode, konnten die Angaben des Herstellers (1,2 ml/min bis 1,3 ml/min) zumeist
bestatigt werden. Folglich wurde, abgesehen von einigen Laufen mit Extrakten von Brevibacterium linens
bei der Trennung der mikrobiellen Carotinoidextrakte durchweg mit einer FlieBmittelgeschwindigkeit von
1,3 ml/min gearbeitet.

Fir die Trennung der aus den Mikroorganismen erhaltenen Carotinoidextrakte wurden zwei separate
Gradienten parallel entwickelt: ein Gradient mit kurzer und ein Gradient mit langer Laufzeit. Die
Entwicklung separater Gradienten wurde aus Zeit- und Kostengrinden (FlieBmittelverbrauch) gewéhlt, da
flir das Screening nur Einzel- oder Doppelbestimmungen, dagegen fir die Supplementierungsversuche

Dreifach- bis Vierfach-Bestimmungen mit jeweils bis zu zehn Supplementen geplant waren

49



Kapitel 2 Methodenentwicklung — Chromatographie

—— 1,3 ml/min
3% 1,0 ml/min
-~ 0,9 ml/min

T T T T T T T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24
min

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

min

Abbildung 25-A: Chromatogramme eines Carotinoidextraktes aus Brevibacterium linens, getrennt bei unterschiedlichen
FlieBmittelgeschwindigkeiten mit aufeinander aufbauenden (konvergenten) Gradienten, die Pfeile kennzeichnen jeweils beispielhaft
einen Gewinn an Auflosung, T,=12°C, die zu den Chromatogrammen zugehdrigen FlieBmittelgeschwindigkeiten (von unten nach
oben) sind: 0,9 ml/min; 1,0 ml/min und 1,3 ml/min (vgl. Abbildung 25-B).

Abbildung 25-B: Diagramm mit den Verlaufen der fur die Trennung des B. /inesns Extraktes aus Abbildung 25-A verwendeten
FlieBmittelgradieneten, * die Ordinate beschreibt den Anteil von MTBE in MeOH mit 50 mM AAc in [%].

(vgl. Kapitel 3 u. 4). Das Ziel bestand zum einen darin, fir das Screening einen einheitlichen Gradienten mit
hoher Trennleistung und vergleichbaren Chromatogrammen fir alle Mikroorganismen zu entwickeln.
Hingegen sollte firr die Vielzahl der Supplementierungsproben ein méglichst kurzer Lauf mit hohem
Probendurchsatz und mit der Fahigkeit zur Trennung der jeweiligen Hauptcarotinoide entwickelt werden.
Im Ergebnis wurden empirisch zwei Gradienten mit je einem zweistufig, linearen Anstieg von MTBE in
MeOH mit 50mM AAc gefunden.

Der fUr das Screening verwendete 50minltige Gradient verlduft dabei flacher als der fur die
Supplementierungsversuche verwendete 25minltige Gradient. Dadurch wird bei ersterem eine bessere
Trenneffizienz insbesondere gegenlber den frihzeitig eluierenden Xanthophyllen erzielt. Beispielsweise
konnten mit der 50minitigen Methode AST und LUT basisliniengetrennt werden, wahrend dies mit der
25minitigen Methode nicht bzw. nur unter Verlust von Trenneffizienz fiir die spater eluierenden, sauerstoff-

freien Carotine moglich war. Bei einer vorgegebenen Laufzeit von nur 25 min kann selbst mit einer
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Abbildung 26: Trennergebnisse ausgewahlter getesteter 25min-Gradienten der Optimierungsversuche zur Trennung eines Carotinoid-
gemisches bestehend aus: a=AST, b=LUT, c=ZEA, d=CAN, e=BAPO, an einer RP-C-Séule (Bischoff-Chromatography), die Auflésung
R (nach USP) ist beispielhaft fur AST/LUT sowie fir CAN/BAPO angegeben, T, = 10°C, Flow: 1,3ml/min.

Abbildung 26-A: Gradient MTBE in MeOH 50mM AAc [min-%]: 0-0, 13-65, 15-100, 18-100, 23-0, 25-0.

Abbildung 26-B: Gradient MTBE in MeOH 50mM AAc [min-%]: 0-0, 13-39, 15-100, 18-100, 23-0, 25-0.

Abbildung 26-C: Gradient MTBE in MeOH 50mM AAc [min-%]: 0-0, 13-30, 15-90, 18-95, 23-0, 25-0.
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Abflachung im ersten Teil des Gradienten nur ein Kompromiss an Auflésungsgewinn und Aufldsungsverlust
von bestimmten Carotinoiden erzielt werden (vgl. Abbildungen 26). Fiir die Supplementierungsversuche mit
ausgewahlten Mikroorganismen war die Effizient der 25minltigen Methode zur Trennung der
Hauptcarotinoide (Probendurchsatz) jedoch wesentlich héher und die Trennleistung véllig ausreichend (vgl.
Kapitel 4). Um die Leistungsféhigkeit der 50mindtigen Screening-Methode abschieBend zu beurteilen,
wurde die Auftrennung von Carotinoiden aus einem Human-Plasma-Extrakt getestet, da dieser
natlrlicherweise viele bekannte Carotinoide beinhaltet (PRASAIN et al. 2005, KHACHIK et al. 1992). Das
Ergebnis zeigte eine zufriedenstellende Trennung aller Hauptcarotinode einschlieBlich einiger geometrischer

Isomere (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Trennung der Carotinoide eines humanen Blutplasmas, Aufarbeitung von 1 ml Blutplasma analog den
Mikroorganismen (vgl. 2.4.6) jedoch ohne vorherigen Zellaufschluss, Test des 50min-Gradienten der spéateren
Screeningversuche (vgl. Kapitel 3) von MTBE in MeOH mit 50mM AAc [min-%]: 0-0, 24-62, 27-80, 38-80, 43-0, 50-0,
Flow: 1,3 ml/min, T,=12°C, Abklrzungen alphabetisch: BIL=Bilirubin, BCAR B-Carotin, BCRY B-Cryptoxanthin, iso-BCAR c/s
Isomer von B-Carotin, iso-BCRY cis-lsomer von B-Cryptoxanthin, iso-LUT cis-lsomer von Lutein, iso-LYC cisdsomer von
Lycopen, LUT Lutein, LYC Lycopen, ZEA Zeaxanthin.

2.5.4.3  Einfluss der Sdulentemperatur auf die Trennleistung

Im Vergleich zur Gaschromatographie besitzt die Temperatur der stationdren Phase in der HPLC einen
wesentlich geringeren Einfluss auf das Trennergebnis. Dennoch kann insbesondere bei der Verwendung von
RP-C,,-Phasen mit der Variation der Séulentemperatur ein zum Teil erheblicher Gewinn an Trennleistung
erzielt werden (CORTEZ et al. 2004, DoLAN 2007). Bei RP-C,-Phasen dominiert bei Raumtemperatur die mehr
geordnete trans-Alkylketten-Konformation der Seitenketten, wohingegen mit héheren Temperaturen die
weniger geordnete gauche-Alkylketten-Konformation zunimmt (ALBERT et al. 1998, BELL et al. 1997). Bei
niedrigeren Temperaturen, wenn der Anteil der transKonformationen den Anteil der gauche
Konformationen Ubersteigt, zeigt die Phase eine erhohte Selektivitat gegenliber geometrischen Isomeren
(ALBERT et al. 1998, BREITENBACH et al. 2001). Hohere Temperaturen bedingen prinzipiell kirzere
Retentionszeiten, was sich auf lineare Carotinoide starker auswirkt, als auf Carotinoide mit zyklischen
Endgruppen (BELL et al. 1997). Als Faustregel fiir die Retentionszeitdnderung gilt, dass ein
Temperaturanstieg von 1°C die Retentionszeit um etwa 2% vermindert (DoLAN 2007). Mit der Temperatur
der stationaren Phase &ndert sich ebenfalls das pH-Aquivalent (pH-Ag) der mobilen Phase. Deshalb kann die
Anderung von 0,1 pH-Einheiten der mobilen Phase auch Uber eine Temperaturanderung der Saule von
einem bis zwei Grad erzielt werden (DoltAN 2007), was in der Praxis mittels Saulenofen relativ einfach

durchfiihrbar ist. Die direkte Abanderung des pH-Aq der mobilen Phase mittels Sduren- bzw. Basen-Zusatz
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um genau 0,1 pH-Einheiten gestaltet sich demgegenUber oft schwieriger und ist praktisch aufwandig. Weil
sich mit der Temperatur der stationaren Phase das pH-Aq der mobilen Phase und infolgedessen auch das
Dissoziationsverhalten freier Silanolgruppen andert, kann Uber die Sdulentemperatur gegebenenfalls die
Trennung bestimmter Komponenten optimiert werden (DoLAN 2007).

Der Einfluss der Saulentemperatur auf bestimmte Trennprobleme kann zwar anhand der genannten
GesetzmaBigkeiten vorhergesagt werden, das tatséchliche Trennverhalten jeder Séule kann jedoch, in
Abhangigkeit von Hersteller und Charge, erheblich abweichen. Aus diesem Grund wurde abschlieBend zur
Optimierung der Parameter der chromatographischen Methode der Einfluss der Temperatur der
verwendeten RP-C, -Phase auf das Trennergebnis untersucht. Ziel war es, den optimalen Temperaturbereich
der Methode fir das spétere Screening sowie die Supplementierungsversuche zu ermitteln. Dazu wurde das
chromatographische Verhalten einiger ausgewahlter Carotinoide einschlie3lich ihrer c/is-Isomere sowie das
aus den vorangegangenen Untersuchungen bekannte Trennproblem von BAPO und CAN in Abhangigkeit
von der Saulentemperatur betrachtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Trennung von Carotinoiden Uber die Sdulentemperatur beeinflusst werden
kann, dass fur komplexe Carotinoidgemische jedoch keine diskrete, optimale Temperatur zur Trennung
existiert. Beispielsweise verbessert sich mit steigender Sdulentemperatur sowohl die Selektivitat als auch die
Auflésung von AST und LUT. Die Selektivitat fir LUT und ZEA hingegen stagniert und die Auflésung beider
Xanthophylle nimmt mit steigender Saulentemperatur tendenziell ab (vgl. Abbildungen 28).
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Abbildung 28-A: Chromatographisches Trennergebnis eines Standardgemisches bestehend aus AST, LUT und ZEA aus den
Versuchen zur Optimierung der Sdulentemperartur, verwendeter Gradient von MTBE in MeOH mit 50 mM AAc [%-min]: 0-O,
24-62, 27-80, 38-80, 43-0, 50-0; Flow: 1,3 ml/min, T,=12°C, Detektion bei 450 nm.

Abbildung 28-B: Einfluss der S&ulentemperatur auf die Selektivitat zwischen AST und LUT sowie zwischen LUT und ZEA, die
gepunkteten Linien kennzeichnen den angenommenen Trend zwischen den einzelnen Messpunkten sowie auferhalb des
untersuchten Temperaturintervalls, R Bestimmtheitsmal des linearen Trends, alle weiteren Parameter analog Abbildung 28-A.
Abbildung 28-C: Einfluss der Saulentemperatur auf die Auflésung zwischen AST und LUT sowie zwischen LUT und ZEA, alle
weiteren Parameter analog Abbildung 28-B.

Es wird angenommen, dass der Einfluss der Temperatur auf das Retentionsverhalten von LUT und ZEA
ahnlich - der Einfluss der Temperatur auf die Peaksymmetrie jedoch verschiedenartig ist. Das beobachtete
Verhalten hangt vermutlich mit dem Temperatur-Effekt auf den pH der mobilen Phase und die daraus
folgende Anderung der Dissoziation freier Silanolgruppen zusammen. Andert sich mit der Temperatur der
stationdren Phase nicht nur die Konformation der C,-Alkylketten, sondern auch das Dissoziationsverhalten
freier Silanol-Gruppen, kénnen Peaksymmetrie und Retentionsverhalten verschiedenartig modifiziert werden.
In der Folge kénnen temperaturbedingte Anderungen von Selektivitat und Auflésung an nicht-endcapped

RP-C,,-Phasen, entsprechend der vielfaltigen Struktur von Carotinoiden, kongruent oder divergent verlaufen.
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Im Gegensatz zu den Xanthophyllen verliefen die Selektivitdten und Auflésungen bei den sauerstofffreien
Carotinen kongruent. So zeigten 75¢/s8CAR mit 73c/sfCAR bei steigender Sdulentemperatur jeweils
steigende und atBfCAR mit 9cisBCAR jeweils sinkende Selektivitdten und Auflésungen (vgl.
Abbildungen 29). Auch fur LYC und c¢isLYC nahm sowohl die Selektivitdt als auch die Auflésung mit

steigender Saulentemperatur ab.
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Abbildung 29-A: Chromatographisches Trennergebnis von verschiedenen geometrischen B-Carotin-Isomeren aus den Versuchen
zur Optimierung der Saulentemperatur (73c¢- entspricht dem cis-Isomer der Doppelbindung bei Kohlenstoffatom 13 im Molekdl
u.s.w.), verwendeter Gradient von MTBE in MeOH 50 mM AAc [%-min]: 0-0, 24-62, 27-80, 38-80, 43-0, 50-0,
Flow: 1,3 ml/min, T,=12°C.

Abbildung 29-B: Einfluss der Sdulentemperatur auf die Selektivitét zwischen verschiedenen geometrischen B-Carotin-Isomeren,
die gepunkteten Linien kennzeichnen den angenommenen Trend zwischen den einzelnen Messpunkten sowie auferhalb des
untersuchten Temperaturintervalls, R? BestimmtheitsmaB des linearen Trends, alle weiteren Parameter analog Abbildung 29-A.
Abbildung 29-C: Einfluss der Saulentemperatur auf die Auflosung zwischen verschiedenen geometrischen B-Carotin-Isomeren,
alle weiteren Parameter analog Abbildung 29-B.

Der kongruente Verlauf von Selektivitat und Auflésung bei den sauerstofffreien Carotinen und der zum Teil
divergente Verlauf beider KenngréBen bei den Xanthophyllen ist Gber die Anwesenheit funktioneller
Sauerstoffgruppen im Molekil erklarbar. Sauerstoffhaltige polare Xanthophylle kénnen mit den freien
Silanolgruppen wesentlich stérker interagieren, als die apolaren sauerstofffreien Carotine. Infolgedessen
wirkt sich eine temperaturbedingte Anderung des pH-Aquivalents und die dadurch bedingte Anderung des
Dissoziationsverhaltens freier Silanolgruppen auf das Trennverhalten der Xanthophylle gegeniiber den
Carotinen wesentlich starker aus. Das Trennverhalten der Carotine wird bei Variation der Saulentemperatur
somit nahezu ausschlieBlich durch die Konformationsanderung der C,-Alkylketten bestimmt. Infolgedessen
wird die Auflésung und Selektivitat fir Carotine gleichartig (kongruent) geéndert.

Unter Betrachtung aller vorliegenden Ergebnisse wurde eine Sdulentemperatur zwischen 10°C und 15°C als
optimal befunden. Ubereinstimmend dazu zeigten auch die Versuche zur Trennung von PAPO und CAN erst
bei einer Absenkung der Saulentemperatur auf 10°C eine Trennung (vgl. Abbildungen 30). Dennoch sind
Séulentemperaturen von RP-C,-Phasen unterhalb von 15°C nicht zwangsléufig fir alle Trennprobleme
optimal. So konnte beispielsweise bei Extrakten von Phaffia rhodozyma im Rahmen der Supplementierungs-
versuche erst durch die Anhebung der Saulentemperatur von 10°C auf 20°C die Trennung der mikrobiellen

Carotinoide vom internen Standard (BAPO) erzielt werden (vgl. Abbildungen 31).
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Abbildung 30-A: Chromatogramme zur Optimierung der Trennung von CAN und BAPO durch Variation der Sdulentemperatur
(Angaben im Diagramm), verwendeter Gradient von MTBE in MeOH mit 50 mM AAc [min-%]: 0-0, 20-20, 26-45, 31-90, 40-90,
44-0, 50-0; Flow: 1,3 ml/min, Ziffer 1 entspricht jeweils CAN und Ziffer 2 entspricht jeweils BAPO.

Abbildung 30-B: Im Rahmen der Temperaturoptimierung der Methode erzieltes Trennergebnis eines Carotinoid-Standard-
gemisches, T,=15°C, Flow: 1,3 ml/min, verwendeter Gradient von MTBE in MeOH 50 mM AAc [min-%]: 0-0, 20-20, 26-45,
31-90, 39-90, 44-0, 50-0.

Im Vergleich zu anderen chromatographischen Parametern wurde der Sdulentemperatur bei der Trennung
von Carotinoiden im Rahmen der Methodenoptimierung bisher wenig Beachtung geschenkt (CRAFT et al.
1992a, LESELLIER et al. 1989, LiEw et al. 1982). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch, dass die
Séulentemperatur insbesondere bei RP-C,-Phasen ein durchaus leistungsstarker Parameter zur Anpassung
der Selektivitdt gegeniiber Carotinoiden und deren geometrischen Isomeren ist und daher im Rahmen der
Methodenentwicklung  berlcksichtigt  werden  sollte. Die  Saulentemperatur kann neben der
Konformationsdnderung der C,-Alkylketten einen erheblichen Einfluss auf die Retention und das pH-Aq von
mobiler und stationarer Phase bewirken. In der Folge kann auch das Dissoziationsverhalten ungebundener
Silanolgruppen der stationdren Phase und das Retentionsverhalten insbesondere von polaren Carotinoiden

beeinflusst werden. Um eine gute Reproduzierbarkeit der Trennergebnisse fir Carotinoide an RP-C,-Phasen
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Abbildung 31-A: Chromatogramme der Trennung des internen Standards (ISTD) BAPO von den Carotinoiden des Extraktes aus
Phaffia rhodozyma, T,=10°C (gestrichelte Linie) und T,=20 °C (durchgezogene Linie), Detektion bei 450 nm, verwendeter
Gradient von MTBE in MeOH mit 50 mM AAc [min-%]: 0-0, 13-65, 15-100, 18-100, 23-0, 25-0; Flow: 1,3 ml/min.
Abbildung 31-B: VergréBerung des in Abbildung 31-A gekennzeichneten Chromatogrammabschnittes, die Basislinientrennung
des ISTD von den Carotinoiden aus Phaffia rhodozyma konnte erst durch eine Erhohung der Saulentemperatur auf 20°C
erreicht werden.

zu erzielen, sollte daher immer eine Temperaturkontrolle (Sdulenofen) erfolgen und eine Puffersubstanz
(beispielsweise  Ammoniumacetat) als FlieBmittel-Additiv verwendet werden. Schlieflich kann bei der
Trennung von Carotinoiden die Variation der Saulentemperatur dazu dienen, eine durch ,Alterung” der

Saule bedingte oder eine durch pH-Verschiebung verursachte Minderung der Auflésung zu korrigieren.
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2.5.5 Zusammenfassung der etablierten chromatographischen Methode

Mikrobielle Carotinioide zeigen typischerweise charakteristische Absorptionsbanden im nah-UV bis visuellen
Bereich (300 bis 500 nm). Alle anderen in mikrobiellen Probenmatrizes vorkommenden Bestandteile
absorbieren, bis auf wenige Ausnahmen (z.B. isoprenoide Chinone), nicht bei diesen Wellenldngen (LEt et al.
2008). Unter weiterer Beachtung der geringen Fllchtigkeit und hohen Degradationstendenz von
Carotinoiden wurde deshalb die HPLC-DAD-Kopplung als selektive, robuste und vor allem relativ
empfindliche Methode zur Trennung und Detektion der Extrakte gewdhlt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass RP-C,-Trennmaterialien im Vergleich zu RP-C,,-Phasen eine deutlich bessere Trenn-Effizienz gegeniiber
dem gesamten Carotinoid-Spektrum einschlieBlich der geometrischen Isomere aufweisen. Die verbesserte
Trennbarkeit von Carotinoiden an RP-C,-Phasen ergibt sich zum einen aus der gegeniiber RP-C,,-Phasen
wesentlich hdheren Hydrophobie und der damit verbundenen Zunahme der Wechselwirkungen zwischen
Probe und stationarer Phase (SANDER et al. 1994b, KROMIDAS et al. 2006, TCHAPLA et al. 1993). Zum anderen
konnte anhand eigener Ergebnisse gezeigt werden, dass neben den hydrophoben Wechselwirkungen
speziell auch hydrophile Wechselwirkungen fur die Selektivitat der Phase gegenlber Carotinoiden eine
wesentliche Rolle spielen. Vornehmlich Xanthophylle sowie hydrophil substituierte Carotinoide verfligen
Uber Molekll-Gruppen, die zu polaren Wechselwirkungen in der Lage sind. Gleichwohl kann aber auch die
Polarisierbarkeit von isolierten Doppelbindungen (wie z.B. bei BCAR und LYC) polare Interaktionen
ermdglichen. Darliber hinaus kdnnen sterische Aspekte insbesondere bei der Trennung von apolaren
Carotinoiden (Carotinen) einen enormen Einfluss zeigen. Bei c/s-transdsomeren wird durch die sterischen
Unterschiede beispielsweise das Diffusionsverhalten der Analyte an der Phasenoberflache beeinfluflit und so
die Selektivitat erhdht (SANDER et al. 1994a/b, TCHAPLA et al. 1993). Zusammenfassend sind fir die hohe
Selektivitat von nicht-endcapped RP-C,-Phasen gegentber mikrobiellen Carotinoiden folgende Aspekte

wichtig:

- erhohte Retention (Interaktionen) der Analyte durch die hohe Hydrophobie der Phase,

- polare Wechselwirkungen mit ungebundenen Silanolgruppen an der Phasen-Oberflache
(Wassserstoffbriickenbindungen, «...n-Wechselwirkungen u.w.),

- sterische Charakteristika, d.h. die Differenzierung tber die Diffusionsfahigkeit der Analyte in die

und in der stationdren Phase.

Dabei muss berticksichtigt werden, dass das Endergebnis der Trennung zumeist das Resultat sich
Uberlagernder Mechanismen ist. Um die Selektivitdt der verwendeten RP-C,-Phase optimal auszunutzen,
wurde anstelle von Acetonitril Methanol als FlieBmittel-Basis gewahlt. Insbesondere bei stark hydrophoben
Phasen werden Selektivitatsunterschiede zwischen Methanol und Acetonitril wirksam und das protische
Methanol zeigt gegenlber dem aprotischen Acetonitril bei gleicher Elutionskraft ein besseres Trennergebnis
(KrROMIDAS 2006). Allerdings bewirkt Methanol wegen der héheren Viskositat im Vergleich zu Acetonitril
haufig eine schlechtere Peakform (KROMIDAS et al. 2006, KHACHIK et al. 1988). Wie mit der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden konnte, lassen sich derartige Probleme (Peak-7ai/ing und/oder Degradationen)
wirksam Uber ein FlieBmittel-Additiv minimieren, ohne dass die Methode an Effizinz verliert. Auch die in

diesem Zusammenhang aufgezeigte zum Teil enorme Chargen- (Batch) und Hersteller-abhéngige Variation
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storender Phdnomene (Peak-7ai/ing und Minderung der Peakfldchen-Response) konnte mit Hilfe eines
FlieBmittel-Additivs wirksam gemindert und infolgedessen die Reproduzierbarkeit der Methode wesentlich
verbessert werden. Zudem wird, beispielsweise durch Ammoniumacetat als FlieBmittel-Additiv, aus dem
ungepufferten ein gepuffertes chromatographisches System. Zum einen ist dies flr das
Adsorptionsverhalten apolarer Carotinoide wenig bedeutsam. Zum anderen kdnnen insbesondere bei
mikrobiellen Carotinoiden hoch-polare Vertreter (mit Carboxylgruppen oder mit sauren/basischen
Kohlenhydraten/Aminozuckern substituierte Carotinoide) auftreten, die bei Interaktionen mit freien
Silanolgruppen irreversibel adsorbiert werden koénnen. Ein gepuffertes System schiitzt vor solchen
irreversiblen Adsorptionen.

Uber die zahlreichen Versuche konnte gezeigt werden, dass an dem Peak-7ai/ing und der Degradation von
Carotinoiden ursachlich sowohl freie Silanolgruppen als auch auf der Phase gebundene Metallionen
beteiligt sind. Demzufolge werden flr den tatsachlichen Mechanismus sekundare, oberflachengebundene
Wechselwirkungen von Carotinoiden mit freien Silanolgruppen bzw. Wechselwirkungen mit Silanol-
Metallion-Zentren angenommen.

Schlussendlich erméglichten die entwickelten einfachen, bindren FlieBmittelgradienten von MTBE in MeOH
durch die Anpassung des Gradienten-Profils und der FlieBmittelgeschwindigkeit hinsichtlich der getesteten
Carotinoid-Gemische sehr gute Trennergebnisse fir mikrobielle Carotinoide bei gleichzeitig guter
Praktikabilitat. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Saulentemperatur einen erheblichen Einfluss auf das
Trennergebnis hat. Im Allgemeinen wird bei RP-Phasen mit einem Absenken der Sdulentemperatur der
Einfluss der mobilen Phase geringer, wodurch letztendlich die individuellen Eigenschaften der stationaren
Phasen ausschlaggebend fir die Trennung werden (KROMIDAS 2006, TCHAPLA et al. 1993). Bei niedrigen
Temperaturen sind die Enthalpiedifferenzen bei der Wechselwirkung der einzelnen Carotinoide mit der
stationdren Phase grofer als bei hoheren Temperaturen. Auch die Entropiedifferenzen machen sich bei
niedrigen Temperaturen starker bemerkbar (BELL et al. 1997, TcHAPLA et al. 1993). Somit ist die
Differenzierbarkeit (Selektivitat) der Phase bei niedrigen Temperaturen héher. Bei einer Herabsetzung der
Temperatur nimmt die Kinetik aller Wechselwirkungen und in der Folge die Bodenzahl ab, welche
wiederum ein MaB fir die Verbreiterung der Substanzzonen (schmale oder breite Peaks) ist. Auf Grund von
Diffusionsvorgédngen werden die Peaks mit einem Absenken der Temperatur zumeist breiter (KROMIDAS
2006). Im Gegensatz dazu konnte anhand der eigenen Untersuchungen gezeigt werden, dass mit sinkender
Temperatur der stationaren Phase die Selektivitat eher positiv beeinflusst wird. Damit wird deutlich, dass bei
RP-C,,-Phasen die Temperatur ein wichtiger Parameter zur Optimierung der Trennung von Carotinoiden ist,
der bei der Entwicklung der Methode berlcksichtigt werden sollte.

Abschlieend lasst sich feststellen, dass im Rahmen der chromatographischen Methodenentwicklung alle
bedeutsamen Parameter (Art der stationdren Phase, FlieBmittelauswahl, FlieBmittelgradient, FlieBmittel-
geschwindigkeit, FlieBmittel-Addititiv, Temperatur der stationdren Phase) untersucht und nach Moglichkeit

optimiert wurden.
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2.6 Leistungsmerkmale der etablierten gesamten Methode

Nachdem die chromatographische Methode im Einzelnen optimiert worden war, sollten die
Leistungsmerkmale der gesamten Methode (bestehend aus Aufschluss, Aufarbeitung, chromatographischer
Trennung und Quantifizierung) ermittelt und die Methode nach Maoglichkeit weiter optimiert werden. An
dieser Stelle soll bemerkt werden, dass es flr Methoden zur Bestimmung mikrobieller Carotinoide in der
Literatur bislang keine entsprechenden Daten, wie beispielsweise zum Linearitatsbereich, zur Prazision oder

zur Wiederfindungsrate gibt.

2.6.1 Linearitatsbereich und Prazision

Fir die Bestimmung des Linearitatsbereiches und der Prézision wurden steigende Einwaagen von
Micrococcus luteus- und Rhodotorula glutinis-Lyophillisat aufgeschlossen, mit internem Standard (BAPO)
dotiert und vermessen (vgl. Anhang Abbildung 58). Der jeweils ermittelte Gesamtgehalt sowie der Gehalt
einzelner Hauptcarotinoide (>15 % vom Gesamtgehalt) wurde im Anschluss Uber der zugehdrigen
Einwaage graphisch dargestellt (sog. Linearitatsplot). Ziel war es denjenigen Bereich zu finden, wo die

ermittelten Gehalte konstant und unabhéngig von der Einwaage sind.
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Abbildung 32-A: Linearitatsplot fiir Rhodotorula glutinis, Darstellung der ermittelten Carotinoidgehalte
tiber der jeweiligen Einwaage an Zell-Lyophilisat, BCAR-Aq p-Carotin-Aquivalent vgl. 7.2.1.3 .
Abbildung 32-B: Linearitatsplot flr Micrococcus luteus, alle weiteren Parameter analog Abbildung 32-A.

Anhand der Diagramme wurde der lineare Bereich fir Hefen zwischen 10 mg und 34 mg Lyophilisat-
Einwaage und fur Bakterien zwischen 10 mg und 50 mg Lyophilisat-Einwaage festgelegt. Innerhalb dieses
Bereiches zeigte die Methode im Gesamt-Carotinoidgehalt und bei einzelnen Hauptcarotinoiden mit einen
Variationskoeffizienten von kleiner 3,8 % eine sehr gute Prézision sowohl flr Rhodotorula glutinis als auch
flr Micrococcus luteus.

Oberhalb des linearen Bereiches werden fiir eine vollstandige Gewinnung der Carotinoide (farbloses
Residuum) zu viele Wiederholungen der Extraktion mit CHCl,/MeOH notwendig (vgl. Abbildung 11), so

dass die Methode unpraktikabel wird. Des Weiteren steigt auf Grund der zunehmenden Extraktions-
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Wiederholungen das Extraktvolumen, wodurch sich die Eindampfzeit und der Stickstoffverbrauch erhéhen.
Nicht zuletzt zeigen die stark konzentrierten Extrakte eine sehr hohe Viskositat, was zu Druckerh6hungen
und zum Verstopfen der HPLC-Anlage fUhren kann und insbesondere bei R. gl/utinis beobachtet wurde.
Unterhalb von 10 mg an Einwaage sinkt die Prézision der Methode aufgrund des beim Einwiegen an
lyophilisierten Zellmaterials steigenden Wagefehlers.

Im Allgemeinen sind sowohl der erreichte Linearitatsbereich als auch die erzielte Prazision der Methode fur

die Untersuchungen mikrobieller Carotinoide als gut zu beurteilen.

2.6.2 Wiederfindungsrate der Extraktion

Wird bedingt durch Einflisse der aufgeschlossen Zellmatrix ein gewisser Anteil an Analyten im Zellpellet
zurlickgehalten, zieht das einen systematischen Fehler nach sich. Insofern es sich hierbei um einen
konstanten Anteil handelt, unterliegen die erzielten Messwerte dabei keiner Streuung. Dennoch weichen sie
von der tatsachlich enthaltenen Menge an Carotinoiden um einen bestimmten Faktor ab. Dieser Faktor ist in
der Regel kleiner eins und wird haufig als Prozent an Wiederfindung bezeichnet.

Um alle Carotinoide des jeweiligen Mikroorganismus wiederfinden zu kénnen, misste gewahrleistet sein,
dass nach der Extraktion im Zellpellet keinerlei Rickstdnde an Carotinoiden mehr verbleiben. Dabei ist die
erzielte Entfarbung des Zellpellets, nach erfolgter Extraktion nur ein Indiz fir eine vollstédndige Extraktion.
Hierbei kénnen durchaus nicht sichtbare Anteile an Carotinoiden durch Adsorption und/oder chemische
Bindung zuriickgehalten werden. Insbesondere Xanthophylle, die trotz Zellaufschluss chemisch fest an
Zellmatrix-Bestandteile gebundenen sind, kénnen mit einem lipophilen Lésungsmittel nur schwer extrahiert
werden und dadurch ,verloren” gehen. Damit ist die Wiederfindung bezliglich der gesamten Methode
(einschlieBlich Zellaufschluss) praktisch nicht genau ermittelbar. Auch die ndherungsweise Bestimmung der
Wiederfindung Uber die direkte Dotierung des Lyophilisates mit einem Standard, bereitete in den
Vorversuchen erhebliche Schwierigkeiten. Der Standard lie8 sich nicht homogen im Lyophilisat verteilen
und adsorbierte zum groBen Teil irreversibel an der Wand des Reaktionsgefales. Des Weiteren behinderte
das zum Losen des Standards verwendeten Ethanol nachweislich die Effizienz des enzymatischen Aufschluss.
Sowohl bei Micrococcus luteus als auch bei Rhodotorula glutinis sank dabei deutlich die extrahierbare
Menge an Carotinoiden. Aus den genannten Griinden konnte die Wiederfindung der Methode erst nach
Abschluss des Aufschlusses im wassrigen Milieu (mit Beginn der Extraktion einschlielich der DMSO
Behandlung bei Hefen) bestimmt werden. Da sich sowohl die Matrizes als auch die Linearitatsbereiche bei
Bakterien und Hefen deutlich unterscheiden, wurde die Wiederfindung fir beide Mikroorganismen
getrennt bestimmt. Um eine mdgliche irreversible Adsorption von Carotinoiden an die aufgeschlossene
Zellmatrix zu erkennen bzw. zu bertcksichtigen, wurde die Wiederfindung jeweils Uber den gesamten
entsprechenden Linearitatsbereich der Methode (unterschiedliche Einwaagen an Lyophilisat, vgl. 2.6.1)
bestimmt. FUr  Micrococcus luteus ergab  sich  eine  Wiederfindung von 85,5% + 3,12 %
(95 % Konfidenzintervall von dotiertem BAPO) und fir Rhodotorula glutinis eine Wiederfindung von
87.1% + 2,56 % (95 % Konfidenzintervall von dotiertem BAPO). Die gegeniber R. glutinis signifikant
geringere Wiederfindung bei M. /uteus (P=0,014; t-Test) kann zum einen aus der unterschiedlichen Matrix
beider Mikroorganismen, zum anderen aber auch aus der bei Hefen zusatzlichen DMSO-Extraktion

(Aufschluss) resultieren. Infolgedessen wird moglicherweise von der gram-positiven Mureid-Matrix mehr
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Carotinoid zurlckgehalten, als von der Glucan-Matrix der Hefe. Analog dazu lasst sich auch die groBere
Streuung der Wiederfindung bei M. Juteus erklaren, die allerdings auch durch den weiteren
Linearitatsbereich (hdhere Einwaagen an Lyophilisat) zustande kommen kann.

Prinzipiell ist bei der Beurteilung der Werte zu beachten, dass die Methode zwischen cis- und transl1someren
unterscheidet (Auftrennung der Isomere auf der Saule). Das bedeutet, dass sich die ermittelte
Wiederfindung speziell auf das a//-trans1somer von BAPO bezieht und somit die Methode auch den Verlust
auf Grund von dis-trans-somerisierungen bericksichtigt. Das bedeutet aber ebenso, dass 15 % Verlust an
Carotinoiden nicht nur allein durch Degradationsprozesse, sondern auch durch Isomerisierungen zustande
kommen. In der Literatur lassen sich bislang nur fir pflanzliche Matrizes und Blutplasmen
Wiederfindungsraten von Carotinoiden finden, wobei jedoch nur selten angegeben ist, ob bei der
Ermittelung der Wiederfindung cis-trans-Isomerisierung mit bertcksichtigt wurden (INBARA) et al. 2008 u.
2006, NAKAGAWA et al. 2008).

Im Allgemeinen ist die erzielte Wiederfindung flr die Methode als gut zu beurteilen, wobei die ermittelten
Wiederfindungsraten vergleichbar mit Methoden zur Bestimmung von Carotinoiden aus Blutplasma und aus
pflanzlichen Materialien sind (MULLER et al. 1999, NAKAGAWA et al. 2008, DIAs et al. 2009, RAJENDRAN et al.
2005, HART et al. 1995).

2.6.3 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind wichtige Parameter der Leistungsfahigkeit der vorliegenden
Methode. Sie geben Aufschluss Uber die Menge an Carotinoid, die in einem Mikroorganismus enthalten
sein muss, um qualitativ nachweisbar bzw. quantitativ bestimmbar zu sein. Beide KenngréBen wurden Uber
die Methode des Kalibriergeradenverfahrens ermittelt (vgl. 7.2.1.6). Voraussetzungen des Verfahrens sind,
dass die verwendeten Kalibrierproben unabhdngig und normalverteilt sind. Weiterhin muss die ermittelte
Regressionsgerade den Linearitatskriterien gentigen. Alle geforderten Kriterien konnten erfillt werden. Der
Gehalt jeder einzelnen Kalibrationslésung wurde kurz vor ihrer Messung separat bestimmt. Die
Nachweisgrenze und die Bestimmungsgrenze wurden einzig fir arpCAR bestimmt, da auch die
Quantifizierung als p-Carotin-Aquivalent (BCAR-Ag) vorgenommen wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Methode auch noch Mengen an Carotinoid bestimmen kann, die allein mit
dem Auge an Hand einer Zellfarbung nicht mehr eindeutig erkennbar sind (visuell falsch negative

Ergebnisse, vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4:: Nachweisgrenze (NWG) und Bestimmungsgrenze (BSG) der optimierten Methode, 'Die Werte wurden berechnet fir ein
Injektionsvolumen von 50uL. 2Die Werte wurden berechnet fiir die Aufarbeitung einer Mindestmenge von 10 mg an Zell-Lyophilisat
(wie beispielsweise bei schwer kultivierbaren Mikroorganismen mit geringer Biomasseausbeute bei der Aufzucht) und unter
Beriicksichtigung der durchschnittlichen Wiederfindung (vgl. 2.6.2).

at-pCAR NWG BSG
absolute Wiederfindung absoltue Menge auf der Séule 1ng 3ng
Konzentration in der Injektionsldsung' 20 ng/mL 60 ng/mL
relative Wiederfindung
im Lyophilisat'? der Mikroorganismen 0,73 uglg 2,2 uglg
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2.7 Zusammenfassende Diskussion der etablierten Methode zur Gewinnung und
Bestimmung von mikrobiellen Carotinoiden

Die wenigen bislang bestehenden Methoden zur Bestimmung von Carotinoiden aus Bakterien und Hefen
sind oft nur qualitativer Art und ermoglichen auf Grund des zumeist erheblichen apparativen Aufwandes
beim Zellaufschluss einen nur geringen Probendurchsatz. Auflerdem sind die vorhandenen Verfahren
methodisch zum Teil veraltet und nicht flr gram-positive und gram-negative Bakterien sowie fir Hefen
gleich gut geeignet. Uberdies kann die Leistungsfahigkeit der bislang beschriebenen Methoden nur schwer
beurteilt werden, da die Literatur weder Angaben zur Prazision noch zur Wiederfindung und Robustheit
aufweist. Aus den genannten Grinden waren die bereits existierenden Methoden flr die im Rahmen dieser
Arbeit geplanten Untersuchungen nicht geeignet.

Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war demzufolge die Entwicklung, Optimierung und Etablierung
einer einheitlichen Methode zur Gewinnung und Bestimmung von Carotinoiden aus Bakterien und Hefen.
Dabei wurde bei der Entwicklung des Zellaufschlussverfahrens auf einzelne, vom Prinzip her verschiedene
Verfahren (enzymatisch, mechanisch, chemisch) zurlickgegriffen und diese zweckmaBig miteinander
kombiniert. Dadurch konnten nachfolgend unterschiedlichste mikrobielle Carotinoide aus gram-positiven
und gram-negativen Bakterien aber auch aus Hefe- bzw. Pilz-Zellen extrahiert werden. Das extrahierbare
Spektrum schlieBt sowohl die sauerstofffreien Carotine als auch polare Xanthophylle und substituierte
Carotinoide sowie weitere lipophile Stoffe, wie beispielsweise isoprenoide Chinone, mit ein. Letztendlich
stellt das etablierte Aufschluss-Verfahren dadurch eine effektive Methode zur Gewinnung von Carotinoiden
aus einem breiten Spektrum von Mikroorganismen dar (,mikrobielle Robustheit”).

In der gesamten Entwicklungs- und Optimierungsphase wurden bewusst schwierige Bedingungen (schwer
aufschlieBbare Mikroorganismen, variable Substanzmengen) sowie die bei der Methodenentwicklung
auftretenden Probleme (adsorbtive Verluste, schwer trennbare Substanzen, Peak-7ai/ing) ausgewahlt und
zweckgerichtet untersucht. Alle auftretenden Probleme konnten nahezu vollstdndig behoben und das
Verfahren an vielen Stellen optimiert werden. Neben dem Aufschlussverfahren wurde auch die
Zusammensetzung des Extraktionsmittels verbessert und das Phasentrennungsmittel sowie ein geeignetes
Gefalmaterial ausgewahlt. Des Weiteren konnte Uber ein FlieBmittel-Additiv und tber die Absenkung der
Saulentemperatur das Trennergebnis und die Empfindlichkeit der chromatographischen Methode erheblich
gesteigert werden. AbschlieBend wurden flr die etablierte Methode fiir Bakterien- und Hefe-Matrizes
konkrete Leistungsparameter bestimmt. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse ergaben eine sehr zufrieden-
stellende Wiederfindung und Prézision der Methode, wobei sich in der bisherigen Literatur speziell fir
Bakterien und Hefen keine vergleichbaren Daten finden lieen. Schlussendlich konnte durch die
beschriebene Vorgehensweise eine relativ robuste Gesamtmethode entwickelt werden.

Mit Hilfe der etablierten Methode konnen strukturell unbekannte, auf Grund gleicher Retention und
UV-VIS-Spektren mutmallich jedoch &hnliche Carotinoide, in ihrem Gehalt Gber die Quantifizierung als
BCAR-Aq verglichen und so ein Gesamt-Carotinoidgehalt berechnet werden. Dabei kénnen auf Grund der
relativ niedrigen Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze der Methode auch noch Gehalte an mikrobiellen
Carotinoiden bestimmt werden, die allein durch Betrachtung einer Plattenkultur mit dem Auge nicht mehr
feststellbar sind (visuell falsch negative Ergebnisse). An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass

der als BCAR-Aq ermittelte Gehalt von strukturell unbekannten Carotinoiden nur eine Naherung darstellt, da
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sich die molaren Absorptionskoeffizienten verschiedener Carotinoide zum Teil erheblich unterscheiden
kénnen (BRITTON 2004, 1995 u. 1993, CRAFT 1992b). Dennoch ist die Quantifizierung Gber ein BCAR-Aq
eine aullerst zweckmaBige Methode, um unbekannte Carotinoide zu quantifizieren und strukturell gleiche
oder dhnliche Carotinoide in ihrer Quantitat iberhaupt vergleichen zu kénnen.

Analog zu den bisherigen Methoden der Literatur zeigte sich auch bei der etablierten Gesamtmethode, dass
das Verfahren zum Zellaufschluss der zeitaufwendigste Schritt und somit flir den Probendurchsatz die
einflussreichste GroRe ist. Prinzipiell ist der erreichbare Probendurchsatz einerseits vom Zeitaufwand der
Methode selbst (Anzahl aufeinanderfolgender Proben pro Zeit), andererseits aber auch von der Serien-
tauglichkeit der Methode (der Anzahl an parallel bearbeitbaren Proben) abhangig. Letzteres ist im
Gegensatz zum Zeitanspruch des jeweiligen Verfahrens meist leichter optimierbar. So konnte durch die
Kombination der gewahlten, apparativ wenig aufwandigen Zellaufschlussverfahren neben der ,mikrobiellen
Robustheit” auch der Probendurchsatz der etablierten Methode (durch die Mdoglichkeit der parallelen
Aufarbeitung vieler Einzelproben/Serien) enorm gesteigert werden.

Des Weiteren wurde die Methode speziell fir den analytischen Halbmikro-Mafstab entwickelt. Dadurch
wurde erreicht, dass fur eine Einzelbestimmung (je nach Carotinoidgehalt der untersuchten
Mikroorganismen) eine Anzucht auf nur ein bis drei einzelnen Platten notwendig ist. Letztendlich werden
dadurch leicht ,echte” Mehrfachbestimmungen ermdglicht, wodurch die quantitativen Aussagen
reprasentativ und robuster werden. Das breite Extraktionsspektrum der entwickelten Methode sowie der
hohe Probendurchsatz und die nur geringe, notwendige Probenmenge stellen einen erheblichen Vorteil
gegeniber vielen anderen Verfahren zur analytischen Bestimmung mikrobieller Carotinoide dar. Letzten

Endes erweitern diese Eigenschaften enorm das Anwendungsspektrum der Methode.

Zusammenfassend lasst sich feststellen: Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und etablierte Verfahren
beinhaltet eine genaue und effiziente analytische Methode zur Gewinnung, Trennung und Quantifizierung
mikrobieller Carotinoide. Das Procedere wurde dabei vornehmlich fiir Carotinoide aus Bakterien und Hefen
entwickelt und wichtige Schritte wie Zellaufschluss, Extraktion und Trennung der gewonnenen Carotinoide
anhand geeigneter Versuche optimiert. Die Methode kann sowohl zum Screening auf mikrobielle
Carotinoide als auch zum Prifen und Optimieren biotechnologischer Verfahren sowie zur
biotechnologischen Prozess-Kontrolle bei der Gewinnung von Carotinoiden mit Hilfe von Mikroorganismen

verwendet werden.
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3. Anwendung der Methode (I) - Screening ausgewdhlter Bakterien
und Hefen auf Carotinoide

In Pflanzen aber auch in Mikroorganismen werden Carotinoide als Metabolite des Sekundarstoffwechsels
generiert. Die Isolation und die Analytik von Sekundar-Stoffwechselprodukten ist im Vergleich zur
chemischen Totalsynthese ein relativ preisglnstiges Verfahren zum Auffinden neuartiger Substanzen und
neuer Leitstrukturen (FIRN et al. 2000). Die Fahigkeit zur Biosynthese von Carotinoiden ist flr viele
Mikroorganismen bereits bekannt und einige Substanzen sind bereits strukturell identifiziert worden
(BRITTON 2004). Das prokaryontische Reich (einschliellich der Archae) ist aber so groB3 und die strukturelle
Diversitat mikrobieller Carotinoide so beachtlich, dass ihr Vorkommen und ihre genaue Struktur fir viele
Arten bisher nur ansatzweise erforscht werden konnten (FONG et al. 2001). Dabei basieren viele der bislang
verflgbaren Ergebnisse auf Untersuchungen aus alteren Arbeiten. Auf Grund dessen fehlt es, insbesondere
flr das Spektrum der Minor-Carotinoide, vielfach noch an aktuellen Ergebnissen, die auf den derzeitigen
leistungsstarken analytischen Verfahren basieren.

Vor diesem Hintergrund wurden, nachdem die Methode entwickelt und abschlieBend optimiert worden war
(vgl. Kapitel 2), eine Reihe von Bakterien, Hefen und zwei Pilz-Arten mit einem hefedhnlichen Stadium
ausgewahlt und auf Carotinoide untersucht. Zum einen sollte dadurch die Effizienz der Methode an
verschieden Mikroorganismen getestet werden. Zum anderen sollten die Ergebnisse des Screenings einen
Uberblick Gber die Qualitat und Quantitat der Carotinoide in den ausgewdhlten Mikroorganismen geben.
Dabei sollten die erhaltenen UV-VIS-Spektren zundchst nur zum Erkennen von Carotinoiden und der
Unterscheidung zwischen Carotinoiden und anderen lipophilen Substanzen dienen, die ebenfalls im Bereich
von 450 nm absorbieren. Darliber hinaus sollten mit Hilfe der Ergebnisse des Screenings geeignete
Mikroorganismen fiir die Supplementierungsversuche (vgl. Kapitel 4) ausgewahlt werden. Schlussendlich
sollten die UV-VIS-Spektren und das Retentionsverhalten der im Screening erkannten Substanzen die
geplante massenspektrometrische Identifizierung von mikrobiellen Carotinoiden als Biomarker (vgl.
Kapitel 5) unterstitzen.

Die Auswahl der Mikroorganismen zum Screening richtete sich in erster Linie nach der makroskopisch
erkennbaren Eigenfarbung der Kolonien von zuvor auf der Platte angeziichteten verschiedenen Bakterien
und Hefen. Dabei wurden auch bekannte, biotechnologisch nutzbare Mikroorganismen (Carotinoid-
Produzenten) und medizinisch bedeutsame Mirkroorganismen (fakultative Pathogene) ausgewahlt.
AuBerdem wurden solche Mikroorganismen ausgesucht, fiir die bislang noch keine oder nur sehr wenige

Ergebnisse zum Carotinoid-Spektrum und Carotinoidgehalt existieren.

3.1  Flr das Screening ausgewahlte Hefen und Pilze

Insgesamt wurden fir das erste Screening zwolf Hefen und zwei Pilz-Stdmme ausgesucht und auf Platten
angeziichtet. Einen Uberblick Gber die Farbung der Kolonien und der erhaltenen Extrakte geben die
Abbildungen 55 bis 60 (vgl. Anhang 9.2). Fir viele der getesteten Hefen bzw. Pilze fehlt es noch an
detallierten Daten und an Untersuchungen zur Bestatigung der bisher nachgewiesenen Carotinoide (vgl.
Tabelle 5). Bei den Hefen Phaffia rhodozyma und den Rhodotorula spp. handelt es sich um vergleichsweise

gut untersuchte Carotinoid-produzierende Gattungen. Beide gelten toxikologisch als unbedenklich und
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kénnen daher als farbgebende Supplemente in Futtermitteln verwendet werden (MoCANU et al. 1997,
NAIDU et al. 1999, KREISEL et al. 2005, ONODERA et al. 1997). Relativ gut untersucht ist auch das Carotinoid-
Spektrum der Gattung Sporobolomyces (WEBER et al. 2007, Buzzini et al. 2007, Davoll et al. 2007).
Dennoch fehlt es speziell fur die Art Sporobolomyces salmonicolor noch an detaillierten Daten zum
Carotinoid-Spektrum und Carotinoidgehalt. Die Eignung der Gattung Sporobolomyces fir biotechnologische
Zwecke wird, wegen des gegeniiber der Gattung Rhodotorula zwar &hnlichem Carotinoid-Spektrums aber
deutlich geringeren Carotinoidgehaltes, kontrovers diskutiert (RAzanI et al. 2007, Davoll et al. 2004 u.
2007, BHOSALE et al. 2004).

Tabelle 5: Ubersicht tber die fir das Screening ausgewéhlten Hefen und Pilz-Arten sowie die in ihnen oder verwandten Arten bislang
nachgewiesenen Carotinoide, *nur nachweisbar wenn auf Xylose-Medium und in Dunkelheit angeztichtet, Abklrzungen alphabetisch:
AST Astaxanthin, CAR Carotin, CAN Canthaxanthin, ECH Echinenon, k.A. keine Angaben, LYC Lycopen, OH Hydroxy, syn. synonym,
THI Torularhodin, TRE Torulen, u.w. CAR und weitere Carotinoide, [+] gesicherte Identitdt via Massenspektrometrie und/oder
NMR-Spektrometrie; [-] in der Literatur angegebene bisher nur vorlédufige Identitat Gber UV-VIS-Spektroskopie und/oder dem
Retentionsverhalten bei DC/HPLC.

. bisher nach- .
ausgewahlte Art der ) ) bislang
. . Koloniefarbe auf gewiesene . L . .
vorliegenden Arbeit L nachgewiesene Carotinoide bei Literatur
, der Platte Carotinoide
(alphabetisch) verwandten Arten
der Art
Acremonium butyrii orange - rotlich k.A. A. diospyri- BCAR [-], yCAR [-], DEED 1990
LYC [-], TRE [-], u.w. CAR [-]
Bullera variabilis orange - k.A. Bulleromyces albus: BCAR [-], FIASSON 1972
rotbraun yCAR [-], TRE [-]
Candida intermedia rosa - violett k.A. k.A. KURTZMAN 1999
Exophiala dermatitidis (syn. schwarz TRE [-] k.A. GEIS 1984
Wangiella dermatitidis) THI[-] SCHNITZLER 1999
Filobasidium floriformae beige, leicht k.A. k.A. KURTZMAN 1999
rotlich

Lecytophora hoffmannii blasrosa - k.A. k.A. SAMSON 2000
(Phialophora hoffmannii) glebbraun
Phaffia rhodozyma lachsfarben - (3R,3'R) AST [+]: BCAR [+]; 3-OH-3",4'-dihydro B,¥ ANDREWS 1976, LAMPILA
(Xanthophyllomyces orange caroten-4-one [-]* ; 3-OH-ECH [-]; CAN [-] 1985, VAZQUEZ 1998, An
dendrorhous) Rhodoxanthin [-], Adonirubin [-], 1989, ANDREWS 1976,

Neurosporen [-], ECH [-] u.w. CAR [-] WEBER 2007, BuzziNi 2007
Rhodotorula spp. orange - rot BCAR [+]; yCAR[+]; TRE [+], THI [+], NAM 1988,
(glutinis, graminis, u.w. CAR [-] WEBER 2007,
mucilaginosa) Buzzini 2007
Sporobolomyces spp. lachsfarben - rosa k.A. Sporobolomyces spp: BCAR [+], DAvoLl 2002, WEBER 2007,
(salmonicolor) TRE [+], THI [+], 2-OH-THI [+], BuzziNi 2007

2-Methyl-OH-THI [ +], 2-OH-TRE
[+]. uw. CAR []

Trichosporon ovoides beige k.A. k.A. KurTZMAN 1999

Fur die schwarze Hefe Exophiala dermatitidis (syn. Wangiella dermatitidis) wird neben der Féhigkeit zur
Bildung von Melaninen auch die Synthese von zwei Carotinoiden (Torulen und Torularhodin) postuliert (GEIs
et al. 1984). Eine Uberpriifung dieser Befunde erfolgte bislang jedoch nicht. Exophiala dermatitidis kann
insbesondere bei immungeschwachen Patienten und solchen mit bdsartigen Tumoren lebensbedrohliche
Phaeohyphomycosen verursachen und flihrt bei Patienten mit zystischer Fibrose héufig zu einer

subklinischen Besiedelung der Lunge (AJANEE et al. 1996, BENETT et al. 1997, HAASE et al. 1991,

63



Kapitel 3 — Screening von Hefen und Pilzen

KUSENBACH et al. 1992, MATSUMUTO et al. 1993). Dabei werden sowohl Melanine als auch Carotinoide als
Pathogenitatsfaktoren in Erwdgung gezogen. Dariiber hinaus wird den Carotinoiden eine protektive
Funktion sensitiver Molektle und/oder Organellen der Hefezelle vor schadlichen UV-Strahlen zugeschrieben
(SCHNITZLER et al. 1999). Ahnlich Exophiala dermatitidis kann auch Lecytophora hoffmannii in seltenen
Féllen schwere opportunistische Infektionen verursachen, jedoch ausschlieBlich bei immungeschwachten
Patienten (MARRIOTT et al. 1997). Untersuchungen zum Carotinoid-Spektrum des Pilzes existieren bislang
nicht.

Die Gattung Acremonium (syn. Cephalosporium) ist besonders wegen ihrer Fahigkeit zur Produktion von
Antibiotika fur biotechnologische Zwecke relevant (SINGLETON et al. 2001). Hinsichtlich des Carotinoid-
Spektrums exisitieren flr Acremonium spp. sowie fir die Gattung Bullera bisher nur sehr wenige und nicht
verifizierte Befunde (DEED et al. 1990). Fur die Gattungen Candlida, Filobasidium und Trichosporon kénnen
in der Literatur keinerlei Hinweise zur Fahigkeit der Produktion von Carotinoiden gefunden werden.

Mit Hilfe des Screenings sollte die entwickelte Methode an verschiedenen Hefe- und Pilz-Matrizes
dahingehend getestet und untersucht werden, ob die makroskopisch erkennbare Farbigkeit der Kolonien
der ausgewahlten Arten durch Carotinoide verursacht wird. Untergeordnet dazu sollte herausgefunden
werden, in wie weit auch visuell nicht-farbige isoprenoide Vorstufen und/oder andere lipophile Substanzen

mit Hilfe der in dieser Arbeit entwickelten Methode aus Hefen und Pilzen bestimmt werden kénnen.

3.2 Ergebnisse des Screenings der Hefen und Pilze

Die Auswertung der UV-VIS-Spektren (DAD-Daten) des Screenings zeigte, dass die entwickelte Methode, wie
vermutet, neben Carotinoiden auch andere lipophile Verbindungen aus Mikroorganismen erfasst. Den
Absorptionsspektren nach handelt es sich hierbei offenbar um Chinoide und isoprenoide Vorstufen von
Carotinoiden, wie beispielsweise Phytoen (vgl. Abbildung 34, LEe et al. 2008, AONO et al. 1991, TyIHAK et al.
1964). Bis auf wenige Ausnahmen zeigten bei den Hefen die meisten der detektierten nicht-Carotinoide
oberhalb von 400 nm keine nennenswerte Absorption mehr, weshalb ihr Anteil bei der Bestimmung des
Gesamtgehaltes an Carotinoiden (bei 450 nm) im Allgemeinen nicht ber{cksichtigt wurde. Fir 7richosporon
ovoides ist der zu 1,7 ug/g [LY] bestimmte Gehalt jedoch nicht eindeutig auf Carotinoide zuriickzufthren, da
das Spektrum an dieser Stelle stark von einem nicht-Carotinoid mit geringer Absorption bei 450 Uberlagert
wurde. Die Ergebnisse der Verteilungsmuster der detektierten Carotinoide (Chromatogramme bei 450 nm)
und nicht-Carotinoide (Chromatogramme bei >290 nm) sowie charakteristische UV-VIS-Spektren kénnen
dem Anhang entnommen werden (vgl. 9.3). An Hand dieser UV-VIS-Spektren und des Retentionsverhaltens
im Vergleich zu Standardsubstanzen sowie unter Einbeziehung der Ergebnisse aus bisherigen Arbeiten

konnten im Screening der Hefen folgende bereits bekannte Carotinoide mit Sicherheit identifiziert werden:
- in Phaffia rhodozyma at-AST und at-BCAR sowie deren c/s-somere,

- in Rhodotorula spp. at-BCAR und ¢-BCAR,

- in Sporobolomyces salmonicolor at-ICAR.
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Viele der Carotinoide fir die keine Vergleichs- bzw. Standardsubstanzen zur Verfligung standen, konnten
spater Uber ihre Massenspektren in Kombination mit den Ergebnissen der Vergleiche der UV-VIS-Spektren
aus dem Screening mit entsprechenden Literatur-Spektren identifiziert werden (vgl. Kapitel 5).

Im Ergebnis wiesen die untersuchten Hefen und Pilze Gesamt-Carotinoidgehalte (berechnet als BCAR-Aq)
von <2 ug/g [LY] bis >320 ug/g [LY] auf. Den hochsten Carotinoidgehalt pro Zelltrockenmasse zeigte
Phaffia rhodozyma mit 327 pgl/g [LY] gefolgt von den Rhodotorula spp. mit bis zu 241 ug/g [LY] (vgl.
Abbildung 33-A). Die fir beide Gattungen ermittelten Gehalte entsprechen damit den bisherigen
Literaturangaben (Buzzini et al. 2007, BHOSALE et al. 2001a, FRENGOVA et al. 1994, AN et al. 1989,
KURTZMAN et al. 1999, ANDREWS et al. 1976). Das zeigt, dass die Leistungsféahigkeit der mit dieser Arbeit
etablierten Methode fir Hefen aquivalent zu anderen, zum Teil aufwandigeren Methoden mit

mechanischen Aufschlussverfahren, ist.
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Abbildung 33-A: Balkendiagramm mit den Gesamt-Carotinoidgehalten und den anteiligen Gehalten der jeweiligen Hauptcarotinoide
(Anteil >5% vom Gesamtgehalt im Zelllyophilisat [LY]) der im Screening untersuchten Hefen und Pilze berechnet als BCAR-Aq,
Mikroorganismen von links nach rechts: TO T7richosporon ovoides, BV Bullera variabilis, FF Filobasidium floriformae, ED Exophiala
dermatididis, CI Candida intermedia, SS Sporobolomyces salmonicolor, AB Acremonium butyrii, RGR Rhodotorula gramnis, RGL
Rhodotorula glutinis, RMU Rhodotorula mucilaginosa, RFl Rhodotorula spp. (Feld-Isolat), RSF Rhodotorula spp. (Faeces-Isolat), LH
Lecytophora hoffmanii, PR Phaffia rhodozyma, die Summe aller Carotinoide mit einem Gehalt<5% am Gesamtgehalt sind grau als
LUbrige” zusammengefasst.

Abbildung 33-B: Prozentuales Verteilungsmuster der Hauptcarotinoide (Anteil > 5% am Gesamtgehalt) der im Screening untersuchten
Hefen und Pilze bezogen auf den jeweils bestimmten Gesamt-Carotinoidgehalt, alle weiteren Parameter und Abklrzungen analog
Abbildung 33-A.
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Far Acremonium butyrii und Sporobolomyces salmonicolor lassen sich in der Literatur zum Gesamt-
Carotinoidgehalt nur fir verwandte Arten Werte finden. Der fUr Acremonium butyrii ermittelte Gesamt-
Carotinoidgehalt (116 ug/g [LY]) betragt dabei etwa das Doppelte dessen, was in der Literatur fir die
verwandte Art Acremonium diospyri (62 ugl/g Zelltrockenmasse) angegeben wird (DEeD et al. 1990). Der fir
Sporobolomyces salmonicolor bestimmte Gesamt-Carotinoidgehalt von 51 pg/g [LY] liegt zwischen den in
der Literatur aufgeflihrten Gesamt-Carotinoidgehalten von  Sporobolomyces  patagonicus —mit
29,2 ugl/g Zelltrockenmasse und Sporobolomyces roseus mit 82,3 pg/g Zelltrockenmasse (Buzzini et al.
2007). Fir alle anderen untersuchten Hefen und Pilze existieren in der Literatur bisher noch keine Angaben
zum Carotinoidgehalt, weder fiir einzelne Arten noch fir die Gattung.

Bei der Betrachtung der UV-VIS-Spektren des Pilzes Lecytophora hoffmanii zeigte sich, dass der scheinbar
hohe Gehalt an Carotinoiden (241 ug/g [LY]) Gberwiegend durch nicht-Carotinoide bedingt wird, obgleich
auch Carotinoide an Hand ihrer Absorptionsspektren mit insgesamt 28,3 pg/g [LY] eindeutig nachgewiesen

werden konnten (vgl. UV-VIS-Spektren Anhang 9.3). Die Ergebnisse der Verteilung der Carotinoide in den
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Abbildung 34-A: Chromatogramm eines Extraktes von T7richosporon ovoides, Detektion bei 290 nm, die
wvorlaufige” Identifizierung [v.ID] der Peaks erfolgte Uber Vergleiche der UV-VIS-Spektren mit den Spektren der Literatur
(LEE et al. 2008) und dem Retentionsverhalten vergleichbarer lipophiler Carotinoide auf der RP-C,-Séule, verwendeter
Gradient von MTBE in MeOH 50mM AAc [min-%]: 0-0, 24-62, 27-80, 38-80, 43-0, 50-0; Flow: 1,3 ml/min, T,=12°C,
Peak-ldentitdten [v.ID]: a Diaphytoen, b Apophytoen, c und d ¢/s und #rans -Phytoen, x nicht identifizierbarer Peak [n.ID].
Abbildung 34-B: UV-VIS-Spektren der in Abbildung 34-A identifizierten Peaks.

untersuchten Hefen/Pilzen veranschaulichen, dass der Gehalt von mindestens einem Carotinoid pro
Mikroorganismus stets mehr als 15% am Gesamt-Carotinoidgehalt betrégt (vgl. Abbildung 33-B). Allerdings
macht der Gehalt einzelner Carotinoide nur in wenigen Féllen mehr als die Halfte (50%) vom Gesamt-
Carotinoidgehalt aus (bei 5 von 14 Mikroorganismen). Hierbei zeigt allein Phaffia rhodozyma ein
Verteilungsmuster, bei dem Uber 50% des Gesamt-Carotinoidgehaltes durch ein einzelnes, wirtschaftlich
bedeutsames Carotinoid (AST) bedingt wird (vgl. Abbildung 33-B). Dieses stark durch AST bestimmte
Carotinoid-Spektrum zeichnet die Hefe gegeniiber anderen Mikroorganismen besonders aus und

pradestiniert sie fUr die biotechnologische Nutzung (JOHNSON et al. 2003, Buzzini et al. 2001).
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3.3 Fdr das Screening ausgewahlte Bakterien

Insgesamt wurden flr das zweite Screening zwolf Bakterien-Stdmme ausgewahlt und auf Platten
angeziichtet. Einen Uberblick tiber die Farbung der Kolonien und die bei der Aufarbeitung der Lyophilisate
erhaltenen Extrakte geben die Abbildungen 55 bis 60 (vgl. Anhang 9.2). Analog zu den untersuchten
Hefen und Pilzen wurden vorzugsweise die Arten ausgewéhlt, bei denen die Fédhigkeit zur Carotinoid-
Biosynthese noch nicht erforscht wurde oder die bisherigen Ergebnisse noch liickenhaft und/oder nicht
gesichert sind (vgl. Tabelle 6). Beispielsweise wird fUr Acidobacterium capsulatum in der Literatur eine
orangefarbene Pigmentierung der Kolonien als Merkmal beschrieben (KisHiMoTO et al. 1991).
Untersuchungen, ob oder welche Carotinoide diese Pigmentierung hervorrufen, fehlen jedoch bislang. Um
Uber die Ergebnisse des Sceenings die Leistungsfahigkeit der Methode flr Bakterien beurteilen zu kénnen,
wurde bei der Auswahl darauf geachtet, dass die ausgewahlten Gattungen sowohl gram-positive als auch
gram-negative und atypische Arten beinhalten. Analog zum Screening der Hefen wurden dabei auch
bekannte und gut untersuchte Carotinoid-produzierende  Arten wie  Brevibacterium linens,
Enterobacter agglomerans (syn. Panthoea agglomerans) und Micrococcus Juteus ausgewahlt. Uberdies
wurden bei den betreffenden Bakterien fakultativ pathogene Gattungen wie Baci/lus spp., Pseudomonas
spp., Enterobacter spp. und Rhodococcus spp. einbezogen. Letztere Spezies ist insbesondere
veterinarmedizinisch relevant (vgl. 1.1.2).

Im Gegensatz zu Rhodococcus equi sind Bacillus cereus und Pseudomonas aeruginosa von grolerem
humanmedizinischem Interesse. Der fakultativ pathogene Sporenbildner Bacillus cereus gilt als haufiger
Lebensmittel-Verderbniskeim, der infolge einer Bildung von hitzelabilen Enterotoxinen unter anderem
schwere Diarrhden verursachen kann (GUINEBRETIERE et al. 2002). Pseudomonas aeruginosa ist besonders bei
immunsupprimierten und geschwéchten Patienten einer der haufigsten Erreger nosokomialer Infektionen.
Erkrankungen mit Pseudomonas aeruginosa kénnen auf Grund der zunehmenden Antibiotikaresistenz des
Keimes (Bildung von Efflux-Pumpen und B-Lactamase) unter Umstanden lebensbedrohlich sein (MESAROS et
al. 2007). Sowohl fur Ps. aeruginosa als auch fir B. cereus existieren bislang keine Untersuchungen
bezlglich der Befdhigung zur Bildung von Carotinoiden und/oder von nicht-farbigen Isoprenoiden, obgleich
in verwandten Arten diese bereits nachgewiesen werden konnten (vgl. Tabelle 6).

Der im Rahmen des Screenings ausgewahlte Enterobacter agglomerans zahlt im Gegensatz zu dem ebenfalls
pigmentbildenen Enterobacter sakazakii zu den flr den Menschen selten pathogenen Vertretern seiner
Gattung (SINGLETON et al. 2001, BARASH et al. 2007, LEHNER et al. 2006). Gleichwohl ist das gram-negative
Bakterium pflanzenpathogen und kann insbesondere bei Kindern mit dauerhafter Katheterisierung oder bei
der Anwendung von Sonden zur total-parenteralen Erndhrung (TPN) Bakteridmien verursachen (CRuz et al.
2007, BARASH et al. 2007). Auf Grund der hohen phenotypischen und genotypischen Ahnlichkeit werden
Enterobacter agglomerans, Erwinia herbicola und Erwinia milletiae unter ein und derselben Art - Panthoea
agglomerans - subsummiert (GAVINI et al. 1989). Sowohl das Spektrum der von Panthoea agglomerans
gebildeten Carotinoide als auch die fir ihre Biosynthese zustandigen Genabschnitte und Enzyme sind bereits
relativ gut untersucht. Bislang wurden in Panthoea agglomerans eine Reihe wirtschaftlich bedeutungsvoller
Carotinoide und die jeweils zugehdrigen codierenden Gene der Synthese-Enzyme identifiziert (SANDMANN et
al. 1990, BHUPINDER et al. 1991). AuBerdem wurde festgestellt, dass aus Panthoea agglomerans in

Escherichia coli transformierte Gene eine hohere Aktivitat zeigen, als in £ co// transformierte, aquivalente
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Gene anderer Arten (YOON et al. 2007, SEDKOVA et al. 2005). Solche Genabschnitte kénnten beispielsweise
zur gentechnischen Erzeugung leistungsfahiger Mikroorganismen fiir die biotechnologische Gewinnung
wirtschaftlich bedeutender Carotinoide wie Lycopen oder Astaxanthin verwendet werden (SEDKOVA et al.
2005, Yoon et al. 2007). Fur die untersuchten Arthrobacter spp. gilt ahnlich Bacillus cereus und
Pseudomonas aeruginosa, dass zwar fir verwandte, jedoch nicht flr die ausgewéhlten Arten Ergebnisse zum
Carotinoid-Spektrum und Carotinoidgehalt existieren.

Tabelle 6: Ubersicht Gber die fiir das Screening ausgewahlten Bakterien und die in ihnen oder verwandten Arten bislang
nachgewiesenen Carotinoide, Abkirzungen alphabetisch: AST Astaxanthin, CAN Canthaxanthin, CAR Carotin, CRY Cryptoxanthin, ECH
Echinenon, Glc Glucose, k.A. keine Angaben, LYC Lycopen, MET Methyl, OH Hydroxy, pos. auf Carotinoide positiv getestet, u.w. und

weitere, ZEA Zeaxanthin, [+] gesicherte Identitat [g.ID] mittels Massenspektrometrie und/oder NMR-Spektrometrie; [-] in der Literatur
angegebene bislang nur vorlaufige Identitat [v.ID] mittels UV-VIS-Spektroskopie und/oder dem Retentionsverhalten bei DC/HPLC.

) i Kolonie- | bisher nach-
zum Screening ausgewéhlte . . . . .
) farbe auf | gewiesene bislang nachgewiesene Carotinoide bei .
Bakterien (Arten) L Literatur
. der Carotinoide verwandten Arten
(alphabetisch)
Platte der Art
Acidobacterium capsulatum rot k.A. Acidobacterium candlidatus : ECH [-], CAN [], GARCIA-COSTAS
BCAR [-], yCAR [], LYC [] 2007
Arthrobacter spp. (luteus, gelb k.A. Arthrobacter spp. : 4-Keto-yCAR [-], A.glacialis : FIASSON 1976,
bergerei, uratoxydans, Decaprenoxanthin (mono u. diGlycoside) [+], ARPIN 1972 u.
protophormoniae, nicotianae) Bisanhydrobacterioruberin [+], 2-(4-OH-3-MET- 1975
But-2-enyl)-2"-(3-MET-but-2-enyl)-3",4- FONG 2001
didiehydro-1',2"-dihydro-¢,¥-caroten-1'-ol [+],
A. agilis: Bacterioruberin-Derivate (+) sowie
deren mono u. di-Glycoside (+)
Bacillus cereus gelblich- k.A. Bacillus spp. : 4,4'-Diapo-C-CAR [-], 4,4'- AONO 1991
beige Diaponeurosporen [-], 8. megaterium . pos. MITCHELL 1986
Duc 2006
Brevibacterium linens gelb- Renieraten [+], Isoreniraten [+], 3-OH-Isorenieraten [+], NELIS 1991, KOHL
orange 3,3"-di-OH-Isorenieraten [+], AST [-] 1983
Micrococcus luteus gelb Sarcinaxanthin (mono u. di-Glycoside) [+], u.w. [-] HERTZBERG 1977
(Sarcinea lutea) NORGARD 1970
Panthoea agglomerans (yn. gelb BCRY [+], Panthoea spp. (Enterobacter spp.): BCRY [+], SANDMANN 1990
Enterobacter agglomerans, BCAR[+]. BCAR [+], ZEA[+] BHUPINDER 1991
Erwinia herbicola, Erwinia ZEA[+] u.w. Enterobacter sakazakii: pos. LEHNER 2006
milletiae) mono-/di- SEDKOVA 2005
Glycoside

Pseudomonas aeruginosa grinlich k.A. Pseudomonas rhodos: 4,4'-Diapocaroten-4'-al-4- KLEINIG 1979
oic-acid [-], Pseudomonas sp.: Okadaxanthin [+] Mikl 1994
Rhodococcus equi lachsfarb- yCAR [-] Rhodococcus rhodochrous: 1'OH-yCAR- ICHIYAMA 1989
en - rot (glycoside) [+], 1",2"-Dihydro-1'0OH-4Keto-yCAR TAKAICHI 1990
u. 1'-B-D-Glc-Ester [+] u. 1999

Analog dem Screening der Hefen sollte die in Kapitel 2 entwickelte Methode an verschiedenen bakteriellen
Matrizes getestet werden. Die erhaltenen UV-VIS-Spektren sollten vorerst nur dem Erkennen von
Carotinoiden dienen - vor allem bei den noch nicht auf Carotinoide untersuchten Arten. Darlber hinaus
sollten spater mit Hilfe der UV-VIS-Spektren und mit Hilfe von Massenspektren bekannte Carotinoide
bestatigt und unbekannte Carotinoide identifiziert werden (vgl. Kapitel 5). Untergeordnet dazu sollte
untersucht werden, inwieweit auch nicht-farbige isoprenoide Vorstufen (beispielsweise Farnesol, Phytoen,
Phytofluen und Neurosporen) aus Bakterien bestimmt werden kénnen (SEDKOVA et al. 2005, BHUPINDER et al.
1991, AoNo et al. 1991).
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3.4 Ergebnisse des Screenings der Bakterien

Bis auf wenige Ausnahmen zeigten die detektierten bakteriellen nicht-Carotinoide im Vergleich zu den
Carotinoiden in ihrem Absorptionsspektrum oberhalb von 400 nm keine nennenswerte Absorption mehr.
Demzufolge wurde ihr Gehalt bei der Bestimmung des Gesamtgehaltes an Carotinoiden (bei 450 nm)
analog den Hefen im Allgemeinen nicht beriicksichtigt. Die einzelnen Chromatogramme und UV-VIS-
Spektren der im Screening untersuchten Bakterien kénnen dem Anhang entnommen werden (vgl. 9.3).

Zwei der untersuchten Bakterien-Spezies wiesen im Gegensatz zu den untersuchten Hefen eine
makroskopisch erkennbare Koloniefarbung auf, die jedoch, wie die zugehorigen UV-VIS-Spektren belegten,
nicht durch Carotinoide bedingt war. Speziell bei Bakterien, die keine oder nur sehr wenig Carotinoide

synthetisieren, kénnen nicht-Carotinoide, trotz einer nur geringflgigen Absorption bei 450 nm, zu einem
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Abbildung 35-A und 35-B: Carotinoidgehalte der Hauptcarotinoide (Gehalt>5% am Gesamt-Carotinoidgehalt) der im Screening
untersuchten Bakterien (LY Zelllyophilisat), Mikroorganismen von links nach rechts: BC Bacillus cereus, PA Pseudomonas
aeruginosa, AU Arthrobacter uratoxydans, AN Arthrobacter nicotianae, AP Arthrobacter protophormoniae, AB Arthrobacter
bergerei, RE Rhodococcus equi, AC Acidobacterium capsulatum, AL Arthrobacter [luteus, ML Micrococcus luteus. BL
Brevibacterium linens, EA Enterobacter agglomerans (syn. Panthoea agglomerans, Erwinia herbicola, Erwinia milletiae), die
Summe aller Carotinoide mit einem Gehalt< 5% am Gesamt-Carotinoidgehalt ist dunkelgriin als ,tibrige” zusammengefasst.
Abbildung 35-C: Prozentuales Verteilungsmuster der Hauptcarotinoide (Gehalt>5% am Gesamtgehalt) der im Screening
untersuchten Bakterien, alle weiteren Parameter und Legende analog den Abbildungen 35-A bzw. 35-B.
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falsch positiven Nachweis fiihren oder einen systematisch zu hohen Gehalt an Carotinoiden vortduschen. Im
Screening wurde flr die makroskopisch gefarbten Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Bacillus cereus
Uber die bei 450 nm detektierten Peakflachen ein Gehalt an Carotinoiden von bis zu 3 pg/g [LY] errechnet.
Ein geringerer Carotinoidgehalt ware fir beide Bakterien durchaus denkbar, da fir die Gattungen Bacillus
und Pseudomonas bereits Carotinoide nachgewiesen werden konnten (vgl. Tabelle 6). Bei der Auswertung
der UV-VIS-Spektren der detektierten Peaks zeigte sich jedoch, dass die Farbigkeit der Kolonien nicht durch
Carotinoide verursacht wird (kein Carotinoidgehalt bei einer NWG von 700 ng/g [LY] und einer BSG von
2,3 ug/g [LY] nachweisbar, berechnet fir eine Einwaage von jeweils etwa 30 mg an Lyophilisat).

Die Untersuchungen an Ps. aeruginosa und B. cereus zeigen, dass Methoden, die Carotinoide nur bei einer
Wellenlange erfassen, flr ein Screening nicht ausreichend sicher bzw. nicht ausreichend genau sind. Im
Allgemeinen offenbaren die Ergebnisse der Bakterien im Vergleich zu den Hefen eine gréf3ere Vielfalt im
Carotinoid-Spektrum. Die untersuchten Bakterien wiesen dabei Gesamt-Carotinoidgehalte (berechnet als
BCAR-Ag) von sowohl <5 pug/g [LY] als auch >850 pg/g [LY] auf. Die Spannweite der ermittelten
Carotinoidgehalte ist somit deutlich groBer als bei den Hefen. Den hochsten Carotinoidgehalt pro
Zelltrockenmasse zeigte Enterobacter agglomerans mit 879 ug/g [LY] gefolgt von Brevibacterium linens mit
308 ug/g [LY] (vgl. Abbildung 35-B). Der in der Literatur flr Enterobacter agglomerans (syn. Panthoea
agglomerans, Erwinia herbicola, Erwinia milletiae) angegebene Gehalt von 74 ug/g [LY] betragt nur ein
Zehntel (BHUPINDER et al. 1991). Einerseits kann der in den eigenen Untersuchungen bestimmte erhdhte
Gehalt an den Aufzuchtbedingungen (vgl. 7.2.2.3) und der Vitalitdt des Keimes liegen. Andererseits kann
ein erhohter Carotinoidgehalt ebenso durch das Vorliegen einer Subspezies von Enterobacter agglomerans
zustande kommen. Moglicherweise ist der in der Literatur angegebene geringere Gehalt auch darauf
zurlckzufthren, dass BHUPINDER et al. (1991) nur eine ,einfache” Extraktion ohne vorherigen Zellaufschluss
verwendete. Dariiber hinaus zeigte sich bei der Aufarbeitung von £. agglomerans sowie auch bei einer
Reihe weiterer Bakterien-Stamme die Notwendigkeit einer Fallung von hydrophil substituierten
Carotinoiden aus dem Uberstand vor Beginn der Extraktion (vgl. Abbildungen 36 u. Methodenentwicklung
2.4.2, Einflhrung einer Zinkacetat-Fallung fur hydrophil substituierte Carotinoide). Im Gegensatz zu
Enterobacter agglomerans entsprach der flr Brevibacterium /linens ermittelte Gesamt-Carotinoidgehalt von
309 ug/g [LY] den in der Literaur angegebenen Gehalten fir verschiedene B. /inens ssp. von 146 ug/g bis
975 ug/g (TS) (Durossk et al. 2001).

AbschlieBend kann die Methode in Bezug auf die Quantifizierung von bakteriellen Carotinoiden als genau

und in Bezug auf den zugleich erzielten hohen Probendurchsatz als effizient beurteilt werden.
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Abbildung 36-A: Verlust von hydrophil substituierten Carotinoiden im Uberstand beim Verwerfen der wassrigen Zellaufschluss-
Flussigkeit, die roten Pfeile kennzeichnen Bakterien mit besonders vielen hydrophilen Carotinoiden im Uberstand (deutliche
Farbungen des Uberstandes), das Bild zeigt den Zustand jeweils nach der Zentrifugation (10 min, 1500 U/min), Abkirzungen von
links nach rechts: BL Brevibacterium linens, ML Micrococcus luteus, RE Rhodococcus equi, AN Arthrobacter nicotianae, EA
Enterobacter agglomerans (syn. Pantoea agglomerans), AL Arthrobacter luteus, AP Arthrobacter protophormoniae, AB
Arthrobacter bergerei.

Abbildung 36-B: Minderung des Verlustes von hydrophil substituierten Carotinoiden beim Verwerfen des wéssrigen Uberstandes
der aufgeschlossenen Zellen durch eine vorgeschaltete Fallung mit kaltgeséttigter Zinkacetat-Losung, es wurden jeweils 400 pl
Zinkacetat-Losung auf 1,2 ml Aufschlusssuspension gegeben, Abklrzungen und weitere Parameter analog Abbildung 36-A.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse des Screenings

Um die Effizienz der entwickelten Methode an verschiedenen mikrobiellen Matrizes zu testen, wurden eine
Reihe von Bakterien und Hefen sowie zwei Pilz-Arten auf Carotinoide untersucht. Alle ausgewahlten
Mikroorganismen konnten dabei Gber die entwickelte Aufschluss- und Extraktionsmethode erschépfend
extrahiert und die Carotinoide der erhaltenen Extrakte mit Hilfe der entwickelten HPLC-DAD-Methode
entsprechend aufgetrennt werden. Es konnten sowohl bekannte mikrobielle Carotinoid-Produzenten
bestétigt als auch noch nicht untersuchte, neue mikrobielle Carotinoid-Produzenten erkannt werden.

Die Ergebnisse des Screenings zeigen, dass Uber die in der Arbeit etablierte Methode visuell falsch positive
Ergebnisse, von scheinbar durch Carotinoide gefarbten Kolonien, auch eindeutig als solche erkannt werden
konnen. Gleichwohl kénnen mit Hilfe derselben Methode auch Carotinoide bestimmt werden, die mit dem
Auge makroskopisch, anhand von gefarbten Kolonien auf der Patte, nicht mehr erkennbar sind (visuell
falsch negative Ergebnisse).

Bisher lassen sich in der Literatur nur fUr Rhodotorula glutinis, Phaffia rhodozyma, Enterobacter
agglomerans. und Brevibacterium linens genaue Angaben zum Carotinoidgehalt finden. Bis auf
Enterobacter agglomerans, fir den ein wesentlich hoherer Gesamt-Carotinoidgehalt ermittelt wurde, zeigen
alle anderen ermittelten Carotinoidgehalte eine gute Ubereinstimmung zu den Literaturwerten. Das beweist,
dass die Methode gleichwertig zu anderen Verfahren ist, wobei im Gegensatz zu vielen alteren Verfahren
ein wesentlich héherer Probendurchsatz und eine bessere Auftrennung des Carotinoidextraktes ermoéglicht
wird. Auf Grund oft fehlender vergleichbarer Literaturdaten stellen die meisten der quantitativen Ergebnisse
des Screenings einen ersten Richtwert sowohl fiir Carotinoide aus bislang nur qualitativ untersuchten
Mikroorganismen als auch fir viele noch nicht auf Carotinoide untersuchte Arten dar. Da ohne geeignete
Carotinoid-Standardsubstanzen Gber die im Screening erhaltenen UV-VIS-Spektrum keine sichere
Identifizierung von Carotinoiden erreicht werden konnte, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit eine

geeignete LC-MS-Methode zur direkten Verifizierung und Identifizierung entwickelt (vgl. Kapitel 5).
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Die Ergebnisse des Screenings zeigen, dass die in dieser Arbeit entwickelte Methode fiir Bakterien, d.h. fur
gram-positive, gram-negative und atypische Vertreter, sowie fir Hefen und fur Pilze geeignet ist, um diese
qualitativ und quantitativ auf Carotinoide zu untersuchen. Anhand der daraus resultierenden Ergebnisse
kénnen bestimmte Mikroorganismen ausgewahlt und diese im Anschluss beispielsweise auf die zur
Carotinoid-Biosynthese zustandigen Enzyme und Gene untersucht werden. Durch simultane Klonierung von
isolierten Genen aus unterschiedlichen — auch aus pathogenen — Mikroorganismen k&énnen neuartige
Carotinoide erhalten und biotechnologisch leistungsféhige apathogene Mikroorganismen erzeugt werden
(CHENG et al. 2006a/b, UMENO et al. 2003, SANDMANN et al. 2002b, ALBRECHT et al. 1997). Eine
leistungsstarke und effiziente Screening-Methode ist somit Grundlage und Voraussetzung zum Auffinden

von daflir geeigneten Carotinoid-synthetisierenden Mikroorganismen (vgl. Abbildung 37).

Mikroorganismen

Carotinoide
quantitativ

| Probendurchsatzstérke |
Screeningvon |

Gen-Abschnitte

Isolierung

Charakterisierung

neuartige biotechnologisch industrielle
Carotinoid- nutzbare Carotinoid-

Strukturen Mikroorganismen Produktion

Abbildung 37: Darstellung des ,Screenings auf mikrobielle Carotinoide” als Grundlage zum Auffinden
neuartiger Carotinoidstrukturen und als Ausgangspunkt zur Gewinnung oder Erzeugung industriell,
biotechnologisch nutzbarer Mikroorganismen mit einem hohem Gesamt-Carotinoidgehalt bzw. einer

hohen Carotinoid-Biomasse.
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4.  Anwendung der Methode (Il) - Untersuchungen zum Einfluss von
Ndhrmedienzusdtzen auf das Carotinoid-Spektrum ausgewahlter
Bakterien und Hefen

4.1 EinflUhrung

Auf Grund der steigenden Nachfrage steht die biotechnologische Produktion von Carotinoid-Pigmenten mit
Hilfe von Mikroorganismen in direkter Konkurrenz zur chemisch-technischen Synthese. Die Wirtschaftlichkeit
eines biotechnologischen Verfahrens hangt dabei von der Art des Mikroorganismus (Bakterium, Hefe oder
Alge), dessen Leistungsfahigkeit und von seinen individuellen Ansprlchen an das Wachstumsmedium ab
(LOwRIE et al. 2000, BHOSALE et al. 2004b, VANDAMME 1992). Bei der biotechnologischen Produktion mit
Hilfe von Mikroorganismen kann eine Erhéhung der Carotinoid-Ausbeute einerseits Uber eine Steigerung
der Biomasse (erzeugte Zellzahl und Zellgrole pro Zeit) und andererseits Uber die Steigerung der
Carotinoid-Bioakkumulation (erzeugter Carotinoidgehalt pro Zelle und Zeit) erfolgen. Von beiden
Moglichkeiten ist die Steigerung der Bioakkumulation der wirtschaftlichere Weg, da hierbei keine
Volumenerhéhung (keine VergréBerung des Fermenters) notwendig wird und damit die bei grovolumigen
Fermenteren haufig auftretenden Probleme umgangen werden (TANAKA et al. 1971, NEUS et al. 1991,
BHOSALE et al. 2004b).

Zur Erhohung der Bioakkumulation von Carotinoiden und der damit einhergehenden Verbesserung der
Ausbeute und Effizienz mikrobieller Carotinoid-Biosynthesen werden verschiedenste Initiatoren bzw.
Stimulantien eingesetzt. Diese konnen sowohl physikochemischer als auch biochemischer Natur sein, wobei
den erstgenannten bislang wesentlich mehr Beachtung geschenkt wurde (TADA et al. 1993, BRAMLEY et al.
2005). Insbesondere fir die Hefen Phaffia rhodozyma und Rhodotorula spp. existieren bereits eine Vielzahl
von Untersuchungen zur Erhéhung der Bioakkumulation von mikrobiellen Carotinoiden durch den gezielten

Einsatz von physikochemischen Faktoren (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 7: Uberblick (iber einige Arbeiten zu Untersuchungen der Abhéngigkeit der mikrobiellen Carotinoid-Biosynthese von
physikochemischen Faktoren, Abkirzungen alphabetisch: H,0, Wasserstoffperoxid, p(0,) Sauerstoffpartialdruck, ROS reaktive
Sauerstoffspezies generierende Substanzen (z.B. Methylenblau, Methyviologen, [2,2'-azobis(2-amidinopropan)-dihydrochlorid]),
* Zusatz von .

physikochemische Faktoren Mikroorganismen Literatur

Temperatur

Arthrobacter agilis, R. glutinis, R. rubra,
Gordonia jacobaea ssp., P. rhodozyma,
Mucor rouxii, Blakeslea trispora

FONG 2001, Aksu 2007, MARTIN 1993,
DE MIGUEL 2000, JOHNSON 1979, MOSQUEDA-
CANO 1995, CERDA-OLMEDO 1989

Beleuchtung

Micrococcus roseus, R. glutinis, R. minuta,
P. rhodozyma, Mucor rouxii,
Flavobacterium sp., Neurospora crassa,

SCHWARTZEL 19748, SAKAKI 2001, TADA 1982 u.
1993, MEYER 19944, AN 1990, MOSQUEDA-
CANO 1995, ARAKAWA 1977, Kim 2006,

Asperqgillus giganteus HARDING 1969, EL-JACK 1988, BHOSALE 2002
Redoxstatus H,0,* Blakeslea trispora, P. rhodozyma Liu 2006, CHANG 1990, Kim 2006, JEONG 1999
ROS* R. glutinis, R. mucilaginosa SAKAKI 2002, MORRE 1989
Metall-Salze * . KOMEMUSHI 1994, WANG 20078, CHEN 2006,
R. glutinis, P. rhodozyma, Rhodobacter
. . BHOSALE 2001A, AN 1996, GOVIND 1982,
sphaeroides, Blakeslea trispora
CHANG 1990
p(0,) R. glutinis, P. rhodozyma Aksu 2007, JOHNSON 1979, YAMANE 1997
pH-Wert n AKSU 2007, JOHNSON 1979, MARTIN 1993,
R. glutinis, R. rubra, P. rhodozyma
Hu 2006, MUNCNEROVA 1994
Osmolaritat Arthrobacter agilis, Haloferax mediteraranei FONG 2001, D'Souza 1997
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Bei der Untersuchung der Wirkung biochemischer Faktoren auf die mikrobielle Carotinoid-Biosynthese
konnen zwei verschiedene Vorgehensweisen verfolgt werden. Zum einen konnen definierte
Néhrmedienzusatze, d.h. einzelne Supplemente getestet werden. Zum anderen kann der Nutzen von
komplex zusammengesetzten Mischungen, entweder als Nahrmedium selbst oder als Zusatz zu einem
geeigneten Basis-Ndhrmedium untersucht werden. Da in diesem Zusammenhang zumeist auch
wirtschaftliche Interessen von Bedeutung sind, werden (berwiegend die zuletzt genannten Mischungen und
hierbei bevorzugt industrielle Neben- und Abfall-Produkte (INAPs) untersucht (Aksu et al. 2005, DOMINGUEZ-
BOCANEGRA et al. 2004). Eine Auswahl an derartigen INAPs, die zur Optimierung der Ausbeute von

mikrobiell erzeugten Carotinoiden bereits getestet wurden, zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die zur Erhéhung der mikrobiellen Carotinoidausbeute bisher getesteten industriellen Neben- und

Abfallprodukte (INAPs); Abkiirzungen alphabetisch: ferm. fermentiert, m Mutantenstamm, NP Nebenprodukte, z.T. zum Teil.

INAP Herkunft Mikroorganismen Literatur
Brevibacterium sp. (KY-4313) NELIS 19898

Melasse Riiben P. rhodozyma (Wildtyp u. GM807, n485, HAARD 1988, JIRASRIPONGPUN 2007,
2A2N) AN 2001

Zuckerohr R. glutinis (m), P. rhodozyma BHOSALE 2001b, HAARD 1988

Seesamblatter,
P. rhodozyma (G276) Kim 2006

Lauchzwiebel

TiNOI 2006
DOMINGUEZ-B. 2004
FONTANA 1996

Ackersenf
Kokos (Milch)
Zuckerohr (Saft)

Pflanzen-Extrakte,

P. rhod
Pflanzen-Abfalle rhogozyma

Alfalfa (NP) OKAGBUE 19848
Weintraube P. rhodozyma (m) MEYER 19948
. Rindfleisch P. rhodozyma (Wildtyp u. GM807) JIRASRIPONGPUN 2007, N1 2007
tierische Extrakte, - -
. ) Brevibacterium sp. (KY-4313), NELIS 19898
Boullion Hirn und Herz L
Gordonia jacobaea (MV-26) VEIGA-CRESPO 2005
Ultrafiltrat Molke R. glutinis FRENGOVA 1994
Lak Sauerkraut R. rubra SHIH 1996
ake
Rettich (ferm.) R. glutinis DM28 MALISORN 2008
Torf R. rubra, P. rhodozyma ACHEAMPONG 1995 ,MARTIN 1993
Hydrolysat —
Mungbohnenmehl R. glutinis TiNOI 2005
51 Baumwollsamen R. mucilaginosa Aksu 2005
e
Erdnuss R. glutinis WANG 2007A
Pulbe. M Tomate P. rhodozyma, R. glutinis JOHNSON 1979, WANG 2007A
ulpe, Mus,
P . Kokos P. rhodozyma DOMINGUEZ-B. 2004
Pressriickstande

Weintrauben

R. glutinis

BuzziNi 1999

NaBmahlung (NPs) Getreide P. rhodozyma HAYMAN 1995
Sojabohne, Gordonia jacobaea (MV-26), VEIGA-CRESPO 2005

Mehl Mais (Extrakt), R. glutinis (z.T. in Co-Kultur mit Buzzini 1999
Getreide (Sirup) Debaryomyces castellii zum Starkeabbau) u. 2001

Insbesondere in der angewandten Biotechnologie werden die Untersuchungen von INAPs gegeniiber dem
Testen einzelner, stofflich definierter Supplemente bevorzugt (BuzziNi et al. 2001). Einer der Nachteile
dieser Vorgehensweise ist, dass eine Zuordnung der erzielten Effekte zu einzelnen INAP-Bestandteilen
(definierten Supplementen) oft nicht moglich ist. Zugleich ist es von Bedeutung, ob es sich um INAPs
handelt, die preisglnstig aseptisch hergestellt werden kdnnen. Wenn nicht, sollten sie ohne erhebliche

stoffliche  Minderungen (Millard-Reaktion, Degradation thermolabiler Stoffe wie Vitamine etc.)
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hitzesterilisierbar sein. Da die wirksamen Bestandteile von komplex zusammengesetzten INAPs zumeist nicht
vollstandig bekannt sind, ist auch eine Aussage Uber die Eignung dieser Erzeugnisse flr eine
Hitzesterilisation nur eingeschréankt moglich. Eine alternative Sterilfiltration ist vergleichsweise preisintensiv
und somit wirtschaftlich unattraktiv, abgesehen davon, dass das Verfahren bei vielen partikularen INAPs
nicht durchfihrbar ist. Aus diesem Grund muss der Nutzen derartiger Produkte, einschlieBlich des Einflusses
der eventuell notwendigen Aufbereitungsverfahren (wie beispielsweise der Hitzesterilisation), im Einzelnen
praktisch durchgetestet werden. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere, eventuell noch effektivere
oder preisglinstigere industrielle Nebenprodukte, ist schwierig.

Die Untersuchung einzelner genau definierter Stoffe hingegen bietet den Vorteil, dass anhand der
Ergebnisse nitzliche Supplemente erkannt und im Anschluss preisgiinstigere INAPs mit genau diesen
enthaltenen Supplementen, einschlieBlich der fur sie geeigneten Aufbereitungsverfahren gezielt ausgewahlt

werden kénnen (vgl. Abbildung 38). Ob dabei zum Erreichen einer optimalen Ausbeute an Carotinoiden

Test

mehrere simultan

A 4 A 4

multivariate L Vv .
INAPs D . Statistik < spezielle Supplemente
komplexe Zusammensetzung l definierte Zusammensetzung

I—> positive Effekte 4—'

biotechnologische u.
wirtschaftliche
Anforderungen:

«Sterilitat
« Verflgbarkeit
*Kosten/ Nutzen

= Steigerung der Carotinoid-Bioakkumulation

= Modifikation des Carotenoid-Spektrums

Abbildung 38: Gegenlberstellung der beiden Méglichkeiten zur Steigerung der Bioakkumulation von mikrobiellen Carotinoiden:
Uber die Untersuchung von Industriellen Abfall- und Nebenprodukten (INAPs) als komplexe Nahrmedien und/oder Uber die
Untersuchung von einzelnen Substanzen als definierte Supplemente, die gepunktete Linie kennzeichnet die Schnittstelle beider
Moglichkeiten und den Vorteil der Verfahrensweise der Testung von einzelnen Supplementen (vgl. Text).

mehrere Supplemente gleichzeitig erforderlich sind (Synergismen), kann beispielsweise Uber die
Kombination verschiedener Stoffe und die anschlieBende statistische Auswertung der Ergebnisse mittels
multivariater Verfahren aufgeklart werden (Liu et al. 2007 u. 2009, CHEN et al. 2006a). Dartber hinaus
kann Uber diese Vorgehensweise moglicherweise auch das Carotinoid-Spektrum in die Richtung bestimmter,
wirtschaftlich bedeutsamer Carotinoide verschoben werden (vgl. Abbildung 38). Gleichwohl existieren
bisher nur wenige Reihenuntersuchungen zu einzelnen Supplementen, wobei besonders fiir Carotinoid-

produzierende Bakterien nur sehr wenige Daten vorhanden sind.
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Prinzipiell sind bei Untersuchungen zur Optimierung der Bioakkumulation von mikrobiellen Carotinoiden
eine Vielzahl von Analysen, d.h. ein hoher Probendurchsatz erforderlich. Vor diesem Hintergrund wurde
anhand von Supplementierungsversuchen auch die Eignung der etablierten Methode (vgl. Kapitel 2) fr
derartige Fragestellungen gepruft. Gleichzeitig wurde der Einfluss einer Reihe von Néhrmedienzusatzen auf
die Bildung und Verteilung der Carotinoide bei finf Mikroorganismen untersucht, welche zuvor anhand der
Ergebnisse des Screenings ausgewéhlt wurden (Rhodotorula spp., Phaffia rhodozyma, Micrococcus luteus,
Arthrobacter luteus und Brevibacterium /inens). Mit Hilfe der Supplementierungsversuche wurden folglich,
anstelle von komplexen preisglinstigen INAPs, mehrere Einzelsubstanzen getestet. Die erzielten Effekte
sollten schlieBflich dem Auffinden biotechnologisch nutzbarer N&hrmedienzusatze bzw. der Auswahl

und/oder der zweckmaBigen Kombination von preisgiinstigen INAPs dienen.

4.2  Auswahl der Supplemente

Im Rahmen der Supplementierungsversuche wurden {iberwiegend Nahrmedienzusatze untersucht, die an
den ausgewahlten Mikroorganismen (s.0.) noch nicht getestet wurden. Die meisten der in der Literatur
beschriebenen Supplementierungsversuche basieren methodisch auf der Anzucht von Mikroorganismen in
Schittelkulturen. Demgegeniiber wurden die Supplementierungsversuche der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
einer Plattenmethode durchgeflhrt, da diese gegenlber der Schiittelkultur in Bezug auf die Biosynthese
mikrobieller Carotinoide einige Vorteile aufweist (vgl. 2.2.1). Um eine Vergleichbarkeit der erhaltenen
Ergebnisse mit den Ergebnissen aus der Literatur zu gewahrleisten, wurden eine Reihe bereits untersuchter
Supplemente mit einbezogen.

Die ausgewahlten Stoffe lassen sich grob in anorganische (Salze) und organische Supplemente unterteilen.
Sie schlielen Néahrstoffe, Prékursoren und Stimulantien mit ein, wobei eine eindeutige Zuordnung zum Teil
nicht moéglich ist (vgl. Tabelle 9). Beispielsweise ist noch nicht abschliefend geklart, ob Aminosauren als
Nahrstoffe und/oder als Prékusoren fungieren (CERDA-OLMEDO 1989, PETERSON et al. 1957, ALCANTARA
et al. 1999).

Tabelle 9: Uberblick tber die fiir die Supplementierungsversuche ausgewahlten Substanzen (CN Candida-Elektivagar nach Nickersen).

Obergruppe Supplement
Disaccharide Saccharose, Maltose
Monosaccharide Glucose, Xylose
[-Asparaginsaure, /-Cystin, L-Glutamin, /-Histidin,

Aminosauren [-Lysin, /-Phenylalanin, /-Prolin, /-Threonin,

L-Tryptophan
Vitamine Thiamin, Riboflavin, Cyanocobalamin, Pyridoxin, Folsaure
Redox-aktive Substanzen Eisen-(111)-chlorid, Bismut-(IIl)-Clorid (CN-Agar)
sonstige Natrium-Malonat, Kanamycin

Als Nahrmedium-Grundlage und Kontrolle wurden méglichst einfach zusammengesetzte unselektive Basis-
Néhrmedien und geeignete Anzuchtbedingungen ausgewahlt (vgl. 7.2.2.1 u. 7.2.2.3). Um Verfalschungen
der Ergebnisse durch Artefaktbildungen (Millard-Reaktion von Zuckern und Aminosauren) und/oder
Degradationen thermolabiler Stoffe (Vitamine) infolge eines Autoklavierens zu vermeiden, erfolgte die

Zudosierung der Supplemente zu den Basis-Nahrmedien Uber eine Sterilfiltration (vgl. 7.2.2.1).
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4.3 Supplementierungsversuche mit Hefen

Basierend auf dem per Screening ermittelten Verteilungsmuster der detektierten Carotinoide und den
jeweiligen Gesamt-Carotinoidgehalten sowie unter Beriicksichtigung der biotechnologischen Nutzbarkeit,
Kultivierbarkeit und Pathogenitat wurden als Test-Hefen fur die Supplementierungsversuche Rhodotorula

spp. (Faeces-Isolat) und Phaffia rhodozyma ausgewahlt.

4.3.1 Supplementierung von Rhodotorula spp.

Die Vertreter der Gattung Rhodotorula synthetisieren neben Torularhodin, Torulen und einigen weiteren
Minor-Carotinoiden auch B-Carotin (WEBER et al. 2007, PErRIER et al. 1995). Allerdings ist die Menge des in
verschiedenen Wildstdmmen von Rhodotorula spp. produzierten p-Carotins (BCAR) im Vergleich zu anderen
Pilz-Arten relativ gering (WANG et al. 2007a, CIEGLER 1965). AulBerdem besitzen Rhodotorula spp. eine sehr
rigide Zellwand, was die Extrahierbarkeit der Carotinoide aus den Zellen erheblich erschwert (SIMPSON et al.
1977, PETERSON et al. 1957, KARRER et al. 1978). Auf Grund des geringeren BCAR-Gehaltes und der robusten
Zellwand der Hefe gestaltet sich die Nutzung des mit Hilfe von Rhodotorula spp. biotechnologisch
produzierten BCAR als schwierig (BHOSALE et al. 2001c, WANG et al. 2007a). Gleichwohl besitzen
Rhodotorula spp. gegeniber anderen Pilzen, Algen und Bakterien den Vorteil eines unizellularen
Wachstums und einer relativ hohen Wachstumsrate bei gleichzeitig sehr niedrigen Anforderungen an das
Wachstumsmedium, weshalb die Hefe fir eine biotechnologische Produktion im GroBmalstab prinzipiell
gut eignet ist (MALISORN 2008, WANG et al. 2007a). Des Weiteren wurden Rhodotorula spp. auch auf der
Oberflache einiger Rotschmierkase-Sorten nachgewiesen (BOCKELMANN et al. 2005). Inwieweit die von
Rhodotorula spp. synthetisierten Carotinoide die Farbgebung derartiger Kaseprodukte mitbestimmen,
wurde jedoch bislang noch nicht untersucht.

Um die Carotinoide von Rhodotorula spp. als farbgebende Futtermittel-Zusatze verwenden zu kénnen, gibt
es mehrere Méglichkeiten. Zum einen kann die Bioverfligbarkeit der Carotinoide aus der Hefezelle durch
geeignete Behandlungsverfahren erhoht werden. Hierbei konnen Verfahren, wie die Sprihtrocknung oder
eine Vorbehandlung der Zellen mit Saure die Bioverfiigbarkeit der Hefe-Carotinoide fiir bestimmte
Tierarten erhdhen (MocANu et al. 1997, BHOSALE et al. 2003b, AN et al. 2003). Die resultierenden
Formulierungen kénnen industriell im Gromafstab preisglinstig produziert und als Futtermittel-Zusatze
gewinnbringend eingesetzt werden. Zum anderen kann aber auch durch eine Erhéhung des Gesamt-
Carotinoidgehaltes (Bioakkumulation) bzw. des Gehaltes einzelner Carotinoide die bioverfigbare Menge
gesteigert werden. Die Optimierung der Bioakkumulation kann Uber die Variation der
Wachstumsbedingungen bzw. des fur die Carotinoid-Biosynthese erforderlichen Nahrstoffangebotes
erfolgen. Im Folgenden sind die bei Rhodotorula spp. (Faces-Isolat) erzielten Ergebnisse der durchgefiihrten
Supplementierungsversuche dargestellt (vgl. Abbildungen 39 u. 40):

Der unter der Verwendung von Malz-Extrakt-Agar (Basis-Nahrmedium und Kontrolle) ermittelte Gesamt-
Carotinoidgehalt, der Gehalt an B-Carotin (BCAR) und der Gehalt an Torulen (TOR) stimmen gut mit den
Angaben flr Rhodotorula glutinis aus der Literatur Uberein (FRENGOVA et. al 1997). Lediglich der fir
Torularhodin (THI) bestimmte Gehalt ist um etwa 40% geringer als der in der Literatur angegebene

(FRENGOVA et. al 1997). Werden allerdings die Peaks vor und hinter dem Torularhodin-Peak
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(vgl. Abbildung 39) mit hinzugerechnet, entspricht der THI-Gehalt dem der Literatur. Dem UV-VIS-Spektrum
nach koénnte es sich bei diesen Peaks um cis-Isomere von THI handeln. Durch die Verwendung einer
RP-C,-Phase wurden diese mit aufgetrennt, wodurch vermutlich die Abweichung des bestimmten

THI-Gehaltes zustande kommt.
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Abbildung 39: Chromatogramme aus den Supplementierungsversuchen von Rhodotorula spp. (Faeces-Isolat), durchgezogene
Linie: Extrakt von Rhodotorula spp. dotiert mit internem Standard BAPO (ISTD), gepunktete Linie: Direkteinspritzung des
dotierten ISTD als Einzellauf zum Vergleich, verwendeter Gradient von MTBE in MeOH 50 mM AAc [min-%]: 0-0, 13-65, 15-
100, 18-100, 23-0, 25-0; RP-C,-Phase Bischoff-Chromatography (Batch 7), T,=12°C, Flow:1,3 ml/min, Peak-Identitdten: (a)
BAPO (ISTD), (b) /iso-BCAR [v.ID], (c) und (d) cOH-TOR [v.ID], (¢) THI [v.ID] (f) TOR [v.ID] (Abkirzungen vgl.
Abkirzungsverzeichnis und Abbildung 40).
Die starkste Zunahme des Gesamt-Carotinoidgehaltes bewirkte die Supplementierung mit Eisen-(Il1)-Chlorid.
Uber die Wirkung von Eisen-(l1)-Chlorid auf Rhodotorula spp. ist in der Literatur bislang nichts bekannt.
Allerdings wurde unter der Supplementierung von Rhodotorula spp. mit Eisen-(11)-Sulfat eine Verlangerung
der Generationszeit beobachtet (KOMEMUsHI et al. 1994). Ahnliches zeigten auch die Ergebnisse der
Versuche dieser Arbeit. Das Wachstum von Rhodotorula spp. auf den Kontrollplatten (ME-Agar) war
wesentlich starker und schneller, als auf den mit Eisen-(Ill)-Chlorid supplementierten Agar-Platten. Eine
Erhohung der Carotinoid-Ausbeute bei gleichzeitiger Minderung der Biomasse-Akkumulation (vermindertes
Wachstum auf der Platte) wurde ebenso bei der Supplementierung von Rhodotorula spp. mit
Thiamin/Riboflavin und bei der Supplementierung mit Folsdure beobachtet. Die Tatsache, dass einige
Supplemente die Carotinoid-Bioakkumulation erhdhen, die Ausbeute an Biomasse aber gleichzeitig mindern,
schrankt den Einsatz derartiger Substanzen zur Steigerung der Carotinoid-Ausbeute bei biotechnologischen
Verfahren ein. Méglicherweise kann durch eine Anderung der eingesetzten Konzentration solcher Stoffe
oder durch die Kombination solcher Stoffe mit weiteren Supplementen ein Optimum an Biomasse-Ausbeute
und Carotinoid-Ausbeute und damit eine bessere Gesamtausbeute erzielt werden.
Eine deutliche Erhéhung des Gesamt-Carotenoidgehaltes wurde unter der Supplementierung des Basis-
Nahrmediums mit der Aminosdure Tryptophan erzielt (vgl. Abbildung 40). Zugleich wurde dabei der Anteil
an THI leicht erhéht. Im Gegensatz dazu erzielte der Zusatz von Phenylalanin einen dem reinen Basis-
Nahrmedium (ME-Agar) &hnlichen Gesamt-Carotenoidgehalt, wobei allerdings das Carotinoid-Spektrum
deutlich in Richtung TOR und THI verschoben wird. Dass Aminosduren die Carotinoid-Ausbeute von Hefen
auch mindern koénnen, beweist der im Vergleich zur Kontrolle (Malz-Extrakt-Agar) festgestellte geringere
Gesamt-Carotenoidgehalt bei Supplementierung von Rhodotorula spp. mit Lysin (vgl. Abbildung 40). Hefen
bevorzugen im Allgemeinen ein leicht saures Wachstumsmedium (SUBMUTH et al. 1999). Demzufolge wird
die bei der Supplementierung des Mediums mit der basischen Aminoséure Lysin beobachtete Minderung

des Carotinoidgehaltes vermutlich durch eine Anhebung des pH-Wertes im Medium verursacht.
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Gesamt- (b) iso-RCAR (c) c-OH-TOR (d) c-OH-TOR (e) THI (f) TOR
gehalt tg=15,7min t=16,7 t=17,3 t,=19,3 t,=23,1
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Abbildung 40: Ergebnisse der Supplementierungsversuche von Rhodotorula spp. (Faeces-Isolat); die Carotinoide einschlieflich
des Gesamt-Carotinoidgehaltes sind horizontal angeordnet, die jeweiligen Supplemente sowie das Basis-Nahrmedium (ME#,
kein Supplement zugesetzt) sind vertikal angeordnet, die Carotinoidgehalte sind in pg/g [LY] als Farben dargestellt, pro
Diagrammpunkt sind drei Einzelwerte (*n=3) untereinander angegeben (dadurch kein Informationsverlust infolge einer
Mittelwertbildung und somit an der Formbildung des Datenpunktes ,echte” Einzelwerte ablesbar, insgesamt n=54 Proben),
die rot-gepunkteten Linien trennen einzelne Supplemente innerhalb eines Balkens, ein Beispielchromatogramm fur die in der
Abbildung aufgeflihrten Carotinoide [(b), (c). (d). (e), (f)] mit den zugehdrigen Peaks und Retentionszeiten (t,) ist in
Abbildung 39 dargestellt, Abkirzungen alphabetisch: at-BCAR a/l-transs-Carotin, B1/6 Thiamin/Riboflavin-Mischung, B12
Cyanocobalamin, ¢ cis-lsomer, CN Candida Elektivagar nach Nickersen (Bismut), FE Eisen-(l11)-Chlorid, GLC Glucose, FOL
Folsdure, /so lsomer (geometrisch), LBK