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Abstract

Plants of the genu€apsicum(e.g. bell pepper and chili pepper) are among dluest
cultivated plants. Their fruits are used as spareof/er 8000 years, as archaeological findings
on millstones and pottery show. Pungency, a quatitgrion in chili, is caused by a group of
vanillylamides, the capsaicinoids. They are a umigategory of alkaloids restricted to the
genusCapsicum More than 30 capsaicinoids, differing only in fla¢ty acid structures, have
been described.

Capsaicinoids are synthesised by an enzymatic osatien of vanillylamine, a phenyl
propanoid intermediate, and saturated and transsomwaturated fatty acids of medium chain
length. The formation of the characteristic methwdnched fatty acids starts from valine,
leucine and isoleucine respectively their corresipuyn 2-oxocarboxylic acids. During the
acyl chain elongation the intermediate is probdigynd to acyl carrier protein (ACP). The
enzyme capsaicin synthase (CS) accepts the fatty as Coenzyme A (CoA) derivatives. No
further modifications of the fatty acid moietiee daking place after the condensation to the
amide. Several enzymes, involved in capsaicin ithe@sis, are well characterised but the
regulation of the pathway is not fully understood.

Considering the economic and agricultural imporéan€ this pathway, it is surprising that

relatively little is known, about how environmentafluences affect the capsaicin content at
the molecular level, concerning the pools of prsots required for pungency accumulation
in chili. Hence control points for breeding specigith a more evenly capsaicinoid content
and defined pattern are searched for by severaarels groups.

Our research aim to detect the postulated acyl-A8& acyl-CoA derivatives in placenta
tissue, the place of capsaicinoid biosynthesisaByodified method according to Kopka et
al., it was possible to extract, separate and ijetfite acyl-thioesters, such as acyl-ACP, by
selective formation of acyl-butylamides and subseqanalysis by gas chromatography/mass
spectrometry. The reaction is specific for thioeitsked acyl groups in aqueous solution. In
order to obtain plants of defined origicapsicumplants were cultivated in the university’s
own greenhouse.

Precursors of capsaicin, dihydrocapsaicin and hgdiocapsaicin have been detected in two
different species afapsicum sppas acyl-thioesters in a narrow time slot duringlescence.
They are present in picomolar range and their idigion pattern matches with the
capsaicinoid pattern determined in parallel byitigthromatography.

It was the first time that an unsaturated fattydanpiety has been found in the acyl-ACP pool
and thereby gives hints of the existence of a deas¢ activity close to the enzymatic chain
elongation of the fatty acids charcteristic for s@pinoids.
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1 Einleitung 8

1 Einleitung

1.1 Capsicum - eine alte Kulturpflanze

Die GattungCapsicum welche ihren Ursprung in Sud- und Mittelameriled, hist heutzutage

in vielen Landern der Erde verbreitet. Eshbaughtstdie Hypothese auf, dass der Genus
Capsicumseinen Ursprung in Bolivien habe. Er stellte ahech klar, dass Bolivien nicht
zwangslaufig die Wiege der domestizierten Arternseilisse und vermutete diese fir
Capsicum annuuraher in Mexiko {). Als eine der altesten Kulturpflanzen wurde siboh
vor mehr als ca. 8000 Jahren zur Erndhrung verviendé seit etwa 6000 v. Chr. als
Kulturpflanze angebaut. Die Chili-Pflanze wurde Ntittelamerika, u.a. auf dem heutigen
Staatsgebietes Mexiko€#épsicum annuujn in der Andenregion SudamerikaSapsicum
baccatunm und im tropischen Flachland u.a. in Brasili€@apsicum chinen$elomestiziert,
was zweifelsfrei durch arch&ologische Funde belegtien konnte2-4). Perry et al. belegten
anhand vonCapsicumStarkekdrnchen, welche sich z.B. an Mihlisteined Wipferwaren
befanden, eindeutig die frihe Domestikation di€ftanzen. Die Starkekdrner v&@apsicum
unterscheiden sich eindeutig von denen anderem&oéae und selbst die Unterscheidung
Wild-Typ versus domestizierten€Capsicum ist mit dieser Methode moglich. Spuren
domestizierterCapsicumArten wurden in sieben Regionen von den Bahamaszibislen
peruanischen Anden gefunden (s. Tabelle 1-1). Destén Spuren fanden Perry et al. bei der
Ausgrabung eines kleinen Dorfes im Sudwesten Equanid bestimmten das Alter mit 6100
Jahren2).

Tabelle 1-1 Arch&ologischeCapsicum-Funde von gut datierten Fundstellen mit klar defirerter
Schichtengeologie)

Art Pflanzenteil Region Fundstelle Alter in Jahren

C. annuum Frucht Mexiko Tehuacan Valley 500-6000

C. annuum Samen und Stiele  El Salvador Ceren 1400

C. baccatum Frucht Peru Huaca Prieta, Punta Grande 4000

C. chinense Frucht Peru Huaca Prieta, Punta Grande 4000

C. chinense Frucht Peru Casma Valley ca. 2500-3500
Capsicum spp. Samen Haiti En Bas Saline 600
Capsicum spp. Pollen Venezuela La Tigra 450-1000

Ebenso wie die Tomaté&S¢lanum lycopersicuyndie Aubergine $olanum melongejadie
TabakpflanzeNicotiang oder beispielsweise auch die Kartoff§b{anum tuberosungehort
die Chili- bzw. Paprikapflanze zur Familie der Netihattengewéachs&dglanaceag Mit der
Entdeckung der neuen Welt gelangten durch diereS¢efahrer, wie Christopher Columbus,
die CapsicuraPflanzen nach Europa. Von dort aus verbreiteteh slie Pflanzen tber
Handelswege (z.B. Seidenstrasse nach Asien) Ubeigesamten Globus. Zudem brachten
portugiesische Seefahrer auf ihren Schiffen diefgiund Samen von der Karibik, Std- und
Mittelamerika nach Afrika und Indien5( 6. Durch Mutation, gezielte Zichtung und
Kreuzung bildete sich in den letzten 500 Jahrere diaum Uberschaubare Vielzahl an
Varietaten der GattunGapsicumheraus. Generell spricht man von mehr als 25 Anen
denen 5 Hauptarten am weitesten verbreitet Shapsicum annuumCapsicum frutescens
Capsicum chinense€apsicum pubescensd Capsicum pendulunagch:C. baccatum var.
pendulum)



1 Einleitung 9

Der spanische Arzt Dr. Alvarez Chanca, welcher Kolumbus die neue Welt bereiste,
beschrieb erstmals 1494 in Briefen an seinen Agdtoar in Europa di€apsicumPflanze.
Nach der Endeckung der fremden Pflanzen durch Kolsmwurden viele europdische
Naturwissenschaftler darauf aufmerksam und begadegPapsicuraPflanzen zu erforschen.
Etwa 50 Jahre nach der Entdeckung durch Kolumisislkte ein Tibinger Medizinprofessor
namens Leonard Fuchs die ersten genauen lllusteatider Chili-Pflanzen. Er unterschied
dabei bereits 2 Spezies: ,Langer Indianischer Bféeftind ,Breiter Indianischer Pfeffer”.
Daran erkennt man auch, dass er zu dieser ZeRftiiaze fur indischen Ursprung hielt.

Hans Staden aus Hessen hatte gegen 1550 die Gedétgems erster Hand Eindricke
beziglich der Chili-Pflanzen zu sammeln. Als Getamgy brasilianischer ,Indianer”, der
Tupinamba, lernte er deren Brauche kennen und bebckbenfalls die Chilifriichte: So
findet man in seinem Reisebericht (,Warhaftige blist und Beschreibung eyner
Landtschafft der wilden, nacketen, grimmigen Mefisdser Leuthen in der Newenwelt
America gelegen“ von 1557etwas Ubemelbe und griine Schoten, die an strauchartigen
Pflanzen wachsen, in reifem Zustand von Einheingischetrocknet werden und im Mund
brennen ).

4 Caplicum oblongiys,

CapficonTatum, 427
Langer Andianifdyer Dfeffer.

Paeyter Invianifer Pfeffer.

I_conharti Fuchfj;

MEDICL PRIMI DE STI RPIVHM
HISTORIA COMMENTARIORVM To-
mi uiu:l: imagines,in exiguam anguftioremsy formam
contradta, ac quim fier porclt arnficiofifsime cxpref-
faurquicung rei herbarizradicitus cagnofeenda de-
fiderio renenrur,eas uel desmbulanes uel peregrinan-~
tesin finu cdmodius geftare, adt; nari— i

uds herbas conferre queant.

Additis et Index,qid flirpirannomen-
Cliturag contingp.
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Abbildung 1-1 links: Kopie der ersten Seite aus demon Leonard Fuchs 1545 zusammengestellten
Kompendium zur Botanik rechts: Doppelseite mit derDarstellung zweier Chili-Pflanzen aus der Feder

von L. Fuchs (7)

In der Folgezeit beschéftigten sich viele Europé@rCapsicumPflanzen und -Friichten bis
zur Mitte des 18. Jahrhunderts der schwedischenB@ea und Mediziner Carl von Linné
erstmals versuchte Ordnung in die Pflanzenweltrmugbn. Er fihrte die bindre Nomenklatur
(bestehend aus Gattung und einem Attribut ZBysicum annuujrein und wies den Chilis
die GattungCapsicumzu ). Aus den Beschreibungen Carl von Linnés im Jafi&8 gehen
drei Arten des Genu€apsicumhervor: Capsicum annuum LCapsicum baccatum Llund
Capsicum frutescens.L.

Der Dusseldorfer Arzt Carl Anton Fingerhuth lisiietseiner ,Monographia Generis Capsici“
aus dem Jahr 1832 bereits 25 Spezies&ubDer Franzose Michel Felix Dunal, Professor fur
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Botanik, brachte es in seiner Abhandlung zur Taraealer Nachtschattengewéchse im Jahr
1852 auf 50 Arten in der Gattur@@apsicum(5). Ein halbes Jahrhundert spater wurden dann
durch H.C. Irish alle bekannten Arten systematideh 2 ArtenCapsicum annuum Lund
Capsicum baccatum Lzugeordnet. Die SpezigSapsicum frutescens lbeschrieb er als
mehrjahrige Form vo€apsicum annuum U5, 9. Der amerikanische Botaniker L. H. Bailey
verkiindete in seiner eigenen Zeitschrift ,Gentesb&eum” im Jahre 1923, dass sich die
GattungCapsicumnur auf eine Art beschranke, da ja schliellicthatapsicum annuuraine
mehrjahrige Spezies sei. Er nannte ledigliChpsicum frutescensls alleinige Art der
GattungCapsicum(10).

Zwischen 1948 und 1957 trennten Paul G. Smith uharl€s B. Heiser jr. die beiden Arten
C. frutescenaund C. annuumwieder. Weiterhin sorgten sie mit der Einfihrurey drt C.
pendulum(heuteC. baccatumpfir weitere KonfusionX(1). Als Smith und Heiser 1957 dann
erstmalsCapsicum chinensbeschrieben, ordneten sie alle bis dato bekannpezi& den
schon zuvor erwahnten 5 Hauptarten zB).(Das sind auch die bis heute domestizierten 5
Arten zu denen etwa 22 weitere Wildformen im Ladé letzten 50 Jahre hinzukamen. Die
Namen Eshbaugh, Heiser und Pickersgill sind misatieUntersuchungen z. T. heute noch
eng verknupft%, 13-15.

Abbildung 1-2 Die Abbildung zeigt drei Seiten des Ahanges der ,Monographia Generis Capsici“ von

Carl Anton Fingerhuth aus dem Jahr 1832 {6)

So vielfaltig wie die verschiedenen Farben, Formemd Geschmacksrichtungen der
CapsicuraFrichte, sind auch die regional spezifischen Bd¥weingen. Im deutschen
Sprachgebrauch findet man Begriffe wie beispielseeChili“ oder ,Cayenne-Pfeffer”. Der
Chinese sagt ,Lup-Chew", der Araber ,Felfel“, dapaner ,Togarashi und mdchte man
Capsicumauf Suhaeli sagen, so benutzt man ,Pilipili ho(®)*

Die Namens- und Artenvielfalt ist heute nahezu @nsithaubar geworden und so wurden
zwischen 1950 und der Mitte der 1990er Jahre \stenomische Schlissel entwickelt um
die Varietaten morphologisch zu charakterisieddn 17, 1.

Capsicuneeigt eine deutliche morphologische Variation,dmefers in Fruchtfarbe, -form und
—groRe. Die Oberflachenbeschaffenheit der StamreleSund Blatter reicht von kahl bis
behaart (,pubescent* = fein behaart, flaumig). Béitenstand (bot. ,Infloreszenz") variiert
zwischen einer und sieben Bliten pro Nodium. DielcKe (bot. ,Calyx") zeigen
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Kelchblatter, die von grin und lang bis zu verstietinund stark gemustert reichen. Die
Blutenblatter (Blumenkrone; bot. ,Corolla®) sind den Farben griin Uber weil3 mit gelben
Punkten bis hin zu lila in verschiedenen Anordnunger Blatter Uber alle Artengrenzen
hinweg anzutreffen. Die Samen sind in der Regemefarben, jedoch beC. pubescens
schwarzbraun. Viele Spezies zeigen uberlappendphulmgische Eigenschaften, so dass
sich das taxonomische Bild als fehlerbehaftet, Uist&mdig und nicht zuletzt als verwirrend
darstellt (9. Bosland and Zewdie unternahmen 2001 den Versushes
chemotaxonomischen Ansatzes. Sie untersuchten IsniH®LC 200 Varietaten von 6
verschiedenen Spezies in Bezug auf deren Capsa@iginster und ermittelten den Gehalt von
7 Capsaicinoiden. Dabei stellten sie fest, dassielst moglich ist Uber das Muster der
Capsaicinoide eine Aussage zur Taxonomie zu tre8etbst innerhalb einer Spezies variierte
das Verhéltnis der Capsaicinoide zueinand).(Zwischen den Wildformen und den 5
heutzutage domestizierten Spezies gibt es klaremphmlogische Unterschiede: Alle wilden
CapsicurrArten haben kleine, runde Frichte, die in Form BEadbe attraktiv fur Vogel sind.
Werden diese nicht von Vogeln gefressen, so fadlennach der Fruchtreife zu Boden und
sind weiterhin keimfahig. Die domestizierten Arteariieren starker in der Farbe und Form
und bleiben nach der Fruchtreife eine sehr langeafe Strauch hangeri9). Eine weitere
Vorangehensweise das taxonomische Dilemma zu lisettie Erstellung von enzymatischen
Profilen. Diese ermdglichten die Gruppierung inciaemische Kategorien (siehe Abbildung
1-3), die mit den Bliitenfarben korrelierezi).
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Capsicum annuum Komplex

C. annuum var. annuum \

C. annuum var. avicular

C. frutescens weilBe
>- Bluten

C. chinense

Capsicum baccatum Gruppe

C. chacoense %
-
m

C. baccatum var. praetermissu

weille
Bliiten mit
—

C. baccatum var. pendulum
{ gelben
C. baccatum var. baccatum Flecken

\

Capsicum eximium Komplex

C. pubescens

C. eximium lila
{ Bluten

C. cardenasii

weil3-gelbe

C. tovarii } Bliten mit

gelben Flecken

Abbildung 1-3 Capsicum-Dendrogramm, erstellt auf der Basis von Isoenzym-ttersuchungen in
Gegenuberstellung zur Blutenfarbe nach McLeodZ1).

An der Darstellung des Dendrogramms erkennt mass daan ausschliel3lich mit der
morphologischen Beschreibung nicht zu einer allssgaden Erkenntnis bezuglich der
verwandtschaftlichen Beziehungen der einzelnennAuted Subspezies gelangt. Pickersgill et
al. versuchten das Problem mit der Kreuzbarkeit GapsicumArten zu l6sen und
vermuteten, dass z.B. die in Abbildung 1-3 gezeR®pezieapsicum tovarieher nicht zum
Capsicum pubescensomplex zu zahlen sei. Bei derartigen Versuchen umilateralen
Kompatibilitat verschiedener Arten besteht zudema efahr, dass man von falschen
Voraussetzungen ausgeht, indem eine Art aufgrumdMi@phologie taxonomisch falsch
eingeordnet wird, und so nicht die richtigen Sceéiiaus den Kreuzungsversuchen gezogen
werden R2). Phylogenetische Studien mittels DNA-Analyse si&id viel versprechender
Ansatz Ordnung in den GenuSapsicumzu bringen. Walsh und Hood benutzten eine
nichtcodierende Region des Chloroplasten-Genomss¢en atpB’ und ,rbclL®) und
zusatzlich ein 900 bp langes Segment deaxy-Gens der Kern-DNA um Uber
Sequenzhomologien verwandtschaftliche Beziehundgeuszhatzen1Q). Sie untersuchten
11 CapsicurrArten und 7 Spezies aul3erhalb des Gef@agpsicumwie z.B. Solanum
lycopersicum Dabei erarbeiteten sie aus ihren eigenen Daten, lds dato gemachten
Isoenzym-Analysen und den morphologischen Untersgeh eine Klassifikation des Genus
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Capsicummit vier Gruppen. Es blieben einige Arten Ubrige gich nicht einer dieser
Gruppen zuordnen lieRen:

Tabelle 1-2 Klassifizierung des Genu€apsicum nach Walsh and Hood 2001

Gruppe Arten

Ciliatum Group  Capsicum ciliatum

Eximium Group  Capsicum eximium, Capsicum cardenasii

Baccatum Group Capsicum baccatum, Capsicum chacoense

Annuum Group  Capsicum annuum, Capsicum chinense, Capsicum d¢arnigsCapsicum
galapagoense

nicht zugeordnet Capsicum tovarii, Capsicum pubescens

Die gro3ten Unterschiede fanden sich zwisckenciliatum C. eximiumund C. tovarii.
Capsicum ciliatunweist zudem noch eine Insertion von 4 Basen-Pa@@nim Genom auf,
die bei keiner anderen Art des Genus zu finden Wéish und Hood merkten an, dass auch
D’Arcy und Eshbaugh 1974 schon mutmalf3t€n,ciliatum gehdre aufgrund der starken
morphologischen Unterschiede (kleine, runde Friadntd gelbe Bliten) und ob des vélligen
Fehlens des Capsaicins zu einem eigenem Genus.

Beim Versuch weitere Aufklarungsarbeit zu leistéonnten Bosland et al. eine mittlere
genetische Ubereinstimmung von 0,8&5. frutescensbzw. 0,8 C.chinensginnerhalb der
Spezies finden. Nach dem Vergleich der beiden $pemiteinander und einer gefundenen
mittleren genetischen Ubereinstimmung von nur Or@8imierten sie, das€apsicum
frutescensindCapsicum chinensenterschiedlichen Arten angehéren mussgah (

Es ist also offensichtlich, dass noch weitere Wutelhungen notwendig sind, um alle 27
bisher beschriebenen Arten taxonomisch in Relatisginander zu bringer2?). Vielleicht
konnte es in Zukunft hilfreich sein, nicht von ememorphologisch gepragten Namen
ausgehend die verwandtschaftliche Zuordnung votruea, sondern eher vorbehaltlos nach
genetischer Untersuchung der Varietat einen Nameaardnen.
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1.2 Anatomie der Pflanzen und ihrer Frichte

Capsicum annuun®flanzen sind botanisch betrachtet Halbstraucéiee (krautige Pflanze,
die teilweise verholzt ist) mit einer Grol3e von bis1,5 m.CapsicuraPflanzen sind dikotyl,
d.h. sie besitzen 2 Keimblatter. Im GegensatzCapsicum pubescensvachsen dieC.
annuumPflanzen vornehmlich nach oben gestreckt. Der 8tash zur Wurzel hin verholzt
und entgegen des Namens handelt es sich um eingahmidie Pflanze, deren Verholzung des
Stammes mit den Jahren weiter zunimmt. Der Stamrigt zeu Beginn wenige
Verzweigungen, aber im Laufe der Zeit wird die R#@ immer buschiger. Die dunkelgriinen
Blatter, welche spiralformig um die Aste angeordsied, variieren stark in der GroRe. Sie
besitzen einen Stiel und ihre Form ist symmetrisafjrmig und haufig zugespitzt. Die
Bliten wachsen meistens einzeln aus den Nodienseéien sind auch zwei oder drei Bliten
in einer Verzweigung zu finden. In der Regel handenBliten und Frichte nach untéd(
25). Bei den Frichten handelt es sich um Beeren,ndéwgbau bei allen Varietaten sehr
ahnlich ist (s. Abbildung 1-4).

Stiel Kelch

Endokarp /

Mesokarp

Scheidewand Perikarp Exokarp

Abbildung 1-4 links: Strauch einer Capsicum-Pflanze Capsicum annuum var. Tinkerbell); rechts:
Langsschnitt durch eineCapsicum-Beere Capsicum annuum var. annuum)

Nach der Befruchtung der Blute entwickelt sich efiracht, die mit denStielam Nodium
befestigt ist. DerKelch der ehemaligen Blite ist bei den Fruchten der cheeslenen
Varietaten unterschiedlich stark ausgepragt. Begen Sorten liegt dieser versenkt vor, bei
anderen steht er vor und stilpt sich eventuell idleer oberen Teil der Beere. DRsrikarp
der Beere, was bei Gemusepaprika als Fruchtfleierhehrt wird, ist aus drei Schichten
aufgebaut. Die glanzende, ledrige Auf3enhaut steltExokarpdar. DasMesokarp die je
nach Sorte mehr oder weniger stark ausgepragtecBamschicht, bildet das Fruchtfleisch.
Zum inneren Hohlraum hin ist das Fruchtfleisch dueine diinne Haut begrenzt, welche
Endokarp genannt wird. Der Hohlraum im Inneren der Fruclitdwdurch Scheidewéande
kompartimentiert. Zwischen den oberen Enden deeifelwande und dem Kelch ist in der
Mitte des Hohlraumes diBlazentaangeordnet. An ihrer auf3eren Schicht wachsen distm
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cremefarbenen, scheibenformigéamenDie Samen enthalten bis zu 15 % Fett, jedochekein
Capsaicinoide (Scharfstoffe2q, 27. Diese werden gebildet in der Epidermis der Ritere
und ausgeschieden in kleine Blaschen, die nachflilhery gegebenenfalls platze2§, 29.
Die Capsaicinoidmischung verteilt sich Gber den ltoim der Frichte und kommt mit den
Samen in Kontakt.

Die Capsaicinoide sind neben der Farbe und dem Arem mafigeblicher wertgebender
Bestandteil vonCapsicumFrichten und werden in den folgenden Kapiteln itietd
dargestellt.
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1.3 Capsaicinoide- das scharfe Prinzip in Chilis

Das scharfe Prinzip in Chilis stellt eine Gruppe Wanillylalkylamiden N-(4-Hydroxy-3-
methoxybenzyl) alkylamide) dar, welche unter der zdehnung Capsaicinoide
zusammengefasst werden. Es ist schon lange bekdasg, Frichte vofapsicumSpezies
scharfe Substanzen bilden und akkumulieren. Im 18RA6 wurde von J. C. Tresh erstmals
das scharfe Prinzip aus Chilis isoliert, als kiista Substanz erhalten und mit dem Namen
Capsaicin bedacl8(). K. Micko et al. zeigten 1899, dass die Summen&irGgH,sNOs ist
und die Verbindung eine phenolische Methoxy- wierallydroxyfunktion enthalt31, 32.
Uber einen Zeitraum von 13 Jahren (1910 bis 1923yM#ftigte sich E. K. Nelson intensiv
mit der Strukturaufklarung und stellte fir Capsaiciie StrukturformelN-(4-Hydroxy-3-
methoxybenzyl)-8-methyl-&ans-nonenamid vor47, 33.

nCin
Acyl-Kette

; Ly

Di-Norcapsaicin

AN

unverzweigt Iso-Reihe Anteiso-Reihe

8
E-Norcapsaicin E-Norcapsaicin |
E-Norcapsaicin Il
X
Z-Norcapsaicin
9 N-Vanillyl-6-nonenamid
E-Capsaicin E-Capsaicin | E-Capsaicin Il
W
Z- Capsajcin

10 i/\/\/)\ W
E-Homocapsaicin

Z-Homocapsaicin E-Homocapsaicin Il

I
11 4

Di-Homocapsaicin
12 w
Tri-Homocapsaicin HO:@\/
13
W \O NHR

Vanillylamin-Rest

Tetra-Homocapsaicin

Abbildung 1-5 ungesattigte Fettsdurereste der Capgznoide geordnet nach Anzahl der C-Atome der
langsten Kohlenwasserstoff-Kette und der Art der Vezweigung; unten rechts Vanillylamin

Mittels Papierchromatographie konnten Y. Kosugale{34) 1958 zeigen, dass es sich beim
.reinen* Capsaicin um eine Mischung aus 2 sehriéhah Verbindungen handelt, welche im
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Verhaltnis 2:1 vorliegen. In darauf folgenden Atbaiwurde die zweite Verbindung &s(4-
Hydroxy-3-methoxybenzyl)-8-methylnonanamid idemidit und von Y. Kosuge ob der
hydrierten Doppelbindung Dihydrocapsaicin genagiit 34.

Neue Analysentechniken (NMR, MS und Radioisotopakiaeung) ermdglichten es Bennet
und Kirby 35) 1968 weitere Capsaicinoide in dem naturlichen {Seimzu identifizieren. Sie
mutmalfdten, dass es sich um mindestens 5 Verbindudge Klasse der Vanillylamide
handeln misse und erweiterten die Liste um die ehels NordihydrocapsaicinN{(4-
Hydroxy-3-methoxybenzyl)-7-methyl-octanamid), Honfgdirocapsaicin N-(4-Hydroxy-3-
methoxybenzyl)-9-methyldecanamid) und HomocapsdN#¥-Hydroxy-3-methoxybenzyl)-
9-methyldecenamid) bekannten Verbindundes). (

ncCin
Acyl-Kette

° w
Tri-Nordihydrocapsaicin
7 K/\/Y

Di-Nordihydrocapsaicin

8 ?\/\/\/\ W w

N-Vanillyl-oktanamid Nordihydrocapsaicin | Nordihydrocapsaicin Il

9 W w W

N-Vanillyl-nonanamid Dihydrocapsaicin |

unverzweigt Iso-Reihe Anteiso-Reihe

Dihydrocapsaicin

101?\/\/\/\/\ w w

N-Vanillyl -decanamid Homodihydrocapsaicin |

11W w

N-Vanillyl -undecanamid
Di-Homodihydrocapsaicin

12WW

Tri-Homodihydrocapsaicin

Homodihydrocapsaicin II

N-Vanillyl -dodecanamid

? HO
13 W
~ o NHR
N-Vanillyl -tridecanamid Vanillylamin-Rest
Tretra-Homodihydrocapsaicin

Abbildung 1-6 geséttigte Fettsdurereste der Capsaiide geordnet nach Anzahl der C-Atome der
langsten Kohlenwasserstoff-Kette und der Art der Vezweigung; unten rechts Vanillylamin

Die Position der Doppelbindung beim Homocapsai@fdn Bennet und Kirby offen. Y.
Masada et al.36) behaupteten, dass es sich um einen 7-en-Restleamtd J. JurenitscB7Y)
postulierte 9-Methyl-Gransnonensaure als Acyl-Res2®). Diese Problematik ist bis heute
noch nicht endgultig geklart und so analysierteQRThompson im Jahr 2007 ausgiebig die
bisherige Literatur und machte Vorschlage zur Idigation und Nomenklatur des
Homocapsaicins3g). Die Liste der Capsaicinoide wurde durch J. Jitseh et al. 837, 39-
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41), P.W. Bosland et al2@, 42, Maillard et al. 43) und R.Q. Thompson et aB§, 44-46
sukzessive auf 33 Capsaicinoide (s. Abbildung T Abbildung 1-6) erweitert. Die Anzahl
der Kohlenstoffatome des Acyl-Restes liegen zwischgTri-Nordihydrocapsaicin) und 14
(Tetra-Homodihydrocapsaicin). Thompson et al. nesrktan, dass die Nomenklatur
ausgehend vom Wortstamm des jeweiligen Capsaignolzer die Vorsilben ,Nor* bzw.
.,Homo" sowie deren Kombination mit rémischen ZahlénB. Homocapsaicin 1) nicht
eindeutig und im Hinblick auf die grol3e Anzahl @apsaicinoide zu Uberdenken s&5)(

Die Zusammensetzung der Capsaicinoide variiert Spezies zu Spezies und innerhalb der
Varietat ist das Muster der Capsaicinoide ebenfalisht konstant Z0). Capsaicin,
Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin macherRi.c> 95 % der Gesamtcapsaicinoide
aus. Die anderen Capsaicinoide werden in der ltiteeds Minorcapsaicinoide bezeichnet.

Watanabe et al. beschrieben 1998 CapsaicinoidéifenlBubstanzen, gewonnen aus einer
Capsicum annuurVarietdt namensGH-19 sweét (47). Die VarietatCH-19 sweestammt
ursprunglich aus Thailand und enthalt sehr wenigs@ein. Die neue Verbindungsklasse der
Capsinoide konnte allerdings in groBeren Mengenhgewiesen werden. Bei den
Capsinoiden handelt es sich Ester des Vanillyladkohund einer Fettsdure, die ein mit
Capsaicin nahezu identisches Potenzial als TRPWnRAY (siehe 1.4.2.1) besitzen. Das
Fettsauremuster entspricht dem der Capsaicinoidghewdie mengenmalig wichtigste
Verbindung das Capsiat ((4-Hydroxy-3-methoxyben8yihethylirans6-nonenester) ist

(48).
HO Capsiat HO Dihydrocapsiat
o \H/\/\/\)\ o \H/\/\/\)\
6] 0]

Abbildung 1-7 Strukturformeln der beiden wichtigsten Capsinoide, links Capsiat und rechts

Dihydrocapsiat

Watanabe et al. lieBen sich diese nicht scharfepsi@aide patentieren4§). 2008
verOffentlichten Watanabe et al. die Isolierung eeirweiteren Verbindungsklasse aus
Capsicum baccatum var. praetermissutie ebenfalls die ungewohnlichen Fettsduren der
Capsaicinoide beinhalted@). Es handelt sich dabei um Ester des Coniferytako (3-(4-
Hydroxy-3-methoxyphenyljrans-2-propenylalkohol). Watanabe et al. gaben der meue
Verbindungsklasse den Namen Capsiconiate. Die rgslaeschriebenen 2 Verbindungen
(s. Abbildung 1-8) sind nicht scharf und zeigenee#ktivierung des TRPV1-Rezeptor von
ca. 20 % im Vergleich zu Capsaicin.

HO:@\/\i\psiconiat HO Dihydrocapsiconiat
0] (@)

Abbildung 1-8 Strukturformeln der bislang beschriebenen Capsiconiate; links Capsiconiat und rechts
Dihydrocapsiconiat
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1.4 Wirtschaftliche Bedeutung

1.4.1 Lebensmittelsektor

Die weltweite Chili-Produktion (Unterteilung: Pakai (milde Sorten), Gewilrzpaprika
(mittelscharf, aromatisch) und Peperoni bzw. Cggtharf bis sehr scharfpl)) steigt von
Jahr zu Jahr, weil immer mehr Menschen den Gesdhrat Chilis schatzen und allgemein
die Popularitat von ,Ethno Food" immer mehr zunimite wichtigsten Chili-Produzenten
der Welt sind in absteigender Reihenfolge Indiehin&, Pakistan, Mexiko, Sudkorea und
Bangladesch; sie sind zusammen fir mehr als 80 % vagtweiten Handelsvolumen
verantwortlich 5).

Insgesamt wurden 2006 Gewirze im Wert von 176,3idigdn Euro nach Deutschland
eingefiihrt 2). Wie aus einer Mitteilung des Statistischen Bwaaet hervorgeht, war Pfeffer
mit einem Wertanteil von 30% an den Gesamteinfuhrean Gewlrzen (ohne
Gewirzmischungen) das wichtigste importierte Wittehim Jahr 2006 in Deutschland. An
zweiter Stelle folgten Gewirzpaprika und Piment miitem Anteil von zusammen 24%.
Paprika und Piment wurden im Wert von 39,0 MillionEuro importiert und stammten
hauptséachlich aus China (26%), Brasilien (24%) 8pdnien (15%).

Seit 2001 werden jahrlich 11000 bis 14000 Tonnerwi@epaprika nach Deutschland
importiert. Noch wird dieser Wert nur durch denffiemport Ubertroffen, welcher allerdings
racklaufig ist (2004 bis 2005 minus 25,5 %). Im be#l Zeitraum nahmen die
Gewdrzpaprikaimporte um 26,9 % 26f.

1.4.2 Pharmazeutische Industrie

Seit langer Zeit sind Chili aufgrund des enthalter@apsaicins flr pharmakologische
Anwendungen und Forschungen interessant. Die erdfetersuchungen der Chili-
Scharfstoffe begannen um 1810, doch bis zur Mits @0. Jahrhunderts wurde das
Augenmerk weder auf pharmakologische noch auf lgieébche Aspekte gelegt. Die Fa.
Beiersdorf brachte im Jahr 1928 ein therapeutisflester mit Pflanzenextrakten aus Arnika
(Arnica montany BelladonnaAtropa belladonnapund Capsicum(Capsicum spp.unter dem
Namen ,ABC Warme-Pflaster* auf den Markt. Durch djefal3erweiternde Wirkung von
Arnika und die durchblutungsférdernde Wirkung desap€aicins kann es gegen
Ruckenschmerzen, Hexenschuss, Ischias und Muskpbmmungen eingesetzt werden. Das
Tollkirschengift Belladonna ist heutzutage nichthmenthalten Z6). Weiterhin gibt es eine
Reihe weiterer Arzneimittel zur topischen Anwendunglche in ihren Rezepturen Capsaicin
enthalten %3, 59.

Jahrlich erscheinen ca. 500 wissenschaftliche Ratinen in der medizinischen Literatur
(www.pubmed.gov) unter dem Stichwort Capsaicin. gt viel versprechende
Untersuchungen, dass Capsaicin u.a. bei drei wehtFragestellungen von groRem Nutzen
sein kdnnte:

1.4.2.1 Capsaicin in der Schmerztherapie

Der Capsaicinrezeptor TRRV(transient receptor potential cation channel \Vaidll
subfamily 1), der urspringlich als Rezeptor fur &b identifiziert wurde, kann spezifisch
durch schmerzhafte chemische (Ethanol-Brennschnimiz Applikation alkoholischer
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Desinfektionsmittel; erniedrigter pH-Wert) und tihnesche (Temperaturen > 42 °C) Reize
aktiviert werden. TRPY ist jedoch nicht nur an der Detektion akut schinafter Reize
beteiligt, sondern spielt auch eine zentrale RofleRahmen von Entziindungsprozessen.
Durch anhaltende Sensibilisierung sowie eine ggsitts Expression ist dieser Membrankanal
daher auch an der Entstehung und Aufrechterhalalmgnischer Schmerzen beteiligt. Fur
verschiedene Humanerkrankungen wurde ein gesteggevtorkommen von TRPVin
betroffenen Geweben (z.B. entzindlichen Darmerkragkn) nachgewiesen. Somit stellt
TRPV; eine exzellente Zielstruktur fur eine pharmakatobe Schmerztherapie dar und
unterstreicht das therapeutische Potenzial einempdkologischen Manipulation des TRPV
(55, 59.

1.4.2.2 Capsaicin in der Krebstherapie

Mori et al. beschreiben, dass Capsaicin einen Efée die Apoptose (programmierter
Zelltod) von Prostata-Krebszellen zeigt. Bei Kraddken funktioniert die Apoptose wegen des
Eingreifens eines Proteins (NB) nicht mehr, so dass sich die Zellen unkontrdilieilen.
Capsaicin unterdriickt die Aktivierung von MB-. Capsaicin wirkt zusatzlich Uber einen
weiteren Mechanismus in der Cancerogenese, dieo§edrezeptoren (AR) der Krebszellen.
Das mannliches Geschlechtshormon Testosteron kbendie zahlreichen Bindestellen auf
Krebszellen interagieren und das Wachstum der Zslienulieren. Capsaicin inhibiert diesen
Regulationsmechanismus vitro [LNCaP, PC-3 und DU-145 Zell-Linien] wie aua vivo
[BNX nu/nu Mause, mannlich]. Beide Mechanismen haben einewrgistischen Effekt,
jedoch miusste ein 100 kg schwerer Mann dreimal \Wache ca. 400 mg Capsaicin
verzehren, um die in den Versuchen wirksame Dosissizh zu nehmen5¢, 58. Das
entspricht etwa 40 der von uns kultivierten, sefimasfen Habanero-Friichte (durchschnittlich
ca. 10 mg/Frucht; siehe Abbildung 4-32).

Ito et al. schlugen Capsaicin als Therapeutikum Bek&mpfung von Leuk&mie vor und
zeigten die Wirksamkeit von Capsaicin, ebenfallgrbedet durch den Einfluss auf die
Apoptose §9). Kim et al. konnten eine Korrelation von Capsaigusatz und der Apoptose
von Darmkrebszellen (SNU-1y vitro feststellen und schlugen weitere Untersuchungen vo
(60). Buthani et al. konnten einen Zusammenhang zwiscliler Suppression der
Tumorgenese bei Knochenkrebs und der Anwesenheit Gapsaicin belegen. Capsaicin
blockiert dabei den Transkriptionsaktivator 3 (ST Tind spielt somit eine potente Rolle in
der Behandlung und Pravention von Multiplen Myelon(tl).

1.4.2.3 Capsaicin zur Gewichtskontrolle und zur The  rapie von Adipositas

Zu Beginn des 21. Jahrhunderts ist Fettsucht zwereger am meisten verbreiteten
Stoffwechselerkrankungen geworden. Sie stellt enstbaftes gesundheitliches Problem in
vielen Industrienationen dar, da Ubergewicht alssik®faktor fir eine Reihe von
Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes MellitygpTl, Koronare Herzerkrankungen und
Krebs anzusehen is6%). Genetische Pradisposition, individuelle Verhadigeisen und
Ernahrungsgewohnheiten interagieren bei der Entagptvon Ubergewicht6@). Wéahrend
sich die beiden letztgenannten Faktoren relatibleralos beeinflussen lassen (wenn auch
soziokulturelle Einflisse dem entgegenstehen), aankeiner genetische Veranlagung
vielfach nur mit medizinischen oder pharmazeutiadki&teln entgegengetreten werden.

Im Tierversuch konnte an Ratten gezeigt werders diech nach der Injektion von Capsaicin
(6 mg/kg Korpergewicht) eine Beschleunigung desr@iee und Lipidstoffwechsels einstellte
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(64, 69. Hsu et al. benutzten Fettzellenvorlaufer (Praezyten, 3T3-L1) aus Mause-
Embryos und versetzten diese mit 0-250 uM Capsa®im beobachteten nach 72 h bei der
Hochstkonzentration an Capsaicin einen Riuckganguatdr 40 % der Zellpopulation im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Das Capsaicin blockiedie Umwandlung von
Fettzellenvorlaufern in reife, fettgefillite Fetteel und erhoht die Anzahl der Zellen mit
programmiertem Zelltod (&hnlich dem Einfluss in @ancerogenesef6).

Auch an Menschen konnte der positiver Effekt aui &offwechsel nach der oralen Gabe
von 10 g Chili (30 mg Capsaicin) zu den Mahlzeiggreigt werden. Es zeigte sich eine
erhdhte Oxidation von Kohlenhydraten respektiveideép Uber einen Zeitraum von bis zu
210 min nach der Aufnahme des Capsaicins. Der Kdrpdbrannte einen grof3eren Teil der
zugefuhrten Energie direkt wiede67-69. Der limitierende Faktor bei dieser Art der
Gewichtskontrolle ist allerdings, was schnell eiltletet, die maximal tolerierbare Scharfe der
Speisen{0).

Das von Watanabe et al. beschriebene Capsiat ((4edy-3-methoxybenzyl)-8-methyl-
trans-6-nonenester) ist im Gegensatz zum Capsaicin richarf, zeigt jedoch die selben
Effekte in Bezug auf die Erhohung des Energie-8tethsels und die Unterdriickung der
Fetteinlagerung 11). Da sie die wirtschaftliche Relevanz entsprecheadh einschéatzten,
lieBen Watanabe et al. die Verwendung von CapsiatepFunctional Food“ u.a. fir
Sportgetranke und Schokolade patentied@h (

Am Beispiel dieser Forschungsschwerpunkte zum ¥edstis der Wirkmechanismen des
Capsaicins lasst sich die 6konomische BedeutungCdesaicins ablesen. Um den Wirkstoff
zu nutzen, ist es erstrebenswert Pflanzenmatesfalidrter Schéarfe zu erzeugen. Dazu ist das
Verstandnis der Biosynthese der Capsaicinoide agfbch.
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2 Biosynthese der Capsaicinoide

Die Capsaicinoide befinden sich ausschlielichen &rtichten de€CapsicumPflanzen. Die
Capsaicinoid-Biosynthese findet in den Epidermisrelder Plazenta stat2q). Diese
scheiden eine olige, leicht gelbliche Flussigkeiten die Cuticula in kleine Blaschen aus.
Diese Blaschen (audblister odervesiclg konnen mit zunehmender Fullung platzen und die
Capsaicinoide kénnen sich Uber den Innenraum dareBeerteilen Z8, 29, 72 Die
Capsaicinoide setzten sich aus je einem VanillyaRest und einem Fettsaurerest
zusammen. Die Bildungswege dieser beiden MoleKkélteterscheidet sich maf3geblich. Das
Vanillylamin wird Gber den Phenylpropanoidstoffweehbereitgestellt und der Fettsaurerest
stammt aus der FettsdurebiosyntheseGhgrsicuraPflanzen. Aus diesem Grund scheint es
angebracht, die beiden Stoffwechselwege getrenntbetmachten. Die Biosynthese des
Vanillylamins wird als erster Punkt detaillierteettachtet. Anschlie3end liegt der Fokus auf
der Entstehung des Fettsaurerestes.

2.1 Biosyntheseweg des Vanillylamins

Etwa zeitgleich untersuchten die britischen Wisskatler Bennett und Kirby36) sowie die
amerikanischen Forscher Leete und LoudéB) {n den spaten Sechziger Jahren des 20.
Jahrhunderts die Biosynthese der CapsaicinoidgelliRadioisotopen-Techniken (Tritium-
Markierung der aromatischen Ringe phenolischer Melingen) zeigten Bennet und Kirby
durch in vivo Experimente an Frichten vo@apsicum annuumdass Phenylalanin, p-
Cumarsaure, Ferulasaure, Kaffeesaure und Vaniliplamiosynthetisch in Capsaicin
eingebaut werden und sich die Radioaktivitat im Z#ng wieder findet. Dies gelang im
Gegensatz dazu nicht mit Tyrosin. Als Fazit augnhArbeiten mutmal3ten Bennett et al.,
dass der Einbau von Phenylalanin in das Capsaibar den Ublichen Biosyntheseweg,
welcher als Phenylpropanoidwedy( 79 bekannt ist, verlauft.

Kurze Zeit spater zeigten Leete und Louden durchivo-Experimente an Frichten von
Capsicum frutescendurch Zugabe von Phenylalanin, DL{%]-Tyrosin und L-[methyl-
4C]-Methionin, dass ausschlieRlich Phenylalanin inere radioaktiven Markierung der
Methylgruppe des Vanillylamins fuhrt.

Damit wurde verifiziert, dass der Vorlaufer des €apins im Phenylpropanoidzweig das
Phenylalanin ist. Dies bestatigte auch Rangoonw@, als er mittels PN]-markierten
Aminosauren belegte, dass der Stickstoff im Capsaies dem Phenylalanin stammt.

Ende der Siebziger-/ Anfang der Achtziger Jahreamgl es Iwai et al. erstmals
biosynthetische Studien an intakt€apsicumZellen (im Gegensatz zu zellfreien Systemen,
welche ein nicht so realistisches Abbild der Vorggiim vivo widerspiegeln) durchzufuhren.
Aus jungen CapsicuraFriichten (10 bis 20 Tage nach Blute) wurden Piatipn aus
zerkleinerten Frichten isoliert und mit radioaktivarkiertem Phenylalanin und Valin
inkubiert. Nach der Bestimmung resultierender rakliver Zwischenstufen trans
Zimtsaure, transp-Cumarsaure,trans-Kaffeesaure undtransFerulasdure) wurde unter
Bertcksichtigung der Erkenntnisse Uber den Pheogfmoidweg ein Biosyntheseweg des
Vanillylamin-Restes der Capsaicinoide postuli&id)(
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Abbildung 2-1 Bildung des Vanillylamins iiber den Plenylpropanoidweg nach Fujiwake et al(77). Die
beteiligten Enzyme wurden wie folgt bezeichnet: Phenylalanine ammonia lyase; 2irans-Cinnamate 4-
monooxygenase; 3rans-p-Coumarate 3-monooxygenase; 4. Caffeic acid O-nistitransferase

Fujiwake et al. beschrieben ausgehend vom Phenyfaldie bis zum Schritt detrans
Ferulasdure beteiligten Enzyme. Die weiteren Sehdatisgehend von démansFerulaséaure

zum Vanillylamin sind hinsichtlich der Mechanismend beteiligten Enzyme zu diesem
Zeitpunkt unklar.

Die vielfaltigen Metabolite des Phenylpropanoidt@ichsels sind allen héheren Pflanzen
gemein und fuhren zur Bildung von z.B. Flavonoid&anninen, verseifbaren phenolischen
Zellwand-Bestandteilen und ligninartigen Verbindeng (78, 79. Der letzte Teil des
Biosyntheseweges von der Ferulasdure Uber dasliarum Vanillylamin wurde hingegen
bisher nur in Frichten und Zellkulturen aspsicum frutescensachgewiesen.

In CapsicumFriichten konnten Sukrasno und Yeoman als einzige Yorliegende

phenolische Verbindungen die Capsaicinoide naclemei80). Sie vermuteten, dass die
Umsetzung von der einen Verbindung in die daralgeiode sehr schnell verlaufen misse
und deshalb der Nachweis von Zwischenstufen desyBitiese nicht gelange. Glykosylierte
Phenole lassen sich hingegen nachweisen und bestimWWeiterhin zeigten sie, dass
wahrend der Fruchtreife der Gehalt an Capsaicin dexl ligninartigen Verbindungen in

vergleichbarem Mal3e ansteigt, wie die Konzentratinonderen Glykosiden abnimmt. Diese
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beiden Endprodukte des Phenylpropanoidweges, Gapaand Lignin, stehen demnach in
einem Wettbewerb um die gleichen Vorlaufer.

Phenylalanin

!

Zimtsaure

{

Zimtsaure- p-Cumarsaure
Glykoside ‘

Lignin

Kaffeesaure Flavonoide

|

Ferulasaure

‘ phenolische
Vanillin Glykoside
vor der Capsaicinoid-

Biosynthese ‘

wahrend Capsaicinoid- Vanillylamin
Biosynthese ‘

Capsaicinoide

Abbildung 2-2 Biosynthetische Beziehung diverser mnolischer Verbindungen zu den Capsaicinoiden

nach Yeoman et al. 0). Die roten Pfeile zeigen den Fluss der Metabolitevor dem Start der Biosynthese

der Capsaicinoide. Die griinen Pfeile symbolisiereden Stoffstrom der Metaboliten wéahrend der
Capsaicinoid-Biosynthese.

Im Jahr 2007 trugen Stewart et. &Y den aktuellen Erkenntnisstand zusammen, um zur
Bildung des Vanillylamins einen Biosyntheseweg mstplieren (siehe Abbildung 2-4). Das
Phenylalanin wird zunéchst durch das Enzym Pal riiAblanine Ammonia Lyase) zu
Zimtsdure umgesetzt. Die Ca4H (Cinnamic Acid 4-bygitase) fugt inpara-Stellung eine
Hydroxylgruppe ein, so dagsCumarséure entsteht. Nach der Aktivierung diesen&zum
entsprechenden Coenzym A-Derivat (s. Abbildung 2¥8itels 4CL (4-coumarate CoA
Ligase) gelangt dap-Cumarséaure-CoA in einen 3-stufigen Zyklus, in demen zweite
Hydroxylgruppe eingefiigt wird. Das p-Cumarsaure-CoA wird mittels HCT
(Hydroxycinnamoyl-Transferase) auf Shikimisdure riagen. Das phenolische
Zwischenprodukt liegt danach zunéchst pl€umarsaure-Shikimisdureester und nach der
durch C3H (Coumaroyl Shikimate/Quinate 3-hydroxglaskatalysierten Reaktion als
Kaffeeséure-Shikimisaureester vor.
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Abbildung 2-3 Coenzym A setzt sich aus drei Molekiiilen zusammen: Adenosin-3’, 5'- diphosphat,
Pantothensaurephosphat und Thioethanolamin (= Cystamin). Die beiden letztgenannten stellen
zusammen Pantethein dar§l). Rechts sind CoA-Derivate dargestellt, die fur \éle Stoffwechselvorgadnge
(z.B. Fettséaurebiosynthese) notwendig sind.

Anschlie3end verlasst Shikimisdure den Zyklus wiededem HCT den Transfer auf ein
Coenzym A ruckgangig macht. Das vorliegende CoAnér besitzt nun zwei
Hydroxylgruppen und wird, wéahrend es an CoA gebuandg mittels COMT (Caffeic Acid
O-methyltransferase) zum Ferulasaure-CoA umgedgirztden nachsten Schritt zum Vanillin
wurde kein Enzym benannt. Es ist jedoch wahrsciokintlass pAMT (Aminotransferase) die
Reaktion von Vanillin zu Vanillylamin katalysieiZu diesen Stoffwechselvorgangen liegen
nur luckenhafte Untersuchungen vor. Fir die begteii Enzyme Pal, Ca4H, COMT und
pAMT (in Abbildung 2-4 mit Unterstrich versehen) mle gezeigt, dass deren codierende
Gene differenziell (fakultative Bildung unterscHietler Proteine aus einem Gen) in
Plazenten scharfeCapsicumFrichte expremiert sindB2, 83. Sie wurden aber noch nicht
funktionell charakterisiert.
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Abbildung 2-4 Postulierter Biosyntheseweg des Vamjlamins tiber den Phenylpropanoidstoffwechsel
nach Stewart et al. 72, 84)
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2.2 Biosynthese des Fettsaurerestes

2.2.1 Fettsaurebiosynthese in Pflanzen

Lipide sind fur alle Pflanzenzellen lebensnotwendiigvegetativen Zellen liegen 5-10 % des
Trockengewichtes als Lipide vor. Dies sind vorngbimIMembranlipide, welche als eine
Doppelschicht die Kompartimentierung der Zelle gesgisten. Aber nicht nur als
Strukturelement in Zellwanden spielen Lipide eieatrale Rolle. Fette sind fir Pflanzen die
wichtigste Moglichkeit Kohlenstoff zu speichern.eSgherlipide findet man h&ufig in Samen,
wo sie bis zu 60 % der Trockenmasse ausmacheneipigkzellen produzieren Ester aus
Fettalkoholen und Fettsauren (Wachse der Cuticud#), als hydrophobe Barriere den
Wasserverlust der Pflanzenzelle minimieren undcglssitig Schutz gegen Pathogene und
andere Stressfaktoren bilden. Zusatzlich zu diéserig vorkommenden Lipiden sind kleine
Mengen der Fettsauren als Vorstufen fir Phytohoem@n B. Jasmonséure) oder sekundére
Pflanzenstoffe (z. B. Alkaloide wie die Capsaictaw)i von groRer Bedeutung. Sekundéare
Pflanzenstoffe tragen ihre Bezeichnung, da sietnicljeder Zelle gefunden werden und
wahrscheinlich nicht essentiell fir die Pflanzedsin

Die Fettsaurebiosynthese ist ein primarer Stoffwebtkeg, denn sie findet in allen Zellen
statt und ist essentiell fir das Wachstum. Fetes@urerden in Zellen so gut wie nie in Form
von freien” Fettsauren gefunden. In der Regeltlidig Carboxylgruppe in veresterter Form
(meistens als Glycerid) vor.

Der grundlegende Unterschied bei der Fettsdurebibsge in Pflanzen auf der einen Seite
und Saugetieren, Bakterien und Pilzen auf der amd&eite liegt im Ort der Biosynthese
begrindet. Der Grof3teil der Biosynthese bei Saudgakterien und Pilzen findet im Zytosol,
bei Pflanzen in den Plastiden und im Zytosol stadssen ungeachtet ist der biochemische
Reaktionsverlauf (Verlangerung um jeweils 2 C-Atpma Prinzip in allen Fallen der
gleiche.

Wenn nun aber die Pflanze ihre Fettsduren innertatbPlastiden synthetisiert, dann muss
ein Mechanismus existieren die Produkte der Systhes den Plastiden zu anderen Orten der
Zelle zu transportieren. Weiterhin ist unklar, wdee Zelle den Bedarf an Fettsduren im
Bereich aufRerhalb der Plastiden an die Plastidemnkaniziert. Diese regulatorischen
Fragestellungen sind bisher noch nicht gekBt 89.
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2.2.2 Ablauf und Regulation der Fettsdurebiosynthes e der Capsaicinoide

Um zu verstehen, warum die Fettsaurebiosynthes€dpsaicinoide ein auRergewoéhnlicher
Vorgang ist, wird die Fettsauresynthese bei Pflanakapituliert. Grundsatzlich stehen der
Pflanze zwei Mdglichkeiten zur Verfliigung gesattigettsauren zu synthetisieren:

1. Durch Neubildungde novaSynthese) aus£bzw. G-Einheiten
2. Uber die Verlangerung vorhandener Acyl-Verbindun@eB. Aminoséuren) durch
Anlagerung von gBauelementeng().

Um die komplexen Abldufe und Regulationsmechanisnrenivo zu umreil3en, ist es
erforderlich einige Einflussgrof3en naher zu beteciuind den Kenntnisstand aus mehr als 40
Jahren Forschung zur Lipidbiosynthese in Pflanzeerértern.

2.2.2.1 De novo Fettsdurebiosynthese

Ein wichtiges Substrat fur die FettsduresyntheseAwetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA, s.
Abbildung 2-3), welches in Plastiden von Spinat &mbdsen nachgewiesen wur@s). Post-
Beittenmiller et al. zeigten, dass in Chloroplastem 31 bis 54 uM, eine Konzentration die
zur Fettsaurebiosynthese fur ein paar Sekundeeiabsrzu finden sind. Trotzdem wurde der
Acetyl-CoA-Pool als relativ konstant beschriebers BEauss demnach ein System zur
Bereitstellung von Acetyl-CoA vorliegen, welchesisell dieses Substrat nachliefern kann.
Bisher ist der Mechanismus, obwohl viele Mdglich&eidenkbar sind, nicht bekannt.

Bei derde noveSynthese der Fettsauren, also ausgehend vom ACetylals Grundbaustein,
wird Acetyl-CoA als Startmolekil bendétigt. Die wezié Verlangerung der Kohlenwasserstoff-
Kette um jeweils C2-Einheiten erfolgt indirekt tbden Umweg des Malonyl-CoA (s.
Abbildung 2-3). Die Bereitstellung von Malonyl-Co#folgt in einer Zwei-Stufen-Reaktion
am Enzymkomplex Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase)edei Enzyme katalysieren die
Carboxylierung von Acetyl-CoA mittels Biotin als gsthetische Gruppe in einer ATP-
abhangigen Reaktion. Das Biotin ist kovalent an Bagym gebunden und dbernimmt
zundchst das GOum es an Acetyl-CoA weiterzugeben. Ohlrogge undwBe 85)
beschreiben, dass zwei Formen der ACCase in Pfianzdinden sind. Die erste Form, eine
multifunktionale Struktur (MF-ACCase), hat drei ktionelle Regionen und beschreibt
aufgrund seiner Eigenschaften eher den ,eukarywiscNeg® zur Bildung des Malonyl-
CoA’s. Dieser Komplex wird als ,eukaryotisch* bedwiet, weil entsprechende Strukturen
im Hefen und tierischen Zellen gefunden wurden. DRigeite Variante, eine Multi-
Untereinheiten Struktur (MS-ACCase), stellt denojaryotischen Weg" dar. Hier zeigen
sich Analogien einer Untereinheit (34 bis 38 kDayelche im plastidischen Genom
identifiziert wurde, mit der Carboxyltransferaseteheinheit deEscherichia colACCase.

In allen bisher untersuchten zweikeimblattrigenaRfen (Dicotyledonen) kommt MS-
ACCase in den Plastiden vor. Es wird vermutet, dessdiesen Pflanzen im Zytosol MF-
ACCase der Emzymkomplex ist, der die Carboxylierudes Acetyl-CoA’s Ubernimmt.
Capsicum sppgehdrt zu den Dicotyledonen und besitzt somitd&dzymkomplexe. Dieses
Enzym ist zumindest an der Regulation der Fettédosgnthese beteiligBg, 89. In Blattern

wird die Bildung von Malonyl-CoA durch Licht beela$st und an Zellkulturen von Tabak-
PflanzenNicotiana tabacurrkonnte die Bildung durch Zufuhr exogener Olsauetemmt

werden 90). Ist das Malonyl-CoA einmal gebildet, so findét darauf folgende Reaktion der
Transacylase, welche das Malonyl-CoA auf das ACéttidgt, sowohl im Hellen als auch im
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Dunklen statt. Dieser Schritt stellt das MalonylHAQur Kettenverldngerung bereit und ist
nicht limitierend fur die gesamte Biosynthe8&)(

Acetyl-CoA

Malonyl-CoA
Se Acetyl-CoA- Carboxylase

O S<
Vel ? CoA

HCO; AT ADP +P

NADPH +H*

NADPH + H*

. | _SiH periphere SH-Gruppe
— Startreaktion und erster Zyklus

\S H zentrale SH-Gruppe
— > zweiter Zyklus

Multi-
Enzym-
Komplex

R=H R =wachsender Acyl-Rest H(CH,),,-

Abbildung 2-5 Vereinfachtes Schema der Fettsdurebsynthese:1. Acetyl-Transfer (Aetyl-CoA
Carboxylase (ACCase)), 2. Malonyl-Transfer (Malonyl-CoA: ACP Transacylase), 3. Kondensation zum 3-
Oxoacyl-Rest unter CQ-Abspaltung (3-Ketoacyl-ACP Synthase (KAS)), 4. Reduktion zum 3-Hydroxyacyl-
Rest @-Ketoacyl-ACP-Reduktase), 5. Dehydratisierung zum Enoyl-Rest Hydroxy-acyl-ACP-Dehydratase)

6. Reduktion zum Acyl-Rest (Enoyl-ACP-Reduktase)7. Acyl-Transfer von der zentralen auf die
periphere SH-Gruppe
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Die molekulare Organisation bei der Fettsaurebittsse in Pflanzen unterscheidet sich
malfigeblich von der in anderen Eukaryoten. Zur Sg#tvon einer C16- oder C18-Fettsaure
ausgehend von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA sind mistéas 30 enzymatische Reaktionen
erforderlich. Bei Tieren, Pilzen und einigen Baldarwerden all diese Reaktionsschritte
durch einen einzigen multifunktionalen Polypeptidriplex (Fatty Acid Synthase Typ I,
FAS Typ |), welcher sich im Zytosol befindet, kassikrt. In Pflanzen sind die verschiedenen
Enzyme dieses Syntheseweges getrennt voneinandich&® Komponenten, die in den
Stromathylakoiden lokalisiert sind (FAS Typ Il). Deentrale Kohlenstofflieferant fur die
Kettenverlangerung ist das Malonyl-CoA. Vor dem thih in den zyklischen
Fettsaurebiosyntheseweg muss die Malonyl-Gruppecfedrom CoA auf einen Protein-
Cofaktor, das Acyl-Carrier-Protein (ACP, siehe Abbhg 2-6) Ubertragen werden. Acyl-
Tragerproteine, welche aus Chloroplasten von Avodadichten isoliert werden konnten,
zeigten in den gereinigten Praparaten eine relMiokekilmasse von 10 kDa (z. VergleiEh
coli-ACP: 8,9 kDa) 87). Das bestatigten auch Untersuchungen von ACRiiswn aus
Samen von KdcherblumerCgphea lanceolata welche Molekulargewichte von 8,6 kDa
bzw. 8,7 kDa und 9,3 kDa aufwiese®).
OQ(F_NH’CHZ_CHZ_S_H
i

CH,
+H Acyl Carrier Protein (ACP)

i

Abbildung 2-6 Das Acyl Carrier Protein (ACP) tragt einen Pantethein-Rest (wie das CoA) , welcher tber
Phosphorséure an einen Serin-Rest des Apoenzyms gelden ist. Uber die reaktive SH-Gruppe erfolgt die
Anknupfung des Acyl-Restes &7).

Ab diesem Zeitpunkt bis zur Fertigstellung des CE&pektive C18-Produktes verbleibt der
immer langer werdende Acyl-Rest am ACP. Nach deandfer auf das ACP gelangt der
Malonyl-Thioester in eine Reihe von Kondensatiomesbei das Acyl-ACP (zu Beginn das
Acetyl-CoA) der Akzeptor ist. Diese Reaktion fuhur Freisetzung des zuvor durch ACCase
gebundenen CO Durch das Freisetzen des £@rlagert sich das Reaktionsgleichgewicht
vollstdndig auf die Seite des 3-Ketoacyl-ACP undchtadiesen Schritt irreversibel.
Mindestens drei separate, kondensierende EnzymKet@acyl-ACP-Synthasen, KAS)
werden zur Bildung einer C18-Fettsaure benétige Biste Kondensation von Acetyl-CoA
und Malonyl-ACP zur Bildung eines C4-Intermediateisd durch KAS Il katalysiert §3).

Es wird angenommen, dass ein zweites Enzym, dasIK#iSdie Synthese von Kettenlangen
zwischen C6 und C16 verantwortlich ist. Und letttliwird fur die Verlangerung von
Palmitoyl-ACP zu Stearoyl-ACP ein weiteres EnzymA&II) benétigt. Bei Pflanzen sind
diese Enzyme Teile eines Multienzymkomplexes, dettsBuresynthase (FAS Typ 1194,

95).
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Das erste Zwischenprodukt jeder dieser Kondensatiost ein 3-Ketoacyl-ACP. Es bedarf
danach drei weiterer Reaktionsschritte, bis daefugesattigter Fettsaure-Rest entstanden ist.
Das Enzym 3-Ketoacyl-ACP-Reduktase reduziert dabiiels NADPH als Elektronen-
Donator die Ketogruppe zur Hydroxylgruppe. Im n&ehsReaktionsschritt spaltet eine
Hydroxy-acyl-ACP-Dehydratase Wasser ab. Die daraussultierende transA2-
Doppelbindung wird im letzten Schritt des Zyklusaudas Enzym Enoyl-ACP-Reduktase
mittels NADPH reduziert und somit gesétti§b). Die Bilanz der Synthese von Palmitinsaure
sieht folgendermalfien aus:

Acetyl-CoA+ 7 Malonyl-CoA+ 14 NADPH + 14 H" s
CH3(CH,)14COOH+ 7 CO; + 8 CoA + 14 NADP' + 6 H,0

Danach schlieRen sich die Schritte 2-7 in Abbild@rg an. Die Vollendung des 6. Schrittes
stellt eine biochemische Drehscheibe dieses Stofiseweges dar.

Das Produkt aus Schritt 6 kann durch erneutes Adtades Zyklus ab Schritt 2 weiter
verlangert werden. Alternativ konnte das Verlanggaprodukt auch durch eine Thioesterase
als freie Fettsaure abgespalten werden um danacBaf-Derivat zum Endoplasmatischen
Retikulum (ER) weiterbeférdert zu werden. Dies wvdirden ,Eukaryotischen Weg“ zur
Bildung von Membran- und Speicherlipiden darstellas Verlangerungsprodukt aus Schritt
6 kann aber auch den ,Prokaryotischen Weg" zur uitd von Lipiden beschreiten. Dies
geschieht durch den Einfluss einer Transferasesheetien Fettsdurerest unmittelbar auf ein
Glycerol-3-Phosphat Ubertragt. Eine weitere Modahim Anschluss an die Verlangerung
nach Schritt 6 ist die Einfihrung einais-Doppelbindung unter dem Einfluss einer
Desaturase.

Oleoyl-ACP nimmt, als fakultatives Endprodukt der ett€nverlangerung, eine
Schlisselposition als Verzweigungspunkt bei dersithese ein. Oleoyl-ACP | ist ein
besseres Substrat fir die Thioesterase-Reaktiodr@ge und Export aus dem Plasmid),
Oleoyl-ACP Il fur die Transferase-Reaktion ( Traotzur Lipidvorstufe) 96).

Der hier gezeigte Syntheseweg produziert aussdiclel§esattigte bzwcis-ungesattigte
Fettsauren. Mehr als 75 % aller in Pflanzengewebekommenden Fettsauren sind
ungesattigt. So auch der Fettsaurerest des CapsdRiMethyltrans-6-nonensaure). Nicht
nur dietrans-Doppelbindung ist ungewohnlich, sondern auch deéezWeigung des Fettséaure-
Restes des Capsaicins deutet eine weitere BesaidenHinblick auf die Biosynthese an:

Der Primer der Biosynthese von methylverzweigtetisGaren in Capsaicinoiden kann nicht
Acetyl-CoA sein!

2.2.2.2 Primer fir die Fettsurebiosynthese verzwei  gter Fettsauren

Die Methylverzweigung der Capsaicinoide stammt alem Aminosaurestoffwechsel,
namentlich von Valin, Leucin oder Isoleuci@7]. Valin und Leucin besitzen Pyruvat als
Vorlaufer, welches durch die Glykolyse zur Verfugugestellt wird. Valin und Leucin
gehoren biosynthetisch zur ,Pyruvat-Familie“87). Weiterhin ist Threonin im
Aminosaurestoffwechsel auch der Vorlaufer des Llsotes. Beide Aminosauren gehéren zur
LAspartat-Familie* des Aminosaurestoffwechsels. [@emeinsame Vorstufe von Threonin
und Isoleucin ist Oxalacetat, welches im Citratagkgjebildet wird.
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Die Aminosauren sind biochemisch nicht unabhéngigneinander. So kann die
korrespondierenden-Ketosdure des Valins in drei enzymatisch katalyesie Schritten
(Bindung von Acetyl-CoA durch 2-lIsopropylmalatsyaske, OH-Wanderung durch 3-
Isopropylmalatisomerase und oxidative Decarboxyhegr durch 3-lIsopropylmalatdehydro-
genase) in die zu Leucin korrespondierendi€etosdure umgewandelt werde@7). Die
Aminosauren liegen in einem enzymatisch KkatalysrertGleichgewicht mit den
entsprechendem-Ketosauren vor. Diese werden oxidativ (mittels NABecarboxyliert und,
um als Primer fir die Fettsdurebiosynthese zu &negi in aktivierte Coenzym A-Derivate
Uberfiihrt. Eine Ausnahme stellt das Threonin daglches metabolisch eng mii-
Ketobutyrat, dem Primer der ungeradzahligen, unveigten Fettsauren zusammenhangt. In
diesem Fall sind zwei Schritte notwendig um aus démeonin als Hydroxy-Aminoséaure die
a-Ketosdure entstehen zu lassen. Das katalysierEndgm ist die Threonin-Dehydratase
(TD), welche bereits in Tomaten beschrieben wu@i 09. TD, die auch als Threonin-
Desaminase bekannt ist, katalysiert beide SchriteDie Desaminierung (Freisetzung von
Ammoniak) und 2. die Dehydratisierung zurKetobutyrat {00, 10). Biosynthetisch ist
dieser erste Schritt des Isoleucin-Pathways esdenteshalb man die Inhibierung der TD als
Target fur Herbizide nutztilQ2).

Valin Leucin Isoleucin Threonin
0~ HO™ Y HO\H)\:) o~ Y YoH
NH, NH, o ° NH,

OH o) o) OH
)\H)\ J\rm/ HOW //‘\H)
o) HO 0
o) e} o e}
alpha-Keto-isovaleriat alpha-Keto-4-methylvaleriat alpha-Keto-3-methylvalerialpha-Keto-3-
butyat

Abbildung 2-7 Die Aminosauren Valin, Leucin, Isoleein und Threonin bzw. deren korrespondierendeu-
Ketosauren sind die Primer fir die Fettsdurebiosyntese der Capsaicinoide

Fiur die Capsaicinoide mit geradem, unverzweigtenits&ere-Rest (z. B.N-Vanillyl-
decanamid) bedarf es keines speziellen Primersdaos Aminosaure-Stoffwechsel. Diese
Fettsaure-Reste konnen durch denovoFettsaurebiosynthese ausgehend von Acetyl-CoA
synthetisiert werden. Verzweigte Fettsduren sind Rftanzen nicht ungewdhnlich, denn
Pflanzen kénnen die Aminoséauren fur die notwendigemer selbst synthetisieren. So

Tabelle 2-1 Zuordnung der Primer zu den entsprechafien Capsaicinoidklassen in Bezug auf den
Fettsaurerest.

AS korrespondierende  CoA-Derivat Primer fur Fettsdure-Reste

a-Ketosaure

Valin a-Ketoisovaleriat Isobutyryl-CoA deso-Reihe geradeC-Zahl

z.B.inDCund C

Leucin a-Keto-4- 3-Methylbutyryl- deriso-Reihe ungerade C-Zahl

Methylvaleriat CoA z.B.in NDC, HDC |, HC |

Isoleucin a-Keto-3- 2-Methylbutyryl-  derante-iso-Reihe ungerade C-Zahl

methylvaleriat CoA z.B.in HDC Il, HC und NDC Il

Threonin  a-Ketobutyriat Propionyl-CoA unverzweigt ungeradeC-Zahl

z.B. Pelargonséurevanillylamid (PSVA)
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berichten Wolff et al. Uber verzweigte, langkettigettsauren, vor allem ante-iso C17:0, die
mit 1,2 % Gesamtgehalt im Speicherlipid der SamemRinaceengefunden wurdenlQ3).
Auch in der Familie deBolanaceemibt es ein weiteres Beispiel fur verzweigte Faiten:
Kroumova et al. untersuchten die Kettenverlangeruog verzweigten Fettsauren, die in
Zuckerestern auf Blattern von u.a. Tomaten- undaka®flanzen zu finden sind®7). Im
Tierreich werden nach mikrobiellem Abbau des Chibsdls im Pansen von Kihen die
Fettsauren Pristansaure und Phytansaure gebildetndn auch im Milchfett nachweisen
kann.

2.2.2.3 Verlangerung der Fettsdurevorstufen bei Cap  saicinoiden und Einfluss der FAS

Zwischen 1994 und 2002 gab es widerspruchliche ohtsn dartber, ob die Verlangerung
bei der Fettsaurebiosynthese in 1-C-Atom-Schrittéar in 2-C-Atom-Schritten verlauft. Die
zuvor erwahnte Arbeitsgruppe um Kroumova et. alraerdie Ansicht, dass durch eine
mehrfache Wiederholung derKAE-Reaktion (i-Ketoacidelongation, ein Reaktionsweg zur
Verlangerung von u.a. derKetoisovaleriansaure za-Ketoisocapronsaure im Vorfeld der
eigentlichen FAS-Reaktion) eine Verlangerung umegignl C-Atom stattfindetd). Van der
Hoeven und Steffens gingen hingegen von der ,n@ntaKettverlangerung der FAS-
Fettsauresynthese um jeweils 2 C-Atome de)( Mdglicherweise liegen, je nach Spezies,
beide Mechanismen vor. Zwei Jahre spater, im Jab2 2verwendete die Arbeitsgruppe von
Robins eine neue Methode zur Untersuchung der &eébiosynthese, welche Uber die
Isotopenverteilung von D/H die Herkunft bestimmi#iasserstoffatome der Fettsdurereste
belegt. Mit dieser quantitativen’H-NMR-Technik wurden die Fettsaurereste der
Capsaicinoide untersucht und es konnte zweifelsfggzeigt werden, dass die
Kettenverlangerung bei den Capsaicinoiden um jewZ2{C-Atome erfolgt, also Uber die FAS
(105).

Die aktivierten Primer (CoA-Derivate) werden damwig bei Pflanzen ublich, an einem
Multienzymkomplex namens FAS Typ 2 (Fatty Acid Syage) verlangert. Durch gezielte
genetische Veranderung einzelner Enzymaktivitatéeses Komplexes konnte gezeigt
werden, dass diese als Regulationszentren in Baafiglie Lipidproduktion einen Einfluss
haben 94, 95. So kdnnen beispielsweise fur die (Lebensmitteldustrie malRgeschneiderte
Fette mit genetisch modifizierten Rapspflanzen proeit werden, die bestimmte Fettsauren
(Olsaure) mit einem Anteil von mehr als 90 % erntthal

2.2.2.4 Einfluss des ACP auf die Fettsaurebiosynthe se

Bis zu 60 % des ACP, an dem die Kettenverlangestatifindet, liegen in freier Form vor.
Hohere Pflanzen produzieren verschiedene ACP-Isaorin einem flur jedes Gewebe und
jede Spezies unterschiedlichen MustEdg). Bonaventure und Ohlroggé&(Q7) untersuchten
das ACP-Muster inArabidopsis thaliana(Acker-Schmalwand), einer Modell-Pflanze bei
genetischen Fragestellungen, und zeigten, dasshéawoKohlenhydratstoffwechsel als auch
die Lichtverhaltnisse einen Einfluss auf die Augjiiég des ACP-Musters haben.

Gut charakterisiert wurden ACP | und ACP lISpinacia olerace&Spinat). In Spinatblattern
liegt kein unterschiedliches Muster bezliglich desrésterung von ACP |- und ACP II-
Isoformen vor. In den Samen wird dagegen mehr M&ACP Il und nur Oleoyl-ACP II
gefunden. Dies zeigt, dass die Unterschiede dezstenung gewebespezifisch si@@)(

Der Einfluss des ACP auf die Regulation der Stotfwee=lwege wurde auch an Samen der
Cuphea lanceolatgKocherblume) untersucht. Es wurde gezeigt, dasdsodform ACP | in
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der Samenschale ein konstitutives Protein darsteditches fur die Biosynthese langkettiger
Membranlipide unabdingbar ist. Im Embryo dieseaPRik ist zusatzlich eine Isoform, welche
mit ACP 2 (hier ist unklar ob ACP 2 = ACP Il istezeichnet wurde, vorhanden. Diese
Beobachtung korreliert mit der Bildung von bis z0 % mittelkettigen Fetts&uren in den
Speicherlipiden. Demnach wird die Thioesterase-Realgegeniber der Kettenverlangerung
gefordert 92). Allerdings ist das ACP 2 nicht der einzige Regoit daftir. Bei Versuchen zur
Rekonstitution des FAS-Kompexes durch Pflanzenktdraus den drei Spezi€duphea
Brassicaund Spinacia mit den beiden Isoformen ACP | und ACP |l dlisphea lanceolata
und ACP ausE. coli zeigten sich Unterschiede in der Akkumulation voiitelkettigen
Fettsauren. Da die Medium-Chain-acyl-ACP-Thioesterkeine Diskriminierung der beiden
Isoformen ACP | und ACP Il zeigte, wurde als Ursacfur die Beobachtung der
Akkumulationsunterschiede ein noch unbekannter Memus (,Metabolon®) genannt
(108). Suh et al. Uberpriften die spezifische Aktivadier Desaturase indem sie verschiedene
Substrate (u.a. Palmitoyl-ACP von Koriand€ofiandrum sativumversus Palmitoyl-ACP
von E. col einsetzten und deren Umsetzungs-Raten zu derpreatenden einfach
ungesattigten Fettsaure (hidd4- und A6-Hexadecensaure) dokumentierten. Dazu isolierten
sie einen cDNA Klon, CS-ACP-] welcher fir eine ACP-Isoform codiert, die im
Entwicklungsstadium von Koriander-Endosperm zudimést. Die nach der Expression dieser
cDNA in E. coli erhaltene ACP-Isoform co-migrierte mit der haugté@h in Koriander-
Endosperm-Gewebe expremierten ACP-Isoform. Sie temnbelegen, dass die Dehydrierung
zu den ungewdhnlichen, einfach-ungesattigten Retsédurch die Desaturase &Llissativum
zehnfach schneller geschieht, als mit C16:0-ACPEauli. Selbst im Vergleich mit C16:0-
ACP aus SpinatSpinacia oleraceaverlief die Umsetzung um den Faktor 4 schnell€9).

Die Ergebnisse zeigen, dass spezifische ACP-Is@ornin die Biosynthese dieser
ungewohnlichen, einfach-ungesattigten Fettsaurewiviert sind.

Da war es nahe liegend den Schlissel fur die Bgdder besonderen Fettsduren der
Capsaicinoide in dem Einfluss der ACP-Isoformersaahen. Aus scharfen, unreifen Chili-
Frichten C. chinense var. Habaner&€. annuum var. Jalapenond C. annuum var. New
Mexico 6-4 wurde durch Aluru et al8@) fur Chili-ACP ein cDNA Klon gewonnen, welcher
eine mehr als 70 % ige Sequenzhomologie mit andBfeamzen-ACP aufweist. Das
Vorkommen von Transkriptions-Produkten fur diesesnGkorreliert positiv mit dem
Vorhandensein von Scharfe. In Plazenta-Gewebe estGEhalt doppelt so hoch wie im
Perikarp. In anderen Pflanzenteilen, wie Wurzegn8h, Blatt, Blite und Samen wurden
Transkriptionsprodukte in geringer Konzentrationfugelen. Da dieses ACP konstitutiv
exprimiert ist und sich geringfiigig auch in nicltharfemCapsicumfindet, kann es nicht
ausschlieBlich fur die Regulation der Synthese €apsaicinoid-Fettsauren verantwortlich
sein 84).

2.2.2.5 Einfluss der 3-Ketoacyl-ACP Synthase (KAS) auf die Fettsdurebiosynthese

Die KAS ist Teil des Multienzymkomplexes FAS Typuihd katalysiert den 3. Schritt bei der
zyklischen Verlangerung des Fettsaurerestes (Abbgd2-5). KAS besitzt eine Bindestelle
fur Malonyl-ACP und eine Bindestelle fir Acyl-ACBei der Kondensation im 3. Schritt
wird der Acyl-Rest vom ACP abgespalten und auf daS-Atom des Malonyl-ACP
Ubertragen und COfreigesetzt. Es gibt mindestens 4 KAS Isoenzyme,sith einerseits
darin unterscheiden, welchen Acyl-Rest sie als @riakzeptieren und andererseits bis zu
welcher Kettenlange die Wiederholung des Verlanggsmyklus erfolgen kann. Eine
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analytische Unterscheidung dieser Isoformen istcldudie selektive Inhibition durch
Cerulenin, respektive Thiolactomycin, mogliéi).

Tabelle 2-2 KAS-Isoformen und deren Eigenschaften

Isoenzym akzeptierte Primer isoliert aus Inhibittrrch  Literatur
KAS | kurzkettige Acyl-ACP’s  Cuphea lanceolata Cerulenin Schuch et al. 199110)
KAS I C14- und C16-ACP Samen aus Cerulenin Leonard et al. 1998
Arabidopsis (teilweise) (111
thaliana
KAS 1l Acetyl-CoA, Propionyl- Samen au€uphea C10-ACP Schuch et al. 199210),
CoA, Butyryl-CoA und  lanceolata Brick et al. 1996112

weniger gut: Acetyl-ACP
KAS IV C4- und C6-ACP (bis Samen au€uphea Cerulenin Schutt et al. 200213,

C10), wenig C12-ACP  lanceolata Dehesh et al. 1998
(114, Abbadi et al. 2000
(119
mt-KAS” alle FS ausgehend von Mitochondrien von Cerulenin Yasuno et al. 20041L16)
Malonyl-CoA Arabidopsis .
g thalianap (wie KAS )

*(mitochondrial; Sequenzhomologie zu KAS Il ausE. coli am grof3ten)

Es werden aber auch KAS-Enzyme beschrieben, digrund ihrer Eigenschaften
(Inhibitoren, akzeptierte Substrate etc.) nichdeurtig zugeordnet werden kénnen. So spielt
bei der Verlangerung vol4-Z-Hexadecenséure zu Petroselinsauk-4-C18:1-FS) in
Koriander-SamenCoriandrum sativumein Cerulenin-sensitives KAS | eine wichtige Roll
welches aber im aktiven Zentrum in der Aminosaugasaz von KAS | und KAS Il abweicht

(117).

Dehesh et al.1(18) zeigten, dass eine Uberexpression von KAS IlinereVerringerung des
fur die anderen KAS-Enzyme ebenfalls benottigtenavglt ACP als Substrat fihrt und damit
das Fettsdurespektrum verandert wird. Die Konz&atraan Malonyl-ACP wird zum
limitierenden Faktor und flhrt zu einer Verringeguther Konzentration aller Lipide und zu
einer Verringerung der Verlangerung von C16:0-AQP @18:0-ACP. Diesen Einfluss
konnten sie fir mehrere Pflanzenarten (Spirapir(acia oleracea Tabak Nicotiana
tabacum, Raps Brassica napusetc.) und unabhangig von der Gewebeart demorestrie

Uber die Verlangerung von verzweigten Primern édativ wenig bekannt. Ein KAS Il aus
Bakterien Bacillus subtili§ startet auch mit iso- und anteiso-verzweigtem IAoyA (119).
Speziell im Hinblick auf die Capsaicinoide ist dgiesUmstand beachtenswert. Aus der
Plazenta von scharfen unreif@apsicuraFriichten C. chinensgerhielten Curry et al. einen
cDNA-Klon, mit 75 % Sequenzhomologie zu den pflast®n KAS-Genen und héchster
Ahnlichkeit mit KAS | @3). Der cDNA-Klon wurde in E. coli exprimiert, dalgjldete
Enzym isoliert und anschlieBend in Bezug auf séikigvitat getestet. Zur Aktivitatsprifung
des rekombinanten Proteins wurde colFACP, Isobutyryl-CoA und**C-Malonyl-CoA
eingesetzt. Die Hemmung der Reaktion durch 20 pkil€rin ist charakteristisch fur KAS 1.
Mit dem rekombinanten Protein wurden in Kaninchetyilonale Antikdrper erzeugt. Mit
diesen Antikdrpern konnten in der Plazenta unrdifgichte, speziell in der Epidermis in der
Néhe der Blasen (,receptacles”), ein positiver Nemis (Immunoblotting) auf dieses KAS
gefuhrt werden. Im Perikarp, wie auch in Samenliefeder Nachweis negativ. Das
gewebespezifische Auftreten deutet auf die Betailigbei der Synthese der verzweigten
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Fettsduren oder auf eine Beteiligung bei der Bigduon Strukturen dieser Blasen hBR).
Dieses Isoenzym darf als wesentliches Element fér Steuerung der Fettsauresynthese
angesehen werden, besonders im Zusammenspiel miawtd durch einen cDNA-Klon
kodierten speziellen Thioesterase (s. 2.2.2.6).

Bei der Biosynthese von Zuckerestern (s. 2.2.2/plg die Kettenverlangerung der
verzweigten Fettsduren moglicherweise zuerst d&8 11l (oder KAS 1V) bis zur Iso-C9-
Fettsdure und dann weiter durch KAS 1 bis zur 19d-Cettsaurel(04).

Prasad et al. zeigten an Zellkulturen v@nfrutescensdass Cerulenin die Biosynthese von
Capsaicin hemmt und dabei Vanillylamin akkumuligr20). Die dort getroffene Aussage,
dass 8-Methyl-6-nonensaure als Precursor im glaickeismald verringert ist, muss
angezweifelt werden, da die beschriebene Analyitktrzuverlassig zwischen freier und im
Amid gebundener Fettsdure unterscheidet. Die Besting der freien Saure liefert falsch-
positive Werte und kann als zuséatzliche Parall¢ilmesung der Capsaicinoide gedeutet
werden. Weder eine Hemmung der Biosynthese vonddidoapsaicin noch der gesattigten
Fettsaure 8-Methyl-nonansaure als Precursor wind Roasad et al. thematisiert, obwohl
Werte auch fir Dihydrocapsaicin in den 3 unterseict8pecies angefihrt werden.

2.2.2.6 Einfluss der Thioesterasen auf die Fettsédur  ebiosynthese

Die fur die Regulation sehr wichtigen Thioesteraseriche aus den ACP-Derivaten die
freien Fettsauren abspalten, klassifizieren siclkthnainem DNA-Stammbaum in zwei
Hauptzweige 121):

1. FATA (Fatty Acid Thioesterase A, ist konstitutivamemiert, spaltet bevorzugt C18:1-
ACP)

2. FATB (Fatty Acid Thioesterase B, unterschiedlicipe8fitaten flr gesattigte Acyl-
ACP)

Die Oleoyl-ACP spaltende FATA ist hochspezifischr lie cisA9-Konfiguration. Es gibt
jedoch auch Thioesterasen, die langkettige Fetgdawmnderer Konfiguration (z. B. in
Koriander PetroselinséureigA6-C18:1-FS)) spalten kdnneb2?).

FATB-Thioesterasen haben einen entscheidendenuEm#uf den Export der Fettsauren aus
dem Plastid (eukaryotischer Weg der Lipidbiosynteslas Pflanzenwachstum und die
Synthese von Wachseh23d).

In transgenen Pflanzen kann man die Fettsduresathef dem Niveau der mittelkettigen
Fettsduren stoppen, allerdings erfolgt die Reguiatdurch ein Zusammenspiel von
speziellem KAS-Typ und Thioesterase?4, 125. Dieser Komplex mit ACP wurde mit dem
Begriff ,metabolon” bezeichnetl08).

Ein cDNA-Klon aus der Plazenta va@apsicumFrichten kodiert flr eine Thioesterase, die
wegen der Homologie den Oleoyl-ACP spaltenden rsoém (FATA) zugeordnet wurde
(82). Von der enzymatischen Spezifitat her sollte menin dem anderen Zweig erwarten.
Jedenfalls ist sie zusammen mit der KAS der bislaalrscheinlich wichtigste Faktor fur die
Auspragung des Capsaicinoid Musters. Vermutlickelsgiuch hier die Kompetition mit der
Kettenverlangerung, wie bei mittelkettigen unverigien Fettsduren, eine Rolle.
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2.2.2.7 Einfluss der Acyl-CoA-Synthasen auf die Fet  tsaurebiosynthese

Nach der Freisetzung der Fettsauren durch einee$taoase ist ein bislang ungeklarter
Transport aus dem Plasmid erforderlich um die Baetes z.B. fur die Bildung von
Triglyceriden oder Membranlipiden, zu verwende86)( An der Membran werden die
Fettsauren zu CoA-Derivaten umgesetzt und dann eeth zu VLCMFA (very long chain
monounsaturated fatty acid) verlangert oder stahimkt zur Synthese von Folgeprodukten
bereit (26, 127. Uber die dazu benétigten Acyl-CoA-SynthaseririsArabidopsis thaliana
einiges bekannt. Shockey et al. berichten von egne8en Familie (63 verschiedene Gene)
von Acylaktivierenden Enzymen, von denen eine Geuppch kurz- und mittelkettige
Fettsauren (C4- bis C8-FS) zu aktivieren vermi&gY. Eine aud?inus radiataisolierte Acyl-
CoA-Synthase akzeptiertm vitro auch Iso-butyrat als Substrat29). Die an Capsicum
untersuchten Aspekte hierzu betrafen lediglich &ayl-CoA-Synthase-Gen, welches aus
Bluten erhalten wurdelB0). Friichte wurden nicht untersucht, obwohl Fujiwvakeal. (31)
das Vorliegen von Acyl-CoA-Derivaten als notwendiBedingung zur Kondensation von
Acyl-Rest und Vanillylamin zum Capsaicinoid formerdien und darstellten, dass das
Capsaicinoidmuster maf3geblich vom Acyl-CoA-Pool&igen misse.

2.2.2.8 Einfuhrung einer Doppelbindung in der Fetts  &urebiosynthese

Doppelbindungen werden in Fettsduren nur eingefitghn sie an ACP, CoA oder Lipide
gebunden sind. Die katalysierenden Enzyme sindchérdene Klassen von Desaturasen
(132. Fur die Desaturierung zu der sehr wichtigen @isacis-A9 C18:1-FS) kommt die
I6slich Steaoryl-ACP-Desaturase héaufig vor. Diefé@mung einercis-Doppelbindung stellt
demnach keinen ungewdhnlichen Vorgang dE33(. Es gibt weitere Beispiele fur die
Einflhrung erstercis-Doppelbindungen durch speziesspezifische Desamrélsaufig mit
Ferredoxin als Cofaktor)184). Das Muster der dabei gebildeten einfach unggsétt
Fettsduren wird vermutlich durch einen membrangdbonan Multienzymkomplex
kontrolliert (135).

Fiar die Einfuhrung der ersten Doppelbindung in dggebundenen Fettsduren sind
memebrangebundene Desaturasen verantworlli&f). (

Das Besondere an der 8-Metlisdns-6-nonensdure ist digransKonfiguration der
Doppelbindung. Es liegt fiir den prokaryotischen Vi&gtiglich ein Beispiel vor, bei dem als
erste Doppelbindung eingans-Doppelbindung in den Acyl-Rest einer Fettsautrans
A3 C16:1-FS) eingefuhrt wirdl82). Das Enzym fir diese einzigartige Bildung einesten
Doppelbindung irtrans-Konfiguration ist noch nicht charakterisiert. Bak& ist die Mutante
FADA4 (Fatty Acid Desaturase 4) in Arabidopsis, jelumicht die entsprechende Gensequenz
(137). Diese Fettsaure findet sich auch im Phosphajiggtrol des LHC Il (Light-
Harvesting-Complex I1) in der Thylakoidmembran @oroplasten in Winterrogge®écale
cerealg. Bei Winterroggen aus dem Gewachshaus wurdenr@dBehalte dieser Fettsdure
gefunden als im Sommer bei dem auf dem Feld gewaelns (38. Die Bildung wird
demnach durch Licht und die Temperatur beeinflusst.

In Chloroplasten au€apsicumFriichten findet sich keindansA3 C16:1-Fettsaure, wohl
aber in Blattern, passend zur Funktion im Chlordigbynplex der Photosynthes&39).

Eigentlich geht man davon aus (,believed’, Dérmaeh al. 2000 140), dass im
eukaryotischen Weg, aul3erhalb der Chloroplastemekeins-Doppelbindungen in gesattigte
Fettsauren von Lipiden eingefuhrt werden, trotzderdet man in Samen voihalictrum
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(Familie Ranunculacege einfach ungesattigtédrans-Fettsauren t(ansA5 C16:1-FS und
transA5 C18:1-FS) 141). Weiterhin werdertransA3 C16:1-FS undransA3 C18:1-FS in
Grindelia (Familie Asteraceagund anderen, sowigans-A6 C16:1-FS undransA6 C18:1-
FS in Picramnia (Familie Simaroubacegegefunden, auch in Kombination mit weitereis-

Doppelbindungenl4?).

Die Arbeitsgruppe von Iwai et al. untersuchte 19743 die Biosynthese der Capsaicinoide
und vermutete wegen des konstanten Fettsduremustdreend der Fruchtreifung keine
Veranderung der an Vanillylamin gebundenen Fet&s@urir die beiden Hauptcapsaicinoide
bestatigte Jurenitsch et al., dass weder die Eiafigh der Doppelbindung noch eine
Hydrierung an der im Vanillylamin gebundenen ungegién Fettsaure erfolgtl44). Die
Doppelbindung muss also vor der Kondensation zummilyamid im Acyl-Rest der
Fettsaure gebildet werden. Auch die ArbeitsgrupperBet al. (45 vermutet die Einfiihrung
der Doppelbindung vor der Kondensation zum Amid umidete in einem Schema zum
Biosyntheseweg der Capsaicinoide, zwischen dem Byfenansaure-CoA und dem daraus
entstehenden 8-Methyl-6-nonensdure-CoA, die Desseuab.

Prasad et al.1R0) veroffentlichten 2006 ein Biosyntheseschema, edceine 8-MNAD (8-

methyl-nonanoic acid dehydrogenase) auffiihrt, ollies zu kommentieren, ein Zitat
anzufiihren oder experimentelle Daten vorzulegen.ihher Diskussion der Publikation
bezeichnen sie 8-Methylnonanséaure als Precurso8adethyl{rans-6-nonensaure.

Damit bleibt die Frage weiterhin offen, zu welch&eitpunkt die Doppelbindung eingefiihrt
wird und welche biochemische Umsetzung dafiir vevaritich ist.
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2.3 Kondensation von Vanillylamin und Fettsaure zum
Capsaicinoid

Nachdem der Phenylpropanoidweg als Biosynthesevreglds Vanillylamin auf der einen
Seite und die Fettsaurebiosynthese auf der and8este unter Berlcksichtigung der
vielschichtigen Einflussmoglichkeiten betrachtet rde) muss der Mechanismus der
eigentlichen Capsaicinoid-Synthese betrachtet werde

2.3.1 Die Capsaicin-Synthase (CS)

Fujiwake et al. 131 klarten zweifelsfrei auf, dass die FettsaurenGaig\-Derivate fur die
Kondensation mit Vanillylamin benétigt werden. Whige Indizien erhielten sie durch die
Solubilisierung, Ammoniumsulfatfallung und anscBemde Anreicherung der CS. Sie wurde
an der Membran von Tonoplasten/Vakuolen der Plazkxalisiert. In zellfreien Systemen,
die nicht 1:1 die Verhaltnisse vivo widerspiegeln kdnnen, boten sie der CS eine Misghu
verschiedener Substrate, wie 5-Methylhexansaure;C6AViethylheptansaure-CoA, 7-
Methyloctansaure-CoA, 8-Methylnonansaure-CoA, 8f\ktrans-6-nonenséure-CoA und 9-
Methyldecansaure-CoA an. Dieses Modell konnte zeigiass das Fettsduremuster in den
Capsaicinoiden nicht durch die Spezifitdt diesegylrs bestimmt wurde. Somit muss der
Pool der CoA-Derivate dafir verantwortlich seineimsatzrate fiur Acyl-CoA-Derivate war
dabei 6,4-mal hoher als fur freie Fettsauren.

26 Jahre spater nahmen Prasad etldl6)(dieses Thema mittels einer ,enzyme to gene*-
Strategie wieder auf und reinigten die CS 200-faishzu einer einheitlichen 35 kDa Bande
(SDS-PAGE) auf und charakterisierten anschlielBexrsdihzym (pH-Wert- und Temperatur-
Optimum, Ky, und \nay flr die Substrate Vanillylamin und 8-Methlykns-6-nonensaure
(andere Substrate wie CoA-Derivate wurden bedaimeniveise nicht untersucht). Die fur die
Aktivierung der Fettsauren bendtigte Acyl-CoA-Syadh ist also entweder eine Eigenschaft
des CS-Enzyms selbst oder wurde mit ihm zusammégei@inigt. Gegen das aufgereinigte
Enzym wurden polyklonale Antikérper erzeugt und da@S in peripheren Zellen der
Plazenta von Frichten 28 Tage bis 50 Tage nacle Bkithgewiesen, parallel zu Capsaicin-
Gehalten. Aus demii-terminalen Ende der AS-Sequenz des Enzyms wurdBraner fur die
PCR (Polymerase Chain Reaktion) abgeleitet und98ih bp langes Amplifikat erhalten.
Dieses alscysl bezeichnete Gen ist exprimiert in Plazenta-cDNAd um Genom
unterschiedlich scharfe€apsicumVarietaten und konnte in schéarfefrei€@apsicumnicht
nachgewiesen. Da die CS nicht glykosiliert ist, ikensie inE. coli heterolog expremiert
werden und fur die o.a. Charakterisierungen, farrdir wenige Details vorliegen, verwendet
werden. Nach der Ubersetzung dieses Gens in einSef8enz wurde ein Sequenzvergleich
mit bekannten CoA-abhangigen Acyltransferasen uaptemen. Dabei wurde keine
Homologie mit den GenenSB2-66bzw. Punl) gefunden, die man zuvor als mdglichen
.Schalter” fir das Vorhandensein von Scharfe odmhaCS in Chilis diskutiert hattd.47).

Da die CS-Enzymaktivitat sich nur auf das Plazésgavebe beschrankt, handelt es el
um ein Strukturgendd).

Anhand der Biosynthese der Capsinoide, den Vaaikgholestern au€apsicum annuum
var. CH-19 sweetkann man mutmalf3en, dass die CS auch den Valktylal als Substrat
akzeptiert und nicht zwangslaufig das Amin benddgt, 48, 148
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2.4 Genetische Regulation der Capsaicinoid-Biosynth ese

Die Frage nach dem Nutzen der Capsaicinoid-Bioggghflr die Pflanze verbietet sich
eigentlich, denn damit wirde man implizieren, dais® intelligenter ,Zweck* die Evolution
lenkt. Trotzdem gibt es einige interessante Aspeltel um die Capsaicinoid-Biosynthese,
die den mit der Synthese verbundenen Aufwand zttfertigen scheint. Umweltstudien
geben Hinweise darauf, dass Capsaicinoide evolitiemen Vorteil darstellen, zum Zweck
der Abschreckung von Fral3feinden aus der KlasseSdegetiere 149. Vogel sind die
bevorzugten Samen-Verbreiter von wild€apsicumPflanzen. Nach der Aufnahme der
Chilis durch die Voégel transportieren sie die Sanreihrem Verdauungstrakt und scheiden
diese an Platzen (z.B. unter Baumen) wieder aadidCapsicumoptimale Lichtverhaltnisse
bereitstellen. Daruber hinaus wird die Samenschakgeweicht und so die Keimung der
Samen nach der Magen- und Darmpassage bei denrvigdiessert. Im Gegensatz dazu
sind Saugetiere extrem sensitiv gegentber Capsalein, sie verspliren Schmerz, sobald
Capsaicinoide mit epidermalem Gewebe in Kontakt keem. Der Schmerz wird durch eine
Aktivierung des TRPV1 hervorgerufen, bei Vogelnigpr dieser nicht auf Capsaicinoide an
(55, 150Q. Saugetiere kauen dariber hinaus ihre Nahrungdimdirastischen, stark sauren
Bedingungen in den Magen der Saugetiere schadeSataen 149).

Die Pflanze hat gewisse Vorteile Capsaicinoide yniteetisieren. Warum gibt es dann aber
CapsicuraPflanzen, die vollig frei von Scharfe sind? Sine @apsaicinoide vielleicht nur ein
Nebenprodukt eines anderen biosynthetischen WegeRB®8pulationen von drei in Bolivien
wild vorkommenden urspringlichen Specigs.chacoense C.baccatumund C.eximiun
wurden neben Pflanzen mit scharfen auch solcheniofit-scharfen Frichten gefunden.
Tewksbury 151) machte diese Beobachtungen in freier Natur dwersorische Tests. In
geographisch hoheren Lagen war Scharfe haufigerausdepragter anzutreffen. An einem
Ort wurden individuelle Pflanzen 3 Jahre beprobt) % C.chacoensd’opulationen wurden
aus Samen im Gewachshaus Pflanzen gezogen undtd-riiepoolt (hierzu wurden keine
Details angegeben), getrocknet und per HPLC untbtsiDas Auftreten von Scharfe war
konsistent, also in der Pflanze genetisch stahichAZewdie und Boslan®Q) hatten schon
die Polymorphie innerhalb einer Spezies gezeigt dacufhin das Capsaicinoidmuster als
taxonomisches Kriterium ausgeschlossen.

Welche Eigenschaft zeigt die urspringlicdBepsicuraPflanze; tragt sie scharfe oder nicht-
scharfe Frichte? Walsh und Hot®) behaupten, dasSapsicum ciliatummit Friichten ohne
Scharfe phylogenetisch basal zu allen and@agsicuraSpezies ist.

Die Bildung von Capsaicinoiden ist auf den GeRapsicumbeschrankt. Friihe genetische
Studien ab 1935 zeigten, dass ein einzelnes dotemaben, der so genannte Locus ,C“,
notwendiger Weise vorhanden sein muss um Scharférilchten zu generiererlg2).
Pflanzen, die homozygot rezessiv in Bezug auf decuk C sind, kdnnen unabhéngig vom
Genotyp an anderen Loci keine Scharfe in Frichtawiekeln (153). Lange Zeit gab es
jedoch keine Anhaltspunkte fir die zellulare Augpndg des Locus C. Das Gen liegt auf dem
Chromosom 2 und ist komplett dominant fur Schatekontrolliert allerdings nicht den Grad
der ScharfeX52).

Auf der Suche nach dem ,genetischen Schalter” tilvd&e waren in den letzten Jahren die
Arbeitsgruppen um Molly Jahn sehr aktiv2( 84, 154, 156 In diesem Zusammenhang
wurde auch von Kim et al147) ein CapsicuncDNA Klon (SB2-66 charakterisiert mit einer

Homologie zu CoA-abhéngigen Acyltransferasen (AV@|che in der Lage sind Fettsauren
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auf Alkohole und Amine zu Ubertragen. Zwei Arbeitars dem Jahr 2005 deuten darauf hin,
dass dieser Locus C, welcher jeazinl genannt wird, dieseSB2-66 Genst, und dass eine
Deletion (2.5 kb) fur das Ausbleiben von Scharfeaméwortlich ist. Sie liegt in allen
untersuchten nicht scharfen Varietaten vor, istedatohl in einem sehr frihen Stadium der
Domestikation vorCapsicum annuurpassiert§4, 156.

Das GenSB2-66 (AT3) wurde in E. coli exprimiert und polyklonale Antikérper fur ein
Immunoblotting erzeugt. Damit konnte das Proteiklesiv in der Plazenta von Friichten 20
bis 40 Tage nach Bliute gefunden werden. Eine EnkywiEt konnte noch nicht
nachgewiesen werden. Aufgrund von Ahnlichkeiterdém Aminosduresequenz wird es zur
BAHD-Superfamilie der Acyltransferasen gerechnét, Alcetyl-, Malonyl- und aromatische
Acyl-Reste transferierer84).

Es stellt sich allerdings die Frage, ob diese BARME}transferase auch aliphatische,
langerkettige Fettsduren transferiert?

2007 konnten Stewart et al72) zeigen, dass es neben dem Aleinl mit der 2.5 kb-
Deletion eine weitere Verlustmutamian¥ mit einer 4b-Deletion gibt, die i6. chinense var.
NMCA 30036zum Ausbleiben von Scharfe fuhrt. Dies machte aiebh im Phanotyp durch
eine glatte Epidermis der Scheidewande ohne Blas¢heceptacles/blisters) bemerkbar.
Diese beiden rezessiven Allefeunl und pun® filhren bei einer Kreuzung nicht zum
Auftreten von scharfen Friichten in der F1-Genemnatierden also nicht komplementiert.
Das dem intakterPunl Gen entsprechende Protein wird ab 20 Tage nacte Biider
Scheidewand (interlocular septum) nachgewieseerdatigs nicht mehr nach 50 Tagen nach
Blute. Damit zeitlich korrelierend erfolgt eine kdmierte Hoch-Regulation mehrerer
Biosynthese-GendP@l , AT3undKas).

Votava und Bosland 167) berichteten im Vorfeld dieser Erkenntnisse von
Kreuzungsversuchen nicht-scharfer Varietaten, bemed in der F1-Generation scharfe
Frichte gebildet wurden. Sie benutzten die vonrhmét lov benannten Mutanten (loss of
vesicle), C. chinense var. NMCB0036 und C. chinense var. Pl 54319Miese wurden
sowohl untereinander, als auch mit der nicht-semaWarietdtC. annuum var. Keystone
Resistent Giangekreuzt. Diese Komplementierung legt den Schludgendass es sich um
unterschiedliche Allele oder Gene handelt (fun und lov). Also mussten auch die
VarietatenC. chinense var. Pl 54319(hd Keystone Resistant GiahetreffendPun undlov
charakterisiert werden.

Die Gruppe um Ochoa-Alejd l§8 benutzen Fragmente der COMT, pAMT und KAS Gene,
um diese mittels eines PHYVV-VectoRdpper Huasteco Yellow Veins Viyaaiszuschalten.
Damit sollte der Einfluss dieser Enzyme auf die $2&ginoid-Biosynthese untersucht werden.
Chili-Pflanzen, die unter dem Namen Serrano bekamd C. annuum var. Tampique)
wurden im Alter von 1 Monat durch den Beschuss\WWitifram-Mikropartikeln, welche mit
der PHYVV-DNA Uberzogen waren, infiziert. Der Edotler Infektion wurde mittels Dot-
Blot der verschiedenen Gewebe, wie Blatter, Pepikand Plazenta, Uberprift. Durch
unterschiedliche Vektoren (PHYVV::COMT, PHYVV:pAMilnd PHYVV:KAS) war es
mdoglich die Gene fur die Enzyme unabhangig vonelearzu deaktivieren (silencing). Bei
allen drei Modellen war ein Ruckgang des Capsaioms des Dihydrocapsaicins um etwa
80 %, verglichen mit dem Mittelwert von Frichtemezi Kontrollgruppe, zu beobachten.
Allerdings hatten Stewart et aB4) 2005 gezeigt, dass bereits die Infektion @apsicum
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mit einem leeren Virus-Vektor zu einer um 70 % wegerten Capsaicinoidproduktion fihrt.
Dies wurde mit dem Stress fiur die Pflanze durcke &irale Infektion erklart.

Zudem zeigten die Pflanzen, in denen COMT und KASgaschaltet waren, ein verringertes
Wachstum und einige weitere morphologischen Verdmdgen. Das fuhrt zu der Annahme,
dass diese Gene auch in anderen Geweben exprsitidrund in weiteren metabolomischen
Wegen eine Rolle spielen. Ochoa-Alejo et al. konra#erdings nicht genau spezifizieren,
welche Gene durch das Ausschalten genau betroifeh) da z.B. alleine vom KAS acht
Kopien auf sieben verschiedenen Chromosome@apsicumzu finden sind, wie ein Gen-
Mapping von Blum et al. ergali45). Es kann also keine Aussage dariiber getroffedever
ob eine hypothetische Veranderung in der Synthesemethylverzweigten Fettsauren der
Capsaicinoid-Biosynthese das kimmerliche Wachstwervanruft, oder ob ein anderes
Mitglied der KAS-Genfamilie dafur verantwortlichtidDas Ausschalten von pAMT schadete
der Pflanze, auf3erlich betrachtet, nicht. Hingeg&ndie Umsetzung von Vanillin zu
Vanillylamin (durch pAMT) fur die Pflanze nicht esdiell. Die Rolle von pAMT bei der
Synthese von Vanillylamin ist aber noch wenig estit.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass es h@rmmicht nur einen genetischen
Faktor gibt, der das Vorhandensein von  Schérfe rodteert (155.
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3 Zielsetzung

Capsaicinoide, wie auch die Capsinoide, sind dilmoh Wirkung als TRPV1-Agonisten in
vielfaltiger Form in der Pharmakologie im Einsat3ie zeigen viel versprechende
Eigenschaften bei der Unterdrickung der Cancerageng7-61). Weiterhin konnten
Capsaicinoide durch den Einfluss auf den Lipidstefthsel helfen, Zivilisationskrankheiten
wie Adipositas zu verringerr62-70. Die Kultivierung vonCapsicuraPflanzen stellt eine
groRe Herausforderung dar. Insbesondere im Hinbéiok die starke Heterogenitat im
Schéarfegehalt von verschiedenen Frichten der sé&lHanze 159. Um fur die vielfaltigen
Einsatzgebiete der Capsaicinoide Pflanzen zu kefewn, die ein Minimum an
Schwankungen im Capsaicinoidgehalt aufweisen, $stnetwendig, die Biosynthese der
Capsaicinoide zu untersuchen.

Obwohl seit vier Dekaden die Forschung zur Biosgathder Capsaicinoide in mehreren
Arbeitsgebieten gleichzeitig vorangetrieben wirthdseinige zentrale Aspekte noch nicht
verstanden. So ist bislang vollig unklar, warum Hesonderen Fettsauren, speziell die 8-
Methyl-trans-6-nonensaure in keinem anderen Genus gefunden ewurélr die
Fettsaurebiosynthese ist es dariiber hinaus selewdatmlich, dass als erste und einzige
Doppelbindung einerans-Doppelbindung eingefuhrt wird. Dies wurde bislaigenfalls nicht
aufgeklart.

Auf der Grundlage des heutigen Verstandnisses elsdrebiosynthese im Hinblick auf die
regulatorischen Einflisse von Acyl-CoA-Synthaserd utfie verschiedenen Acyl-Carrier-
Protein-Isoformen (ACP-Isoformen) ist die genauBetrachtung der Fettsaureintermediate
ein moglicher Forschungsansatz. Fujuwake etl8ll)(zeigte, das@ vitro die Kondensation
des Fettsdurerestes mit Vanillylamin zum Capsaidinon den Faktor 6,4 schneller verlauft,
wenn als Substrat die entsprechenden CoA-Derivadtatt der freien Fettsduren angeboten
werden. Mit molekularbiologischen Techniken und tel# genetischer Untersuchungen
wurden zwar verschiedene Enzyme der CapsaicinadyBthese charakterisiert, ein
analytischer Ansatz zur Untersuchung des Fettséaatepder Thioester wurde hingegen
bislang noch nicht beschrieben.

In dieser Arbeit soll der Pool der an ACP gebundeRettsduren untersucht werden. Die
Verlangerung der Fettsdurereste wahrend der Bibegatfindet am FAS llI-Enzymkomplex
statt, dabei ist die Fettsaure an Acyl-Carrier-8irogebunden. FAS II-Enzymkomplex stellt
eine biosynthetische Drehscheibe dar, von der muPrddukte zum Zeitpunkt verschiedener
Stadien der Kettenverlangerung zur endgiltigen “Yeodung in der Pflanze in
unterschiedliche Richtung transportiert werden. Adiesem Grund ist es besonders
interessant zu erforschen, ob zu diesem ZeitpuakiMuster der Capsaicinoide schon durch
das Muster der Acyl-ACP’s festgelegt ist.

Diese Fettsdurederivate stellen aktivierte, hocligmiche Analyten dar, die besondere
Malnahmen zur analytischen Erfassung erfordern.ebse wichtige Punkt auf der Agenda
ist die Etablierung einer empfindlichen und speziiien Methode zum Nachweis und zur
Bestimmung von Acyl-Thioestern von verzweigten eikéttigen Fettsauren aus dem
Pflanzen-Material.
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Aus diesem Grund ist es notwendig, in Eigenleist@apsicurPflanzen zu kultivieren.
Dadurch ist sichergestellt, dass Untersuchungsmbtefinierter Herkunft und geeigneter
Beschaffenheit (Frische, Scharfe, erwartetes Caipsédmuster) und Menge zur Verfliigung
steht.

Falls sich Acyl-Thioester zur richtigen Zeit (Bildg der Capsaicinoide ab etwa 20 Tage nach
Blate) am richtigen Ort (Ort der Biosynthese: PldaeGewebe) nachweisen lassen, ist es von
besonderem Interesse, diese mit dem Muster derzbigdiesem Zeitpunkt gebildeten
Capsaicinoide zu vergleichen.

Hieraus lassen sich dann Rickschlusse ziehennaieader Acyl-Thioester als Vorstufen der
Capsaicinoide fungieren. Bislang konnten derarigeschenstufen nicht direkt analysiert
werden.
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4 Untersuchungen und Ergebnisse

4.1 Analytischer Ansatz

Aufgrund der apparativen Voraussetzungen wird zestBhmung von Acyl-Thioestern ein
analytischer Ansatz gewahlt, welcher auf einer GE/MWhtersuchung nach Derivatisierung
zu den entsprechendéirButylamiden basiert. Mit dieser Methode konnten kKapet al.
(160 Acyl-Thioester in Spinatblattern bestimmen. l|hrelZwar die Bestimmung von
Thioestern, welche sich aus einem Acyl-Rest underainAcyl-Carrier-Protein (ACP)
zusammensetzten. Durch die Probenaufarbeitung undreigherung an einem
Anionenaustauschermaterial (DEAE-Cellulose) konntgrrferierende Derivate des Acyl-
Coenzym A (Acyl-CoA), welche ein analoges Reakti@mlalten aufweisen, entfernt und
Acyl-ACP im pmol-Bereich nachgewiesen werden. Diethbde darf als sehr selektiv
angesehen werden, da zuerst eine Thioester-Anraifpestattfindet, bei der evtl. stérende
Matrixbestandteile wie z.B. freie Fettsduren unpidé durch Waschschritte entfernt werden.
Hierauf folgt die Entfernung der Acyl-CoA’s mittedsner Lithiumchlorid-Lésung (0,15 M
LiCl). Nach einem weiteren Waschschritt kdnnen Aiyl-ACP’s Thioester mit erhdhter
lonenstarke (0,5 M LiCl) eluiert werden. Daraufdgbln wassriger Lésung eine Aminolyse-
Reaktion. Durch die Thioester-Funktionalitat sinccyPACP’s und Acyl-CoA’s sehr
reaktionsfahig und bilden unter den gewahlten Bguigen selektiv mit n-ButylamiiN-
Butylamide. Die erhaltenemM-Butylamide lassen sich mittels fllissig-flissig Bktion
isolieren und per GC/MS bestimmen.

Gewinnung von Pflanzenmaterial,
Zellaufschluss und Zentrifugation
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(GC/MS)

. J

Abbildung 4-1 FlieRschema zur Untersuchung der Thiester alsN-Butylamide
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Kopka et al. beschreiben, dass sich nach zehnrgariReaktionszeit mit Butylamin etwa
90 % der eingesetzten ThioesterN#Butylamiden umgesetzt haben. Da auch nach langerer
Reaktionszeit (30 min) lediglich Spuren véwButylamiden durch die Umsetzung von
Triacylglyceriden und freien Fettsduren zu verzeghwaren, kann die Methode, mit dieser
Probenvorbereitung und kurzer Reaktionszeit wahrefed Aminolyse-Reaktion, als
hochselektiv fur Thioester angesehen werden.

~20 g Pflanzenmaterial direkt nach der Ernte in flissigem Stickstoff einfrieren

v

Zerkleinerung (Moulinette)

70 ml Trichloressigsaure 5 %

A 4

Homogenisation (Ultra-Turrax)

v

Zentrifugation + Uberstand verwerfen

| 50 ml Trichloressigsaure 1 % l—b

A 4

Zentrifugation-Uberstand verwerfen

| 50 ml MOPS-Puffer pH 7,6 l—b

A 4

Zentrifugation und Uberfiihrung des Uberstandes auf Festphasenkartusche
(enthalt 10 ml DEAE-Sepharose)

| Pellet: Capsaicinoid-Bestimmung

A 4

1.Waschschritt: 60 ml MES-Puffer pH 6,1

v
2.Waschschritt: 250 ml MES-Puffer pH 6,1 (20 vol.%)
Isopropanol (80 vol. %)

3.Waschschritt: 60 ml MES-Puffer pH 6,1
v

Elution der Acyl-Coenzym A Derivate
50 ml 0,15 M LiCl in MES-Puffer pH 6,1 (75 vol. %)
Isopropanol (25 vol. %)

—>| Derivatisierung (Aminolyse)
A\ 4

4 Waschschritt: 60 ml MES-Puffer pH 6,1
v

Elution der Acyl-ACP Derivate
50 ml 0,5 M LiCl in MES-Puffer pH 6,1 (75 vol. %)
Isopropanol (25 vol. %)

I—> Derivatisierung (Aminolyse)

Abbildung 4-2 FlieRschema Probenaufarbeitung zur B&&immung von in vivo Gehalten an Acyl-
Thioestern in Pflanzenmaterial in Anlehnung an Kopla et. al (L60)
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Kopka et al. beschreiben die Elution der Acyl-CoK 815 M LiCl als einen Waschschritt,
der diese ,storende“ Verbindungen quantitativ endge soll. Fur die vorliegende
Fragestellung wird diese Fraktion zum Vergleich Bedsauremusters mit herangezogen und
die Methode in einigen Punkten modifiziert. Die Atdbng 4-1 zeigt den prinzipiellen Ablauf
und Abbildung 4-2 die einzelnen Schritte bei der tdgsuchung von Capsicum
Pflanzenmaterial auf Acyl-Thioester. Unmittelbachaler Ernte der Friichte werden diese in
Perikarp und Plazenta geteilt und in flissigemkStff eingefroren. Nach der Zerkleinerung
mit der Moulinette und Zellaufschluss mit dem Ulirarrax-Stab in Trichloressigséure wird
die entstehende Pulpe zentrifugiert und der Vorgaieglerholt. Die Trichloressigsaure wird
dabei mit dem Uberstand verworfen und der Zentafiomsriickstand nach dem 2.
Zentrifugationsschritt mit 3-Morpholinpropansulfénse-Puffer resuspendiert, um die Acyl-
Thioester in Losung zu bringen. Der bei der ans@anden 3. Zentrifugation des
Pflanzenmaterials entstehende Zentrifugationsraokst wird zur Untersuchung auf
Capsaicinoide mittels HPLC weiterverwendet. Diemntlider Bestimmung der bis zu diesem
Zeitpunkt der Fruchtentwicklung gebildeten Van#iglide. Der Uberstand enthalt u. a. die
Acyl-Thioester. Somit lassen sich Zusammenhéangeidieh des Verteilungsmusters der
Capsaicinoide und dem der Vorlaufer, den Acyl-CoAéskennen. Da sictCapsicurm
Fruchtmaterial nach der Homogenisation und Zergafion nur unvollstandig absetzt und
sich im Uberstand immer Reste der Pflanzenmatrfintben, ist es notwendig, das weitere
Clean-up mit Saulen grof3en Innendurchmesgers/2“ mm) durchzufuhren. Bedingt durch
ihre groR3e Oberflache verstopfen die Fritten di€smtphasenkartuschen nicht so leicht. Aus
diesem Grund wird auf 75 ml Leerkartuschen, welcliieDEAE-Sepharose beladen werden,
zur Festphasenanreicherung zuriickgegriffen. Werdén Untersuchung 20 g Pflanzen-
material eingesetzt, so betragt der Faktor der iBheeung der Thioester bis zur Injektion der
N-Butylamide (20 pul Gesamtvolumen) etwa 1000.

Die fur die Analytik deN-Butylamide verwendeten Reagenzien und Standardwirbgen
sind in Tabelle 4-1 zusammengestellt.

Tabelle 4-1 Ubersicht eingesetzter Standards und Rgenzien

Substanz Hersteller Qualitat eigene Verwendungszweck
geman Charakterisierung
Hersteller
n-Butylamin Aldrich 99,5 % GC/MS Derivatisierung
8-Methyl-6-nonenséaure Maybridge >97 % GC/IMS analyt. Standard
cistransGemisch LC/MS Synthese-Edukt
Diisopropropylether (DIPE) Riedel de HPLC-Grade GC/FID Lésungsmittel
Haen nochmals GC/MS
destilliert
Capsaicin (C) Fluka 65 % HPLC/Fluoreszenz HPLC-Gaah
Dihydrocapsaicin (DC) Sigma 90 % HPLC/Fluoreszenz  PLB-Standard
Myristinsauremethylester Fluka >99,5% GC/MS GC/MS-Standard
(ISTD) ISTD
N-Butylhexanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
Synthese
N-Butyl-2-methylhexanamid eigene >99,5% GC/MS Aufarbeitungsstandard
(ASTD) Synthese ASTD
N-Butylheptanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
Synthese
N-Butyloctanamid eigene >99,5% GC/IMS GC/MS-Standard
Synthese NMR
N-Butylnonanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard

Synthese
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Substanz Hersteller Qualitat eigene Verwendungszweck
gemaf Charakterisierung
Hersteller
N-Butyl-7-Methyloctanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
(Fettsaurerest analog NDC) Synthese NMR
N-Butyl-8-Methylnonanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
(Fettsaurerest analog DC) Synthese NMR
N-Butyl-8-Methyl-6-nonenamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
(Fettsaurerest analog C) Synthese NMR
N-Butyldecanamid eigene ~99 % GC/MS GC/MS-Standard
Synthese NMR
N-Butyl-9-oleoylamid eigene >99,5% GC/IMS GC/MS-Standard
Synthese
Acetyl-Coenzym A Sigma ~94 % LC/UV analyt. Standard
LC/MS
n-Octanoyl-Coenzym A Sigma 98 % Photometrie analyt. Standard
LC/UV
LC/MS
n-Decanoyl-Coenzym A Sigma >90 % * *

* n-Decanoyl-CoA konnte als Standard aufgrund sterklatrixinterferenzen bei der Bestimmung vbh
Butyldecanamid nicht verwendet werden und wurddakesnicht weiter charakterisiert.

In einigen Fallen konnten die Herstellerangabenigézh der Reinheit der Verbindungen
nicht bestétigt werden. Dies wird in den Versudleste in denen die Verbindungen zum
Einsatz kommen, ausfuhrlich dargelegt. Weitere Gkalen sind unter 7.9.1 aufgelistet.

4.1.1 Aminolyse-Reaktion und Analytik der N-Butylamide

Die Verbindungsklasse der Thioester spielt im Zusamhang der Carbonsaurechemie in
lebenden Systemen eine grundlegende Rolle. Der e$téo wirkt dabei als
Carbonsaurederivat, das leichter nucleophil anffegriwerden kann als der entsprechende
Sauerstoffester. Der starke GroRRenunterschied hems&chwefel und Sauerstoffatom fihrt
dazu, dass Sauerstoff einen gréReren Resonanzpeitra Carbonyk-System leistet und
dieses somit besser stabilisiert. Da Thioester geFniesonanzstabilisiert sind, erfolgt die
Addition eines Nucleophils an das Carbonylkohleffistom und damit der Bruch der
Bindung bei ihnen rascher, als bei Carbonsaureedi#ne solche Additions-Eliminierungs-
Reaktion findet wéhrend der Aminolyse-Reaktion nhen Acyl-Thioestern und n-
Butylamin in basischem Milieu statt (s. Abbildung3® Dabei entstehen aus einem Mol
Acyl-CoA bzw. Acyl-ACP ein MoIN-Butylamid.

M&Co A HZN/\/\

O
Acyl-CoA (-ACP)

Butylamin
)\/\/\/WH\/\/
O
N-Butylamid

Abbildung 4-3 Aminolyse: Umsetzung von Thioesterzu N-Butylamiden (Acylrest: Fettsaure
des Capsaicins)
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Die Aminolyse-Reaktion und die anschlieRende Arreiaong der erhaltened-Butylamide
erfolgen nach folgender Standardarbeitsanweisung:

50 ml des Eluenten aus der Festphasenanreichefyhg N LiCl in MES-Puffer pH 6,1
(75 vol. %) und Isopropanol (25 vol. %)) werdene@men 100 ml Erlenmeyerkolben mit
Normschliff gegeben. AnschlieRend werden zu jedensafz 5 ml Butylamin (99,5 %,
Aldrich) hinzupipettiert und der Kolben mit einemlaGstopfen verschlossen und kraftig
geschuttelt. Die Reaktionszeit betragt 15 min, woipe 5-minttigen Intervallen kraftig
geschittelt wird. Zum Abbruch der Reaktion werde?,5Inl Salzsaure (HCIl, 4 M)
hinzugegeben und ebenfalls kraftig geschuttelt. Wiiversalindikatorpapier wird der pH-
Wert kontrolliert und bei basischer Reaktion noatptenweise HCI bis zur Neutralisation
hinzugetropft. Um einen Reagenzienblindwert zu keha wird mit 50 ml des Eluenten
ebenfalls die Aminolyse-Reaktion durchgefiihrt. Bigssrige Reaktionsmischung wird 2-mal
mit 20 ml Diisopropylether (DIPE) (HPLC-Grade, naadls destilliert) in einem 250 ml
Scheidetrichter ausgeschdttelt, um deButylamide zu extrahieren. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit ca. 20 g wasserfrélatriumsulfat (Fluka) getrocknet,
durch einen Faltenfilter (Roth) filtriert und inn@m 100 ml Rundkolben bis auf einen Rest
von ca. 2 ml eingeengt. Der Rickstand wird mit DiREnNtitativ in einen 10 ml Spitzkolben
Uberfihrt und am Rotationsverdampfer zur Trockeimgezngt. Nach erneutem Losen in
wenigen pl DIPE wird der Rickstand in ein p-Ingeda. 220 pl) eines 2 ml Probengléaschens
Uberfuihrt und erneut bis zur Trockene eingedampét anschlieRend in 20 ul DIPE geldst.
Bei der manuellen Injektion der Proben betragt dagektionsvolumen fur die
gaschromatographische Untersuchung 2 pl.

4.1.2 Untersuchung der N-Butylamide mittels GC/MS

Tabelle 4-2 Gerateparameter GC/MS

Gaschromatograph HP 5980 Series Il

Masseselektiver Detektor HP 5989 MS Engine (Quadrupol / HED)
Autosampler HP 7673

Injektor Split/Splitless 250°C

Vorsaule CS FS Phenyl-Sil-Desaktivierung (3 m * 0,25 um Ip)
Séule J&W DB-5 MS (30 m * 0,25 um Film * 0,25 mm ID
Tragergas Helium 1,2 ml / min

Transferline 250°C

lonenquelle 200°C

lonisation Elektronenstof3ionisation mit 70 eV

Quadrupol 100°C

Vakuum ca. 3,5*100 torr

Die Identifizierung demM-Butylamide erfolgt durch die Retentionszeiten. Blsispiel ( s.
Abbildung 4-4) ist ein Totalionen-Chromatogramm NeButylamide mit den Fettsdureresten
der 3 Hauptcapsaicinoide Capsaicin, Dihydrocapsaicid Nordihydrocapsaicin abgebildet.
Es handelt sich um die VerbindungemM-Butyl-7-methyloctanamid, N-Butyl-8-
methylnonanamid undN-Butyl-8-methyl-6(tr)-nonenamid. Diese analytisch&tandards
wurden aus Carbonsaurechloriden und n-Butylaminheyisiert (s. Kapitel 7.7.1 und 7.7.2)
und einer Authentizitatskontrolle per NMR und GC/NKS Kapitel 7.7.3) unterzogen. Der
Peak bei g¢=20,00 min zeigt zwei koeluierende Verbindungeit dem Ansatz einer
Trennung. Es handelt sich um die/transisomere dedN-Butyl-8-methyl-6-nonenamides.
DastransIsomer eluiert etwas spéater, da die Trennung aufethgesetzten unpolaren Phase
vornehmlich nach dem Siedepunkt stattfindet. Egt leehr vomcis- als vomtrans-isomers
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vor, was darauf hindeuten konnte, dass die vonM&ybridge gelieferte Saure nicht aus
natlrlichen Capsaicinoiden stammt. Fur die Auswmygm werden die Flachenwerte beider
Verbindungen als Summe verwendet.

TIC: 70214#2.D
Abundance
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Abbildung 4-4 Totalionen-Chromatogramm der analytichen Standards N-Butylamide der
Fettsaurereste der 3 Hauptcapsaicinoide)

Um moglichst vieleN-Butylamide eindeutig zuordnen zu kdnnen sind inages10 N-
Butylamide synthetisiert worden. Als Edukte wurddie entsprechenden Carbonsaure-
chloride und n-Butylamin eingesetzt. Waren keiner&éhloride verfigbar, so wurden die
Fettsduren zunachst mittels Oxalséuredichlorid B#marechlorid umgesetzt. Die detaillierte
Synthesevorschrift findet sich in Kapitel 7.7.2.

Tabelle 4-3 Retentionszeiten der synthetisierteN-Butylamide

N-Butylamid Summenformel tr MW
[min] [g/mol]
N-Butylhexanamid GH>1NO 14,7 171
N-Butyl-2-methylhexanamid (ASTD) C11H23NO 14,8 185
N-Butylheptanamid GH23NO 16,4 185
N-Butyloctanamid @HsNO 17,9 199
N-Butyl-7-methyloctanamid C3Ho7NO 18,9 213
N-Butylnonanamid GH7NO 19,5 213
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid C1Ho7NO 20,0 225
N-Butyl-8-methylnonanamid C14H29NO 20,4 227
N-Butyldecanamid CH>gNO 21,0 227
N-Butyl-9-oleoylamid G,H43NO 33,1 337

Die Charakterisierung deM-Butylamide erfolgt durch die im Scan-Modus aufgentenen
Massenspektren. Hierbei wird der Bereich von mB5=bis m/z = 350 registriert. Die
Massenspektren dé&-Butylamide zeigen alle ein ausgepragtes Molekil-@marakteristisch

ist zudem die Abspaltung von Butylamin und die dasmhergehende Bildung eines M-72
lons (nicht stabil beinN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid) vom Typ R=O" durcha-Spaltung.
Aus der Spaltung jeder Bindung der Kohlenstoffkelits Fettsdurerestes entsteht eine Reihe
von Fragmenten, bei denen die Ladung jeweils anAdeidbindung verbleibt. Ein fur die
Quantifizierung und Identifizierung wertvolles Idrildet aus dieser Reihe das Fragment
m/z =128 und das lon des McLafferty-Umlagerungdpkbes m/z = 115. Bei der
McLafferty-Umlagerung wird da®N-Butylamid in p-Position zur Amidbindung gespalten,
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nachdem ein Wasserstoffatom vyirPosition auf den Carbonyl-Sauerstoff tbertragemdeu
(161). Dieses Produkt der McLafferty-Umlagerung wird steigender Kettenlange des Acyl-
Restes immer bedeutender. Kopka et &60( beschreiben, dass dieses FragmentNbei
Butylbutanamid nur eine untergeordnete Rolle spielt

Scan 1005 (21.030 min): 70618#1.D
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Abbildung 4-5 Massenspektrum (El, 70 eVN-Butyldecanamid

Bei N-Butylamiden mit unverzweigtem, gesattigtem Fettséast sind die Massenspektren
weitgehend analog zurN-Butyldecanamid aufgebaut. Das Verhéltnis von miA5 und
m/z = 128 unterscheidet sich hingegen deutlich,nveim ungesattigter Fettsurerest Nn
Butylamid vorliegt. Als Beispiel sei hier d&sButyl-8-methyl-6-nonenamidr@ns) genannt,
welches den Fettsaurerest des Capsaicins beinhaltet

Scan 952 (20.102 min): 70618#1.D
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Abbildung 4-6 Massenspektrum (El, 70 eVN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid

4.1.3 Responsefaktorbestimmung

Dem Massenspektrum (Abbildung 4-6) ist zu entnehndass bei ungesattigtem Acyl-Rest
der N-Butylamide das Fragment m/z = 128 den Basispeaktalir Die Bildung dieses

cyclischen Fragmentes wird vermutlich durch die pelpindung des Fettsdurerestes
energetisch beglnstigt. In Chromatogrammen erkenah bei der Visualisierung der
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Massenspuren m/z =115 und m/z = 128 sehr leicimt Eeak desN-Butyl-8-methyl-6-
nonenamides, denn die Intensitaten der beiden Magaeen sind im Gegensatz zu denen der
gesattigten N-Butylamide nahezu gleich groR. Auf Grundlage dies@nntnisse des
Fragmentierungsverhaltens dirButylamide werden die beiden Massenspuren m/z = 115
und m/z = 128 zur sensitiven Messung im SIM-Modeswendet.

Bei der Aminolyse-Reaktion und der Aufarbeitung dRodukte durch Ausschuitteln und
Einengen treten Verluste auf. Diese konnen nurldem dem Analyten mdglichst &hnlichen
Aufarbeitungsstandard (ASTD) erfasst werden. Deniggweg ware die Verwendung von
Stabilisotopen-markierten ACP- oder Coenzym A-Detiewi. Diese mussten am C1- und/oder
am C2-Atom des Acyl-Restes markiert sein, damit siach der Aminolyse die Markierung
im Molekulteil der Hauptfragmente ded-Butylamide bei der ElektronenstoR3ionisation
befindet. Solche malRgeschneiderten Verbindungea lsdmmerziell nicht verfugbar. Eine
eigene Synthese wurde im Hinblick auf die Aufwanaé¢n-Relation nicht erwogen, da
schon die Beschaffung der Edukte, aufgrund der rizkmen Fettsdurereste, schwierig und
teuer gewesen ware. Zudem sollte bei der Syntheseawmalytischen Standards ein reines
Produkt definierten Gehaltes erhalten werden. DBssbei der geringen Stabilitat von
Thioestern kaum moglich. Eine Hilfskonstruktion, umhie Aufarbeitungsschritte zu
kontrollieren, ist der Einsatz eines potentiellendgroduktes, einenN-Butylamid mit
verzweigtem Fettsdurerest mittlerer KettenlAngeertli wurde ein Butylamid aus 2-
Methylhexansaure und Butylamin Gber den Zwischenitsaes Saurechlorides synthetisiert.
Als N-Butylamid verfugt diese Verbindung Uber dieselbankfionellen Gruppen wie die
Analyten. Zudem entspricht die Kohlenwasserstofft&@ange (C7) in etwa der der
gesuchterN-Butylamide. Eine 2-Methylverzweigung wurde bish@hn bei Fettsaureresten
der Capsaicinoide beschrieben, deshalb ist diesdiér Uberprifung demN-Butylamid-
Anreicherung ein geeigneter Standard. Ist das ivelafnsprechverhalten des Detektors
(Responsefaktor) vom ASTD zum Analyten bekannt|adsst sich der Gehalt des Analyten
berechnen.

Abundance
N-Butyloctanamid
17198 N-Butyl-7-methyloctanamid
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Abbildung 4-7 Chromatogramm verschiedener Standardsnit jeweils ca. 80 pg/ml; SIM-Modus mit den
Massenspuren m/z : 115, 128 und 129
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4.1.3.1 Vergleich der Responsefaktoren von  N-Butyl-7-methyloctanamid und  N-Butyl-8-

methylnonanamid in Bezug auf  N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid

Die Fettsaurereste der hier untersuchiteButylamide sind identisch mit den Fettsdureresten
von Nordihydrocapsaicin, Dihydrocapsaicin und Cagsaund treten immer gemeinsam auf.
Zur Bestimmung des Verteilungsmusters der Vorlad&rHauptcapsaicinoide sind sie daher
von besonderem Interesse. Fir einen niedrigen Kira@nsbereich (injizierte Menge 10-15
ng absolut) wurden deshalb die individuellen Respéaktoren Rf) ermittelt. Die
Bestimmung ist notwendig, obwohl die dr&i-Butylamide zur selben Substanzklasse
gehoren, denn es zeigt sich, dass die DoppelbindunBettsurerest zu einer verstarkten
Bildung des Fragmentes m/z = 128 fuhrt. Als Bezudfdg dient hierbei dabl-Butyl-8-
methyl-6-nonenamid, welches den Fettsaurerest dpsdizins tragt.

Liegen nach einer Messung dieser didiButylamide, als Derivate der Thioester,
Flachenwerte vor, so missen die FlacheneinheitarNvButyl-8-methylnonanamid untl-
Butyl-7-methyloctanamid um den ermittelten Respéaiger korrigiert werden.

Um die relative Verteilung der drdi-Butylamide zu berechnen, wird die Flacheneinhe)(F
desN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid gleich 1 gesetzt undatieeren beiden Flacheneinheiten
derN-Butylamide um den Responsefaktor korrigiert.

Standardlésung in DIPE: N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid: 72,14 pg/mi
N-Butyl-8-methylnonanamid: 69,66 pug/ml
N-Butyl-7-methyloctanamid: 68,26 pg/mi

Die Losung wird danach noch 1:100 verdinnt, umdiEm zu erwartenden Messbereich einen
realistischen Wert fir die Korrekturfaktoren zu atbn. Zur gaschromatographischen
Messung werden 2 pl injiziert.

Formel 4.1 ResponsefaktoN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid (NB8MNG6NA)
f= FE(NB8MG6NA) * c(N — Butylamid)
FE(N - Butylamid * c(NB8M6NA)

An zwei Tagen wurden jeweils 2 Messungen mit deeselLosung durchgefihrt. Hierbei
zeigten sich erhebliche Unterschiede im Anspredtaleen des Massenspektrometers, wie
man an den differierenden FE ein und derselben Kompte erkennen kann. Relativ
zueinander bleiben die FE konstant, was die Vomtmeeg zum Einsatz deRf zur
Bestimmung des Verteilungsmusters ist.

Tabelle 4-4 Messung des Standard-Mischung adéButyl-8-methyl-6-nonenamid, N-Butyl-8-
methylnonanamid und N-Butyl-7-methyloctanamid

Verbindung Tag1/Inj. 1 Tag 1/Inj.2 Tag 2/Inj. 1 Tag 2/ Inj. 2
FE*10° FE*10° FE*10° FE*10°
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid 1,04 1,01 0,20 0,20
N-Butyl-8-methylnonanamid 1,55 1,45 0,31 0,29
N-Butyl-7-methyloctanamid 1,52 1,48 0,26 0,24

Rf1 Rf2 Rf3 Rf4 Mittelwert Rf

N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
N-Butyl-8-methylnonanamid 0,812 0,661 0,659 0,748 720,
N-Butyl-7-methyloctanamid 0,665 0,658 0,633 0,630 640,
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4.1.3.2 Bestimmung des Responsefaktors ( Rf) fir N-Butyloctanamid relativ zu  N-Butyl-2-
methylhexanamid (ASTD)

Als Standardverbindung zur Uberpriifung der Wiedeliing wahrend des Clean-up an
DEAE-Sepharose wurde mit Octanoyl-CoA eine der wgemi kommerziell verfigbaren

Verbindungen mittlerer Alkylkettenlange aus der &re der Acyl-Thioester ausgewahlt. Zur
spateren Quantifizierung und damit zur Berechnueg Wiederfindung dieser Verbindung
wurde der Responsefaktor des korrespondiereNelBatylamid-Derivates relativ zum ASTD

ermittelt.

Standardlésung in DIPE: N-Butyloctanamid: 110,44 pg/mi
N-Butyl-2-methylhexanamid: 87,69 pug/ml

Das Injektionsvolumen liegt jeweils bei 1,5 ul. Diesultierenden Flachenwerte liegen im

Bereich von 10*1OFE. Das entspricht gréBenordnungsmafig den FEeu&ersuchen zur

Wiederfindung und Wiederholbarkeit (4.2.3 ff.).

f = FE(ASTD * c(Analyt)
FE(Analyt* c(ASTD

Formel 4.2 Responsefaktor

Tabelle 4-5 ResponsefaktoreiN-Butyloctanamid

Verbindung Inj. 1 Inj. 2 Inj. 3 Inj. 4
FE*10° FE*10° FE*10° FE*10°
ASTD 8,92 7,18 9,30 8,07
N-Butyloctanamid 15,59 10,90 15,83 12,30
Rf1 Rf2 Rf3 Rf4 0 Rf
ASTD 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
N-Butyloctanamid 0,719 0,827 0,737 0,823 0,746

Stellt man die Formel zur Responsefaktorbestimmuach c(Analyt) um, so kann man die
Konzentration des Analyten berechnen. Dies seltdihgs voraus, dass die Bestimmung des
Korrekturfaktors méglichst gleichartig wie die Masg der Proben verlauft. In den Féllen in
denen dieser ASTD zur Anwendung kam wurden dem Alyse-Ansatz 5,44 ug bzw. 10,88
pg des Aufarbeitungs-Standards (100 pl/200Hutyl-2-methylhexanamid, 54,44 pg/ml in
DIPE) zugegeben. Unter der Annahme eines lineabsa@dmenhanges kann man mit diesem
Responsefaktor auch in anderen Konzentrationsieneic eine Gehaltsabschatzung
vornehmen. Die Abhéangigkeit deRf vom Konzentrationsbereich wurde nicht explizit
untersucht.

4.1.3.3 Lineare Kalibration mit internem Chromatogr ~ aphie-Standard (ISTD) zur Bestimmung
analytischer Grenzwerte

Die Untersuchung voin vivo-Gehalten an Thioestern im Bereich von 0,01 uM bjsM
erfordert eine Sensitivitat im pmol-Bereich bei démtersuchung von 1 g Pflanzenmatrix
(160. Um die Leistungsfahigkeit der Methode abschéatzan kdénnen, wird eine
Kalibrationsreihe miiN-Butyloctanamid erstellt. Dazu wurden etwa 10 mg sleghetisierten
N-Butyloctanamid genau eingewogen und in 100 ml Dgfest. Aus dieser Stammldsung
wurden danach wiederum verschiedene Verdinnungsstuérgestellt, welche einen ISTD
zur Eliminierung von Injektionsschwankungen und db&rresponseschwankungen in
jeweils gleicher Konzentration enthielten. Als Imer Standard (ISTD) wurde
Myristinsduremethylester verwendet. Das Peakflaohdriltnis dedN-Butyloctanamids zum
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ISTD wurde gegen die Konzentration aufgetragen. Ales Kalibriergerade wurden
Nachweis-, Bestimmungs- und Erfassungsgrenze abgesc

0,7 4

0,6 1 s

y =0,1925x - 0,0344

0.5 1 R? = 0,9936

0,4 4

0,3 4

0,2 4

Flachenverhéltnis Butylamid/ISTD

0,14

0,1
¢ (N-Butylamid) [ug/ml]

Abbildung 4-8 Kalibriergeraden von N-Butyloctanamid; Flachenwerte relativ zu ISTD Myristinséaure-
methylester

Die Kalibrierldsungen wurden mit dem Autosamplgiziart. Das Injektionsvolumen betrug
2 ul. Die Messung erfolgte im SIM-Modus, wobei dassenspuren m/z =115 und
m/z = 128 N-Butylamide) und die Massenspur m/z = 74 (McLaffddiylagerungsprodukt
von Methylestern ISTD) zur Quantifizierung verwenderden. Die Flacheneinheiten jeder
Verbindung berechnen sich aus den Summen der It#tsrs der drei aufgenommenen
Massenspuren.

Tabelle 4-6 DIN 32645: Analytische Kenndaten

analytische Kenndaten & Grenzwerte N-Butyloctanamid

Steigung a 0,1925
Achsenabschnitt b -0,0344
Korrelationskoeffizient R 0,9936
a-Fehler [%] 5

Anzahl der Messungen pro Kalibrierpunkt n 2
Nachweisgrenze [pg/ml] 0,228
Erfassungsgrenze [ug/ml] 0,457
Bestimmungsgrenze [ug/ml] 0,792

Nach DIN 32645 ergibt sich flr eine ZweifachmessprgWertepaar und einenFehler von
5% eine Nachweisgrenze von 228 pgButyloctanamid/l bzw. 1,146 umol/l. Bei 2 ul
Injektionsvolumen entspricht das 456 pg bzw. 2,2®iN-Butylamid.

Die vorliegende Methode ist geeignet um fiir N-Baitigide im pmol-Bereich einen Peak zu
erhalten, welcher ein Signal-Rauschverhaltnisx@naufweist.
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4.2 Charakterisierung des Testsystems fur Acyl-Thio  ester

Zur Uberpriifung der Probenaufarbeitung und der \Bésierung stehen 2 kauflich
erworbene Acyl-Coenzym A Standards zur Verfliigung.

Tabelle 4-7 Kommerziell verfugbare Coenzym A-Derivee

Acyl- CoA Standard Bezugsquelle Menge Qualitat geman Hersteller

n-Octanoyl-Coenzym A Sigma 10 mg 98 %
C29H50N7017P38*3Li*3,5H20

893,73 g/mol (der freien Saure)

n-Decanoyl-Coenzym A Sigma 5 mg >90 %
C31H54N7017P3S*3Li*3,5H20

921,73 g/mol (der freien Saure)

Die Retentionszeiten deN-Butylamide, welche aus diesen zwei CoA-Derivategr p
Aminolyse entstehen, wurden bereits ermittelt (Tiabe-3).

Um ein mdglichst realistisches Bild vom chemischMemhalten der Acyl-Thioester aus Chili-
Pflanzen wahrend der Aufarbeitung und der Deriletti;ig zu erhalten, ist es notwendig,
einen Standard mit dhnlichen chemisch-physikaliscB&genschaften als Modellsubstanz
einzusetzen. Allen Acyl-CoA-Verbindungen gemein ister CoA-Rest und die
Unterscheidung ist nur tber den Kohlenwassersgiffr@glich. Die verwendeten Standards
sollten demnach einen &hnlichen Kohlenwasserste$tRwie die zu untersuchenden
Thioester haben. Die Fettsdurereste der 3 Hautichpside haben 9 oder 10 C-Atome und
sind methylverzweigt. Coenzym A-Derivate mit vermyten oder ungeradzahligen
Fettsdureresten sind als Standards nicht verfugBeashalb kommen nur Octanoyl-
Coenzym A und Decanoyl-Coenzym A zur Charaktenisigrder Methode im Hinblick auf
die Isolierung von Capsaicin-Vorstufen in Betracbter Reagenzienblindwert (fur die
gesamte Aufarbeitung ohne Pflanzenmatrix) liefegrelis geringe Mengen arN-
Butyloctanamid und deutlich mehN-Butyldecanamid deren Quelle nicht eindeutig
identifiziert werden konnte. Daher eignet sich @otd-Coenzym A, um das vorliegende
Verfahren auf seine Wiederfindung und Reproduzideiazu untersuchen. Das von Kopka
et. al beschriebene Verfahren stellt die MoglichkeiAussicht zwischen den verschiedenen
Thioester (CoA vs. ACP) zu unterscheiden. Aus die@rund misste auch mit einem ACP-
Standard geeigneter Acyl-Kettenlange die WiedetfirglUberpruft werden. Diese sind nicht
kommerziell verfligbar. Die folgenden Arbeiten bagchken sich auf die experimentelle
Charakterisierung des Verhaltens von Octanoyl-Co&hnend Anreicherung an DEAE-
Sepharose, Aminolyse, gaschromatographischer Tregnnund massenspektrometrischer
Messung.

4.2.1 Bestimmung des Octanoyl-Coenzym A-Gehaltes

Das Octanoyl-CoA (Sigma) wurde in einer Ampulleigielrt, weshalb der gesamte Inhalt
zunachst gemanR Kopkag0) in 1 ml Essigsaure (1 mM) geldst und bis zur amdung bei
minus 18 °C gelagert wurde. Die Ampulle wurde zugewogen, so dass eine Masse von
10,3 mg an Octanoyl-Coenzym A-Salz ermittelt werdesnnte. Nach Angaben des
Herstellers liegt das Acyl-CoA als Lithiumsalz / Mazhydrat vor. Somit entsprechen 10,3 mg
dieses Salzes 10 mg des freien Octanoyl-CoA’s.Teihder erstellten Stammlésung wurde
1:200 mit MES-Puffer (10 mM, pH 6,1) verdunnt undAliquoten zu je 1,5 ml in Eppendorf-
Cups im Gefrierschrank gelagert. Hierzu wurden [iDOder Stammlésung mit einer
Kolbenhubpipette in einen 20 ml Messkolben pipdttiend bis zur Markierung mit MES-
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Puffer (10 mM, pH 6,1) aufgefillt. Um den Gehalesk Losung zu bestimmen wurde der
molare Extinktionskoeffizient fiir Coenzym A Derieaton 16,8 mmotcm™#| nach Kopka
et. al (60 verwendet. Die photometrische Bestimmung fand dieer Wellenlange von
260 nm statt. Die Messung erfolgte in Quarzkivegegen Luft und zum Nullabgleich wurde
MES-Puffer (10 mM, pH 6,1) eingesetzt.

Molekulargewicht Octanoyl-CoA (£8H50N7O17PsS): 893,7 g/mol
Verdinnungsfaktor F: 200
Schichtdicke d: lcm
molarer Extinktionskoeffizient: 16,8 mmistm™*|
Konzentration ¢ mg/ml
Extinktion E
Tabelle 4-8 photometrische Bestimmung des OctanofloA-Gehaltes
Messung Extinktion

1 0,712

2 0,714

3 0,714

Mittelwert 0,713
* -3 % *
o= MLCELCF o= 8937g* 0,713*10° * mol Cm:?,585g/|
dle mol*lcm* 168

Formel 4.3 Photometrische Bestimmung des Gehaltes &ctanoyl-CoA in der Stammlésung

Aufgrund der Einwaage sollte der erwartete Wertdig Konzentration der Octanoyl-CoA-
Stammldsung 10,3 g/l betragen. Der photometrisachegsene Gehalt an Octanoyl-CoA in
der erstellten CoA -Stammldsung betragt 7,59 mgimt 37,9 pg/ml in der 1:200
Verdinnung. Da der photometrisch ermittelte Gelddt Losung stark von dem zu
erwartendem Gehalt abweicht, soll ein Teil auf sedusammensetzung hin untersucht
werden. Die photometrische Untersuchung erfaset Bdistandteile der Losung, welche bei
einer Wellenlange von 260 nm elektromagnetischah8ing absorbieren. Deshalb wurde die
Stammldsung mittels LC-TOF-MS charakterisiert.

4.2.2 Charakterisierung des n-Octanoyl-CoA Standard s mittels LC-TOF-MS

Fir die Untersuchung mittels LC-MS wurde ein beB °C gelagertes Aliquot der
Stammldsung erst unmittelbar vor der Injektion atdgt, damit sich moglichst wenig vom
Octanoyl-CoA zersetzt. 100 pl wurden 1:4 mit Rei@stser verdinnt und injiziert. Wahrend
der chromatographischen Trennung (siehe Kapitgl witl die Absorption bei 260 nm, das
Totalionen-Chromatogramm von m/z 50 bis 1000 uredchkeitig jede Massenspur einzeln
aufgezeichnet.
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Abbildung 4-9 UV-Spur, Totalionen-Chromatogramm und Massenspur m/z = 894

Dabei zeigte sich, dass bei einer Wellenlange veb rin mehrere Komponenten, welche
chromatographisch nicht sauber getrennt werden teanrabsorbieren. Das Octanoyl-CoA
eluierte mit einer Retentionszeit von 27,2 min uwdrde Uber das Massenspektrum
(Abbildung 7-8) eindeutig identifiziert. Das gleiditig aufgenommene Totalionen-
Chromatogramm und die Massenspur m/z = 894 konrde B0 interpretieren, dass die
vermeintliche Hauptkomponente, namlich das Octa@mA, lediglich ein Minorbestandteil

der Standardlosung ist. Ein Blindlauf konnte dienkonination durch analytische Artefakte
ausschlieBen. Unbertcksichtigt bleibt dabei, ob htnieeventuell Bestandteile der
Standardlésung durch eine Diskriminierung aufgruadterschiedlicher lonisierbarkeit
unterreprasentiert dargestellt werden. Anderersgiisgelt der hohe Extinktionswert bei der
photometrischen Bestimmung des Octanoyl-CoA Gehatieht zwangslaufig den realen
Gehalt wieder, sondern ist die Summe der Absorptiobei 260 nm aller vorhanden
Bestandteile in der Stammldsung.

Es bleibt zu konstatieren, dass der Gehalt Uber 116 %-Flachenwert-Methode des

Totalionenchromatogramms ohne weiteres nicht zigldss Ohne Bedenken kann der Wert
aus der photometrischen Gehaltsbestimmung untet feBloch nicht zur Konzentrations-

bestimmung herangezogen werden. Fur weitere Umdieusigen wurde angenommen, dass
der Gehalt der 1:200 verdiinnten Octanoyl-CoA Losub@ pg/ml ist.

4.2.3 Aminolyse-Reaktion mit Octanoyl-Coenzym A

Mit der vorliegenden Standardlosung wurde die Ums®g des Coenzym A-Thioesters zum
Butylamid zu Uberprift. Hierzu wurde eine bestimmiéenge an Octanoyl-CoA-
Standardlésung der Derivatisierung unterzogen und @mnem Reagenzienblindwert
verglichen. Zur Erkennung von Verlusten bei derabéitung nach der Aminolyse-Reaktion
wurde dem Reaktionsansatz der Aufarbeitungs-Stdnd@kSTD) zugegeben. Um
Schwankungen bei der Injektion und des Anspreclalths des Detektors zu Uberprifen
wurde zur Erstellung der linearen Kalibration denteine Standard (ISTD)
Myristinsduremethylester verwendet. Diese Funkitioidbernahm hier ebenfalls der ASTD.
Hierbei handelte es sich um dadsButylamid der 2-Methylhexansaure. Der Fettsaurestst
methylverzweigt und unterscheidet sich nur geriggfiin der Kettenlange zuniN-
Butyloctanamid. Er war nicht durch Reagenzien-Vegimgungen bereits im Aminolyse-
Ansatz vorhanden und sollte sich aufgrund seinemisch-physikalischen Eigenschaften
ahnlich wie der Analyt verhalten.
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4.2.3.1.1 Versuchsdesign

Zu 50 ml des Eluenten der Festphasenanreicherih5(M LiCl in MES-Puffer pH 6,1
(75 vol. %) und Isopropanol (25 vol. %)) werden 100 der Octanoyl-CoA-Lésung
(£50 ug/ml, Herstellerangabe) und 100 ul des intern&tandards N-Butyl-2-
methylhexanamid, 54,4 pg/ml in DIPE) direkt in @ine00 ml Erlenmeyerkolben pipettiert.
Das entspricht 5 ug Octanoyl-CoA und 5,4 ug ASTollt im Reaktionsansatz. Das
weitere Vorgehen bei der Aminolyse-Reaktion isttagau 4.1.1.
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Abbildung 4-10 Totalionen-Chromatogramm des Reagenenblindwertes inklusive ASTD

Da sich immer eine geringe Menge M#Butyloctanamid durch die Reagenzien bildet, ist im
Chromatogramm (Abbildung 4-1) neben dem zugeseta®ND (k = 14,71 min) auch ein
Peak beig= 17,9 min zu sehen. Das PeakflachenverhaltnisREBr{N-Butyloctanamid) zu
FE (ASTD) liegt fur den Reagenzienblindwert beiSR(.
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Abbildung 4-11 Totalionen-Chromatogramm N-Butyloctanamid aus Octanoyl-CoA und ASTD

Das Chromatogramm nach Aminolyse-Reaktion von Qutia@0oA und Aufarbeitung zeigt
den ASTD bei g=14,70 min (FE 18591124) und einen Peak ket 17,87 min (FE
11032026), der derN-Butyloctanamid zugeordnet werden kann. Das Flagdéltnis von
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FE(N-Butyloctanamid) zu FE(ASTD) betragt 0,593:1. Eshgdr ein Unterschied um den
Faktor 10 im Peakflachenverhéltnis zu beobachtearals folgt, dass die Umsetzung von
Octanoyl-CoA zunmN-Butyloctanamid funktioniert.

4.2.4 Verluste von Acyl-Coenzym A wahrend der Anrei  cherung an DEAE-

Sepharose

Um die verschiedenen Schritte der Aufarbeitung berprifen, wird Octanoyl-CoA zu
verschiedenen Stadien der Aufarbeitung zugesetztAminolyse-Reaktion derivatisiert und
als Butylamid bestimmt. Zunéchst durchlauft daslACgA die gesamte Aufarbeitung und es
wurde versucht nachzuvollziehen, in welcher Frakiaas Acyl-CoA sich nach der Elution
von dem Anionenaustauscher vorrangig befindet. Damrde ermittelt, bei welchem Schritt
der Festphasenanreicherung der Acyl-Thioester {®dRr. 2, Abbildung 4-1) Verluste
auftraten. Zum Schluss wurde Schritt Nr. 3 desf¥Slalnemas (Abbildung 4-1) tberpruft und
die Umsetzung des Acyl-CoA’s bei der Aminolyse tsueht.

4.2.4.1 Verteilung der Thioester auf verschiedene F  raktionen bei der Elution mit

unterschiedlichen lonenstéarken an LiCl

Kopka (60 optimierte seine Trennung ausschlie3lich aufAtialytik von Acyl-ACP’s und
entfernte fur seine Betrachtungen stérende Acyl-GoAnit einem Eluenten vom
Anionenaustauschermaterial, der 0,15 M LiCl enthiet beschreibt, dass die Acyl-ACP’s in
der Fraktion zu finden seien, die mit 0,5 M LiCl lBtuenten erhalten wird. Im Hinblick auf
die Acyl-ACP’s liegen von Kopka Experimente miticektiv markierten Derivaten vor. Es
blieb zu untersuchen, ob sich Acyl-CoA’s ebenfalédektiv in einer Fraktion von der
Festphasenkartusche eluieren lieBen. Dieser Vediaale der Sicherstellung, dass die Acyl-
CoA’s ausschlieB3lich in der 0,15 M LIiCl Fraktioruieiten und nicht mit der Acyl-ACP
interferierten. Eine ,vereinfachte" Probenaufarbeg wurde aus diesem Grund betrachtet
und sollte Gberprifen, mit welcher lonenstarke &2l (0,15 und 0,5 M) die gréf3te Menge an
Coenzym-A-Derivaten, ohne die verschieden Waschel@Abbildung 4-2), erhalten werden
konnte. Der Versuch wurde als Doppelbestimmungd@w und B) durchgefihrt.

Tabelle 4-9 Konsekutive Elution von Octanoyl-CoA

Probe FE (N-Butyl- FE (ASTD) erwartete ¢ (\- ermittelte ¢ (N-Butyl-
octanamid) *10° Butyloctanamid) octanamid)
*10° [ng/mi] [ng/ml]
in der injizierten in der injizierten
Probelésung Probeldsung
Fraktion 0,15 152 219 maximal 56 141
M LiCI A
Fraktion 0,15 153 231 maximal 56 135
M LiCl B
Fraktion 0,5 11 299 - 8
M LiCI A
Fraktion 0,5 12 365 - 7
M LiCI B

Berechnung der Butylamid-Konzentration:

Die maximal zu erwartende Konzentration BFButyloctanamid berechnet sich aus der
zugesetzten Menge an Octanoyl-CoA (5 pug absolut 160 pl der verdinnten Octanoyl-
CoA-LOsung,< 50 pg/ml). Trotz der Diskrepanzen bei der GehakSbhmung (4.2.1), wird
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rechnerisch vom nominellen Gehalt gemal3 der Gebest#riftung und der Einwaage
ausgegangen. Demnach wurden 50 pg/ml * 0,1 ml g Bugesetzt. Mit einer molaren Masse
von 893,7 g/mol wurden somit 5,6 nmol Octanoyl-CaAsolut eingesetzt. Gemal der
Stdchiometrie bei der Umsetzung von Thioestern mtylBmiden, entsteht aus einem Mol
Acyl-CoA auch ein Mol Butylamid (bei 100 %-iger Uetgung). Als absolute Stoffmenge
Butyloctanamid in der zu injizierenden Probelosuwgd 5,6 nmol erwartet. Da das
Molekulargewicht des Amides 199 g/mol betragt, lidgg maximal mégliche Konzentration
anN-Butyloctanamid in den 20 pl Probenvolumina bepsgml. Fur ein Konzentrationspaar
N-Butyloctanamid/ASTD liegt als Responsefaktor 0,746.1.3.2) vor, welcher als
~Einpunktkalibrierung” verwendet wird.

_ FE(ASTD * c(Analy?)
FE(Analyt* c(ASTD

Um die Wiederfindungsdaten interpretieren zu konnewss allerdings der Beitrag des
Blindwertes zu den Flacheneinheiten des Analyteniidiesichtigt werden. Hierzu wird die
Aminolyse-Reaktion ohne  Acyl-CoA-Zugabe, jedoch eaunt Verwendung des
Aufarbeitungsstandards (100 ul), durchgefiihrt. Da Verlauf der Aufreinigung am
Festphasenmaterial Eluenten unterschiedlicher Ki@izentration aufgefangen und zur
Aminolyse-Reaktion eingesetzt wurden, wurden dieserschiedlichen Bedingungen auch
fur die Bestimmung des Blindwertes bertcksichtfgis diesem Grund fand die Aminolyse-
Reaktion 1. in dem Eluenten mit 0,15 M LiCl undir2.dem Eluenten mit 0,5 M LiCl statt.
Dies fuihrte zu vergleichbaren Ergebnissen fir demdBert.

Tabelle 4-10 Reagenzien-Blindwerte fUN-Butyloctanamid bei der Aminolyse-Reaktion

Probe FE - FE (ASTD) ermittelte ¢ N-Butyloctanamid) [ug/ml] in
Butyloctanamid) *10° der injizierten Probeldsung
*10°
Blind 0,15 M LiCl 11 247 17
Blind 0,50 M LiCl 11 199 23

Mit Kenntnis der Blindwerte liel3en sich die ernlig@ Wiederfindungen von Octanoyl-CoA
deuten. Bericksichtigte man die KonzentratioNaButyloctanamid in den Blindproben, so
ergab sich eine Wiederfindung von ca. 200 %. Die Hden Messumgen erhaltenen
Flachenwerte unterschieden sich ca. um den FakiomlVergleich zur Bestimmung der
Responsefaktoren. Bei einem nicht mehr lineareneketansprechverhalten in diesem
Bereich ware die Abweichung auch eventuell darUbererklaren. Hinzu kommt der
Unsicherheitsfaktor der Konzentrationsangabe deéayl-Standardldsung.

Der ermittelte Gehalt aN-Butyloctanamid in den Fraktionen, welche mit OM4.iCl eluiert
wurden, zeigt jedenfalls, dass Acyl-CoA’s in diederaktion zu finden sind. Die
Konzentration afN-Butyloctanamid in der nachfolgenden Fraktion mitgéds 0,5 M LiCl ist

so gering, dass sie sich von den Blindwerten nilghifikant unterscheidet. Um zu
gewahrleisten, dass keine Thioester mehr an denon&naustauscher-Material gebunden
sind, nachdem mit 0,5 M LiCl eluiert wurde, wurde ginem weiteren Versuch eine dritte
Elutionsstufe mit 1 M LiCl durchgefihrt.
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Tabelle 4-11 3-stufige Elution von Octanoyl-CoA

Probe FE (N-Butyl- FE (ASTD) erwartete ¢ (N- ermittelte ¢ (N-
octanamid) *10° Butyloctanamid) Butyloctanamid) [pug/ml]
*10° [ng/ml] in der injizierten
in der injizierten Probeldsung
Probeldsung

Fraktion 0,15 23 45 maximal 56 104

M LiCl
Fraktion 0,50 1 33 - 8

M LiCl
Fraktion 1 M 1 32 - 7

LiCl

Die Ergebnisse der 3-stufigen Elution (Tabelle 3-4digen, dass der Octanoyl-CoA-Gehalt
nur in der Fraktion sich signifikant vom Blindwarnhterscheidet, welche mit 0,15 M LiCl
eluiert wurde. In der Fraktion mit 0,50 M bzw. 1 NCI befinden sich keine Acyl-CoA-
Artefakte; die hier erhaltenen Werte fur dNeButyloctanamid-Konzentration unterschieden
sich nicht signifikant vom Reagenzien-Blindwertn&iweitere Erhdhung der lonenstarke war
nicht angezeigt.

4.2.4.2 Wiederfindung von Octanoyl-CoA wéahrend der Festphasenanreicherung und Verluste

durch Waschschritte

Die Acyl-CoA’s finden sich aufgrund der vorliegendErgebnisse in der nach Kopka zu
erwartenden Fraktion. Zur Kontrolle wurden auchindie Gehalte an Octanoyl-CoA in den
Waschlésungen bestimmt. Um die Wiederfindung, uadhitl auch die Verluste durch die
Waschschritte wéhrend der Festphasenanreicherungcge Thioester an DEAE-Sepharose,
zu dokumentieren, wurden vereinfacht 4 Fraktionetersucht. Dazu wurden 200 ul der
Octanoyl-CoA Loésung <60 pug/ml) in 50 ml MOPS-Puffer (50 mM, pH 7,2) adfe
konditionierten Festphasenkartuschen gegeben. dasrihent war so aufgebaut, dass von
jeder zu untersuchenden Waschl6sung/Eluenten-Brak® ml erhalten wurden.

Fraktion 1: Diese Fraktion bestand aus dem Eluat, welches el¢gpRasenkartusche bei der
Probenaufgabe passierte. Anhand der CoA-Gehalsedieraktion liel3 sich zeigen, ob ein
Teil der Thioester das Anionenaustauscher-Matade Bindung direkt wieder verlassen
wirde.

Fraktion 2: Diese Fraktion bestand aus dem Eluat eines Wastgteshmit 80 %
Isopropanol in MES-Puffer (10 mM, pH 6,1). Dieseas®hschritt dient wahrend des Clean-
up zur Entfernung lipophiler Matrixkomponenten.

Fraktion 3: Elution mit 50 ml 25 % Isopropanol/75 % MES-Puffer/\y mit 0,15 M LiCl.
Das war die Fraktion, in der die Acyl-CoA-Derivatefgrund der lonenstarke des Eluenten zu
erwarten waren.

Fraktion 4: Elution mit 50 ml 25 % Isopropanol/75 % MES-Puffer/{y mit 0,5 M LiCl.
Das ist die Fraktion, in der die Acyl-CoA-Derivaieht mehr vorhanden sein sollten, sofern
die Elution in Fraktion 3 quantitativ verlauft, defaut Kopka et al. befinden sich in dieser
Fraktion die Acyl-ACP’s.
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Probenaufgabe (Octanoyl-CoA Lésung

Fraktion 1 N

in 50 ml MOPS-Puffer pH 7,6) > Derivatisierung (Aminolyse)
auf DEAE-Sepharose Festphasenkartusche
N l J
4 N
Waschschritt mit .
50 ml MES-Puffer pH 6,1 (20 vol.%) Frakion2 /' perivatisierung (Aminolyse)

Isopropanol (80 vol. %)

v

Elution mit

50 ml 0,15 M LiCl in MES-Puffer Fraktion 3
pH 6,1 (75 vol. %)

Isopropanol (25 vol. %)

Derivatisierung (Aminolyse)

N l /
4 "\
Elution mit
50 ml 0,5 M LiCl in MES-Puffer Fraktion 4

» Derivatisierung (Aminolyse)

pH 6,1 (75 vol. %)
Isopropanol (25 vol. %)
N J

Abbildung 4-12 Schematische Darstellung der 4 untsuchten Fraktionen

Die vier aufgefangenen Fraktionen wurden der Anyis@lReaktion unterzogen. Sofern sich
Octanoyl-CoA in einer der Fraktionen befand, biédsich daraubl-Butyloctanamid, welches
Uber den, den einzelnen Fraktionen zugesetztenarBeitungsstandard (5,4 ug absolut;
100 pIN-Butyl-2-methylhexanamid mit 54,4 ug/ml) quantiégi werden kann.

Tabelle 4-12 Wiederfindung von Octanoyl-CoA wahrendler Festphasenanreicherung

Probe FE (N-Butyl- FE (ASTD) erwartete ¢ (N- ermittelte ¢ (N-
octanamid) *10° Butyloctanamid) Butyloctanamid)
*10° [ng/mi] [ng/mi]
in der injizierten in der injizierten
Probeldsung Probeldsung
Fraktion 1 3 189 - 3
Fraktion 2 1 49 - 1
Fraktion 3 32 66 maximal 56 98
Fraktion 4 7 157 - 9

Die Konzentration arN-Butyloctanamid ist inFraktion 3 am gréf3ten; hier fand sich die
groRte Konzentration an Acyl-CoA’s wieder. Sie wsthied sich im Gegensatz zu den
Fraktionen 1,2 und 4 signifikant von den zuvor ermittelten Blindwertemlei der
Aufarbeitung von Pflanzenmaterial, also einer nedeobe, wird zwischen der Fraktion 3 und
4 mit 50 ml MES-Puffer gesplilt. Der etwas héheretWeFraktion 4 kdnnte dem fehlenden
Zwischenwaschschritt geschuldet sein. Eine Kreuwmation der Fraktionen ist somit
nicht zu erwarten.

4.2.4.3 Wiederfindung nach der Aminolyse

Betrachtet man das komplexe Procedere fur das @ipaso ist es sehr unwahrscheinlich,
dass sich die Acyl-Thioester verlustfrei anreichl&assen. Kopka et al160) kann hierzu
mangels N-Butylamid-Standards keine Aussage treffen. In eseirArbeiten verglich er
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lediglich per Szintillationsmessung den Anteil véwyl-Thioestern vor und nach der
Aminolyse-Reaktion. Zu der Wiederfindung nach destphasenanreicherung wurde bei
Kopka nur eine kurze Bemerkung gemacht: Separatlevumit [13“C]-Olsaure markierte
Lipide (220 pmol Oleoyl-ACP, 1350 pmol Oleoyl-Co/2700 pmol Olsaure, 4,5 nCi
Trioleoylglycerid, 4,5 nCi Oleoyl-Phosphatidylchali wobei letzteres von unbekannter
spezifischer Radioaktivitat war) auf eine mit Andoraustauscher geflllte Saule gegeben.
Dabei fand Kopka nach Waschen der Kartusche mi88opropanol und danach mit 0,15 M
LiCl in der Acyl-ACP-Fraktion 165 pmol (75,1 mol %gs Oleoyl-ACP’s wieder. Vom Acyl-
CoA fand Kopka in dieser Fraktion nur 2,7 pmol (hal %) wieder. Die anderen
Lipidbestandteile waren ebenfall mit weniger almdl % vertreten. Insbesondere die freie
Fettsaure war dort nur mit einem Anteil von 0,003 # in Bezug auf die zuvor zugesetzte
Menge zu finden. Da Kopka die Wiederfindung von IACpA’s in der Fraktion mit 0,15 M
LiCl nicht ermittelte und die Wiederfindung in deigenen Experimenten bei nahezu 200 %
liegt, wurde die Umsetzung bei der Aminolyse-Reakiiintersucht.

4.2.4.3.1 Aminolyse von Octanoyl-CoA

In drei Experimenten wurde mit jeweils 5 pug Octdr@gA (100 pl der verdunnten
Octanoyl-CoA-Losung, <50 ug/ml) die Reaktion in 50ml des Eluenten der
Festphasenanreicherung (0,15 M LIiCl in MES-Puffer 1 (75 vol. %) und Isopropanol
(25 vol. %)) nach der Standardarbeitsanweisung uhterl durchgefihrt, allerdings noch
ohne den Zwischenschritt der Evaporation in 10 pilzBolben.

Tabelle 4-13 Wiederfindung von Octanoyl-CoA aldN-Butyloctanamid nach der Aminolyse-Reaktion

Probe FE (N- FE (ASTD) ermittelte ¢ (N- max. mogliche ¢ prozentuale
Butyloctanamid) *10° Butyloctanamid) (N- Wiederfindung
*10° [ng/ml] in der Butyloctanamid) nach Abzug des
injizierten [ug/ml] nach Blindwertes
Probeldsung Einsatz von 100 pl
Octanoyl-CoA
1 11 19 119 56 200 %
2 5 9 115 56 193 %
3 10 26 80 56 130 %
Blind 0,3 10 7 keine Zugabe -

In allen drei Proben zeigt sich eine Wiederfindwog >> 100 %. Der Blindwert liefert ein
Signal, welches einer Konzentration von 7 pgh¥Butyloctanamid entsprache. Anhand der
stark unterschiedlichen Flachenwerte (z.B. Prob€abgelle 4-13) fur den ASTD und das
Butyloctanamid lasst sich ablesen, dass durch desschitteln und die Anreicherung der
Butylamide nach der Aminolyse schwankende Ergebrésgstehen. Es ist gut zu erkennen,
dass diese schlechte Reproduzierbarkeit der Flaarésm durch den ASTD zum Tell
ausgeglichen wurde. Die Werte zur Erstellung ddibiation in Tabelle 7-9, S.138 belegen,
dass die Schwankungen durch die Injektion und dterachiedliche lonisation und Detektion
nicht die alleinige Ursache fur die um den Faktalifferierenden Flachenwerte sein konnen.
Um diese Schwankungen zu minimieren, wurde in derbeisvorschrift zur
Probenanreicherung beim Einengen der ZwischensdhritlO ml Spitzkolben eingefiihrt.
Dadurch wurde vermieden, dass sich der Rickstamd Betfernen des Losungsmittels an
die grolRe Oberflache der Innenseite des 50 ml Ralhdks anlagern kann.
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In einem weiteren Versuch wurde von einer hoherbrolaten Menge an Acyl-CoA
ausgegangen. Die zur Reaktion eingesetzte Men@aanzym-A-Losung wurde, genau wie
das Volumen des ASTD, auf 200 ul verdoppelt.

Tabelle 4-14 Wiederfindung von Octanoyl-CoA aldN-Butyloctanamid nach der Aminolyse-Reaktion

Probe FE (N- FE (ASTD) ermittelte ¢ (N- max. mogliche c N- prozentuale
Butyloctanamid) *10° Butyloctanamid) Butyloctanamid) Wiederfindung
*10° [ng/ml] in der [ng/ml] nach
injizierten Einsatz von 200 pl
Probeldsung Octanoyl-CoA
1 241 743 131 112 117 %
2 286 983 118 112 105 %
3 243 721 137 112 122 %

Auffallig ist, dass die Flachenwerte fir beide Medungen (ASTD undN-Butyloctanamid)
sich nach der Verdopplung der absoluten Menge uhr ms den Faktor 20 vergro3ert haben.
Daran erkennt man, dass es notwendig war Quotiemtef-lachenwerten zur Auswertung zu
bilden um die taglich wechselnde Gerate-Performanceevillieren. Man sieht aber auch,
dass der eingesetzte Standard (ASTD) nicht die fiéeeghdReproduzierbarkeit bei der
Ermittlung der Gehalte aN-Butylamiden liefert. Die Wiederfindung betragt vexhin mehr
als 100 %.

Nach einer Verdopplung der Stoffmenge von Octaf@yhA und ASTD verénderte sich die
Wiederfindung (Tabelle 4-13 und Tabelle 4-14) vahezu 200 % auf ca. 110 %, woraus
folgt, dass der Einsatz des ASTD in Bezug auf €oantifizierung nicht moglich ist.

Das Verhalten ded-Butyl-2-methylhexanamides unterscheidet sich inmbHck auf die
massenspektrometrische Messung wider Erwarten ideution den zu analysierenden
Butylamiden. Die Berechnung mittels ASTD ist offesglich nicht dazu geeignet ein Abbild
der realen Gehalte afrButylamide zu liefern.

Wie schon erwahnt, wére ein Isotopen-markiertend&ied (siehe 4.1.3) notwendig um alle
Effekte (Diskriminierungen, unterschiedliche lonisa, Matrixinterferenzen etc.) zu
kompensieren. Als brauchbarste Alternative steh@r hur die Analyten selbst zur
Verfigung. Durch die ermittelten Responsefaktoren 8 Zielanalyten relativ zueinander
kann deren prozentuale Verteilung bestimmt werdAfs Ergebnis erhélt man das
Verteilungsmuster der Analyten; sowie eine Aussageldentitat. Fir die Untersuchung von
Pflanzenmaterial wurde dieses System deshalb amgiate
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4.3 Kontrollexperimente

4.3.1 Verhalten der Capsaicinoide wahrend der Acyl- CoA-Anreicherung und
der Aminolyse-Reaktion

Damit das von Kopka et. al§0 vorgestellte Verfahren zur Bestimmung derivo Gehalte
von Thioestern in Spinat auch auf Chilifrichte ti@gbar ist, muss sichergestellt sein, dass
durch die in hoher Konzentration vorkommenden Capszide (bis zu 55mg pro
g/Fruchtmaterial (Frischgewicht)Capsicum chinensgHabanero orange“) keine falsch
positiven Ergebnisse erhalten werden. Durch dieafaditung (Abbildung 4-1) gelangen nur
sehr geringe Mengen an Capsaicinoiden in die Atybdster-Fraktionen. Dies ist in deren
schlechter Wasserldslichkeit begriindet. Der Hailpder Capsaicinoide verbleibt im
Zentrifugationsriickstand. Aufgrund der fehlendegaten Ladung der Capsaicinoide sollte
keine Bindung an das Anionenaustauscher-Matea#fisiden. Dartber hinaus wird die SPE-
Kartusche mit 250 ml 80 vol. % Isopropanol gewascheorin die Capsaicinoide gut I8slich
sind und somit vor den Thioestern eluieren. Weitei$t die Amidbindung der Capsaicinoide
wesentlich stabiler als die reaktionsfahige Thiedshdung der CoA- und ACP-Derivate. Es
wurde Uberprift, ob bei der Aminolyse-Reaktion stlei einem Uberschuss an Butylamin
das Vanillylamin nicht verdréangt bzw. ausgetausuind.

Versuchsdesign zur Aminolyse:

10,0 mg Capsaicinoide (,naturlich“, Fluka (65 % Caips, ~35 % Dihydrocapsaicin und

weitere Minorcapsaicinoide)) werden direkt in einB0 ml Erlenmeyerkolben mit Schliff

eingewogen und mit 50 ml des Eluenten der Festplaaseicherung (0,15 M LIiCl in MES

Puffer pH 6,1 (75 vol. %) und Isopropanol (25 vol) ¥8rsetzt. AnschlieRend wird nach der
Standardarbeitsanweisung unter 4.1.1 S. 48 veriahre

TIC: 70518#%#6.D
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Abbildung 4-13 Totalionen-Chromatogramm der Verbindungen, welche nach der Aminolyse-Reaktion
der Capsaicinoide vorhanden sind
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Ergebnis:

Aufgrund der Ldslichkeit werden die eingesetztempsaacinoide (Amide) beim Ausschiitteln

in der Diisopropylether-Phase angereichert undein@hromatographie wieder gefunden. Im
Chromatogramm (Abbildung 4-13) ist zu erkennensddie chromatographische Saule mit
der groBRen Menge an verschiedenen CapsaicinoidedemaiKapazitatsgrenze ist. Typische
Fragmente der Capsaicinoide nach Elektronensta&iton (70 eV), welche alle den

Vanillyl-Rest beinhalten, haben die Masse-Ladungsiénisse m/z =137, m/z = 152 und
m/z = 195 162). Deshalb wird aus dem Totalionen-Chromatograme Massenspur des

Basispeaks von Capsaicinoiden m/z = 137 extrahientdie Capsaicinoide, welche nach der
Aminolyse-Reaktion im Gemisch vorliegen, im Chroagaemm zu visualisieren, denn dieses
Fragment ist das dominierende bei Capsaicinoiden.

lon 137.00 (136.70 to 137.70): 70518#6.D
Abundance
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Abbildung 4-14 SIM der Massenspur m/z = 137, Amingise-Reaktion der Capsaicinoide

In Abbildung 4-14, dem Chromatogramm mit der extgkn Massenspur m/z = 137, ist bei
einer Retentionszeit von 33,8 min der nicht gettengemeinsame Peak von Capsaicin und
Dihydrocapsaicin zu sehen. Der Peak kei 80,33 min entspricht dem Nordihydrocapsaicin.
Bedingt durch die Anreicherung sind auch Minorcapsaide als kleinere Peaks zu
erkennen. Das Massenspektrum NeButylamide weist hingegen die Fragmente m/z = 115
und m/z =128 als intensive und charakteristischgnade auf. Schaut man sich das
Chromatogramm der Produkte der Aminolyse unter ®uswtirlichen Capsaicins im
Hinblick auf die Massenspuren ddfButylamide an (Abbildung 4-15), so féllt auf, datie
Capsaicinoide sichnicht zu den N-Butylamiden umgesetzt haben. Im Bereich der
Retentionszeiten deN-Butylamide der Hauptfettsaurereste der Capsaidendil8,9 min,
20,0 min und 20,4 min; Tabelle 4-3) ist lediglicm eRauschen um die Basislinie (siehe
Skalierung Abundance) zu verzeichnen.

Aus 100 mg an Capsaicinoiden, welche dem gesanigan@ip (sofortige Elution mit 0,5 M
LiCl) in einem weiteren Versuch unterzogen wurdemtstehen ebenfallkeine N-
Butylamide.
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lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70518#6.D
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Abbildung 4-15 Massenspuren m/z = 115 und m/z = 128ir Detektion von N-Butylamiden im
Reaktionsansatz, Aminolyse-Reaktion der Capsaicinde

Fazit: Capsaicinoide werden aufgrund ihrer stabemdbindung in wassriger Lésung nicht
zu den entsprechendéyiButylamiden umgesetzt. Durch die Probenaufarbgitgalangen
lediglich Spuren an Capsaicinoiden in den Reaktisatz der Aminolyse, was sich in der
schwarz eingefarbten Massenspur (m/z = 137) inldbhg 4-16 zeigt.

Ion 137.00 (136.70 to 137.70): 70206#3.D
Abundance Ion 115.00 (114.70 to 115.70): 70206#3.D
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Abbildung 4-16 Chromatogramm Aufarbeitung von Jalapeno-Friichten (hier wurden keineN-Butylamide
aus den 3 Capsaicinoid-Vorstufen gefunden): schwagzMassenspur = Capsaicinoide; griine Massenspur
m/z = 115 als erster Hinweis auN-Butylamide

Das Chromatogramm in Abbildung 4-17 zeigt den Bareiindem N-Buylamide mit
Fettsaureresten der Hauptcapsaicinoide eluierendemiir Die grine Massenspur mit
m/z = 115 tauscht in diesem Fall das VorhandengeinN-Butylamiden nur vor. Denn an

dem Verhéltnis der Intensitdten der beiden Masseespm/z = 115 zu m/z = 128 zueinander
erkennt man, dass diese hier nicht vorliegen.
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Abbildung 4-17 Chromatogrammauschnitt (Zoom) aus Albildung 4-16 mit den Massenspuren m/z = 115
(griin), m/z = 128 (gelb) und m/z = 137 (Capsaiciraé, schwarz)

Damit ist ein falsch-positives Ergebnisses ausdessan.

4.3.2 Enthalten Speicherlipide capsaicinoidtypische Fettsauren?

Es wurde untersucht, ob di€apsicuraPflanze die Fettsauren 7-Methyloctansdure, 8-
Methylnonansdure und 8-Methirtans6-nonenséure auch in ihren Samen (Speicherlipide)
enthalt. Diese 3 ungewohnlichen Fettsauren wurderals Reste der Capsaicinoide bzw. der
Capsiconiate beschrieben.

Versuchsdesign

Aus 30 reifen Capsicum annuum,Jalapeno“-Friichten wurden die Samen erhalten,
homogenisiert (Moulinette) und 3-mal etwa 2 g zwsBmmung des Fettgehaltes nach der
Mikromethode (Schulte et al.1§3) eingewogen. Nach S&ureaufschluss und gleicheeiti
Extraktion der Lipide mit Toluol bei 120 °C im vetdossenen Zentrifugenglas wurde der
Fettgehalt gravimetrisch bestimmt. Hierzu wurde &liguot der Toluolphase in ein tariertes
Glaschen uberfihrt und das Lésungsmittel im Stafkstrom bei 110 °C entfernt. Der
Fettgehalt der Samen aG@apsicum annuumpJalapeno® bezogen auf das Frischgewicht der
Samen betrug 11,8 + 1,1 g Fett/100 g (n=3).

35mg dieses Fettes wurden in 125ml DIPE geloshd umit 0,875 ml
Trimethylsulfoniumhydroxid-Losung (TMSH; 0,25 M Methanol) zu Fettsauremethylestern
umgeestert. Die Fettsauremethylester wurden gasehiographisch untersucht und mit
einem kommerziellen Fettsauremethylester-Standaad CS-Chromatographie) verglichen.
Die Auswertung erfolgte nach der 100 %-Flachennaho
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Abbildung 4-18 Chromatogramm Fettsduremethylester-&ndard; je ca. 100 pg/ml

Tabelle 4-15 Retentionszeiten Fettsauremethylestégtandardmischung Fa. CS-Chromatographie, Gehalt
je FAME ca. 100ug/ml)

Verbindung Struktur Retentionszeit [min]
Octansauremethylester C 8.0 8,6
Decansauremethylester C 10.0 12,5
Laurinsauremethylester C 120 16,2
Myristinsduremethylester C 14.0 19,5
Palmitinsauremethylester C 16:.0 22,5
Stearinsduremethylester C 18:.0 25,2
Olsauremethylester c 181 27,6
Linolsduremethylester C 18:2 27,7
Linolensaduremethylester C 18:3 28,1
Arachinsauremethylester C 20:0 32,3
Behensauremethylester C 22:0 39,2

Mit den Retentionszeiten der Fettsauremethylestfs kich das Fettsaurespektrum der
CapsicursSpeicherlipide  bestimmen. In der Standardmischuniggen keine
methylverzweigten und ungeradzahligen Fettsaurerr. vDa die Trennung der
Fettsduremethylester hauptsachlich anhand ihresraahiedlichen Siedepunktes vollzogen
wurde, hatte man die capsaicinoidtypischen Fettsguin Bezug auf die Retentionszeit,
zwischen den geradzahligen Methylestern der Octmaséand der Decansaure erwarten
kénnen.
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Abbildung 4-19 Fettsaurespektrum der Speicherlipideaus den Samen vol€apsicum annuuralapeno”

Ergebnis

Tabelle 4-16 Fettsduren im Speicherlipid voiCapsicum annuum ,Jalapeno*

Retentionszeit [min] Fettsduremethylester Flacheneinheiten Anteil [%]

25,18 C18:0 2594387 15,9

27,61 ci8:1 10848540 66,3

27,70 c18:2 2618013 16,0

28,10 C18:3 295439 1,8
Summe 16356379

Es zeigt sich, dass in den Speicherlipiden der 8ak®ne (Gehal 0,1 %) kurz- und
mittelkettigen Fettsduren nachweisbar sind.

4.3.3 Sind im Pflanzenmaterial (Plazenten) freie Fe ttsduren nachweisbar?

Es wurde Uberpriift, ob sich in dem Gewebe, weleie<rt der Capsaicinoid-Biosynthese
bekannt ist, freie Fettsauren nachweisen lassenBlddung der Capsaicinoide findet in den
Epidermiszellen der Plazenten statt. Deshalb wufdemiese Untersuchung ausschlief3lich
Plazenten und Scheidewande ohne Samen eingesetzt.

Versuchsdesign:

20 g PlazentenQapsicum annuunyalapeno”) wurden in einen Kunsstoffzentrifugecter
eingewogen und mit 25 ml HCI (1 M) versetzt und logenisiert. Danach wurde die
Mischung mit 50 ml Diethylether versetzt und dagéBeverschlossen und kraftig geschuttelt.
Nach der Zentrifugation (6000 mtn20 min) wurde die organische Phase abgenommen und
guantitativ in einen Scheidetrichter Uberfihrt. Mjésattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung schittelte man die organische Phase auvemdarf die Etherphase. AnschlieRend
wurde mit HCI (1 M) wieder angesauert und mit Ethasgeschittelt. Die organische Phase
wurde getrocknet (Natriumsulfat, wasserfrei) und Rotationsverdampfer bis zur Trockene
eingeengt. Der Rickstand wurde in 100 pl Diethgethieder geldst und 2 pl injiziert.
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Abbildung 4-20 Totalionen-Chromatogramm Untersuchurg auf freie Fettsduren
Ergebnis:

Das Chromatogramm zeigt keinen Peak der auf fregs&uren zurickzufuhren ist. Die
Verbindungen beigt= 7,17 min undg= 27,14 min kdnnen aufgrund ihrer Massenspektren
nicht zugeordnet werden. Der Peak ket £3,40 min ist Phthalaten zuzuordnen und stammt
vermutlich aus Weichmachern der im Labor eingesatkiunststoffe.

Fazit: Es wurden keine freien Fettsdauren nachgenies

4.3.4 Umsetzung freier Fettsauren bei der Aminolyse  -Reaktion

Obwohl keine freien Fettsauren in der relevantetridaachgewiesen wurden, ist es wichtig
zu prafen, in welchem Umfang freie Fettsauren bei Aminolyse zuN-Butylamiden
umgesetzt wirden. Hierzu wird die Aminolyse mite#tiem Zusatz einer bestimmten Menge
an 8-Methyl-6-nonensaure durchgefihrt.

Versuchsdesign:

11,7 mg 8-Methykans-6-nonensaure (Maybridge, 97 %) wurden direkt inerirl00 ml
Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 50 ml des E&trerder Festphasenanreicherung
(0,15 M LIiCl in MES Puffer pH 6,1 (75 vol. %) undolzopanol (25 vol. %)) versetzt.
AnschlieRend wurde nach der Standardarbeitsanwgisoter 4.1.1 verfahren.

Ergebnis:

Die Konzentration an freier Fettsaure im Reaktiosstéz betrug 0,234 mg/ml und 585 mg/ml
im Endvolumen von 20 pl. Aus diesem Grund war dialgische Saule durch die enorme
Menge an freier Fettsaure stark Uberladen und dasn@togramm nicht auswertbar. Deshalb
wurde die Probe zuvor um den Faktor 20 verdinnt dasl Injektionsvolumen auf 1 pl
halbiert. Die Konzentration der Fettsdure war neehr hoch; es waren jedoch SpurerNan
Butylamiden im Chromatogramm (Abbildung 4-21) skt
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TIC: 70522#2.D
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Abbildung 4-21 Totalionen-Chromatogramm Aminolyse-Reaktion mit 8-Methyl-6-nonensaure

Uber die Massenspektren konnen die Peaks geil#,28 min als 8-Methytkans-6-
nonensaure (Abbildung 4-22) und bei=t20,00 min alsN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
identifiziert werden.
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Abbildung 4-22 Massenspektrum des Peaks bei £ 14,28 min (8-Methyltrans-6-nonensaure)

Tabelle 4-17 Aminolyse 8-Methyltrans-6-nonenséaure

Verbindung Retentionszeit Peakflache Prozentualer
[min] Anteil*
8-Methyltrans-6-nonensaure 14,28 119715112 99,64 %
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid (tr) 20,00 424942 0985
Summe 120140054

*Flachenprozent
Fazit:

Setzt man eine hohe Konzentration an freier Fets@ur Aminolyse ein, dann reagieren
unter diesen Bedingungen weniger als 0,5 % derdettsmit Butylamin zunN-Butylamid.
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Begleitstoffe der Fettsaure, deren Reinheit derstéder mit 97 % angibt, wurden in
Abbildung 4-21 nicht berlcksichtigt.

Durch die Probenaufarbeitung nach Kopka werden.iwaschschritt mit 80 % Isopropanol
freie Fettsauren und Triglyceride weitgehend entfeund gelangen nicht in die
Thioesterfraktionen. Sie wirden in der darauf folign selektiven Aminolyse-Reaktion nicht
zu denN-Butylamiden reagieren, fihren also nicht zu eirfalsch-positiven Ergebnis. Dies
zeigte Kopka et al.160 durch die Aminolyse von Glycerintrioleate, beir d®lbst nach
30 min lediglich geringe Mengen (minor amountsNzButylamiden umgesetzt wurden.
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4.4 Untersuchung von Chili-Friichten

4.4.1 Capsicum chinense var. Habanero

4.4.1.1 Nachweis von Acyl-CoA’s in Pflanzenmaterial ~ (Capsicum chinense var. Habanero

orange, 1. Ernte)

Fur die Untersuchung wurden insgesamt 18 Frict@g(line und 2 orange Friichte, Alter der
Frichte< 45 Tage nach Blite) von verschiedenen Pflanzesicigén Alters (10 Monate)
geerntet. Die Plazenten dieser Frichte (insgesarftg) wurden aufgearbeitet, die Thioester
isoliert (mit 0,15 M LiCl im Eluenten), zN-Butylamiden derivatisiert und angereichert. Das
Chromatogramm eines parallel mitgefihrten ReagerBladwertes zeigt Abbildung 4-23.
Der Zentrifugationsriickstand aus der Aufarbeitungde per HPLC, zur Bestimmung der
Capsaicinoidmusters, analysiert.

IoNn 115.00 (114.70 to 115.70): 7011 7#1.D
Abundance Ion 128.00 (127.70 to 128.703: 7011 7#1.D
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Abbildung 4-23 Reagenzien-Blindwert: ChromatogrammAusschnitt, Messung im Scan-Modus (m/z= 35
bis 350), Darstellung von 2 Massenspuren (m/z=115d m/z=128)

Den erfolgreichen Nachweis der Acyl-CoA’s aN-Butylamide zeigt das folgende
Chromatogramm  (Abbildung 4-24). Man erkennt diN-Butylamide N-Butyl-7-
methyloctanamid (20,94 min)\-Butyl-8-methyl-6-nonenamid (22,06 min) urd-Butyl-8-
methylnonanamid (22,35 min). Wie auch schon bei Mawssungen der Blindwerte unter
4.4.2, sind dieselben Reaktionsnebenprodukte bzwerunfeinigungen (Peaks bei
Retentionszeiten von 21,5 min und 22,9 min) degesetzten Reagenzien zu erkennen.

*Die genaue Anzahl der Pflanzen variiert von EmieErnte, da nicht immer alle Pflanzen einer Kahiaim
Erntezeitpunkt Frichte trugen.
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Abbildung 4-24 Capsicum chinense var. Habanero orange: Chromatogramm-Ausschnitt zurMessung von
Thioestern in griinen Chili-Friichten. Messung im Sca-Modus (m/z= 35 bis 350), Darstellung von 2
Massenspuren (m/z=115 und m/z=128). Die Intensitateler beiden Massenspuren sind bei dem Peak von
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid (& = 22,06 min) gleich (s. S. 51).

Zur quantitativen Auswertung wurden die Peakflacliem Massenspuren m/z = 115 und
m/z = 128 wurden mit den Responsefaktoren (4.1.Boljigiert. Das relative Peakflachen-
verhéltnis derN-Butylamide untereinander, bezogen awButyl-8-methyl-6-nonenamid,
spiegelt das Verteilungsmuster der Acyl-CoA’s (Adilong 4-25) wider.

Tabelle 4-18Capsicum chinense var. Habanero orange: Bestimmung der Acyl-CoA’s alN-Butylamide

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache = Responsefaktor  Prozentuale
[min] Vorstufen des  Summe aus Verteilung
m/z = 115
und m/z =
128
20,9 N-Butyl-7- NDC 655207 0,647 10
methyloctanamid
22,1 N-Butyl-8-methyl-6- C 2638270 1,000 63
nonenamid
22,4 N-Butyl-8- DC 1570220 0,720 27

methylnonanamid

63%

B N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
(FS-Restdes C)

B N-Butyl-7-methyloctanamid
(FS-Rest des NDC) B Capsaicin

@ N-Butyl-8-methylnonanamid B Nordihydrocapsaicin
(FS-Restdes DC) @ Dihydrocapsaicin

Abbildung 4-25 Capsicum chinense var. Habanero orange: links: prozentuale Verteilurg der Acyl-CoA’s
als N-Butylamide in 18 Chili-Friichten. rechts: pro2ntuale Verteilung der 3 bereits gebildeten
Hauptcapsaicinoide Capsaicin (C), Nordihydrocapsaia (NDC) und Dihydrocapsaicin (DC) aus dem
Zentrifugationsrickstand (Plazenten-Matrix der selken Friichte)
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Beim Vergleich der beiden Verteilungsmuster falif,adass der Anteil an der Vorstufe des
NDC gréRRer ist, als der prozentuale Anteil des NDOCapsaicinoidmuster. Der DC-Anteil
ist gréRer als der entsprechende AnteilNaButyl-8-methylnonanamid. Diese Beobachtung
ist deckungsgleich mit der Untersuchung der Friedote Capsicum annuumar. Jalapeno
(Abbildung 4-47).

4.4.1.2 Nachweis von Acyl-Thioestern in Fruchtmater  ial (Capsicum chinense var. Habanero

orange ) definierten Alters.

4.4.1.2.1 Untersuchung von unreifen, maximal 2 Wochen alten Habanero-Friichten
(Versuch A, 2. Ernte, Acyl-CoA’s)

Fur die Messung unter 4.4.1.1 waren alle Chili-Rtécvon den Habanero-Pflanzen geerntet
worden. 14 Tage spater wurden alle neu gebildeténhfe geerntet. Insgesamt wurden 36
grine Frichte mit einem Fruchtgewicht von 1,72 gedMn) aufgearbeitet. Das
Fruchtmaterial (68,3 g) wurde in Perikarp (48,5u9)d Plazenta (19,8 g) getrennt und
untersucht. Die Elution der Thioester von der Hessen-Kartusche erfolgte mit einer LiCl-
Konzentration von 0,15 M im Eluenten.

Im Chromatogramm (Abbildung 4-26), resultierend ales Aufarbeitung des Perikarps,
erkennt man die schon zuvor besprochenen Verugteigen, welche auch im Reagenzien-
Blindwert (Abbildung 4-23) enthalten sind. Zusathlideutet ein kleiner Peak bei einer
Retentionszeit von 22, 1 min abfButyl-8-methyl-6-nonenamid hin. Man erkennt guass
bei diesem ungesattigtéd-Butylamid die Intensitaten der beiden Massenspunén= 128
und m/z = 115 nahezu identisch sind, was ein wgelstindiz fur die Identifizierung darstellt.
Die Intensitat des Signals reicht aus, um die \retbing per Massenspektrum anschlieRend
eindeutig zu identifizieren.

Ion 115.00 (114.70 to 115.70): 70131#4.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70131#4.D
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Abbildung 4-26 Capsicum chinense var. Habanero orange: Chromatogramm-Ausschnitt zurMessung von
Thioestern in Perikarp-Gewebe von griinen, bis zu 1d alten Chili-Friichten. Messung im Scan-Modus
(m/z= 35 bis 350), Darstellung von 2 Massenspuremfz=115 und m/z=128)
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Abbildung 4-27 Capsicum chinense var. Habanero orange: Chromatogramm-Ausschnitt zurMessung von
Thioestern in Plazenta-Gewebe von griinen, bis zu Halten Chili-Friichten. Messung im Scan-Modus
(m/z= 35 bis 350), Darstellung von 2 Massenspurem(z=115 und m/z=128)

Das Chromatogramm der Plazenta-Probe (Abbildung@)4zgigt ebenfalls daN-Butylamid
der 8-Methyltrans-6-nonenséure — allerdings in ca. 20-fach grof3¢oezentration.

Tabelle 4-19Capsicum chinense var. Habanero orange: Bestimmung der Acyl-CoA’s alN-Butylamide in
bis zu 14 d alten Chili-Friichten

Retentionszeit Verbindung Indikator Peakflache = Responsefaktor  Prozentuale
[min] fur Summe aus Verteilung
Vorstufen ~ m/z = 115 und
des m/z =128
20,9 N-Butyl-7- NDC 11032106 0,647 11
methyloctanamid
22,1 N-Butyl-8-methyl-6- C 42999497 1,000 64
nonenamid
22,4 N-Butyl-8- DC 23420831 0,720 25

methylnonanamid

64%

67%

11% B N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
(FS-Restdes C)

B N-Butyl-7-methyloctanamid

4%

(FS-Rest des NDC)

@ N-Butyl-8-methylnonanamid
(FS-Rest des DC)

B Capsaicin
B Nordihydrocapsaicin
@ Dihydrocapsaicin

Abbildung 4-28 Capsicum chinense var. Habanero orange: links: prozentuale Verteilurg der Acyl-CoA’s
als N-Butylamide in 36 unreifen, bis zu 14 d alten ChiliFriichten. rechts: prozentuale Verteilung der 3
bereits gebildeten Hauptcapsaicinoide Capsaicin (CNordihydrocapsaicin (NDC) und Dihydrocapsaicin
(DC) aus dem Zentrifugationsruckstand (Plazenten-M#ix).

Acyl-CoA’s mit den Fettsdureresten der 3 Hauptdajppeade kdnnen in Chili-Friichten von

Capsicum chinense var. Habanenon Plazenta-Gewebe nachgewiesen werden.

Die

Verteilungsmuster der Vorstufen und der Capsaideaentsprechen den Ergebnissen des
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Versuches unter 4.4.1.1.; es zeigt sich keine \(B&mg gegenlber friher geernteten
Fruchten.

4.4.1.2.2 Untersuchung von unreifen, maximal 2 Wochen alten Habanero-Friichten
(Versuch B, 3. Ernte, Acyl-CoA’s und Acyl-ACP’s)

Es wurden erneut alle Frichte geerntet, die siath rder letzten Ernte an den Pflanzen
gebildet hatten. Der Zeitraum betrug 15 Tage; dilhgys Iasst der Median der Fruchtgewichte
von 2,8 g/Frucht (n = 33) darauf schlieBen, dasd-diichte (und vor allem das Perikarp) sich
in der vergleichbaren Zeitspanne schneller entvlieke als beim Versuch unter 4.4.1.2.1.

Das Gesamtfruchtgewicht betrug 99,7 g, was sicf71if® g Perikarp und 27,8 g Plazenta
gliedert. Wahrend der Probenaufarbeitung wurdeUterstand, welcher die Acyl-Thioester

enthalt, nach dem dritten Zentrifugationsschritbleat und auf je eine Festphasenkartusche
mit konditioniertem Anionenaustauscher-Material AB=Sepharose) gegeben:

Bei der_ersten Kartuscheurden die Thioester (Acyl-CoA’s und Acyl-ACP’g)éiner Stufe
mit dem Eluenten, welcher 0,5 M LiCl enthalt, ettiie

Um zwischen Acyl-CoA’s auch Acyl-ACP’s differenaar zu kénnen, wurde nach dem
Clean-up mit der_zweiten Kartuscheine konsekutive Elution gemafR Abbildung 4-2
durchgefuhrt.

Fir die Messungen mittels GC/MS waren bei der higmwvendeten kirzeren Saule die
Retentionszeiten aus Tabelle 4-3 zum Vergleich nmrziehen. Aus der gleichzeitigen
Elution beider Thioester mit 0,5M LiCl ergibt sictlas in Tabelle 4-20 dargestellte
Verteilungsmuster der Capsaicinoid-Vorstufen.

Tabelle 4-20 Bestimmung der Acyl-Thioester albl-Butylamide in bis zu 14 d alten Chili-Friichten von

Capsicum annuum var. Habanero orange. Simultane Elution beider Fraktionen an Thioesternmittel 0,5 M
LiCl-Pufferlésung

1. Kartusche: Acyl-CoA + Acyl-ACP

Retentionszeit Verbindung Indikator Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] far SIM-Modus Verteilung
Vorstufen m/z = 115 und
des m/z = 128
18,9 N-Butyl-7- NDC 709835 0,647 8
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 4312993 1,000 75
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 1330317 0,720 17

methylnonanamid
Die Untersuchung der beiden Fraktionen der konsekuElution liefert folgende Werte:

Tabelle 4-21Capsicum chinense var. Habanero orange: Elution der 1. Fraktion an Thioestern (Acyl-
CoA’s) mittels 0,15 M LiCI-Pufferldsung

2. Kartusche: 1. Fraktion Acyl-CoA

Retentionszeit Verbindung Indikator Peakflache SIM- Responsefaktor Prozentuale
[min] far Modus Verteilung
Vorstufen m/z = 115 und
des m/z = 128
18,9 N-Butyl-7- NDC 1187221 0,647 11
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 4403678 1,000 65
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 2306120 0,720 24

methylnonanamid
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Die Elution der 2. Fraktion mit 0,5 M LiCl im Puffegihrte bei der Messung dé\-
Butylamide zu einem etwas anderen Verteilungsmuster

Tabelle 4-22Capsicum chinense var. Habanero orange: Elution der 2. Fraktion an Thioestern (Acyl-
ACP’s) mittel 0,5 M LiCl-Pufferlésung

2. Kartusche: 2. Fraktion Acyl-ACP

Retentionszeit Verbindung Indikator Peakflache = Responsefaktor Prozentuale
[min] fur SIM-Modus Verteilung
Vorstufen m/z =115 und
des m/z =128
18,9 N-Butyl-7- NDC 375984 0,647 5
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 3585604 1,000 80
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 940692 0,720 15

methylnonanamid

Acyl-ACP Acyl-CoA

15%

6%

Capsaicinoide

[0 N-Butyl-8- (Pellet)
methylnonanamid,
respektive DC

B N-Butyl-8-methyl-6- 25%
nonenamid,
respektive C

I N-Butyl-7-
methyloctanamid,
respektive NDC

Abbildung 4-29 Capsicum chinense var. Habanero orange: Prozentuale Verteilung der Fettsdure-Reste in
beiden Acyl-Thioester-Fraktionen (Acyl-ACP’s und Agl-CoA’s; Auswertung der 2. Kartusche) und in
den bereits gebildeten Capsaicinoiden im Zentrifug#onsriickstand (Plazenten-Matrix).
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Beide Thioesterfraktionen enthalten das Acyl-Thiee®erivat mit dentransungesattigtem
Fettsaurerest (Precursor des Capsaicins). Die Boy-Fraktion enthalt einen héheren Anteil
an Vorstufen von DC und NDC, in der Acyl-ACP-Fraktifindet sich ein gro3erer Anteil der
Vorstufe des C. Im Vergleich der Untersuchung deylACoA’s in Frichten gleichen Alters
(s. Abbildung 4-28) findet sich hier ein geringeremteil an 7-Methyloctansdure-CoA im
Plazentagewebe. Bedingt durch die Aufarbeitung (Bieéchloressigsaure-Uberstand wird
verworfen (s. Abbildung 4-2)), enthélt die unterstecMatrix nur einen Teil der CoA’s.

Aus den Proben der Perikarp-Matrix, welche analoignsucht wurden, konnten keine Acyl-
Thioester alN-Butylamide nachgewiesen werden.

Das Capsaicinoidmuster des Zentrifugationsrickstaneigt einen niedrigeren Anteil an
Capsaicin im Vergleich zu den entsprechenden Tteoe$8-Methyl-6-nonenséure-CoA und
-ACP) in der Plazenta-Matrix. Der Anteil des DCgliehingegen mit 25 % hoher als der
Anteil der entsprechenden gesattigten ThioesteP{I¥BCP respektive 17 % CoA).

4.4.1.2.3 Untersuchung von reifen Habanero-Friichten

Es wurden 15 gelb-orange, vollreife Chili-Friichfdt¢r = 50 Tage nach Blite) mit einem
Gesamtgewicht (frisch) von 89,4 g geerntet. Auf Baskarp entfielen dabei 82,9 g und das
Gewicht der zu einem Pool zusammengefiigten Plazenbetragt 6,59. Das
Einzelfruchtgewicht lag im Median bei 5,9 g. Mitrehmendem Alter der Friichte nimmt der
Anteil der Plazenta am Gesamtgewicht ab, was auchrréachten der Varietat Jalapeno
(Capsicumannuum beobachtet werden konnte (Abbildung 4-58). DaterAder Pflanzen
betrug 10 Monate. Die Elution erfolgte mit 0,15 NMCLin der Pufferldsung.

lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70131#1.D

Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70131#1.D
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Abbildung 4-30 Reagenzien-Blindwert: Ausschnitt de§otalionen-Chromatogramms: Darstellung von 2
Massenspuren (m/z=115 und m/z=128).

Der Reagenzien-Blindwert (Abbildung 4-30) zeigt bet der Aminolyse-Reaktion gebildeten
Nebenprodukte.
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IoN 115.00 (114.70 to 115.70): 7O0131#5.D
Abundance Ion 12800 (IZ27.70 to 128.703: 70131#5.D
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Abbildung 4-31 Capsicum chinense var. Habanero orange: Ausschnitt des Totalionen-Qtomatogramms:
vollreife, orange Chili-Friichte (Plazenten-Matrix), Darstellung der Massenspuren m/z = 115 und m/z =
128.

Die Chromatogramme des Reagenzien-Blindwertes endidfarbeitung reifer Friichte sind
deckungsgleich. Es sind keine Acyl-CoA’s in reifegtichten nachweisbar.

4.4.1.2.4 Untersuchung von Einzelfrichten auf die 3 Hauptcapsaicinoide mittels
HPLC/Fluoreszenz in Capsicum chinense var. Habanero orange

Von denselben Pflanzen, welche das definierte Pélamaterial zur Thioesterbestimmung
lieferten, wurden im selben Monat (Alter der Pflanz10 Monate) 34 reife, gelb-orange
Einzelfriichte (Alter= 50 Tage nach Blite) geerntet und beziglich ihgss@icinoidgehaltes
untersucht. Die Frichte stammen von 8 Pflanzen Warietat C. chinense var.
.Habanero orange"

Die Gesamt-Capsaicinoidgehalte der Einzelfrictegen im Bereich von 2400 pg/Frucht bis
zu 17500 pg/Frucht. Ein ebenfalls breites Internfaldet man bei der Betrachtung der
Capsaicinoidgehalte einzelner Frichte einer PflamXie Scharfstoff-Gehalte pro Frucht
bewegen sich z. B. bei Pflanze Nr. 3 in Abbildun@3im Bereich von 3000 pg/Frucht bis
17300 pg/Frucht.

Der Verfahrensvariationskoeffizient zur Bestimmuwmn Capsaicinoiden von Einzelfrlichten
ist nur bedingt moglich, da jede Frucht nur einmahanden ist. Fur das hier beschriebene
Verfahren konnte Hieplerlg9 nach der wiederholten Aufarbeitung und Messume®i
homogenisierten Frichtepools einen Verfahrensvaniskoeffizienten von 7,5 % angeben.
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Abbildung 4-32 Capsicum chinense var. Habanero orange: Darstellung der Heterogenitéim
Gesamtcapsaicinoidgehalt aus 34 Einzelfrichten va® Pflanzen.

Auch hier ist das Muster der Capsaicinoide nichtheitlich, sondern Schwankungen
unterworfen ist. Mit einer groRen Anzahl von Eim@eben (n=34) lasst sich jedoch eine
Aussage Uber die mittlere Verteilung der drei Haapsaicinoide treffen.
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60% -

40% -

B NDC
@DC
mC

20% “

19 21 23 25 27 29 31 33

0% -
1 3 5 7 9

Abbildung 4-33 Capsicum chinense var. Habanero orange: Capsaicinoidmuster der 3 Haptcapsaicinoide
von 34 reifen Einzelfrichten.

Zur Visualisierung wird der Median der prozentmabnteile der Capsaicinoide am Gesamt-
Capsaicinoidgehalt aufgetragen (Abbildung 4-34).
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Abbildung 4-34 Capsicum chinense var. Habanero orange: Prozentuale Verteilung der Haupt-
capsaicinoide (Median, n=34 Einzelfriichte) in reifa Frichten.

Zur Orientierung sind in Tabelle 4-23 die Quantit2 10 % und 90 % angegeben.

Tabelle 4-23Capsicum chinense var. Habanero orange: Capsaicinoidmuster der 3 Haptcapsaicinoide in
reifen Friichten (n = 34).

Nordihydrocapsaicin Capsaicin Dihydrocapsaicin
[%6] [%] [%]
Median 4.9 64,5
Quantil 10 % 3,9 53,4
Quantil 90 % 7,3 68,7

Die vorangegangenen Capsaicinoidbestimmungen augetdrifugationsrickstanden von

1. bis zu 45 Tage alten Friichten,
2. und 3. bis zu 14 Tage alten Friichten und
4. von 34 reifenz 50 Tage alten Frichten

zeigen im direkten Vergleich ein sehr konstantestéflengsmuster der Capsaicinoide. Die
Abbildung 4-35 zeigt die vier ermittelten Verteigsmuster der 3 Hauptcapsaicinoide.
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Abbildung 4-35 Capsicum chinense var. Habanero orange: Prozentuale Verteilung der Haupt-

capsaicinoide in den 3 Zentrifugationsriickstanden s Clean-up und der Einzelfriichte (Median, n=34) im
Vergleich.

Unter Berilcksichtigung der Analysenungenauigkeieildil das Verteilungsmuster der

Capsaicinoide inCapsicum chinense var. Habanero orangéihrend des Entwicklungs-
stadium der Frichte stabil.
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4.4.2 Capsicum annuum var. Jalapeno

4.4.2.1 Nachweis von Thioestern in Pflanzenmaterial ~ (Capsicum annuum var. Jalapeno )

Zur Untersuchung werden 15 Frichte, welche sichdgerm Farbwechsel von griin nach rot
befinden (nach 45-50 Tagen werden die Frichtestofbbildung 4-58), geerntet und sofort
untersucht. Die Frichte stammen von verschiedeflanZén gleichen Alters (4,5 Monate).
Die Plazenta-Matrix (Plazenten, Scheidewdnde unde® wurde von den Fruchtwénden
(Perikarp) getrennt aufgearbeitet. Nach dem Eirdrie in flissigem Stickstoff und
Zerkleinern wurden von den beiden Matrices je IPéingewogen. Nach dem Clean-up und
der Elution beider Thioesterfraktionen zusammen @it M LiCl (Acyl-CoA’s und Acyl-
ACP’s) wurden von den insgesamt 20 pl Probevolunghzur GC/MS-Analyse injiziert.
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Abbildung 4-36 Capsicum annuum var. Jalapeno: Ausschnitt des Totalionen-Chromatogramms der
aufgearbeiteten Probe aus den Plazenten der Friichte

Betrachtet man in Abbildung 4-36 das Totalionendgbimatogramm zu den aufgearbeiteten
Plazenten der Chili-Friichte, erkennt man die Nothigkeit der selektiven Detektion
einzelner Massenspuren zur Bestimmung dButylamide als Derivate der Thioester. Der
grofdte, hier abgebildete Peak (23,37 min) stammtRiathalaten, welche als Weichmacher in
vielen Kunststoffen enthalten sind. Aus diesem @rwerden zur besseren Erkennungder
Butylamide die Massenspuren m/z = 115 und m/z=228akiert und angezeigt (Abbildung
4-37).
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Abbildung 4-37 Capsicum annuum var. Jalapeno: Massenspuren m/z=115 und m/z=128sle
Totalionenchromatogramms aus den Plazenten der Frinte.
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Abbildung 4-38 Capsicum annuum var. Jalapeno: SIM-Chromatogramm, Aufzeichnung der
Massenspuren m/z=115 und m/z=128 (als Summe) zur pfimdlichen Messung derN-Butylamide.

Drei Peaks (Retentionszeiten 21.05 min, 22,17 mid 22,47 min), entsprechen den
gesuchten VerbindungeN-Butyl-7-methyloctanamidN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid und
N-Butyl-8-methylnonanamid, entstanden aus den Acybds$tern. Um die Sensitivitat der
Detektion zu steigern wurden in einem SIM-Lauf (Atbng 4-38) nur die Summe der
Massenspuren m/z = 115 und m/z = 128 detektiertddmnintensitatsskala (Abundance) lasst
sich ablesen, dass das detektierte Signal zu Meidindung im Vergleich zum TIC um den
Faktor 60 intensiver ist. Die Differenzen in denddionszeiten im Vergleich zu Tabelle 4-3
lassen sich durch ein zu diesem Zeitpunkt noch eedetes, unterschiedliches
Temperaturprogramm bei der Gaschromatographiererkla

Das Chromatogramm (Abbildung 4-39) zeigt den Reageblindwert, der am Tag der
Messung mitgefiihrt wurde. Dort sind wie auch imilkep (Abbildung 4-40) keine Thioester
zu finden.
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Abbildung 4-39 Reagenzien-Blindwert: Massenspuren fm=115 und m/z=128 des Totalionen-
chromatogramms

Im Chromatogramm (Abbildung 4-40) der aufgearbeidtruchtwande (Perikarp) der Chili-
Frichte erkennt man, im Vergleich zum Blindwertsslaie Peakflache der Verbindung bei
einer Retentionszeit von 22,98 min zunimmt. Diegaak ist demN-Butyldecanamid
zuzuordnen. Demnach koénnte der Ursprung diesesalSigine Fettsdurevorstufe mit einem
aliphatischen Rest mit 10 C-Atomen sein, wobei afseachtet werden muss, dass diese
Verbindung auch im Reagenzienblindwert vorhanden is
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Abbildung 4-40 Capsicum annuum var. Jalapeno: Massenspuren m/z=115 und m/z=128sl&otalionen-
chromatogramms des Perikarps der Friichte.

Unter Beriicksichtigung der Responsefaktoren (4l1[8sst sich aus den Flachenwerten der
N-Butylamide die prozentuale Verteilung der Acyl-CeAund Acyl-ACP’s als Summe
ermitteln.
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Tabelle 4-24 Prozentuale Verteilung deN-Butylamide in Plazenten aus Chili-Friichten Capsicum
annuum var. Jalapeno) als Indikatoren flr Precursoren (Acyl-Thioester) der Capsaicinoide.

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
21,1 N-Butyl-7- NDC 10071955 0,647 19
methyloctanamid
22,2 N-Butyl-8-methyl-6- C 16339062 1,000 a7
nonenamid
22,5 N-Butyl-8- DC 16827641 0,720 35

methylnonanamid

35%

46%

B N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
B N-Butyl-7-methyloctanamid
19% @ N-Butyl-8-methylnonanamid

Abbildung 4-41 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-Thoester

Fazit: Resultierend aus der Elution beider Thia&stktionen gemeinsam zeigt sich als
Ergebnis ein relativ hoher Anteil der Vorstufen wvéDC und DC im Vergleich zCapsicum
chinense var. Habanero orangdDie Ergebnisse beziehen sich auf das momentane
Entwicklungsstadium der Friichte, auf das Alter Banzen und die zu dieser Jahreszeit
(Monat Juli) gegebenen Lichtverhaltnisse. Der GedralCapsaicinoiden und deren Muster im
Zentrifugationsriickstands wurde nicht untersucht.

Bei Frichten vergleichbaren Reifestadiums (51,5m@schgewicht; 10,59 Plazenten;
Reifestadium: Farbwechsel von grin nach rot), diehnder Ernte 2 Tage im Kihlschrank
(5 °C) gelagert wurden, konnten keine Acyl-Thioestehr nachgewiesen werden.

4.4.2.2 Getrennte Messung von Acyl-CoA’s und Acyl-A  CP’s als N-Butylamide in unreifen Chili-

Friichten ( Capsicum annuum var. Jalapeno ) mit gestufter Elution

Fir diese Messung wurden unreife, grine Fruchteuc(falter bis ca.40d) von
verschiedenen, aber gleich alten Pflanzen (6 MoJngterntet. Insgesamt wurde aus
ca. 35 Frichten 38 g Plazenta-Gewebe (inkl. Sanmmh Scheidewanden) prapariert. Zur
Elution der Thioester wurde zunachst der EluentQyii® M LiCl fur die Acyl-CoA-Fraktion
verwendet. Nach einem Zwischenwaschschritt mit MEE&er wurde eine weitere
Thioesterfraktion (Acyl-ACP’s) mit 0,5 M LiCl Eluén erhalten.
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Abbildung 4-42 Capsicum annuum var. Jalapeno: Aufarbeitung der Plazenten-Matrix aus griinen,
unreifen Fruchten, Elution der Acyl-CoA-Fraktion mit 0,15 M LiCl

Im Chromatogramm zur Messung der Plazenta-Proi& (@,LiCl. Abbildung 4-48) erkennt
man die drei N-Butylamide, welche aus den Acyl-Thioestern-Vorstufeder

3 Hauptcapsaicinoide wahrend der Derivatisierunigildet werden. Unter Berucksichtigung
der Responsefaktoren (4.1.3.1) wurde aus den RAd@sten die prozentuale Verteilung der
Acyl-CoA’s ermittelt.

Tabelle 4-25Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-CoAs in Plazenten aus
grunen Chili-Frichten (eluiert mit 0,15 M LiCl).

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
21,1 N-Butyl-7- NDC 1915054 0,647 36
methyloctanamid
22,2 N-Butyl-8-methyl-6- C 1300948 1,000 38
nonenamid
22,5 N-Butyl-8- DC 1224650 0,720 26

methylnonanamid

38%

B N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
B N-Butyl-7-methyloctanamid
36% @ N-Butyl-8-methylnonanamid

Abbildung 4-43 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-CoAs in unreifen
Chili-Frichten.

Die Acyl-CoA-Verteilung weicht im Vergleich zu dédessung des Verteilungsmusters der
gemeinsam eluierten Thioester, die mit Frichtersalben Pflanzen-Kohorte (2 Monate
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friher geerntet) stattfand, deutlich ab. Die draiylACoA’s, welche die Precursor der
3 Hauptcapsaicinoide darstellen, sind hier jewrilseinem Drittel vertreten. Zuvor war der
Anteil von N-Butyl-7-methyloctansaure-CoA/-ACP zugunsten vbhButyl-8-methyl-6-
nonensaure-CoA/-ACP erniedrigt.

Dementsprechend miusste die Acyl-ACP-Fraktion im giéch zur Acyl-CoA-Fraktion
unterschiedlich zusammengesetzt sein. Die Abbilddat zeigt einen Chromatogramm-
Ausschnitt zur Untersuchung der Acyl-ACP-Fraktion.
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Abbildung 4-44 Capsicum annuum var. Jalapeno: Chromatogramm zur Aufarbeitung der Plazenten aus
grunen, unreifen Friichten, Elution der Acyl-ACP-Fraktion mit 0,5 M LiCl

Das Chromatogramm (Abbildung 4-49) der 2. Frakteigt ebenfalls das zuvor gefundene
Verteilungsmuster: Die drei Vorstufen (hier Acyl-RG) liegen jeweils zu einem Drittel in
dieser Fraktion vor.

Tabelle 4-26 Prozentuale Verteilung deN-Butylamide in Plazenten aus griinen Chili-Friichten Capsicum

annuum var. Jalapeno) als Indikatoren fiir Precursoren (hier Acyl-ACP’s) der Capsaicinoide in der ersten
Fraktion (eluiert mit 0,5 M LiCl).

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
18,9 N-Butyl-7- NDC 417942 0,647 34
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 282090 1,000 36
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 334603 0,720 30

methylnonanamid
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Abbildung 4-45 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-ACPs alsN-

Butylamide in unreifen Chili-Friichten.

Fazit: Zu diesem Zeitpunkt (Alter der Pflanzen 6ridte, Erntemonat September) ist in den
Fruchten dieser Varietat, das Verhéaltnis der drkhiod@ster in ihrer jeweiligen Fraktion
ausgeglichen. Es ist jedoch nicht zu Uberprifeniclvee Teil der Acyl-CoA’s bei der
Aufarbeitung jeweils verworfen wird, was einen Meigh der Werte mit der Thioester-Pools
schwierig macht. Es ist denkbar, dass unreprodoaieein Teil des Acyl-CoA-Pools im
ersten Schritt der Aufarbeitung verworfen wird.

Der Zentrifugationsruckstand wurde nicht auf digp€acinoid-Verteilung hin untersucht.

4.4.2.3 Messung von Acyl-CoA’s als  N-Butylamide in unreifen Chili-Frichten ( Capsicum

annuum var. Jalapeno )

Fir diese Messung wurden 44 unreife, grine Frug¢kreichtalter bis ca. 40 d) von
verschiedenen, aber gleich alten Pflanzen (etwsldfate) geerntet. Das Gesamtgewicht der
44 Frichte lag bei 197,29, wovon 48,59g auf Plez&ewebe (inkl. Samen und
Scheidewanden) und 148,7 g auf das Perikarp esfiedur Untersuchung wurden gleiche
Einwaagen (je 48,5 g) von Plazenta und Perikargesietzt. Zur Elution der Thioester wurde
der Eluent mit 0,15 M LiCl verwendet. Des Weitengarde zur Kontrolle der Aufarbeitung
ein Reagenzienblindwert mitgefihrt. Der Zentrifugasriickstand (Pflanzenmatrix) wurde
zur Untersuchung auf Capsaicinoide verwendet.
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Abbildung 4-46 Capsicum annuum var. Jalapeno: Chromatogramm-Ausschnitt der Messug der
Plazenta-Probe: SIM-Modus (Massenspuren m/z=115 unieh/z=128)

Im Chromatogramm zur Messung der Plazenta-Probéildng 4-46) erkennt man wieder
die dreiN-Butylamide, welche aus den Acyl-Thioestern-Vorstufier 3 Hauptcapsaicinoide
wahrend der Derivatisierung gebildet werden undgeirgleich gro3e Peaks, welche als
Reaktionsnebenprodukte entstehen. So ist z.B. eiftegy Peak vorN-Butyldecanamid
(tr = 22,9 min) im Chromatogramm zu sehen. Unter Beaigbtigung der Responsefaktoren
lasst sich aus den Flachewerten die prozentualeiarg der Acyl-CoA’s ermitteln.

Tabelle 4-27Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung deiN-Butylamide in Plazenten aus

grunen Chili-Frichten (Capsicum annuum var. Jalapeno) als Indikatoren fur Precursoren (Thioester) der
Capsaicinoide.

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
21,0 N-Butyl-7- NDC 2275318 0,647 28
methyloctanamid
22,1 N-Butyl-8-methyl- C 2132828 1,000 41
6-nonenamid
22,4 N-Butyl-8- DC 2219313 0,720 31

methylnonanamid

Die Daten zur prozentualen Verteilung der Acyl-CeAtverden den Ergebnissen aus der
Untersuchung des Pflanzenmatrix-Zentrifugationsstenkdes gegentbergestellt. Es enthalt
den Hauptteil der zu diesem Zeitpunkt bereits getdn Capsaicinoide, da durch das
dreimalige Homogenisieren und Zentrifugieren mitskalter, wassriger Ldsung
(Trichloressigsaure bzw. MOPS-Puffer) nur geringengen an Capsaicinoiden geldst
werden.
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Abbildung 4-47 Capsicum annuum var. Jalapeno: links: Prozentuale Verteilung der Ayl-CoA’s alsN-
Butylamide in 44 unreifen Chili-Friichten. rechts: Frozentuale Verteilung der 3 Hauptcapsaicinoide
Capsaicin (C), Nordihydrocapsaicin (NDC) und Dihydiocapsaicin (DC) aus dem

Zentrifugationsriickstand (Plazenten-Matrix).

Beim Vergleich der beiden Kreisdiagramme (Abbildudgl7) fallt auf, dass bei den
Capsaicinoiden der Anteil an NDC geringer und dated an C hoher im Vergleich zu den
entsprechenden Vorstufen ist, Capsaicin ist eingledsas Hauptcapsaicinoid. Die Friichte
wurden im Februar geerntet und untersucht.

4.4.2.4 Messung von Acyl-CoA’s und Acyl-ACP’s als  N-Butylamide in unreifen Chili-Friichten
(Capsicum annuum var. Jalapeno ) nach gestufter Elution

Fir diese Messung wurden 25 unreife, grine Frug¢kreichtalter bis ca. 40 d) von
verschiedenen, aber gleich alten Pflanzen (13 M)najeerntet. Der Median des
Fruchtgewichts lag bei 3,78 g/Frucht. Das Gesamitgaewder 25 Frichte lag bei 97,9 g,
wovon 18,0 g auf Plazenta-Gewebe (inkl. Samen wfhiki@ewénden) und 79,9 g auf das
Perikarp entfielen. Zur Untersuchung wurden vealleare Einwaagen von Plazenta (18,0 g)
und Perikarp (20,0 g) eingesetzt. Zur Elution dbio&ster wurde zunachst der Eluent mit
0,15 M LICI fur die erste Fraktion verwendet. Namhem Zwischenwaschschritt mit MES-
Puffer wurde eine weitere Thioester-Fraktion mi6 B} LiCl Eluenten erhalten. Der
Zentrifugationsricksatnd (Pflanzenmatrix) wurde zuntersuchung auf Capsaicinoide
verwendet.
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Abbildung 4-48 Capsicum annuum var. Jalapeno: Chromatogramm zur Aufarbeitung der Plazenten aus
grunen, unreifen Friichten, Elution der Acyl-CoA-Fraktion mit 0,15 M LiCl.

Im Chromatogramm zur Messung der Plazenta-Proi& (@,LiCl. Abbildung 4-48) erkennt
man die drei N-Butylamide, welche aus den Acyl-Thioestern-Vorstuf der 3
Hauptcapsaicinoide wéahrend der Derivatisierung Igebiwerden. Unter Berlcksichtigung
der Responsefaktoren (4.1.3.1) wurde aus den Fi@eréen die prozentuale Verteilung der
Acyl-CoA’s ermittelt.

Tabelle 4-28Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-CoA’s in Plazenta aus
grunen Chili-Frichten (eluiert mit 0,15 M LiCl).

Retentionszeit Verbindung Indikator fur Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
18,9 N-Butyl-7- NDC 1744128 0,647 29
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 964280 1,000 25
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 2547590 0,720 46

methylnonanamid
Die Acyl-CoA-Verteilung hat sich im Vergleich zu miélessungen, die 4-6 Monate friher
mit Frichten derselben Pflanzen-Kohorte stattfapdeark verandert. Den grof3ten Anteil bei
den Precursoren und bei den Capsaicinoiden nimmit8dilethyloctanoyl-CoA bzw. das
Dihydrocapsaicin ein. Dies entspricht nicht den &mtwngen, da die Messung des
Capsaicinoidmusters reifer Einzelfrichte (n =92lteA der Pflanzen ca. 10 Monate,
Abbildung 4-57) ein anderes Bild zeigte.
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Time-->

Abbildung 4-49 Capsicum annuum var. Jalapeno: Chromatogramm zur Aufarbeitung der Plazenten aus
grunen, unreifen Frichten, Elution der Acyl-ACP-Fraktion mit 0,5 M LiCl.

Das Chromatogramm (Abbildung 4-49) der 2. Fraktizeigt ebenfalls ein unerwartetes
Ergebnis: Die drei Vorstufen (hier Acyl-ACP’s) lerg jeweils zu einem Drittel in dieser

Fraktion vor.

Tabelle 4-29Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Acyl-ACP’s in Plazenta aus
grinen Chili-Frichten (Elution mit 0,5 M LiCl).

Retentionszeit Verbindung Indikator fir Peakflache Responsefaktor Prozentuale
[min] Vorstufen des Verteilung
18,9 N-Butyl-7- NDC 626226 0,647 34
methyloctanamid
20,1 N-Butyl-8-methyl- C 415196 1,000 35
6-nonenamid
20,4 N-Butyl-8- DC 507290 0,720 31

methylnonanamid
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Acyl-ACP Acyl-CoA

46%

35%

Capsaicinoide

methylnonanamid,
respektive DC

. N'ButyI'S'methyI'6' 44%
nonenamid,
respektive C

I N-Butyl-7-
methyloctanamid,
respektive NDC

18%

Abbildung 4-50 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der Fettsdure-Reste in bein
Acyl-Thioester-Fraktionen (Acyl-ACP’s und Acyl-CoA’s) und in den bereits gebildeten Capsaicinoiden im
Zentrifugationsrickstand (Plazenten-Matrix).

Die Zusammensetzung des Acyl-ACP-Pools entsprichkteder ermittelten Verteilung unter
4.4.2.2 in Abbildung 4-45 und die drei Thioestend#n sich zu je einem Drittel in den
Frichten wieder. In Jalapeno-Friichten wurde eirdieSumme aus Acyl-CoA’s und Acyl-
ACP’s (Abbildung 4-41) bestimmt und die Verteilungigte weniger NDC- und mehr C-
Vorstufen im Vergleich zum Acyl-ACP-Pool. Diesesriéglungsmuster ahnelt wiederum den
Bestimmungen des Acyl-CoA-Pools (Abbildung 4-47 éibildung 4-50).

Zur Kontrolle wurde auch das Perikarp als auf Atlfleester untersucht. Da die Bildung der
Capsaicinoide in den Epidermiszellen der Plazestatifindet, sind diese Messungen unter
anderem als Matrixblindwerte anzusehen.
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Ion 115.00 (114.70 to 115.70): 70518#10.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70518#10.D

N-Butyldecanamid
N-Butylnonanamid
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Abbildung 4-51 Capsicum annuum var. Jalapeno: Matrixblindwert, Chromatogramm zur Aufarbeitung
des Perikarps von griinen, unreifen Frichten, Elutio mit 0,15 M LiCl.

Im Vergleich zu den beiden Chromatogrammen zur dgidung der Plazenten kann man
hier keine Peaks eindeutig den Acyl-Thioestern doen. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass
kleine Mengen an Acyl-Thioester mit den Fettsagtere der 3 Hauptcapsaicinoide in den
Perikarp-Aufarbeitungen vorhanden sind, denn eineeniung der verschiedenen

Gewebearten nach dem visuellen Sinneseindruckidsit einfach. Deshalb kann bei der
Trennung von Plazenta und Perikarp mittels Skalgedlne vollstindige Separation

gewahrleistet werden.

lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70518#9.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70518#9.D

920000 1945
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Time--=

Abbildung 4-52 Capsicum annuum var. Jalapeno: Matrixblindwert, Chromatogramm zur Aufarbeitung

des Perikarps von grinen, unreifen Frichten, Elutia mit 0,5 M LiCl.

Fazit: Zu diesem Zeitpunkt (Erntemonat Mai) fincth in den Frichten dieser Varietat,
ohne dass es einen Anhaltspunkt fir die Ursachd di#s Dihydrocapsaicin als

Hauptcapsaicinoid. In der Fraktion der Acyl-ACP&igt sich im Vergleich zum CoA-Pool

ein deutlich héherer Anteil an Thioestern mit urigegtem Fettsaurerest.
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4.4.2.5 Messung von Acyl-CoA’s und Acyl-ACP’s als  N-Butylamide in vollreifen Chili-Friichten

(Capsicum annuum var. Jalapeno )

Fir diese Messung wurden ausschlieBlich vollreifgge Frichte (alter als 45 d) von
verschiedenen, aber gleich alten Pflanzen (6 MJngéerntet. Insgesamt wurden 28 g
Plazenta-Gewebe zur Untersuchung eingesetzt. Digoklder Thioester erfolgte in einem
Schritt mit einer LiCl-Konzentration von 0,5 M.

lon 115.00 (114.70 to 115.70): 60926#2.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 60926#2.D
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Abbildung 4-53 Capsicum annuum var. Jalapeno: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung von
Thioestern in Plazenten von reifen Chili-Friichten.SIM-Modus, Darstellung der Massenspuren m/z = 115
und m/z = 128.

Im Chromatogramm (Abbildung 4-53) erkennt man, das3er denN-Butyldecanamid bei
einer Retentionszeit von 23 min und einem Reaktiebhenprodukt der Derivatisierung

(21,6 min) keines der gesuchtéiButylamide zu detektieren ist. Zum Vergleich zeigt
Abbildung 4-54 das Chromatogramm des Reagenziahkértes.

Ion 115.00 (114.70 to 115.70): 70206#1.D
Abundance Ion 128.00 (127.70 to 128.70): 70206#1.D
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Abbildung 4-54 Reagenzien-Blindwert: ChromatogrammAusschnitt, Messung im SIM-Modus,
Darstellung der Massenspuren m/z = 115 und m/z = &2

In reifen Chili-Friichten vorCapsicum annuum var. Jalapesind keine Thioester als-
Butylamide nachweisbar.
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4.4.2.6 Untersuchung von Einzelfrichten auf die 3H  auptcapsaicinoide mittels

HPLC/Fluoreszenz in Capsicum annuum var. Jalapeno

Die verwendeten Pflanzen (n = 19) dieser Varietatden Uber einen Zeitraum von mehr als
einem Jahr zur Gewinnung von definiertem Pflanzdarna genutzt. So war es mdglich von
den selben Pflanzen, bei denen die Thioesterbestignerstmals gelang (4.4.2.1), auch
Untersuchungen zum Capsaicinoidgehalt vorzunehniém. die Heterogenitat bei der
Verteilung der Scharfstoffgehalte einer Pflanzee@eér et al. 159) zu bericksichtigen,
wurde eine grofe Anzahl von reifen Einzelfriichten=02) untersucht. Dies war flr
Capsaicinoide mdglich, da deren Gehalt um einigengootenzen hoher liegt, als der Gehalt
der Thioester. Die Gesamt-Capsaicinoidgehalte derefriichte liegen im Bereich von
100 pg/Frucht bis zu 6000 pug/Frucht. Ein ebenfalisites Intervall findet man bei der
Betrachtung der Capsaicinoidgehalte einzelner Reliemer Pflanze. Die Scharfstoff-Gehalte
pro Frucht bewegen sich z. B. bei Pflanze Nr. Abbildung 4-55 im Bereich von 100 pg bis
3000 pg.
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Abbildung 4-55 Capsicum annuum var. Jalapeno: Darstellung der Heterogenitéat im Gsamt-
capsaicinoidgehalt aus 92 Einzelfriichten von 19 Rihzen.

Da die Capsaicinoidgehalte nicht normalverteiltdsigsieche Abbildung 4-55), wird zur
Visualisierung in Abbildung 4-57 der Median der peatualen Anteile der Capsaicinoide am
Gesamt-Capsaicinoidgehalt aufgetragen.

Es wird kein konstantes Verteilungsmuster der Gapsade beobachtet. Mit einer grof3en
Anzahl von Einzelproben lasst sich jedoch eine Agediber die mittlere Verteilung der drei
Hauptcapsaicinoide treffen.
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Abbildung 4-56 Capsicum annuum var. Jalapeno: Capsaicinoidmuster der 3 Hauptcapsaicinoide von®
reifen Einzelfruchten.

Zur Orientierung sind in Tabelle 4-30 die Quantit2 10 % und 90 % angegeben.

Tabelle 4-30Capsicum annuum var. Jalapeno: Capsaicinoidmuster der 3 Hauptcapsaicinoide in riéen
Fruchten (n = 92).

NDC C
[%] [%0]
Median 18 48 33
Quantil 10 % 13 37 29
Quantil 90 % 26 58 37

33%

48%

W Capsaicin
m Nordihydrocapsaicin

@ Dihydrocapsaicin
18% yereap

Abbildung 4-57 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der 3 Hauptcapsaicinoide
(Median, n=92 Einzelfriichte) in reifen Friichten.

Der Vergleich dieses Musters bei reifen Frichtent midem Muster im
Zentrifugationsrickstand aus 44 unreifen (bis 44ltdn) Friichten (Abbildung 4-47) zeigt
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eine sehr gute Ubereinstimmung. Das Alter der Réarbetrug 9 Monate und der Erntemonat
war der Januar.

4.4.2.7 Untersuchungen zur Fruchtentwicklung bei Capsicum annuum var. Jalapeno

Bei der Arbeit mit den Chili-Friichten fiel auf, dasich die Plazenta unterschiedlich schnell
im Vergleich zum Perikarp zu entwickeln schien. Daollte mit objektiven Daten belegt
werden, weshalb drei Frichte einer Pflanze der e¥@riJalapeno (Capsicum annuujn
unterschiedlichen Entwicklungsstadiums geerntetwerchessen und gewogen wurden.

Tabelle 4-31 Dokumentation der Fruchtentwicklung Jéapeno: Es wurden 3 Friichte unterschiedlichen
Alters einer Pflanze geerntet

Frucht Alter Farbe Samen Gewicht Gewicht Anteil Dicke des
Plazenta + Plazenta + Perikarps
Samen Samen
[Tage] a] (] (%] [mm]
klein ca. 20 grun weich 1,403 0,25 18 1,6
mittel 41 grun weich 5,332 0,902 17 2,9
grofl 45-50 grunrot hart 11,467 1,475 13 3,5

Abbildung 4-58 Fruchtentwicklung Capsicum annuum var. Jalapeno: links 3 Friichte unterschiedlicher
Entwicklungsstadien, rechts Langsschnitt durch selige Jalapeno-Frichte

Um den Verlauf der Entwicklung der 3 Hauptcapsaitla wéahrend der Fruchtentwicklung
auch bei jungeren Frichten zu dokumentieren, wuederier verschiedenen Tagen jeweils
ca. 75 bis 100 Bluten mit Baumwollbandchen markigst zeigte sich, dass nur etwa 10 % der
markierten Bluten auch eine Frucht hervorbrachilesgesamt konnten 38 markierte Friichte
in 4 Altersgruppen zeitgleich geerntet und untensweerden. Das Alter der Frichte wurde
vom ersten Tag der Blute bis zur Ernte der Fruenethnet. Das Alter der Pflanzen betrug
10 Monate und der Erntemonat war der Februar.

Tabelle 4-32Capsicum annuum var. Jalapeno: Abhéngigkeit des Capsaicinoidmusters von der
Fruchtentwicklung (Gehalte als Median)

Alter [d] Capsaicin Nordihydrocapsaicin Dihydrocapsaicin Gesamt-Capsaicin
Anzahl [pg/Frucht] [pg/Frucht] [pg/Frucht] [pg/Frucht]
33;n=11 810,5 242,1 627,2 1748,7
28;n=11 574,3 154,8 383,2 1112,4
22;n=8 136,4 66,1 139,4 337,1
18;n=8 6,9 6,8 7,1 20,9

Da man nicht genau sagen kann, wann eine Blutedigit wurde, tauscht die Angabe eines
einzelnen Tages beim Fruchtalter eine nicht vorbaadPrazision vor. Zwischen den
Altersgruppen gibt es jedoch dadurch keine Ubersiclhumgen.



4 Untersuchungen und Ergebnisse 103

‘ B Capsaicin B Dihydrocapsaicin B Nordihydrocapsaicin

100%

80%

60%

40%

20%

0%
18 22 28 33

Alter der Friichte [d]

Abbildung 4-59 Capsicum annuum var. Jalapeno: Prozentuale Verteilung der 3 Hauptcapsaicinoideri 38
Einzelfrichten (je n = 8 bzw. 11) unterschiedlicheAlterstufen (18, 22, 28 und 33 Tage)
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Abbildung 4-60 Capsicum annuum var. Jalapeno: Entwicklung der Capsaicinoidgehalte in pg/Fruchtin
Abhangigkeit vom Alter der Friichte in Tagen nach Biite.
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Abbildung 4-61 Capsicum annuum var. Jalapeno: Abbildung der prozentualen Anteile(Median und
Quantile 10 % bzw. 90 %) der 3 Hauptcapsaicinoide iz vier verschiedenen Stadien der
Fruchtentwicklung.

Das Muster der Capsaicinoide scheint nicht konstant sein. Zu Beginn der
Fruchtentwicklung (18 d) ist das Verhdltnis von @C und NDC ausgeglichen. Auf die 3
Capsaicinoide entfallt jeweils etwa ein Drittel déesamtscharfstoffe. Allerdings ist bei
diesen niedrigen Gehalten die prozentuale anahgisinprazision erhéht. Bei der Gruppe der
altesten Fruchte (33d) hat sich der Anteil von ydimcapsaicin im Rahmen der
Einzelmesswert-Schwankungen nicht veréndert. Deps&ain-Anteil liegt bei &lteren
Friichten hoher (~ 50 %). Der Anteil von Nordihydnasaicin ist bei 18 Tage alten Friichten
vergleichbar mit den Anteilen von C und DC. In déruppen= 28 Tage stabilisiert sich der
NDC-Anteil bei ~ 15 % und das Muster der Capsaidaast im Rahmen der Schwankungen
(Quantile 10 % und 90 %) ab diesem Zeitpunkt unvezdndieses Capsaicinoidmuster
entspricht den gefundenen Verteilungsmustern ans9@ereifen Einzelfrichten (Abbildung
4-57) und aus dem Zentrifugationsriickstand der tdatdnung von 44 griinen Friichten
(Abbildung 4-47). Zu Einzelfrichten von 13 Monatdtea Pflanzen wie bei der
Thioesterbestimmung unter 4.4.2.4 liegen keine l&tpse vor.
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4.4.3 Capsicum pubescens var. Yellow Tree Pepper Ro  cot

CapsicuraPflanzen der Variet&Capsicum pubescessammen urspriinglich aus Héhenlagen
(2000 bis 3000 m uber dem Meeresspiegel) der Anatehbesitzen i. d. R. ein von anderen
Varietaten deutlich abweichendes Capsaicinoidmuglas Hauptcapsaicinoid ist in diesem
Fall das Dihydrocapsaicin. Capsaicin ist das zvéeitigste Capsaicinoid beCapsicum
pubescenq164). Es wurden mehrfach Samen verschieddbepubescend/arietaten zur
Kultivierung ausgebracht. Es erwies sich jedochsalswierig diese Varietat mit ihren, im
Vergleich zu den anderen Varietaten differierenderorderungen an Boden, Temperatur
und Lichtverhaltnissen, zu kultivieren. Eine deZapsicum pubescensvarietaten
(Akzessionsnummer: CAP 1038gellow Tree Pepper Rocatiehe 7.8.1) konnte erfolgreich
bis zur Fruchtreife gebracht werden. Die Pflanzamrden im Oktober 2006 eingesat und
trugen am August 2007 die ersten reifen Friichte.

4.4.3.1 Messung des Musters von Acyl-CoA’sin  Capsicum pubescens var. CAP 1033

Es war nicht bekannt, wie lang der Zeitraum derckieife bei dieser Varietét ist. Der erste
beobachtete Farbwechsel einer Frucht von griin galthwies auf eine Reifedauer vari8
Tagen hin. Nachdem diese Erkenntnis vorlag, wurden derselben Pflanze 13 griine
Fruchte, mit einem Fruchtgewicht im Median von 14, 9eerntet. Das Gesamtfruchtgewicht
lag bei 168,5 g, wovon 145,0 g auf das Perikarp 281& g auf die Plazenten entfielen. Das
Fruchtalter lag ber 18 bis< 48 Tagen nach Blite. Dieses Zeitfenster wurde béyweil die
Untersuchung einer 14 Tage alten Frucht zeigtes dagar das Capsaicinoidmuster mit
Dihydrocapsaicin als Hauptcapsaicinoid den Erwa#m entspricht, jedoch der
Gesamtscharfstoffgehalt noch sehr niedrig lag 1f@g&-rucht).

Das Clean-up wurde gemaf3 Abbildung 4-2 durchgefidhint, dass zur Elution der Thioester
zunachst der Eluent mit 0,15 M LiCl fur die erstak&ion verwendet wurde und nach einem
Zwischenwaschschritt mit MES-Puffer eine weiterealfion mit 0,5 M LiCl Eluenten
erhalten wurde. Der Zentrifugationsrickstand wurde Untersuchung auf Capsaicinoide
verwendet. Jeweils ein Reagenzienblindwert fur @j&5 M LiCl- und die 0,5M LiCl-
Fraktion wurde mitgefihrt.
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Abbildung 4-62 Capsicum pubescens var. CAP 1033: Chromatogramm der Acyl-CoA-Fraktion (Plazenten-
Matrix). Der Peak bei tz = 19,3 min stammt vom ISTD und der Peak bekt= 20,4 min hat die
Retentionszeit vonN-Butyl-8-methylnonanamid.

Im Chromatogramm (Abbildung 4-62) lassen sich ke&iadeutigen Indizien fir den
Nachweis vonN-Butylamiden finden, die das Vorhandensein der dasumc Acyl-CoA’s
wahrscheinlich machen wirden. Selbst der Peak ®dirin ist kein eindeutiger Beweis fur
das Vorhandensein des Precursors von Dihydrocapsaidem Hauptcapsaicinoid in
Capsicum pubescensdenn dieser findet sich auch im Chromatogramm des
Reagenzienblindwertes (Abbildung 4-63). Auch hiegt ein kleines Signal bei & 20,4 min
vor, welches jedoch ein noch schlechteres Signak&aVerhéltnis aufweist. Das
Chromatogramm des Reagenzienblindwertes untersthesath nicht signifikant vom
Chromatogramm aus der Aufarbeitung der Plazentaktien, welche mit 0,15 M LiCl
eluiert wurde.
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Abbildung 4-63 Reagenzien-Blinwert: (Pufferlésung rit 0,15 M LiCl). Der Peak bei tzr = 19,3 min stammt
vom ISTD und der Peak bei § = 20,4 min hat die Retentionszeit voiN-Butyl-8-methylnonanamid.

Aus der Fraktion, welche mit 0,5 M LiCl in der Perfbsung zur Elution verwendet wurde,
konnte folgendes Chromatogramm fur die Plazentaiklgemessen werden:
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IoNn 115.00 (114.70 to 115.70): 70808#4.D
Abundance Ion 128.00 (127.70 to 128.70): 70808#4.D
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Abbildung 4-64 Capsicum pubescens var. CAP 1033: Chromatogramm der Messung der Acyl-ACP-
Fraktion der Plazenten-Matrix. Der Peak bei = 19,3 min stammt vom ISTD und der Peak bekt= 20,4
min hat die Retentionszeit vorN-Butyl-8-methylnonanamid.

Das oben angefiihrte Chromatogramm (Abbildung 46#grscheidet sich nicht von den
Chromatogrammen der mit 0,15M LiCl im Eluenten adtdnen Fraktion. Ebenfalls

deckungsgleich ist das entsprechende ChromatogrdesnReagenzienblindwertes fir die
Fraktion mit 0,5 M LiCl im Eluenten der Festphasamicherung.
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Abbildung 4-65 Reagenzien-Blinwert: (Pufferlésungnit 0,5 M LiCl). Der Peak bei tz = 19,3 min stammt
vom ISTD und der Peak bei = 20,4 min hat die Retentionszeit voiN-Butyl-8-methylnonanamid.

Die Chromatogramme aus der Aufarbeitung der Plarerdes Perikarps (hier nicht gezeigt)
und der Reagenzienblindwerte aus jeweils beidektiereen (0,15 M LiCl und 0,5 M LiCl)
sind identisch. Es wurden keine Acyl-Thioester mpsetiesen.
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4.4.3.2 Messung der Capsaicinoidmustersin  Capsicum annuum var. CAP 1033

Zum Capsaicinoidmuster dieser Varietat liegen fiotlge Messergebnisse von Friichten einer
Pflanze vor:

1. Untersuchung des Zentrifugationsrickstandes (18egRitichte) aus der Aufarbeitung
der Acyl-Thioester (Alter der Friichte:18 bis< 48 Tage nach Blite)

2. Untersuchung einer griinen Einzelfrucht (Alter Ftudd Tage nach Blite)

3. Untersuchung einer gelben Einzelfrucht (Alter Fitudi® Tage nach Blite)

Einzelfrucht Plazentapool Einzelfrucht
(14 d, grun) (>18 bis < 48 d, griin) (48 d, gelb)

25%
30%

50%

57%

EC 20%
ENDC
IDC

Abbildung 4-66 Capsicum pubescens var. CAP 1033: Capsaicinoidmuster zu unterschiedlichen
Reifestadien.

Der Capsaicinoidgehalt der Einzelfrichte lag m& g /Frucht bei der griinen, 14 d alten
Frucht bzw. mit 0,7 mg/Frucht bei der gelben, 4&l@n Frucht in einem sehr niedrigen
Bereich, so dass die Bestimmung des Capsaicinoigmsustarker fehlerbehaftet ist als beim
Zentrifugationsriickstand (Plazenten-Pool). Aus ehesGrund sind Aussagen uber die
Verénderung des Capsaicinoidmusters im zeitlicherlavf der Fruchtentwicklung nur

bedingt moglich. Ubereinstimmend zeigt sich, dasas dDihydrocapsaicin das

Hauptcapsaicinoid ist.
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4.4.4 Capsicum annuum var. Tinkerbell

Da die Kultivierung eigener scharfearmer bzw. cajpsaidfreier Varietdten aus den Samen
von GemusepaprikaC( annuum var. annuymdes Lebensmitteleinzelhandels nicht
erfolgreich verlief, wurde eine Gemusepaprikapflanam Gartenfachhandel kéauflich
erworben. Es handelt sich dabei um eine Varieté, ioh Vergleich zu den ublichen
Gemiusepaprika, kleine Friichte hervorbringt. Sigttden NamerCapsicum annuumar.
Tinkerbell Die Untersuchung von capsaicinoidfrei@apsicurFriichten soll als weiteres
Indiz, in Form eines negativen Nachweises, die Tiketer Acyl-Thioester als Vorstufen der
Capsaicinoide unterstitzen. Denn in einer Schéefiieti Varietat sollten auch keine Acyl-
Thioester mit den Capsaicinoid-typischen Fettsaumn detektieren sein. Vor der
instrumentellen Analytik der Friichte wurde gustatr ermittelt, ob es sich tatsachlich um
capsaicinoidfreieCapsicuraFrichte handelt. Nachdem dies sowohl sensorisshaath
mittels instrumenteller Analytik bestatigt werdeonkite, wurden griine, unreife und rote,
reife Frichte geerntet und getrennt voneinandegrantht. Dabei wurde sowohl jeweils flr
das Plazenta-Gewebe, wie auch fir das Perikarp gestufte Elution der Thioester nach
Abbildung 4-2 durchgeftihrt.

4.4.4.1 Messung des Musters von Acyl-Thioestern in reifen Capsicum -Friichten der Varietat
Capsicum annuum var. ,Tinkerbell*
Da die Fruchte im Vergleich zu den Chili-Frichter Yarietaten Jalapend und ,Habanero

orang€ wesentlich grof3er sind, wurden nur drei rote Rtéamit einem Gesamtgewicht von
54,1 g geerntet. Davon entfielen 40,1 g auf da&k&sgrund 14,0 g auf die Plazenten.

lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70511#1.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70511#1.D

N-Butyldecanamid
- 19|47 Py
N-Butyloctanamid LS
250000 + 17.05 . N-Butylnonanamid \

4
0’
/ 20.93

200000 ~

150000 -

100000 -

50000 4+

. -—,———— e
Time--> 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50

Abbildung 4-67 Capsicum annuum var. Tinkerbell: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung der Acyl-
ACP’s (Perikarp-Matrix), reife Fruchte, SIM-Modus. Darstellung der Massenspuren m/z=115 und
m/z=128.
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lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70511#2.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70511#2.D
17,93 . !
180000 N-Butyloctanamid - N-Butyldecanamid
N-Butylnonanamid
; *,
160000 - 19.a5 ’0 L
140000 -
20.91
120000 -
100000
80000 -
60000 -
40000
20000 -
i _ T T T T T T
Time--= 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50

Abbildung 4-68 Capsicum annuum var. Tinkerbell: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung der Acyl-
ACP’s (Plazenta-Matrix), reife Frichte, SIM-Modus.Darstellung der Massenspuren m/z=115 und

m/z=128.
lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70511#5.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70511#5.D
N-Butyloctanamid N-Butyldecanamid
250000 - 18)02 N N-Butylnonanamid »
4 °
'Q
200000 -|
19.50
150000 - 20.94
100000 -
50000 -|
L T T T T
Time--> 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50 21.00

Abbildung 4-69 Capsicum annuum var. Tinkerbell: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung der Acyl-
CoA’s (Perikarp-Matrix), reife Friichte, SIM-Modus. Darstellung der Massenspuren m/z=115 und

m/z=128.
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Ion 115.00 (114.70 to 115.70): 7O0S5S11#7.0>
Abundance Ion 12200 ¢(1=27.70 to 128.703: 70S51i1#m7 .0

0000000 17 e N-Butylnonanamid
170000 4 . ~ :
1ecooo ] N-Butyloctanamid 154 * N-Butyldecanamid
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Abbildung 4-70 Capsicum annuum var. Tinkerbell: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung der Acyl-

CoA’s (Plazenta-Matrix), reife Frichte, SIM-Modus.Darstellung der Massenspuren m/z=115 und

m/z=128.

Die Messungen der verschiedenen Gewebearten (Pdaaad Perikarp) und Unterscheidung
nach Thioester-Spezies mittels verschiedener laégkesn an LiCl (0,15 M und 0,5 M) bei
der Elution der Fraktionen, liefert keimgd-Butylamide, welche die Fettsaurereste der 3
Hauptcapsaicinoide tragen.

4.4.4.2 Messung des Musters von Acyl-Thioestern in unreifen Capsicum -Friichten der Varietat

Capsicum annuum var. ,Tinkerbell*

Bei den grunen Friichten dieser Varietat reichtelmnfalls aus, 3 Einzelfriichte zu einem
Pool zur Untersuchung zu vereinigen. Das Gesamtdwietrug 34,5 g. Dieses gliedert sich
in 9,8 g Plazenta und 24,7 g Perikarp.

Wie in Abbildung 4-71 zu erkennen ist, welche extmgch fur die Untersuchung der
unreifen ,Tinkerbelf-Friichte gezeigt wird, lassen sich keiNeButylamide nachweisen, die
die Fettsaurereste der 3 Hauptcapsaicinoide eathalt
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lon 115.00 (114.70 to 115.70): 70511#8.D
Abundance lon 128.00 (127.70 to 128.70): 70511#8.D

Bl N-Butyloctanamid N-Butylnonanamid
/,‘ o N-Butyldecanamid
L)

160000 -

140000 + ('Y

19.48

120000 - 20.93

100000 -

80000

60000

40000

20000

i —— T T T T T T
Time--= 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50

Abbildung 4-71 Capsicum annuum var. Tinkerbell: Chromatogramm-Ausschnitt zur Messung der Acyl-
CoA’s (Plazenta-Matrix), unreife Friichte, SIM-Modus Darstellung der Massenspuren m/z=115 und
m/z=128.

Der Capsaicinoidgehalt lag bei dieser Varietat tnathy der Nachweisgrenze (<0,1 pg/ml), so
dass keine Bestimmung des CapsaicinoidgehalteZ@esifugationsriickstandes per HPLC
vorgenommen werden konnte.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion zur Methodenentwicklung

Die Methodenerwicklung erfolgte in Anlehnung an gon Kopka et al. X60) entwickeltes
Verfahren zur Bestimmung der Acyl-Acyl-Carrier-Reimte (Acyl-ACP) in Spinat. Die
Untersuchungen an Spinatblattern zielten daraufStbffwechsel-Intermediate der Lipid-
Biosynthese unabhangig von der vorliegenden Isofdes ACP selektiv analysieren zu
kénnen. Bis zu diesem Zeitpunkt erflillten die malekbiologischen Techniken, wie das
Immunoblotting, die Anforderungen nicht. Besondergressant schien diese Methode im
Hinblick auf die Untersuchung von Pflanzen zu selaren Fettsduremuster gentechnisch
verandert wurde. Kopka et al. legten durch die WksgnlMatrix ihren Fokus auf Acyl-ACP’s,
die bei der Bildung von Zellwand-Lipiden fir jedell&2 von gro3er Bedeutung sind und
fanden folgerichtig hauptséachlich C16:0-ACP und Oi8CP’s.

Mit dieser Methode wurden von den Autoren sowohlylX€oA als auch Acyl-ACP
analysiert. Sie erwéhnten nicht, dass durch dieg®loensweise bei der Probenvorbereitung
nicht die Gesamtheit des Acyl-CoA-Pools erfassdwiielmehr wurde durch Kopka et al.
die Fraktion der Acyl-CoA’s als stérende, intedeende Verbindungen verworfen. Trotz der
Einschrankung, dass nur der Teil des Acyl-CoA-Peoldiegt, der im ersten Aufarbeitungs-
schritt mit Trichloressigsaure geféllt wird, wurddie Acyl-CoA-Fraktion bei der
Untersuchung von Chili-Friichten nicht verworfemdern ebenfalls analysiert.

Die Separation der beiden Thioester-Fraktionen ltstel Kopka et al. durch
Wiederfindungsversuche mit radioaktiv markiertearstards (je [£2C] markierte: Oleoyl-
ACP, Oleoyl-CoA, Oleoyl-Phosphatidylcholin, Glyaetrioleat und Olsaure) sicher. Nur
0,2 % des Oleoyl-CoA befand sich in der Acyl-ACP#&i@n. Dieses Resultat wurde durch
eigene Kontrollexperimente bestatigt: Der eingase@ctanoyl-CoA-Standard wurde in der
Acyl-ACP-Fraktion nicht nachgewiesen.

Dagegen wurden 75,1 % des eingesetzten Oleoyl-ACEemzu erwartenden Fraktion

(Elution mit 0,5 M Lithiumchloridldsung als Gegeoren beim Anionenaustausch) mittels
Szintillationsmessung detektiert. Uber den Verbldds Restes gaben Kopka et al. keine
Auskunft. Hier konnten eigene Kontrollexperimentangels geeigneter Acyl-ACP-Standards
nicht realisiert werden.

Ohne einen mittelkettigen, methylverzweigten Acyl#A-Standard kann keine quantitative
Aussage bezuglich der Acyl-Thioester gemacht werd@snwar aber sichergestellt, dass die
Acyl-ACP-Fraktion nicht mit Acyl-CoA verunreinigt av. Mit dieser an Kopka et al.
angelehnten Methode lieBen sich demnach Informaticiber das Verteilungsmuster der
Acyl-ACP’s gewinnen.

Da die in Chili-Frichten untersuchten Vorstufen d&apsaicinoide zum einen in einer
anderen Matrix (anderer Teil der Pflanze) zu suchaed zum anderen strukturell sehr
unterschiedlich waren (mittelkettige, methylverzgtei Acyl-Reste), musste die Methode
entsprechend modifiziert werden.
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Tabelle 5-1 Gegeniiberstellung der Methoden zur Angée von Acyl-Thioestern in Spinat-Blattern und der
daraus abgeleiteten Vorgehensweise zur Untersuchumlgr Thioester-Pools in Chili-Friichten.

Methode nach
Kopka et al. (160)

Eigene
modifizierte
Methode zur
Untersuchung von
Chili-Frichten

Bemerkung zur eigenen
Methode

Zielanalyten Intermediate der Intermediate der Hier sind nur mittelkettige,
Lipidbiosynthese Capsaicinoid- methylverzweigte Acyl-Reste
Biosynthese von Interesse.
Substanzklassen Acyl-ACP Acyl-ACP Bei der modifizierten Methode
wurde die Acyl-CoA-Fraktion
nicht verworfen, sondern
ebenfalls untersucht.
Pflanzenart Spinat Chili und Paprika

(Spinacia oleracea)

Capsicum spp.

Matrix Blatter

Frichte

Frichte wurden in zwei
Fraktionen getrennt:

1. Plazenta + Scheidewande +
Samen

2. Perikarp

[1-YC] markierte
Standards
(Kettenlange je C16
oder C18): Acyl-
ACP’s, Acyl-CoA’s,
Phosphatidylcholin,
Triglyceride und freie
Olséure

Standards zur
Identifizierung und
Quantifizierung

eigene Synthese und
strukturelle
Charakterisierung von
10 N-Butylamiden

Octanoyl-CoA

Kopka et al. benutzten
Reaktionsprodukte der
Aminolyse-Reaktion zur
Identifizierung - es lagen keine
unabh&ngigen Standards vor.
Quantifizierung mittels [14C]
markierter Standards.

Eigene Methode: Vergleich der
Verteilungsmuster tber relative
Responsefaktoren

Trichloressigsaure
(,eiskalt)

Aufschluss der
Zellen und Fallung
der Proteine

Trichloressigsaure
(4°C)

1. Waschschritt: 5% CgCOOH
2. Waschschritt: 1% CgCOOH

Anionenaustauscher-  DEAE-Cellulose

Material 0,2 ml/g Spinat

DEAE-Sepharose
10 ml/ ~25g Matrix

Geringere Verstopfung der
Fritten mit Pflanzenmatrix durch
Verwendung grof3er SPE-
Kartuschen (75 mL] 1/2").

Acyl-CoA-Fraktion verwerfen

auffangen und
analysieren

Dies stellt nur einen Teil der
Acyl-CoA-Fraktion dar, weil die
Waschschritte der Matrix mit
CCI;COOH Acyl-CoA nicht
auszufallen vermdgen.

auffangen und

Acyl-ACP-Fraktion
analysieren

auffangen und
analysieren

2-Phasen-System

(n-Hexan / MES-
Puffer)

Aminolyse-Reaktion

rein wassrig
(MES-Puffer)

In rein wassrigen Systemen ist
die Bildung von unerwiinschten
Nebenkomponenten am
geringsten.
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Derivatisierungs- 2 M n-Butylamin 1 M n-Butylamin - jeweils Endkonzeation im
Reagenz Reaktionsansatz

- Konzentration verringert, da
weniger Nebenprodukte aber
Umsetzung trotzdem gleich gut

Reaktions-Abbruch Zugabe von 12 M HCI  Neutralisation (pH-  Vermeidung der Hydrolyse
(Volumen entspricht Papier) des Ansatzes mitbereits gebildeter Produkte
0,5 x dem 4 M HCI
Elutionsvolumen)

Flussig-flussig- 2 x 2 ml n-Hexan 2x20ml Hier wurde der grol3eren

Extraktion der Diisopropylether (frisch Polaritat der Analyten (kirzerer
. destilliert) Acyl-Rest) Rechnung getragen.

Reaktionsprodukte Zugabe vorN-Butyl-2-

methylhexanamid zur Kontrolle
von Verlusten bei der weiteren

Aufarbeitung.
Entfernung des Abblasen mit Trocknung des Effizientere Vorgehensweise
Losungsmittels Stickstoff bei 55 °C Lésungsmittels mit  durch das grol3ere
Na,SOy; Filtration; Lésungsmittelvolumen
Rotationsverdampfer beinotwendig.
55 °C
Losen des 5-10 pl n-Hexan 20 pl Diisopropylether  Volumina &2l lieRen sich

Riickstandes nicht reproduzierbar pipettieren

Die mit dieser Methode erhobenen Daten zeigten Blomentaufnahme der Stoffwechsel-

vorgange bei der Capsaicinoid-Biosynthese. DurelBditrachtung der Verteilungsmuster der
Acyl-CoA’s, der Acyl-ACP’s und der Capsaicinoides aler Pflanzenmatrix wurden drei

Stationen des Biosyntheseweges erfasst.

Die Acyl-ACP’s dokumentieren den frihen Schritt demttsdure-Kettenverlangerung und
liefern durch die Reinheit diese Pools verlasslitiaten. Der Acyl-CoA-Pool hat im FAS II-

Komplex nur eine beschrankte Aussagekraft Gberdaeilungsmuster der Acyl-Thioester,
welche mit Vanillylamin zum Capsaicinoid kondensieerden. Eine Diskriminierung der
polareren Acyl-CoA’s (z.B. 8-Methyl-6-nonensaureATavar eventuell moglich, so dass in
der Trichloressigsaure-Féllung unpolarere AnteiteB( 8-Methylnonansaure-CoA) uber-
proportional vertreten sein konnten.

Die Capsaicinoide stellen die Endprodukte der Capsad-Biosynthese dar und zeigen die
bis zu diesem Zeitpunkt bereits gebildeten Variltyide und deren Verteilungsmuster.

5.1.1 Charakterisierung der Methode zur gestuften E  lution der Thioester

Der kauflich erworbene Coenzym A-Standard (n-Ocgi@mA) lie3 sich per Aminolyse-
Reaktion in das entsprechendé-Butylamid Uberfihren und dieses mittels GC/MS
identifizieren und quantifizieren. Das eingeset2t#anoyl-CoA konnte nach Derivatisierung
als N-Butyloctanamid im Rahmen der S&ulenchromatogragAmonenaustausch) in der
Fraktion nachgewiesen werden, welche mit 0,15 Ml ki@iert wurde und fand sich nicht in
der 0,5 M LiCl-Fraktion (Acyl-ACP-Fraktion).

Es liegen keine eigenen Daten dartber vor, in vezl€maktion Acyl-Thioester des ACP zu
finden waren, denn dafiir waren keine Modellsubstanzerfigbar. Hier muss auf die
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Experimente von Kopka et all§0 verwiesen werden, die zeigten, dass sich Acyl-AGR
der zweiten Fraktion, welche mit einem LiCl-Gehadin 0,5 M eluiert wird, wiederfinden.
Die Wiederfindung nach der Aminolyse-Reaktion bzwach der Ilonenaustausch-
Chromatographie konnte fiir Octanoyl-CoA’s nichtrgif&ziert werden.

Uber die Ausbeute an zugesetztem Aufarbeitungsatdn@N-Butyl-2-methylhexanamid)
sollten sich die Schwankungen, welche durch die efsherung des Ether-Extraktes
entstehen, ausgleichen lassen. Der Aufarbeitunu$std wurde unter der Annahme
verwendet, dass er sich trotz der Verzweigung withrder Anreicherung analog zum
geradkettigerN-Butyloctanamid verhalt. Er konnte jedoch aufgrumed dtark abweichenden
lonisierungsverhaltens (nicht erwartete hohe Wikagungen) nicht als zuverlassiger
Standard zur Quantifizierung verwendet werden.

Aufgrund des geringen Gesamtvolumens der Probedpsnm Ende der Aufarbeitung, war
eine manuelle Injektion in das GC/MS notwendig. Hehwankungen, welche sich bei
manuellen Injektionen ergaben, lieBen sich mittelss internen Standards (ISTD;
Myristinsduremethylester) ausgleichen. Dieser Steshtvar im Diisopropylether enthalten, in
dem der Rickstand zum Ende der Anreicherung wiealgigenommen wurde. Die

Standardabweichung von Einzelinjektionen eines Falg@gen bei maximal 10 %. Die

Standardabweichung aus den Schwankungen in deffl®dek des ISTD im Verlauf der

Charakterisierung der Methode (mehrer Tage; Angahlinjektionen: n=25) lag bei 25 %.

Die Schwankungen des Detektoransprechverhaltensstiggeen die auftretende Varianz
durch die erfolgte manuelle Injektion. Daran erkemman, dass ohne einen isotopen-
markierten Standard diese Methode nicht zur Quaiaifingen geeignet ist (siehe 5.1.3).

Die Nachweisgrenze der GC/MS-Bestimmung lag im Barevon 0,2 pug N-
Butyloctanamid/ml (0,4 pg N-Butyloctanamid absalutym unter diesen Rahmen-
bedingungen in dem von Kopka et al. genannten pmieiBh Acyl-Thioester erfassen zu
konnen, ist eine Anreicherung wéahrend der Aufadogjtum den Faktor 1000 notwendig.
Dies kann gewahrleistet werden, indem 10 bis 20rgbéhmaterial (Frischgewicht)
aufgearbeitet werden.

Die Messung von Thioestern in Einzelfrichten wat d&r vorliegenden Methode und den
apparativen Bedingungen nicht zu realisieren.

5.1.2 Kontrollexperimente

Als wichtigste Voraussetzung zum Ausschluss falsasitiver Ergebnisse beim Nachweis
von Acyl-Thioestern konnte gezeigt werden, dasss@amoide unter den Bedingungen der
Aminolyse-Reaktionnicht zu den entsprechendéstButylamiden umgesetzt werden. Der
groRte Teil der Capsaicinoide wurde durch das Clgawon den Acyl-Thioestern abgetrennt.
Das Capsaicin ist in dem zur Aufarbeitung benutztdorpholinpropansulfonsaure-Puffer

(MOPS-Puffer) bei 4 °C schlecht I6slich und wurde Zentrifugationsriickstand gefunden.

Weiterhin trégt das Capsaicin in wassriger, neetrabsung keine Ladung und kann nicht
durch den Anionen-Austausch-Vorgang angereichertlere Reste an Capsaicin I6sen sich
sehr gut in Isopropanol und werden mit der Wasehigsvon der Kartusche gewaschen
(siehe Abbildung 4-16, S. 68).

Freie 8-Methyltrans-6-nonensaure wurde bei der Aminolyse-Reaktiondringem Ausmalfd
(etwa 0,35 %) zuN-Butylamid umgesetzt. Das ist eine wichtige Voratmsng, umN-
Butylamide aus der Untersuchung der Acyl-Thioesi@deutig auf diese zurtickfihren zu
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konnen. Zudem wurden durch den hohen Anteil an régggmol (80 vol. %) im 2.
Waschschritt bei der Probenaufarbeitung zur Bestimgrder Acyl-Thioester nach Kopka et
al. evtl. vorhandene freie Fettsauren sowie andigide entfernt.

Prasad et al. 120 zeigten 2006, dass es im Hinblick auf mdoglichgutatorische
Auswirkungen auf die Capsaicinoid-Biosynthese wasgntist, sich die Zwischenprodukte des
Fettsaurestoffwechsels anzuschauen, als die Zwipchéukte des Phenylpropanoidweges.
Sie zeigten, dass der Vanillylamin-Pool nicht demitierende Faktor fur die
Scharfstoffbildung ist. Diese und weitere Experiteemon Prasad et all§5), bei denen
gezeigt werden sollte, dass die 8-MettrglRs6-nonensaure ein wichtiger Precursor fur das
Capsaicin ist, sind unter folgenden Gesichtspunkténvorsicht zu betrachten. Prasad et al.
isolierten aus drei unterschiedlich scharfen Vateat (milde, mittelscharfe und sehr scharfe
CapsicuraFrichte) Phenylpropanoid-Intermediate und 8-Methgths-6-nonensaure. Die
Jreie” Fettsdure wurde zunéchst mit Petrolethdrahiert und anschlielend mit NaOHABF
zum Fettsduremethylester zur GC/MS-Bestimmung usetgesHierbei wurde von den
Autoren Ubersehen, dass durch die Extraktion mitoRgher als Losungsmittel ein grof3er
Teil der Capsaicinoide mitextrahiert wirdl66, 167. Bei der Behandlung des Extraktes mit
NaOH wird ein Teil des Capsaicins verseift und Bgdtsaure freigesetzt und dann ebenfalls
als Methylester quantifiziert. Dadurch wird einerkgation des Gehaltes an freier Fettsaure
mit dem Capsaicinoidgehalt lediglich vorgetdus@&u.ist zu erklaren, dass Prasad et al. in
sehr scharfen Frichten mehr von der freien Fegsiuen als in Frichten einer eher milden
Varietat. Ein eindeutiges Indiz fur freie 8-Methyéns6-nonensaure als Vorstufe fur das
Capsaicin ist das nicht.

Bei eigenen Vorversuchen zur Entwicklung einer Asahstrategie wurde u.a. die
Verseifbarkeit der Capsaicinoide (nicht gezeigte teDp  untersucht.
Pelargonséaurevanillylamid wurde als Modellsubstéh809 mg/ml) mit verdinnter NaOH-
Lésung Uber Nacht (20 h) bei 80 °C inkubiert. Nadbautralisation und anschlieRender
Extraktion der Produkte mit Pentan wurde die enti#gae Pelargonsaure mit
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) zum Methylesteremvatisiert und mittels GC/MS
analysiert. Selbst bei der geringsten NaOH-Konzgioim aller 10 Versuchsansétze von
(0,25 g NaOH/100 e 62,5 mM) wurde das Vanillylamid vollstandig vefsePSVA war in
den Proben nicht mehr nachweisbar. Aus dieser Btkenresultiert die oben angefihrte
Vermutung, dass Prasad et al. Verseifungsproduktzestimmt haben kénnten und diese als
vorher vorhandene freie Fettsauren fehlinterprietier

Von den kultiviertenCapsicumPflanzen wurden Samen der Varietat Jalapeno aeiih
Fettgehalt und die Fettsdurezusammensetzung uclerdéts zeigte sich, dass die Fettsauren,
welche die Reste der drei Hauptcapsaicinoide demstenicht in den Lipiden der Chilisamen
nachweisbar sind (< 0,5 %) und diese besonderesduetn lediglich in den Capsaicinoiden
vorkommen. Die Fettsaurebiosynthese der drei Rettsader Hauptcapsaicinoide dient nicht
zusatzlich zur Bildung von wesentlichen AnteilenSpeicherlipiden.

5.1.3 Quantifizierung

Die beiden eingesetzten Standards ISTD (Myristirs@iethylester) und der

Aufarbeitungsstandard (ASTIN-Butyl-2-methylhexanamid) ermoglichen keine
Quantifizierung der Acyl-Thioester. Sie wurden vendet, um abzuschétzen, wie grof3 die
Verluste bei der Anreicherung nach der AminolysedRien sind. Aul3erdem konnte die
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Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen igsabgeschétzt werden. Unbeachtet
blieb dabei die geringe Stabilitdt der Thioested wamit einhergehende Verluste vom
Zeitpunkt der Ernte der Friichte, Uber das Cleamniftels DEAE-Sepharose, bis hin zur
Umsetzung zWN-Butylamiden wéahrend der Aminolyse-Reaktion. Zu diesZweck werden
interne Standards benétigt, die sich analog zundgirrlichen Thioestern verhalten (in Bezug
auf physikalische und chemische Eigenschaftenjopgmmarkierte Acyl-Thioester erfiillen
diese Anforderungen. Sie missten am C1- und am t0@t+Ades Acyl-Restes mit dem
Kohlenstoffisotop*>C markiert sein. Durch die Fragmentierung im Maspektrometer (El,
70 eV) entstehen zwei Hauptfragmente, welche dibléfstoffatome C1 und C2 des Acyl-
Restes sowie den Butylamid-Teil des Molekiils emnéimalDurch diese zweifache Markierung
erhielte man Hauptfragmente mit den Massen m/z7=urld m/z = 130, welche als separate
Massenspuren gemessen werden konnten. In der anggitihrten Tabelle ist exemplarisch
dargestellt, wie solch ein markierter Acyl-Thioestend das entsprechendéButylamid
aussehen wirden.

Tabelle 5-2 Stabilisotopen-markierte Acyl-Thioeste(**C)

Thioester-Standard
Stabilisotopen-Markierung: 2 mal [**C], an C1 resultierendesN-Butylamid
und C2 der Fettséaure
(0] o
[ o
Lc CoA /C\ /\/\
\‘/\/\/\13(:/ \S/Oder Wmc H
ACP
S/

Das Molekulargewicht dieser Standards lage bei NW2Vergleich zu den natirlichen
Derivaten. Derartige maf3geschneiderte Standardsksimmerziell nicht verfligbar. Die in
der Literatur beschrieben Methoden zur enzymatiscBynthese von Acyl-Thioestern
verwenden Acyl-Thioester-Synthetasen &i<oli. Diese Enzyme zeigen eine spezifische
Aktivitat fir Fettsduren mit Kettenlangen zwisch€i0 und C18:1 168). Es gibt keine
Erkenntnisse dartber, wie sich verzweigte Fettsaurettlerer Kettenlange bei dieser
Reaktion verhalten. Des Weiteren ist nicht klar, @b Acyl-ACP, welches durch ein
bakterielles Enzym synthetisiert wurde, identisétigenschaften wie das pflanzliche Acyl-
ACP hat 69. Auch bei den Methoden zur chemischen SyntheseAayl-ACP, welche
haufig zu groReren Veranderungen der SekundaretrdikirchN-Acylierung fihren, wird als
Edukt ACP au<. coli verwendet 170. Ray et al. 171) isolierten eine Acyl-ACP-Synthase
ausE. coli, welche aus freien Fettsduren und ACP native Bbévebildet. Das Enzym ist
jedoch fur gesattigte Fettsduren <C8 und ungetgifiigttsauren <C12 inaktiv.

Bevor man so gewonnene Verbindungen als Standattis dinsetzten kdnnen, misste eine
Charakterisierung dieser sehr reaktiven, instaberbindungen erfolgen. Man erhalt tGber
die spektralphotometrische Gehaltsbestimmung fuyl-@oA nach Kopka et a0
allerdings unzuverlassige Werte (siehe hierzu 1.Die genaue Gehaltsbestimmung eines
analytischen Standards wére jedoch unverzichtbar.
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5.1.4 Fazit zur Methodenentwicklung:

Es konnte eine selektive und empfindliche Methode Anlehnung an Kopka's
Vorgehensweise etabliert werden. Dabei wurden lapsisitive Ergebnisse mittels diverser
Kontrollexperimente ausgeschlossen.

Die Trennung der beiden Thioester-Derivate erfolge der S&ulenchromatographie am
lonenaustauscher-Material. Die zu analysierendeoeBker fanden sich in den Fraktionen der
lonenaustausch-Chromatographie wieder. Da Kopkal.etlie Methode urspriinglich zur
Bestimmung von Acyl-ACP entwickelte, legte er auk dAcyl-CoA Fraktion keinen
besonderen Wert. Die Acyl-CoA’s wurden als stéreMdebindungen durch die Elution mit
0,15 M LiCl im Eluenten von der Festphasenkartuggdwaschen, sie hatten sonst die Werte
aus der Acyl-ACP-Fraktion beeinflusst. Die eigen@&imente zeigten, dass die Acyl-CoA’s
mit einer lonenstarke von 0,15 M LiCl vollstandityiiert werden. Die Acyl-CoA-Fraktion
verfalscht demnach nicht die Acyl-ACP-Fraktion, ehe jeweils im Anschluss mit 0,5 M
LiCl im Eluenten eluiert wurde. Eine Kontaminationdie andere Richtung (Acyl-ACP’s in
der Acyl-CoA-Fraktion) konnte nicht ausgeschlosaenden.

Die Methode von Kopka hatte also das vorrangige Z@P-Thioesterfraktion zu isolieren
und zu bestimmen. Dabei nahm Kopka auch in Kaufsdaei der Aufarbeitung des
Pflanzenmaterials die Acyl-CoA-Fraktion nicht vaédledig erfasst wird. Durch die Fallung
der Acyl-ACP mittels Trichloressigsaure im wassniglilieu bleibt ein Teil der polaren
Acyl-CoA’s in Losung (Acyl-CoA’s sind in 1 mM Ess#ure I6slich; siehe 4.2.1) und wird
beim Waschen des Zentrifugationsriickstandes veemofflur unter der Annahme, dass an
dieser Stelle keine Diskriminierungseffekte (z.B.olgpere Fettsaurereste wurden
Uberproportional stark ausgewaschen) bezuglichFe¢tséurereste vorliegen, kann aus der
0,15 M LIiCl Fraktion eine Aussage zum Fettsdureetist Acyl-CoA Pool gemacht werden.

Eine Quantifizierung lasst sich mit der vorliegemddethode in Ermangelung analytischer
Standards nicht realisieren. Eine Abschatzung wardidPlausibilitatsprifung der Resultate
ist moglich. Das Fettsdure-Musters kann relativemem Thioester (hier bezogen auf 8-
Methyl-6-nonenséure-Thioester) bestimmt werden. &i Bestimmung des Verteilungs-
musters wurde ein gleichartiges Verhalten der jsaiThioester angenommen. Nimmt man
Diskriminierungen wegen der leicht variierendenuBtr als vernachlassigbar klein an, so
kann man davon ausgehen, dass man die ThioestleminVerhaltnis analysiert, in dem sie
auchin vivovorliegen.

Die Methode lasst einen Vergleich der Acyl-ACP-Maursinit den Capsaicinoiden zu und
ermdglicht die Diskussion der mdglichen Reaktiofesde bei der Capsaicinoid-Biosynthese.

Zur Systematik der durchgefihrten Experimente dwx€h angemerkt werden, dass zur
Messung nur ein betagtes Messinstrument zur Venfigstand. Haufige Stdérungen und

Ausfélle durch z.B. Elektronikfehler, Pumpendefekte. fihrten dazu, dass das Geréat fur
zuverlassige Messungen nur in begrenzter Zeit vede® werden konnte. Ein weiterer

limitierender Faktor war die anspruchsvolle Kukining der Capsicum-Pflanzen, welche viel
Zeit (bis 10 Monate nach Aussaat erste Ernte dichte) und Pflege (Schadlingsbefall und

Pflanzenkrankheiten vernichteten grof3e Teile deamén Bestandes) bedurfte. Dadurch war
selten der Fall gegeben gleichzeitig Fruchte errmenkdnnen und ein funktionierendes

Messinstrument zur Verfigung zu haben.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse aus der Untersuchung des
Pflanzenmaterials

5.2.1 Voruberlegungen zur Wahl des Pflanzenmaterial s

Nachdem die Leistungsfahigkeit und Grenzen der buhabgesteckt waren, musste eine
strategische Entscheidung bezlglich des zu unteesuPflanzenmaterial getroffen werden.
Unter der Vorraussetzung, dass keine Quantifizgar Acyl-Thioester mdglich sein wiirde,
mussten Untersuchungsobjekte gewahlt werden, dienabd eine moglichst grol3e
Aussagekraft der Analysenergebnisse versprachenausrdem Muster der Acyl-Thioester-
Pools aussagekraftige Informationen zur Biosynthaese Capsaicinoide abzuleiten, war es
notwendig Capsicum-Arten zu untersuchen, die smhFettsauremuster der Capsaicinoide
deutlich unterschieden. In Erwartung einer hoh&enzentration an Acyl-Thioestern wurden
besonders scharfe Varietaten mit relativ gro3eiein ausgewahilt.

Tabelle 5-3 Darstellung der untersuchten Varietéteraufgelistet nach Alter der Friichte und den jeweils
untersuchten Frucht-Matrices.

Alter [d] und Farbe Alter der

Varietat der geemteten|Friichte Ejllg:;:eer} Plazenta Perikarp Plazenta  Perikarp  Plazenta  Perikarp
Fraktion [M LiCI] Capsaicinoide 0,15+0,5 0,15+0,5 0,15 0,15 0,5 0,5
entspr. Thioester untersucht: © CoA+ACP  CoA+ACP CoA CoA ACP ACP
C. chinense var. <45

1 - - X - -
Habanero griin und orange 0 /
<14
o 10 - - X - -
(sehr scharf) griin \/
<15
o 1 X
grin / / X \/ X
>
S0 o 10 - - X X - -
orange
C. annuum var. ~45
45 X - - - -
Jalapeno griin bis griin-rétlich ‘/
<40
6 - - X X
(scharf) griin \/ \/
<40 X
o 10 - - - -
grin /
<40 X
o 1 - - X
griin 3 / /
24
5 6 X X - - - -
rot
C. pubescens
var. Yellow Tree >18
218 und <48
Pepper Rocot artin © 10 = = X X X X
(mild)
C. annuum var. n.b. o nb
Tinkerbell rot > B B
(scharfefrei)
n.b. ® nb. - - X X X

grin

= nicht untersucht \/ Nachweis positiv XNachweis negativ
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Capsicum chinense var. Habaneboachte sehr scharfe Frichte mit dinnem Perikagp u
einer groRen Plazenta hervor. Hier waren die Vaeizsngen durch das Verhéltnis von
Perikarp/Plazenta ideal fir den Nachweis von Zvesskufen der Capsaicinoid-Biosynthese.

Capsicum annuum var. Jalaperachte sehr grof3e Frichte mittlerer bis hohera®eh
hervor. Das Verteilungsmuster der Capsaicinoideersohied sich deutlich von dem der
Habanero-Frichte. Ein weiterer positiver Aspekt dig unkomplizierte Kultivierung dieser
Pflanzen im Vergleich zu den anderen Arten.

Capsicum pubescens var. Yellow Tree Pepper Ruoaot die einzige Varietat von C.
pubescens, die Uberhaupt Frichte hervorbrachteseDieeichneten sich durch ein
dickfleischiges Perikarp und eine kleine Plazents. dhre Scharfe lasst sich mit gering bis
mittelmaflig beschreiben. Sehr interessant wardatigs das im Vergleich zu allen anderen
Arten stark unterschiedliche Capsaicinoidmuster. hyDiocapsaicin war das klar
dominierende Vanillylamid. Der Grof3teil dieser aufddentlich empfindlichen Pflanzen
wurde durch Schéadlinge und Krankheiten vernichte¢vor sie die ersten Frichte
hervorbrachten.

Capsicum annuum var. Tinkerbalar eine zugekaufte scharfefreie Varietéat, anudéersucht
werden sollte, ob Thioester mit den Capsaicinofsiyhen Fettsaureresten, wider Erwarten,
auch dort zu finden sind.

5.2.2 Erstmaliger Nachweis von Acyl-Thioestern in Capsicum spp.

In den VarietaterC. chinense var. Habanero oranged C. annuum var. Jalapenkonnten
Acyl-Thioester von mittelkettigen verzweigten Fétteen in unreifen Frichten im Plazenta-
Gewebe nachgewiesen werden. Erstmalig gelang est, salas Vorkommen dieser
postulierten Verbindungen b&apsicumPflanzen zu verifizieren. Die Thioester waren in
einem Zeitraum zwischen von bis zu 40 Tagen naciteBh Jalapeno und bis zu 45 Tagen
nach Blute in Habanero nachweisbar.

Aus der Bestimmung der Acyl-Thioester in Plazentaw@be vorC. chinense var. Habanero
orangeund einer externen Kalibration (hier nicht gezemit N-Butyloctanamid, lasst sich
die GréRenordnung der vorkommenden Thioester abmana

Kalibrationsgerad®&l-Butyloctanamid (ug/ml): y = 1775116,6x - 23489(R3-0,9896)
Massenspuren: 115 und 128 m/z als Summe
Injektionsvolumen Probelésung: 2 plvon insgu20

Masse Plazenta-Gewebe (siehe Absatz 4.4.1): 439¢
FlachenwerN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid: 2638270 (s. Tabelle8}-1
resultierende Konzentration: 1,6 pg/ml

Bei einem Molekulargewicht von 225 g/mol flirButyl-8-methyl-6-nonenamid erhalt man
eine absolute Stoffmenge von etwa 1,5 pmol in debé&ldsung. Die Stoffmenge ax-
Butylamid entspricht bei einer Umsetzung von 1 Mdlioester zu 1 MolN-Butylamid
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ebenfalls 1,5 pmol. Aus der gesamten Aufarbeituoig 43,9 g Plazenta-Gewebe erhalt man
demnach fir den am starksten vertretenden ThiodBtigt den Rest des Capsaicins; s.
Abbildung 4-24) lediglich 1,5 pmol.

Nach einer Lagerzeit der Friichte von 2 Tagen nanketbei +4 °C sind diese empfindlichen
Verbindungen nicht mehr zu detektieren.

Die Bildung der Capsaicinoide in Abhangigkeit vomuéhtalter, korreliert mit der
Nachweisbarkeit der Thioester. In sehr jungen Reitlsind (noch) keine Acyl-Thioester
nachweisbar und in vollreifen Frichten ist die Bild der Capsaicinoide abgeschlossen und
die Acyl-Thioester sind nicht mehr nachweisbar.

Die Acyl-Thioester mit den fur die Capsaicinoideacdkteristischen Fettsaure-Resten wurden
auch nur im Plazenta-Gewebe gefunden. In der FRmaid (Perikarp) wurden
erwartungsgemafld keine dieser Acyl-Thioester naclegemn. Die Biosynthese der
Capsaicinoide ist in den Epidermiszellen der Pltzelokalisiert, somit korreliert der
Nachweis der Acyl-Thioester auch raumlich mit deosgnthese der Scharfstoffe. In der
scharfefreien Varietdé€. annuum Tinkerbellassen sich keine Acyl-Thioester nachweisen.
Das ist ein weiteres Indiz daflir, dass die Thiges®e Vorstufen der Capsaicinoide anzusehen
sind.

Bei der Untersuchung der Frichte v@apsicum pubescens var. CAP 1033 (Yellow Tree
Pepper Rocof)welche sich durch ein besonderes Capsaicinoidmasiszeichnen, stellte sich
nach der Kultivierung der Pflanzen heraus, dass-diehte von geringer Scharfe (0,3 bzw.
0,7 mg/Frucht) waren. Bei der Untersuchung des rEegationsrickstandes aus der
Aufarbeitung der Plazenten war das Dihydrocapsafbi%) vor Capsaicin (25 %) und
Nordihydrocapsaicin (20 %) das HauptcapsaicinoicsHa#é ware hier eine Bestimmung der
Acyl-Thioester-Fraktionen besonders interessantegew. Vermutlich konnten bedingt durch
die geringen Gehalte an Capsaicinoiden auch deoest¥en nicht nachgewiesen werden.

5.2.3 Einfuhrung der Doppelbindung in die 8-Methyl-  6-nonanséure

Es fiel als Besonderheit auf, dass auch der Pool Agyl-ACP’s den ungesattigten
Fettsaurerest der 8-Methirins-6-nonensaure enthalt. Die Einfuhrung der Doppelbiry
muss schon im FAS lI-Komplex erfolgen. Damit istaikldass durch eine Desaturase die
transDoppelbindung eingefihrt wird, bevor Fatty-Acididésterase (FAT) die Fettséure
freisetzt. Fur eine Desaturase, die zu diesem uektp eine Doppelbindung irrans
Konfiguration einfuhrt gibt es bislang keine Hinaei In Arabidopsis thalianafindet die
Einflhrung einer alleinigertransDoppelbindung zu einem spateren Zeitpunkt, namlich
wahrend die Fettsaure an Phosphatidylglycerin gedaunist, statt ¥32). Der Punkt der
Einfihrung der transDoppelbindung konnte von regulatorischer Bedeutuiig die
Capsaicinoid-Biosynthese sein.

Die Arbeitsgruppe von lwail@d3 vermutete wegen des konstanten Fettsduremuséers d
Capsaicinoide wahrend der Fruchtreifung, dass k&eeinderung der an Vanillylamin
gebundenen Fettsauren mehr stattfindet. Fir dielebeiHauptcapsaicinoide bestatigten
Jurenitsch et al., dass weder die Einfihrung dggp@tbindung noch eine Hydrierung an der
im Vanillylamin gebundenen ungesattigten Fetts@ufelgt (144). Die Doppelbindung muss
also vor der Kondensation zum Vanillylamid im Adst der Fettsdure vorhanden sein.
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Auch die Arbeitsgruppe Blum et all45 vermutet die Einfuhrung der Doppelbindung vor
der Kondensation zum Capsaicinoid und postulierée Rksaturase in einem Schema zum
Biosyntheseweg der Capsaicinoide, zwischen dem @ywnansaure-CoA und dem daraus
entstehenden 8-Methyl-6-nonensaure-CoA.

Prasad et al.1@0 verdffentlichten 2006 ein Biosyntheseschema, hedceine 8-MNAD (8-
methyl-nonanoic acid dehydrogenase) auffuhrt. In Biskussion wird 8-Methylnonanséaure
als Vorstufe von 8-Methytrans-6-nonensaure bezeichnet. Dies wurde weder durcZiet
noch durch experimentelle Daten belegt.

Da die 8-Methyltrans-6-nonenséure bereits im Acyl-ACP-Pool zu finden msuss die hier
,Zzustandige” Desaturase zu einem friheren ZeitpdekBiosynthese aktiv sein.

Ein n&chster Schritt wére die subzellulare Frakéinmg von Epidermis-Zellen etwa 30 Tage
alter Chilifrichte und die Aufreinigung und Sequienang der Enzyme. Ein Datenbank-
vergleich kénnte etwaige Segenzhomologien zu Dessdn aufdecken.

5.2.4 Bestimmung des Acyl-ACP-Musters

Macht man von dem Punkt der Bildung der Acyl-CoAis gedanklich einen Schritt in der
Biosynthese ruckwarts, so ist der Blick auf die teverlangerung und somit die ACP-
gebundenen Fettsauren gerichtet.

Zur Untersuchung des Acyl-CoA-Pools liegen relatignige Messergebnisse vor, so dass
sich kaum zuverlassige Ruckschlisse aus den EgpgHimi ziehen lassen. Einige
Beobachtungen kénne liefern erste InteressantenBtiisse.

5.2.4.1 Acyl-ACP-Muster in Capsicum chinense var. Habanero

Betrachtet man die Bestimmung des Capsaicinoidmaustes Einzelfrichten b&apsicum
chinense var. Habaneroso erkennt man ein sehr einheitliches Capsautnoster
(Abbildung 4-35; S. 85).

Das Verteilungsmuster der Acyl-ACP’s unterschegleh dennoch vom Muster der Acyl-
CoA’s. Da die Bestimmung der drei Parameter (Ac@PA Acyl-CoA, Capsaicinoide)
jeweils als eine Momentaufnahme zu unterschiedtic®kadien der Capsaicinoid-Biosynthese
aufzufassen ist, stellt sich dieser Umstand alsoubemerkenswerter dar. Findet man zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (gemessen in Tageh Béite) in den Frichten (im Median)
ahnliche Capsaicinoidmuster, so muss eine Regulatio Bildung bestimmter Capsaicinoide
vorliegen.

Wirden aus den zur Verflgung stehenden, Acyl-Théoes ohne Beschrankung
Capsaicinoide gebildet, so kénnte das entstehemgsaiinoidmuster nicht die vorliegende
Homogenitat aufweisen.

5.2.4.2 Acyl-ACP-Muster in Capsicum annuum var. Jalapeno

Im Fall vonC. annuum var. Jalapersind die Gehalte an Acyl-Thioestern (Abschéatzung a
den Signalintensitéten) niedriger als bei der dehéin Varietat Habanero. Vermutlich sind
die gréRBeren Unterschiede der Thioester-Fraktioden dadurch bedingten verminderten
Prazision der Messungen geschuldet. In den Jalapeihiten zeigte sich auch nicht ein
gleichartig homogenes Capsaicinoidmuster wie inafabo-Frichten.
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Wie bei der Untersuchung der Habanero-Friichte kaan hier eine Ubereinstimmung des
Acyl-CoA-Musters mit dem Capsaicinoid-Muster beditaa (Abbildung 4-50, S. 97). Der
ACP-Pool zeigt hingegen ebenfalls ein abweichehiester.

Das Acyl-CoA Muster zeigt den Thioester mit 7-Mdtrogansaure-Rest als
Hauptkomponente (46 %), was sehr gut mit dem Cejpsédmuster korreliert. Das Acyl-
ACP Muster hingegen bildet die drei Thioestersewsjils gleichen Anteilen ab. Es ist also
auch in diesem Fall nicht zu sagen, welche Einfjtifse die Veranderung der Acyl-Thioester
Pools hervorruft.

Aufgrund der Anzahl der Messungen, ist es unklae, ieprésentativ die Werte wirklich far
die unterschiedlichen Zeitpunkte sind. Um diesecl&# besser interpretieren zu kénnen
besteht weiterer Forschungsbedarf.

5.2.5 Bestimmung des Acyl-CoA-Musters

Die Acyl-CoA Fraktion wurde aufgrund des untersdhidhen Fallungsverhalten im
Vergleich zu den Acyl-ACP’s nicht quantitativ edasDas sollte jedoch nicht zu einer
Diskriminierung einer der drei Acyl-CoA’s geflhrtalen, denn die Acyl-CoA’s
unterscheiden sich lediglich um ein Kohlenstoffatdmaw. eine Doppelbindung im
Fettsaurerest (bei einem Molekulargewicht zwiscé@d und 1000 g/mol). Der relativ kleine
Fettsdure-Molekulteil hat vermutlich einen gering&influss auf das gesamte Acyl-
Coenzym A.

Die Korrelation des Fettsduremusters der Acyl-CoAnst dem Fettsauremuster der
Capsaicinoide unterstutzt Ergebnisse aus den Wdeusigen durch Fujiwake et al3(1), die
zeigten, dass Acyl-CoA’s 6,4 mal schneller zu Capsaiden umgesetzt werden als die
entsprechenden freien Fettsduren. Daraus wurdénlgesen, dass bei der Kondensation der
Fettsduren mit Vanillylamin zum Capsaicinoid diett§&uren als CoA-Derivate vorliegen.
Das Fettsduremuster der Capsaicinoide wird naciw&kg et al. nicht durch die Spezifitat
der Capsaicin-Synthase (CS) bestimmt, sondern wécmudurch den Pool an Acyl-CoA’s
determiniert.

5.2.5.1 Acyl-CoA-Muster in Capsicum chinense var. Habanero

Das ermittelte Muster der Acyl-CoA’s entspricht dhaster der Capsaicinoide, die von der
Pflanze bis zu diesem Zeitpunkt bereits gebildetden. So zeigt sich, dass Wi chinense
var. Habanero orangelas Capsaicin mit mehr als 2/3 der Gesamtcapséaiereindeutig das
Hauptcapsaicinoid darstellt. Dementsprechend enthélHaupt-Acyl-CoA-Fraktion den 8-
Methyl-trans-6-nonensaure-Rest. Umgekehrt stellt das NDC deimggten Anteil der 3
Hauptcapsaicinoide (Median 5%; n=34, reife Einzelfté) und damit Gbereinstimmend ist
der Anteil des Acyl-CoA’s mit 7-MethyloctanséauresRE-11%; n=3 Frichtepools) auch der
niedrigste der 3 Thioester.

5.2.5.2 Acyl-CoA-Muster in Capsicum annuum var. Jalapeno

Das Capsaicinoidmuster vo@. annuum var. Jalapenanterscheidet sich stark von der
Verteilung der Capsaicinoide in Habanero-Frich&mist das Capsaicin mit 48 % (Median,
n=92, reife Einzelfrichte) auch das Hauptcapsaidemand der Anteil von DC (33 %) ist in
etwa vergleichbar mit den Habanero-Werten, aberNI2€C-Anteil ist mit 18 % deutlich

erhoht. Das Capsaicinoidmuster ist also zu Ungangt@ C in Richtung NDC verschoben im
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Vergleich zu Habanero-Friichten. Sieht man sich\tketeilung der Acyl-CoA’s an, so ist
diese Verschiebung hier in einer noch starkererpfging zu beobachten, denn der Anteil
der Thioesters mit dem 7-Methyloctansaure-Resteranon 28-36% (n=3 Friichtepools).

Fir beide Varietaten lasst sich Ubereinstimmendstatieren, dass das ermittelte Acyl-CoA-
Muster eine starke Korrelation mit dem Muster dewps€aicinoide aufweist, welche bis zu
diesem Zeitpunkt gebildet wurden.

5.2.6 Weitere Aspekte zur Bestimmung der Acyl-Thioe  ster

Da die Acyl-Thioester lediglich in einem begrenzt&eitraum wéahrend der Capsaicinoid-
Biosynthese und ausschlie3lich im Plazenta-Gewebarfer Chili-Friichte nachgewiesen
werden konnten, kann man davon ausgehen, dasstesirsi Vorstufen der Capsaicinoide
handelt.

Die Weiterentwicklung der Analytik zum Nachweis dé&cyl-Thioester in Einzelfrichten
kénnte eine Veranderung des Thioester-Pools intieelaur Fruchtreife zeigen und weitere
Anhaltspunkte fur diese These liefern. Ein Ansatz Analytik von Acyl-Thioestern im
Bereich <0,2 pmol sollte die von Gao et al. vorghist LC/MS-Methode seinl{2). Wenn
diese fir tierisches Gewebe ausgearbeitete Metaati®flanzen-Matrix Ubertragen werden
kann und Isotopen-markierte Standards zur Verfugiagen, dann ist die Untersuchung von
Einzelfriichten realisierbar.

Bei der Bestimmung von Einzelfriichten kénnte dannhadie Diskrepanz zwischen dem
stabilen Capsaicinoidmuster (Uber den Zeitraum \@gschieden Entwicklungsstadien der
Chili-Frichte) und dem deutlich unterschiedlichemioEster-Muster besser untersucht
werden.

5.2.7 Bestimmung der Capsaicinoid-Muster

Bei der Vergleichsmessung der Capsaicinoidmustdr eimier etablierten, zuverlassigen
HPLC-Methode (7.1; S. 128) fiel eine Veranderung @apsaicinoidmusters bei C. annuum
var. Jalapeno auf.

Aus der Bestimmung des Capsaicinoidmusters aus ifi2elrtichten ist bekannt, dass
Capsaicin mit einem Anteil von 48 % im Median dasiptaapsaicinoid ist. Die Ernte dieser
Frichte erfolgte im Januar 2007 von 9 Monate dR#tanzen. Dieser Anteil an Capsaicin im
Capsaicinoid-Pool wurde auch im Februar in Fricltieser Pflanzen gefunden. Weitere 3
Monate spater ist das Capsaicinoidmuster jedock stxdndert und DC (44 %) stellt vor C
(38 %) und NDC (18 %) das Hauptcapsaicinoid dar.iésem Zeitraum sind zum einen das
Alter der Pflanzen und zum anderen die jahresegbitbedingte Anderung der Licht- und
Temperaturverhaltnisse Variablen die sich gearigssen.

Die Untersuchung dieser Beobachtung im Rahmen dd#ertuchung von Einzelfrichten
konnte gegebenenfalls weitere Erkenntnisse zur leegun der Biosynthese flihren.

Das Capsaicinoid-Muster der Habanero-Friichte zaigte hingegen als einheitlich und tber
die Zeit der Untersuchungen hin konstant.
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6 Zusammenfassung

Fir die Untersuchung der Vorstufen der Capsaicaoid CapsicumPflanzen war
authentisches Pflanzenmaterial definierter Herkueiihe wichtige Voraussetzung. Im
hochschuleigenen Gewéachshaus gelang die Kultiviexam 4 verschiedenen Varietéaten. Es
wurden zwei besonders scharfe SpezigapSicum annuum var. Jalapenmd Capsicum
chinense var. Habanero orangenit relativ grofen Frichten ausgewahlt, um sodé
Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Vorstufen @apsaicinoide zu erhéhen. Mit der
SpezieLapsicum pubescens var. Yellow Tree Pepper Rstaatlen Friichte zur Verfligung,
die ein stark unterschiedliches Capsaicinoidmusterfwiesen, denn hier war das
Dihydrocapsaicin das Hauptcapsaicinoid. Eine selfi@ie Sorte Capsicum annuum
var. Tinkerbell komplettierte die Gruppe der untersuchten Pflanaend diente der
Absicherung der Ergebnisse.

Mit der eigens modifizierten Methode, die Kopkaatt entwickelten um Acyl-ACP’s in
Spinatblattern zu analysieren, konnten zum erstahiiMCapsicumFriichtenAcyl-Thioester
nachgewiesen werden. Deren Aufreinigung erfolgtelldonenaustausch-Chromatographie.
Nach Derivatisierung der Acyl-Thioester RuButylamiden wurden deren Verteilungsmuster
mittels GC/MS gemessen. Damit gelang erstmalig Machweis von Thioestern, die den
gleichen mittelkettigen, verzweigten Fettsaurenastdie 3 Hauptcapsaicinoide haben.

Fur eine zweifelsfreie Identifizierung der Fettsgiruktur der Thioester wurden Standards
(N-Butylamide der Fettsauren) synthetisiert und charigiert (GC/MSHNMR, *CNMR).
Umfangreiche Kontrollexperimente belegten, das<hidreie Fettsauren, Triglyceride und
andere Lipidkomponeten, sowie durch bereits in Eleicht gebildete Capsaicinoide keine
falsch-positiven Ergebnisse auftreten kdnnen. Doatkollexperimente belegten ebenso, dass
die Acyl-ACP-Fraktion, welche das vorrangige Untetsungsziel darstellte, nicht durch die
Acyl-CoA-Fraktion verunreinigt war.

Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass der Pool derl-AGP’s den Fettsurerest des
Capsaicins (namlich 8-Methyl4#ansnonensaure) enthalt. Dies deutet darauf hin, dass
FAS II-Komplex in enger zeitlicher und raumlicheélne zur Fettsauren-Kettenverlangerung
eine Desaturierung des Fettsaurerestes geschiabtMnster der Capsaicinoide wird schon
zum Zeitpunkt der Fettsaurebiosynthese determiniert

Anders als bei den Untersuchungen von Kopka etvakgde die Acyl-CoA-Fraktion nicht als
unerwinschte Matrixkomponente verworfen, sondeentils charakterisiert.

Gleichzeitig wurde aus derselben Pflanzenmatrixejisvdas Capsaicinoidmuster mittels
HPLC/Fluoreszenz ermittelt. Dadurch war es mdoglieme Momentaufnahme der
Capsaicinoid-Biosynthese zu verschiedenen Stadiemtmalten:

1. Die Acyl-ACP-Fraktion stellt das Verteilungsmersivihrend der Fettsdurebiosynthese dar.

2. Die Acyl-CoA-Fraktion stellt den darauf folgemd8chritt des Verteilungsmusters wahrend
des Transportes respektive unmittelbar vor der Kasdtion zum Amid (Capsaicinoid) dar.

3. Das Capsaicinoidmuster bildet die Endproduktee dus den Thioester-Vorstufen
resultieren, ab.
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Die Thioester mit den Fettsdureresten der 3 Happ#ieinoide, wurden nur in Plazenten
unreifer, scharfer Friichte nachgewiesen und zeigpent auch eine raumliche und zeitliche
Korrelation mit der Capsaicinoid-Biosynthese. Ihaten aber reifen Frichten lieRen sich
keine Acyl-Thioester mehr nachweisen. In Frichteon vmilden bzw. schéarfefreien
Varietaten, wurden die Acyl-Thioester mit den Fafteresten 7-Methyloctansdure, 8-
Methylnonansdure und 8-Methylns6-nonensdure ebenfalls nicht nachgewiesen. Nach
einer Lagerzeit der Frichte von 2 Tagen nach Emtdlhlschrank kdnnen keine Acyl-
Thioester mehr nachgewiesen werden.

Die Acyl-Thioester kénnen als biosynthetische Mdiesh der Capsaicinoide angesehen
werden. Das Fettsauremuster der Acyl-Thioesterirhadtdas Capsaicinoidmuster. Die von
Prasad et al1@0) vorgeschlagenen freien Fettsauren als VorstugerCapsaicinoide konnen
nicht bestatigt werden, da keine freien Fettsaimesier Plazenten-Matrix nachweisbar war.
Mit groRer Wahrscheinlichkeit wurden die von Prasadl. analysierten Fettsduren wéahrend
der Umesterung mit NaOH/BFaus den Capsaicinoiden gebildet und stellen asehg
Artefakte dar.

Der Acyl-CoA-Pool wird bedingt durch die Probenabfitung bei der vorliegenden
Vorgehensweise nicht vollstandig erfasst. Der b&mischluss der Pflanzenmatrix mittels
Trichloressigsaure l6sliche Teil wurde noch nichtemsucht. Die bisher erhaltenen Daten
zeigen ein ahnliches Muster wie die Acyl-ACP’s. Elverlassige Gehaltsermittlungen sind
mit Stabilisotopen-markierte Thioester notwendigirB Vergleich der Fettsdureverteilung in
den Thioester-Pools mit denen in den Capsaicinoii#esselben Pflanzenmaterials zeigte sich
jeweils eine Korrelation. Dies wurde so erwartet.

Die Fettsaurereste der drei Hauptcapsaicinoide evund den Speicherlipiden der Samen von
Capsicum annuum var. Jalapenizht nachgewiesen.
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7 Arbeitsvorschriften

7.1 HPLC-Fluoreszenz

Die Messung der Capsaicinoide erfolgte mittels gesrabelle 7-1 dargestellten HPLC-
Systems. Zur Ildentifizierung wurden zwei Standaresvendet. Der erste dieser Standards
(Capsaicin, naturlich, Fa. Roth, Karlsruhe) isteeMischung verschiedener Capsaicinoide
natirlichen Ursprungs. Hierin enthalten ist zu etvé® % Capsaicin, ca. 30 %
Dihydrocapsaicin und in geringen Anteilen Nordilgchpsaicin  und andere
Minorcapsaicinoide.

Der zweite verwendete Standard (Dihydrocapsaidn%® Fa. Sigma, Taufkirchen) ist das
Hydrierungsprodukt aus der Umsetzung des ,natlehtiCapsaicins, welches deshalb auch
lediglich eine Mischung verschiedener Capsaicinonilegesattigtem Fettsdure-Rest ist.

Tabelle 7-1 HPLC-System zur Bestimmung der Capsaieodidgehalte

HPLC-System Solvent Delivery Module LC-6A
Sample Injector Module SIL 6A
System Controller SCL-6A
Column Oven CTO-6A (jeweils Shimadzu, Duisburg)
Interface Autochrom CSI 162

Detektor Fluoreszenz-HPLC-Monitor RF551 mit 12 RL
Durchflusszelle (Shimadzu, Duisburg)
EX= 280nm, EM= 320 nm

Trennsaule 250x4 mm LiChroCART® LiChrospher® 100 RP-18, 5 um,
endcapped (VWR International, Darmstadt)

Vorsaule RP-18, 4x4 mm, 25 pm (VWR International, Darmstadt)

Datenaufzeichnung APEX® Chromatography- Workstation, Typ
M 625-15, Version 3.10a (Autocrom Inc.)

Eluent Acetonitril/Wasser/Essigsaure (940/1060/10,v/v/v)
isokratisch

(ca. 10 min mit Helium entgast)

Fluss 1,2 mL/min

Saulentemperatur 30°C
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7.1.1 Qualifizierung der Analyten
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Abbildung 7-1 HPLC-Fluoreszenz Chromatogramm Capsaiin (ca. 65 %, natlrlich, Fa. Roth)
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Abbildung 7-2 HPLC-Fluoreszenz Chromatogramm Dihydrocapsaicin (90 %Fa. Sigma), weitere
Komponenten sind NDC, Homodihydrocapsaicin | und Il welche per LC-TOF-MS identifiziert wurden.

Das Chromatogramm (Abbildung 7-3) zeigt die Messeimes methanolischen Extraktes
einer reifen Frucht der Variet&tapsicum annuum var. Jalaperidas Capsaicin ist hier die
Hauptkomponente der Capsaicinoide. Nach einer Retezeit von 2 min (bis ca. 10 min)
erkennt man im Chromatogramm Matrixbestandteile Fliioreszenz aufweisen.
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Abbildung 7-3 HPLC-Fluoreszenz Beispiel-Chromatogranm Capsicum annuum var. Jalapeno

Bei dem Chromatogramm (Abbildung 7-4) handelt esh sum ein Beispiel fur die
Aufarbeitung einer reifen Frucht der Varie@apsicum chinensear. Habanero orangeDa
der Scharfstoffgehalt des methanolischen Extrali&@slieser Varietat so hoch war, dass die
Probe verdiunnt werden musste, sind die Matrixieterizen zu Beginn des Chromatogramms
hier nicht so deutlich zu erkennen.
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Abbildung 7-4 HPLC-Fluoreszenz Beispiel-Chromatogranm Capsicum chinense ,Habanero*
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7.1.2 Quantifizierung der Analyten

Capsaicinoide zeigen bei einer Anregungswellenlamge280 nm eine Fluoreszenz, welche
bei einer Wellenlange von 320 nm detektierbar isfls Standard wurde
Pelargonséaurevanillylamid (PSVA) gewahlt, da diesgs die Capsaicinoide uber einen
Vanillyl-Rest verfiigt, welcher die fluoreszieren8igenschaft besitzt. Aufgrund der gleichen
Struktur, wird naherungsweise ein Detektorrespmosel angenommen.
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Abbildung 7-5 HPLC-Fluoreszenz Beispiel-Chromatogranm Pelargonsaurevanillylamid (PSVA),
Kalibrierstandardlésung 1:20

Die Kalibrierldosungen des Standards wurden in Math&Vasser (50/50 v/v) angesetzt. Fir
eine Stammlésung wurden 37,5mg PSVA eingewogen.eimen 100 mL-Messkolben
Uberfuhrt und mit Loésungsmittels aufgefullt. Hiemvarurden 5 mL (Vollpipette) auf 250 mL

verdinnt. (=Standardlésung 1) Von dieser Lésunggehend wurden alle weiteren
Kalibrierldsungen angesetzt.

Tabelle 7-2 Kalibrationsldsungen PSVA zur Quantifizerung der Capsaicinoide

Volumen der Verdinnungsfaktor Verdiinnung auf ... mL Konzentration
Standardlésung | [mL] [mg/100mL]
5 1:5C 25(C 15,0
5 1:2C 10C 37,F
5 1:10 50 75,0
5 1:E 25 15C,0
5 1:4 20 187,5
5 1:2 10 3750

Wahrend der Messungen wurden in der Regel abwathdeStandard und anschlieBend 3-4
Proben gemessen, um sicherzustellen, dass abwdehémsprechverhalten des Detektors
Uber den Zeitraum der Messung (drift) keinen Emgluauf das Ergebnis hat. Der
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Gesamtgehalt an Capsaicinoiden wird als Summe awusséhalten an Nordihydrocapsaicin,
Capsaicin und Dihydrocapsaicin berechnet. Minorkongmten waren nicht detektierbar und
werden beim Gesamtgehalt nicht berticksichtigt.

Zur Auswertung Uber die Kalibriergerade wurde foldge Formel verwendet:

_(y,—b)iv, 120
" V, [20
wnr= Konzentration der Einzelkomponenten [pg/Frucht]
yn= Peakflache der Einzelsubstanz [Flacheneinhaighator]
b= Ordinatenabschnitt der Kalibriergerade [ Flacemeit Integrator]

V= Verdiinnung der Probe, wobei z.B. bei einer 1:28ddnnung der Wert 10
eingesetzt wird.

Vi= Injektionsvolumen [uL]

m= Steigung der Kalibriergeraden [Flacheneinhdgdnator / pg/100mL ]

20= Standardinjektionsvolumen

Der Wert ,20" entspricht dem Standardinjektionsvokn. Da bei manchen Proben weniger
injiziert wurde, entspricht der Quotient dem Staddgektionsvolumen/ Injektionsvolumen
einer weiteren Verdinnung. Da die Capsaicinoide Hizelfrichte in 100 mL Lésung
vorliegen und die Kalibriergerade auch auf 100 nelzdgen ist, kann hierbei der ermittelte
Gehalt direkt auf die Einzel-Frucht bezogen werded muss nicht noch weiter umgerechnet
werden. Wenn allerdings der Gehalt pro Gramm Fradimlten werden soll, so muss noch
durch die Masse der jeweiligen Einzelfrucht divitieerden.
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Abbildung 7-6 Kalibration mit PSVA (ohne Matrix) zu r Bestimmung der 3 Hauptcapsaicinoide mittels
HPLC-Fuoreszens
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Um den Einfluss der Matrix auf die Quantifizieruag untersuchen, wurde die Kalibration
auch mit einer Capsaicin-armen Matrix durchgeflliiterzu wurden 2 Gemisepaprika
(Capsicum annuumeine rote und eine griine Frucht) weitgehend gedBgchnitt 7.3
getrennt aufgearbeitet. Die Frichte wurden dazuemiém Haushaltsgerat (Moulinette, Fa.
Moulinex) zerkleinert und 50 g der Pulpe wurdemimem 250 ml Erlenmeyerkolben mit 150
ml Methanol aufgeschlammt. Nach 30 min wurde disp@asion abgenutscht und mit 200 ml
Methanol in einen 500 ml Messkolben Uberfuhrt. Avieend wurde die Matrixldsung mit
Reinstwasser ad 500 ml aufgefullt.

Zur Erstellung der Kalibrationslésungen wurden dantsprechend die Matrix-Lésungen (rot
und grin; MeOH/Wasser ~50/50 (v/v)) verwendet umKilibrierung erneut durchzufuhren.
Fir diese drei Systeme (Kalibration ohne Matrix undMatrix aus grinen bzw. roten

Gemiusepaprika) wurden gemafl DIN 326453 Verfahrenskenndaten wie Nachweis-,
Erfassungs- und Bestimmungsgrenze ermittelt:

Tabelle 7-3 Verfahrenskenndaten der Kalibrationsgeaden-Methode zur Ermittlung der NG, EG und BG
nach DIN 32645.

Nachweisgrenze = Erfassungsgrenze  Bestimmungsgrenze  korrelationskoeffizient
Matrix

Hg/100 ml Hg/100 ml Hg/100 ml der Kalibrationsgeraden
ohne 7,5 15,1 21,7 0,9994
griin 13,3 26,6 38,2 0,9982

rot 5,4 10,9 15,6 0,9997
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7.2 LC-TOF-MS

Fur die Charakterisierung des verwendeten Octa@oy- Standards konnte flr einige

Messungen auf ein HPLC-System mit Flugzeitmasséaispreter zurtickgegriffen werden.

Dieses Geréat stand dem Arbeitskreis routinemafgigt riur Verfigung. Die Gerateparameter
finden sich in Tabelle 7-4. Wahrend der chromatplgischen Trennung wird die Absorption
bei 260 nm, das Totalionen-Chromatogramm von m/zb801000 und gleichzeitig jede

Massenspur einzeln aufgezeichnet.

Flissigchromatographie Agilent 1100 Series

Time of Flight Massenspektrometer Bruker microTOF

Saule M2 PerfectSil Target ODS-3; 3um; 100*4,6 mm

Eluent A Reinstwasser; 25 mM Ammoniumacetat; 0,5 % Ameisgmesi
Eluent B Acetonitril; 0,5 % Ameisensaure

Flussrate 0,25 ml/min

Tabelle 7-4 Gerateparameter LC-TOF-MS

Die Methode zur Untersuchung von Acyl-CoA’s wurdeAnlehnung an Kasuya et al.74)
optimiert. Das Programm zur Gradienten-Elution liegiren Gemisches zeigt Tabelle 7-5.

Tabelle 7-5 Programm des binaren Eluenten-Gemisches

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 90 10
20 60 40
30 20 80
40 20 80
42 0 100
47 0 100
70 90 10
Intens. lcrt c8coa frisch_42_01_359.d: UV Chromatogram, 260 nm
[mAU]E }
2, / UV 260 nm |
E |
x1 Og; lert ﬁ&ccafrisch_42_01_359.d: TIC ‘+AII MS|

2 Octanoyl-CoA TIC \ ,."““.\5
13 \ 12 AN .

03 \ == = lcri cBcoa frisch_42_01_350.d: EIC 893.94 +AT MY
15003 F

1222 m/z = 894
.

10 20 30 40 50 60 Time [min]

Abbildung 7-7 UV-Spur, Totalionen-Chromatogramm und Massenspur m/z = 894

Das hier abgebildete Chromatogramm (Abbildung 7zéjgte die beste, unter diesen
Bedingungen zu erzielende Trennung. So war es méiglich die Verbindungen, welche im
Zeitfenster zwischen 45 und 60 min eluieren, bi$ @de Basislinie zu trennen oder zu
identifizieren. Das Octanoyl-CoA eluierte mit eirRetentionszeit von 27,2 min und wurde
Uber das Massenspektrum (Abbildung 7-8) eindedtgtifiziert.
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Intens. |+MS, 26.8-28.1min #(3016-3154), subtracted peak start and end

1500+
10004 411.0223

] 894 .2337

500+
1127.1115 “
0 IJLIJI — |LJIII . - : - \lll
200 400 600 800 m/z

Abbildung 7-8 Massenspektrum nOctanoyl-CoA, LC-TOF-MS, ESI im (+)-Mode

7.3 Probenaufarbeitung zur Bestimmung der Capsaicin oide in
Einzelfrichten

Nach der Ernte der Einzelfrichte wurden diverseaieter notiert. So ermittelte man die
Position der Frucht an der Pflanze [Nr. des Nodjumeuchtfarbe, Lange der Frucht [cm],

Fruchtgewicht [g] und gegebenenfalls das Alter Baicht [DAF, Tage nach Blite]. Die

Aufarbeitung der Fruchte schloss sich direkt anEfiete an und erfolgte immer am selben
Tag. Hierzu wurde die Frucht ohne Stiel mit einekalfell auf einem Uhrglas in kleine

Stlicke grob zerkleinert (ca. 5 x 5 x 5 mm). Danabbrfiihrte man die zerkleinerte Frucht
quantitativ in einen Kunststoffzentrifugenbecher durspiilte das Uhrglas mit dem

Extraktionsmittel ab. Fir die Extraktion verwendetan, je nach Fruchtgewicht, 30 ml
unterschiedlich stark konzentrierter Methanol-Wa$deschungen. Damit glich man den

Wassereintrag durch die Frucht aus und gewahrejsttass auch bei unterschiedlichen
Fruchtgewichten die Extraktion reproduzierbar dbl#a der durchschnittliche Wassergehalt
von Chili-Frichten bei 90 % liegt, ergaben sich flie eingesetzten Extraktionslésungen
folgende Mischungsverhaltnisse:

Tabelle 7-6 Konzentration der zur Extraktion der Cgpsaicinoide eingesetzten wassrigen Methanol-Losung
in Abhangigkeit vom jeweiligen Fruchtgewicht.

Fruchtgewicht V (Wasser) [mL] V (Methanol) [mL] C (Methanol)
<1g 9 30 77
1-2¢g 8 30 79
2-3¢g 7 30 81
349 6 30 83
4-5¢g 5 30 86
5-6¢9 4 30 88
6-79 3 30 91
7-8¢9 2 30 94
8-9¢g 1 30 97

9-10¢g 0 30 100
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Nach Zugabe der 30 ml Extraktionslosung lag beerallFriichten eine vergleichbare
Methanolkonzentration von etwa 75 vol. % vor. Diesvghrleistete identische Bedingungen
bei der Extraktion. Die Mischung wurde danach neitndUItra-Turrax (ca. 1 min auf Stufe 7-
8) zu einer homogenen Pulpe verarbeitet. Anschiief¥eurde das Dispergierwerkzeug mit 6
Pasteurpipettenfillungen Methanol derart abgesmifiss die Spullésung ebenfalls in das
ZentrifugengefalR floss. Danach lieR man die Misgh@® min verschlossen stehen und
nutschte im Anschluss durch einen Buichnertrichter, welchem ein mit Wasser
angefeuchtetes Filterpapier liegt, ab. Mit weiteBhml Methanol spilte man den Auslauf
des Bichnertrichters nach und fing das Methanohfalien der Saugflasche auf. Den Inhalt
der Saugflasche Uberfilhrte man daraufhin in eifddhnl Messkolben (mittels Glastrichter)
und spulte 2-mal mit jeweils 10 ml Methanol naclacN dem Auffiillen des Messkolbens mit
Methanol betrug der Wassergehalt ~1 %. Diese Logomgte verdinnt oder unverdinnt zu
chromatographischen Untersuchung eingesetzt werden.

Um die Glte dieser Extraktionsmethode abschétzerkérnen, wurden einige (n =22)
Filterkuchen samt Filterpapier einer erschopfendextraktion mittels einer Soxhlet-
Apparatur unterzogen. Hierzu wurde der Filterriakdt samt Filterpapier quantitativ in eine
Extraktionshilse Uberfuihrt und mit Methanol 5 hgarschoépfend extrahiert. Die Extraktion
wurde zu einem Zeitpunkt abgebrochen, bei dem egliohbwar, den gesamten Inhalt des
Vorlagekolbens in einen 50 ml Messkolben zu UbedidhNach dem Auffillen mit Methanol
bis zum Kalibrierstrich, wurde die Losung ebenfallsomatographisch untersucht. Dadurch
konnte der zunachst nicht extrahierte Capsaiciradidty ermittelt und zur Berechnung des
Wirkungsgrades der einfachen Extraktion eingese¢ztlen.

Tabelle 7-7 Uberprifung des Wirkungsgrades der eirfichen Methanol-Extraktion unter Einsatz der
erschopfenden Extraktion mittels Soxhlet-Apparatur

Probe einfache Extraktion Soxhlet- Extraktion Ergebnis der  Wirkungsgrad der
Gesamtcapsaicinoid — Gesamtcapsaicinoid — Soxhlet- einfachen
Gehalt [ug/100mL] Gehalt [pug/100mL] Extraktion in Extraktion [ n]
[%]
1 1591 50,9 31 0,97
2 2016 51,9 25 0,97
3 563 27,4 4,6 0,95
4 438 2429 35,7 0,64
5 3253 151,1 4.4 0,96
6 2528 110,1 4,2 0,96
7 154 20,0 <BG n.b.
8 3808 19,7 <BG n.b.
9 1980 94,9 4,6 0,95
10 1191 32,2 2,6 0,97
11 1483 16,9 <BG n.b.
12 28 7.2 <BG n.b.
13 19 7.2 <BG n.b.
14 1749 27,8 1,6 0,98
15 3328 86,0 25 0,97
16 3745 110,3 2,9 0,97
17 175 7,3 <BG n.b.
18 5758 52,9 0,9 0,99
19 916 19,2 <BG n.b.
20 2305 14,3 <BG n.b.
21 4695 44,6 0,9 0,99

22 114 7,9 <BG n.b.
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Der Wirkungsgrad der einfachen Extraktion wurde foigt berechnet:

,7 — Weinf ach

WSothet + Weinf ach

Weintachi= Gehalt aus einfacher Extraktion [1g/100mL]
Wisoxniee Gehalt aus Soxhlet- Extraktion [1g/100mL]

Der Tabelle (Tabelle 7-7) kann man entnehmen, blesder Untersuchung von 22 Proben ein
Ausreil3er (Probe Nr. 4) auftrat und 9 Proben umtérlder Bestimmungsgrenze lagen. Die
einfache Extraktion verlauft nahezu quantitative®bestétigt auch der mittlere Wirkungsgrad
der einfachen Extraktion von 0,971 (n = 12).

7.4 Probenaufarbeitung zur Bestimmung der Capsaicin ~ oide in
Zentrifugationsruickstanden

Zur Aufarbeitung des Zentrifugationsriickstandes|che bei der Bestimmung der Acyl-
Thioester als Pflanzenmatrix-Rickstand anfallenideustandardmafig mit 30 ml Methanol
extrahiert. Die Zerkleinerung per Skalpell konntatfalen, zur besseren Durchmischung
wurde jedoch nochmals mit dem Ultra-Turrax homogieni. Die weitere Aufarbeitung

verlief gemall 7.2. Zur Messung mussten die Capsadibsungen aus

Zentrifugationsriickstanden der Plazenten in deeR&d Methanol verdinnt werden.

7.5 GC/MS
Gaschromatograph HP 5980 Series Il
Massenselektiver Detektor HP 5989 MS Engine (Quadrupol / HED)
Autosampler HP 7673
Injektor Split/Splitless 250°C
Vorsaule CS FS Phenyl-Sil-Desaktivierung (3 m * 0,25 um ID)
Séaule J&W DB-5 MS (30 m * 0,25 pm Film * 0,25 mm ID)
Tragergas Helium 1,2 ml / min
Transferline 250°C
lonenquelle 200°C
lonisation ElektronenstoRionisation mit 70 eV
Quadrupol 100°C
Vakuum ca. 3,5510° torr

Zur gaschromatographischen Trennung d&FButylamide wird i.d.R. folgendes
Temperaturprogramm verwendet:

250°C

8 °C/ min

Rate 40°C/min

Start 35°C Gesamtdauer 42,4 min
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7.5.1 Arbeitsvorschrift zur linearen Kalibration mi t ISTD zur Bestimmung

analytischer Grenzwerte

Einwaage: Es wurden 12,839 nmjButyloctanamid (M = 199 g/mol) eingewogen und in
100 ml DIPE geldst. AuRerdem wurden 4,674 Butyloleoylamid eingewogen, mit 25 ml
der N-Butyloctanamid Ldsung (c = 0,12839 mg/ml) versetazind mit DIPE auf 50 ml
aufgefullt. Alle weiteren Verdinnungen wurden eladlsfin 50 ml Messkolben angesetzt.
Von dem ISTD wurden 6,773 mg eingewogen und inhODIPE gel6st.

Tabelle 7-8 Kalibration N-Butylamide

Verdlnnung V (Stammisg. bzw. ISTD DIPE c (C8:0— c (C18:1- c (ISTD)
Standardlsg.)[ml] [c=67,73 BA) [pg/ml] BA) [pg/mi]
pg/ml] [Hg/ml]

Stammisg. - - - 64,195 93,480 -
1/20 2,5 2,5 ml ad 50 3,2098 4,6740 3,3865
1/25 2 2,5 ml ad 50 2,5678 3,7392 3,3865
1/50 1 2,5 ml ad 50 1,2839 1,8696 3,3865
1/100 0,5 2,5 mi ad 50 0,6420 0,9348 3,3865

Stir/‘fggflsg' 0,5 25m ad50  0,3210 0,4674 3,3865
1/200 25 (Standardlsg.)* 2,5 ml ad 50 0,3210 0,4674 3,3865
1/500 10 (Standardlsg.)* 2,5 mi ad 50 0,1284 0,1870 3,3865

*Fir die Loésungen mit der 1/200 und der 1/500 Verding wurde eine weitere Zwischenverdiinnung voaal/1
von der Stammldsung vorgenommen und als Standarttjdsezeichnet.

Tabelle 7-9 Kalibration Butylamide Flachenwerte; 2Injektionen

Verdunnung FE1 FE 2 FE 1 FE 2 FE 1 FE 2
(C8:0-BA) (C8:0-BA) (C18:1-BA) (C 18:1-BA)  (ISTD) (ISTD)

1/20 25173353 25443775 5405222 4033834 41531003 25433
1/25 19206789 18281942 3103828 2761052 42464166 93862
1/50 7808496 7321469 1419324 1235958 42078265 40809
1/100 3864385 3870694 392510 482593 47641235  45P581
1/200 1647331 1654542 149646 130008 48710911  48B374
1/500 467839 473707 0 0 46336212 47138390

7.6 Probenaufarbeitung zur Bestimmung der Acyl-Thio ester in
Fruchtepools

Zur Bestimmung der Acyl-Thioester sind mindestemgel5 Chilifriichte notwendig. Dies ist
jedoch vom mittleren Fruchtgewicht abhéangig. Edtsaine Gesamtmasse an Plazenta +
Scheidewéande + Samen in der Grolenordnung vorFti@chgewicht vorliegen.

Die Fruchte wurden sukzessive geerntet, gewogerl,dege nach mit dem Skalpell halbiert,

das Perikarp vom Rest getrennt und ebenfalls genvagd direkt im Anschluss wurden beide

Matrices (Perikarp und Plazenta (enthalt immer dciheidewande und Samen) in flissigem
Stickstoff eingefroren.

Danach wurde die Zweite Frucht geerntet und eblsnfake oben angefiihrt und bearbeitet.
Diese Prozedur wurde so oft wiederholt, bis derl Rosreichend grol3 zur Untersuchung der
Acyl-Thioester ist. Die beiden Matrices wurden dui@ekantieren vom fliissigen Stickstoff
getrennt und nacheinander im gefrorenen ZustandiemitMoulinette zerkleinert. Mit einem
in flissigen Stickstoff gekiihltem Spatel Uberfihmen die Plazenta-Matrix quantitativ in
einen Kunststoffzentrifugenbecher. Die Perikarpiiatdie aus den Frichten gewonnen
wurde, Uberwog den Anteil der Plazenta-Matrix. Adiesem Grund wurde nach der
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Zerkleinerung der noch gefrorenen Friichte mit deulette die gleiche Masse an Perikarp
in die Kunststoffzentrifugenbecher eingewogen, alieh an Plazenta-Matrix vorlag. Ergab
die Ernte von 15 Friichten beispielsweise 18 g Rlare so wurde auch eine Einwaage von
18 g Perikarp getéatigt.

Die beiden Matrices, welche sich noch in gefroren@amstand befanden, wurden mit 70 ml
kalter Trichloressigsaure (50 g/l, 4 °C) versetaidumit dem Ultra-Turrax zu einer

homogenen Pulpe verarbeitet. Hierzu wurde zundobstmittlere Drehzahl (Stufe 5) des
Ultra-Turrax durch eine Auf- und Abwartsbewegung dentrifugenbechers die Probe dem
Dispergierwerkzeug zugefuhrt. Nach etwa 2 Minutear wie Viskositat der Pulpe durch

fortschreitenden Zellaufschluss so weit herabgégsdass die Pulpe selbstédndig am Ultra-
Turrax-Stab vorbeistromte und keine weitere Bewgguwles Zentrifugenbechers mehr
notwendig war. Ab diesem Zeitpunkt wurde mit hénebeehzahl (Stufe 7-8) flr genau

2 Minuten (Stoppuhr) weiter homogenisiert. Das Bigjerwerkzeug wurde danach mit 5 ml
Wasser (Millipore) abgespult, wobei die Flussigkeit dem Zentrifugengefald aufgefangen
wurde.

Auf einer Waage wurden die Zentrifugenbecher (sBratkel) mit Wasser auf 1 g genau
tariert und verschlossen. Der erste Zentrifugatiohstt bei 4 °C und 6000 mindauerte
20 min. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiertl werworfen. Nach der Zugabe von
50 ml Trichloressigsaure (10 g/l, 5 °C) wurden @Giefal3e verschlossen, kréftig geschuttelt
und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugi®er Uberstand wurde wiederum
verworfen. Durch Zugabe von 50 ml 3-Morpholinpropalfonséure-Puffer (MOPS-Puffer)
(50 mM, pH 7,6, enthalt 10 mMN-Maleinimid) wurden die Acyl-Thioester des
Zentrifugationsriickstandes in Ldsung gebracht. Digeschah durch VerschlieRen und
kraftiges Schutteln der Zentrifugengefal3e. Die iféammatrix wurde durch einen dritten
Zentrifugationsschritt (4 °C, 6000 miin 20 min) abgesetzt. Der Zentrifugationsriickstand
wurde entsprechend 7.4 aufgearbeitet und zur Untbung, der zu diesem Zeitpunkt der
Fruchtentwicklung bereits gebildeten Capsaicinoidewendet.

Der Uberstand enthielt die gelésten Acyl-Thioested wurde vorsichtig dekantiert. Dabei
gab man den Uberstand auf eine konditionierte Rasgnkartusche, welche mit
Diethylaminoethyl-Sepharose (DEAE-Sepharose) beladar. Die Kartusche wurde zuvor
mit 10 ml DEAE-Sepharose beladen, welche zwischefrizen eingebettet war. Danach
wurde der Anionenaustauscher mit 70 ml 3-Morphatiaasulfonsaure-Puffer (MES-Puffer)
(10 mM, pH 6,1) konditioniert und 10 Sekunden latrgckengesaugt. Auf die derart
praparierten Festphasenkartuschen wurde der Ubdrstes dritten Zentrifugationsschrittes
direkt dekantiert. Die Probe tropfte ohne Vakuum zudgen durch das
Anionentauschermaterial. Das Eluat wurde nicht efiafiggen.

Nach der Bindung der Acyl-Thioester wusch man déstphasenkartusche in 3 Schritten um
unerwinschte Begleitstoffe (Lipide, freie Fettsdau@apsaicinoide, Chlorophylle und andere
Pflanzenbestandteile, die evtl. z.T. in Lésung gega sein kdnnten) zu entfernen. Beim
ersten Schritt wurde mit 60 ml des MES-Puffers gésplierzu wurde ein leichtes Vakuum
angelegt, so dass ein Fluss von etwa 30 ml/mintards Im Anschluss folgte ein
Waschschritt mit 250 ml einer Mischung aus 80 %llsopropanol und 20 vol. % des MES-
Puffers. Dabei wurde die Waschlésung kontinuierligthgegeben, so dass die Kartusche
zwischenzeitlich nicht bis zur Trockene auslief. nBeh wiederholte sich der erste
Waschschritt. Jetzt war die Festphasenkartusciveegovorbereitet, dass die Acyl-Thioester
konsekutiv eluiert werden konnten.
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Hierzu stellte man unter den Auslass der KartusthéReagenzglas und gabt zur Elution der
Acyl-Coenzym A-Derivate 50 ml einer Mischung ausv@h % Isopropanol und 75 % MES-

Puffer, welcher noch zusatzlich 0,15 M LiCl enth&uf die Séule. Die Fraktion wurde

vollstandig aufgefangen, indem man das Reagenzyleschenzeitlich bei geschlossenem
Absperrventil in einen 100 ml Erlenmeyerkolben n8chliff entleerte. Diese ersten

aufgefangenen Fraktionen, also sowohl von Perikdspauch Plazenta, wurden mit einem
Glasstopfen verschlossen und bis zur Aminolyse-Raakn den Kihlschrank (5 °C) gestellt.

Bevor in der nachsten Elutionstufe die Acyl-ACP-ate erhalten wurden, wurde die

Kartusche mit 60 ml MES-Puffer nochmals gespultesDigewahrleistete eine bessere
Trennung der Fraktionen.

Die Elution der Acyl-ACP-Derivate erfolgte dann ns®@ ml einer Mischung aus 25 vol. %
Isopropanol und 75 vol. % MES-Puffer, welcher insgie Fall 0,5 M LiCl enthielt. Das Eluat
wurde ebenfalls, wie zuvor beschrieben, aufgefanged in 100 ml Erlenmeyerkolben
Uberfuhrt.

Nachdem die Eluate aus beiden Fraktionen unterdiottier lonenstérke vorlagen, wurde die
Aminolyse-Reaktion direkt im Erlenmeyerkolben dwgefuhrt. Dabei wurden die
vorliegenden Acyl-Thioester selektiv 2d-Butylamiden entsprechender Kohlenwasserstoff-
Kettenlange umgesetzt. Zu jedem der Erlenmeyerkoithit 50 ml des Eluates wurden 5 ml
Butylamin (99 %) pipettiert, die Kolben mit Glasstep verschlossen und 20 Sekunden
kraftig geschuttelt. Die Gesamtreaktionszeit betgenau 15 min (Stoppuhr), wobei das
Schuitteln in 5 Minuten-Intervallen wiederholt wurd@er Abbruch der Reaktion erfolgte
durch Zugabe von 12,5 ml HCI (4 M, Dispenser). Mitiversalindikatorpapier wurde der
pH-Wert kontrolliert und bei basischer Reaktion mémpfenweise HCI bis zur Neutralisation
hinzugetropft.

Einen Reagenzienblindwert erhielt man, indem 50des Elutionspuffers der Aminolyse-
Reaktion unterzogen werden.

Die wassrigen Reaktionsmischungen wurden in eirghn@ Scheidetrichter gegeben und 2-
mal mit 20 ml Diisopropylether (DIPE) (HPLC-Gradmchmals destilliert) extrahiert. Die in
einem 100 ml Weithals-Erlenmeyerkolben vereinigegganischen Phasen wurden mit ca.
20 g wasserfreiem Natriumsulfat vom Wasser befrad durch einen Faltenfilter direkt in
einen 100 ml Rundkolben filtriert. AnschlieBend der das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer bis auf einen Rest von ca. 2indedampft. (An dieser Stelle war es
ratsam, nicht bis zur Trockene einzudampfen, dagi&e Oberflache der Innenwandung des
100 ml Kolbens vermutlich dazu fiihrte, dass dieldMse beim Ldsen stark zunahmen.) Der
noch flussige Rickstand wurde mit DIPE quantitéhmal Nachspilen mit je 1 ml) in einen
10 ml Spitzkolben uberfuhrt und am Rotationsverd@mis zur Trockene eingedampft.
Nach erneutem Losen in wenigen pl DIPE wurde dexkRiand in ein p-Insert (V ca. 220 pl)
eines 2 ml Vials quantitativ Uberfihrt und erneus lzur Trockene eingedampft um
anschlieBend in 20 ul DIPE (enthalt ISTD (Myriséineemethylester, 67,7 pg/ml) zur
Erkennung von Injetionsschwankungen) geldst zu aerdDanach konnten von dieser
Losung 2 pul (manuelle Injektion) zur gaschromatpbischen Untersuchung verwendet
werden.

Nach jeder Probe musste der RotationsverdampfdReunigung demontiert werden, da sonst
Verschleppungen auftraten. Insbesondere die Amstrieltle aus Glas sollte ausgebaut und
grindlich mit 1. Wasser, 2. Aceton und 3. DIPE dgdtspverden. Des Weiteren war es
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empfehlenswert nach jeder chromatographischen Mgsden GC auszuheizen und dabei
5 ul DIPE in den heiRen Injektorblock zu injizierefudem sollte zur Vermeidung falsch-

positiver Messungen durch Memory-Effekte zuerstMarix bzw. Probe gemessen werden,
in der keine Analyten erwartet wurden (also z.BerstiReagenzienblindwerte, dann Perikarp-
Proben und dann Plazenta-Proben).

7.7 Synthese analytischer Standards

7.7.1 Synthese von N-Butylamiden aus Carbonséurechloriden

In Anlehnung an eine allgemeine Arbeitsvorschriés @©rganikums(175 wurden dieN-
Butylamide wie folgt synthetisiert:

500 mg eines Saurechlorides wurden in 10 ml Dietihwdr (frisch destilliert) in einem 50 ml
Rundkolben geldst. Zu dieser Mischung (Tropftrichteurde unter Rihren eine Butylamin-
Lésung von 2 ml Butylamin in 10 ml Diethylether geift (Tropftrichter). Das gebildete
Prazipitat wurde nach 10 min auf 50 ml Eiswassegogsen und tropfenweise mit 4 M HCI
zuerst neutralisiert und dann leicht angesauers. Pradukt wurde im 250 ml Scheidetrichter
1-mal mit 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-L6sung gesteen und danach 3-mal mit 10 ml
Diethylether ausgeschuttelt. Die vereinigten orgeimen Phasen versetzte man zur
Entfernung des im Ether geldsten Wassers mit Nasulfat und filtrierte durch einen
Faltenfilter in einen 50 ml Rundkolben ab. Nach f&mten des LOsungsmittels am
Rotationsverdampfer, blieb ein dliger, fruchtigchender, farbloser Ruckstand, der nach
Abkuhlen in der Regel kristallisiert.

Diethylether

Eisbad
Z Cl 10 min
)\/\/W + HzN/\/\ N
o . HCI
8-Methyl-6-nonenséurechlorid Butylamin

1. Ausschitteln mit

*Zugabe von Diethylether
N Eiswasser i .
)\/\/\/\V(H\/\/ ————» 2. organische Phase mit 0,1 M
o * Ansauern mit NaHCO; Lsg. waschen
4 M HCI
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid 3. organische Phase trocknen

und am Rotationsverdampfer
Diethylether entfernen

Abbildung 7-9 Synthese von Butylamiden aus Carbonsgechloriden am Beispiel der 8-Methyl-6-

nonensaure

Die Identifizierung und Reinheitskontrolle erfolggr GC/MS. In den meisten Fallen hatte das
Produkt eine Reinheit von mindestens 99 % und korot@e weitere MalRnahmen
(Umkristallisation, praperative Saulenchromatograpétc.) eingesetzt werden. Falls eine
Verbesserung der Produktreinheit erforderlich sghieurde mit Kieselgel 60 (LiChroprep Si
60 (40-63 um)) eine saulenchromatographische Abtreg der Verunreinigungen
vorgenommen. Hierzu wurde eine Glassaule (Lange2@am, Innendurchmesser 10 mm)
mit eingeschmolzener Glasfritte mit 8 g Kieselgehtéprach einer Fullhéhe von 15 cm)
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gefullt und mit Diisopropylether konditioniert. Das reinigende Produkt wurde in mdglichst
wenig DIPE geldst und mit einer Pasteurpipette iehtiy (Festphasenmaterial sollte nicht
aufgewirbelt werden) auf die Saule gegeben. Dagathman sukzessive 120 ml DIPE Uber
die Saule und fangt das Eluat in 30 Fraktionen ml 4uf. Mittels GC/MS und Auftragung
auf eine DC-Platte (nur Detektion: UV-L6schung bzedkammer) wurden die Fraktionen
ermittelt, die das Produkt enthalten. Die entspeaden Fraktionen wurden vereinigt und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

7.7.2 Synthese von N-Butylamiden aus Carbonséuren

Waren die Carbonsaurechloride der Fettsauren komietlenicht verfigbar, so wurden diese
durch die Umsetzung mit Oxalsauredichlorid syntiett.

Hierzu wurden 500 pl der Fettsdure (z. B. 8-Methghs-6-nonensaure siehe Abbildung
7-10) unter Ruhren im Eisbad langsam mit 2 ml Caaiedichlorid versetzt. Danach gab man
2 Tropfen N, N-Dimethylformamid als Katalysator hinzu. Die Gasbiid wéahrend der
Zugabe zeigte die Entstehung von Kohlendioxid umthiEnmonoxid an. Der Kolben wurde
anschlieend mit einem Glasstopfen locker verssblusDie Reaktion wurde nach 90 min
durch Entfernen desN, N-Dimethylformamides und des Oxalséuredichlorides am
Rotationsverdampfer bei 60 °C und 50 mbar abgelermcber Vorteil dieser Vorgehensweise
lag in der Tatsache begriindet, dass keine weitbteeAnung der Edukte und Nebenprodukte
erfolgen musste. Man konnte nun das Produkt in Reaktionskolben in 10 ml wasserfreiem
Diethylether 16sen und gemaf 7.7.1 weiterverfahren.

DMF
)\/\/\/\'r i . Sg’gﬁ:
o) o o HCl
8-Methyl-6-nonenséaure Oxalsauredichlorid

Evaporation:

60°C, 50 mbar
)\/\/\/\'rom/& X v )\/\/\/\"/C'
< co, co o

o O

Intermediat 8-Methyl-6-nonensaurechlorid

Abbildung 7-10 Synthese von Carbonsaurechloriden auCarbonséduren am Beispiel der 8-Methytrans-6-
nonensaure
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7.7.3 Charakterisierung der synthetisierten analyti  schen Standards mittels  *H-
NMR, *C-NMR und GC-MS.

Die *H-NMR- und **C-NMR-Spektren wurden mit einem FT-Kernresonanzspeteter der
Fa. Bruker (Model ARX 400, 400 MHz) aufgenommens Absungsmittel wurde deuteriertes
Dichlormethan (CBCl,) verwendet. Die Einwaage betrug jeweils 50 mg. Dassenspektren
wurden mit dem unter 7.5 gezeigten System aufgeremmias handelt sich um EI-Spektren
die mit einer lonisationsenergie von 70 eV gemesaaaen.

7.7.3.1 N-Butyloctanamid

CHj3
14

12—13

/

H;C—10 2—1

" \9_8 4—3/
N
\
O

NH
6

"HNMR: (400,13 MHz, CRCl,) & *H [ppm]: 0,85-0,92 (6 H, dt, 2xG11,14); 1,27-
1,37 (10 H, m,6 xCh 1, 2, 9, 10, 12); 1,45 (2 H, p, Ch 13); 1,57 (2 H, dt,
CHa, 3); 2,11 (2 H, t, CH, 4); 3,18 (2 H, dt, Ck 8); 6,12 (1 H, s, NHB)

BCNMR: (100 Mhz, CRCl,) 6 °C [ppm]: 13,87 {4); 14,15 (1); 20,44 (0); 22,96 (3);
26,24 @); 29,42 (); 29,64 Q); 32,10 (2); 32,18 b); 37,00 4); 39,41 B);
173,26 b)

GC/MS (El, 70 eV):

115
Abundance N-Butyloctanamid
50000
45000
40000
35000

30000 7

25000 41
57
] 128
20000 73 100
15000
10000 86
156
5000 142 170 1gq 199
‘u“‘”hw w!\‘ u‘h',”m‘\‘ \‘\!‘H\‘ ",\M'"'\'l‘ — ——
miz--> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Abbildung 7-11 MassenspektrumN-Butyloctanamid

7.7.3.2 N-Butyldecanamid
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IHNMR:

BCNMR:

CH,
16
14—15
12— 13
H,C—¢ 10—11
' \5—4 §— 9
NH—3/
"

(400,13 MHz, CBClp) & 'H [ppm]: 0,85-0,93 (6 H, dt, 2xCH 16, 7), 1,28
(14 H, m,7 xCH, 5, 6, 10, 1112, 13, 13, 1,45 (2 H, p, Ch{ 15), 1,57 (2 H, dft,
CHy, 9), 2,11 (2 H, t, Chi 8), 3,18 (2 H, dt, Ch 4), 6,11 (1 H, s, NH3)

(100 Mhz, CRCl,) & °C [ppm]: 13,88 7); 14,20 (6); 20,45 @); 23,02 (5);
26,25 Q); 29,65 (L0); 29,70 (1); 29,78 (12); 29,86 (3); 32,19 b); 32,25 (L4);
37,25 8); 39,41 ¢); 173,17 D)

GC/MS (El, 70 eV):

m/z-->

Abundance |
40000

35000 *
30000 -
25000 -
20000 -
15000
10000

5000 -

115

N-Butyldecanamid

2 128

100

184

57 IS 155
.

142
86 170 227
\ ‘u\l‘\ LaLpi

bl Lo e o |

1 T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Abbildung 7-12 MassenspektrumN-Butyldecanamid
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7.7.3.3 N-Butyl-7-methyloctanamid

H,C—
:
5 4 §—9
\_/
"

IHNMR:

10——11

(400,13 MHz, CICly) 6 H [ppm]: 0,85-0,93 (9 H, m, 3xCH14, 15, 7); 1,14

(2 H, m, 1xCH, 12); 1,20-1,37 (8 H, m, 4xCH 5, 6, 10, 11); 1,45 (1 H, m,
CH, 13); 1,58 (2 H, dt, Chi 9): 2,11 (2 H, dt, Ch} 8); 3,19 (2 H, g, Ch} 4);

5,86 (1 H, s, NH3)

CNMR:

(100 Mhz, CRXCly) § °C [ppm]: 13,88 7); 20,44 6); 22,70 (4, 19; 26,25 Q);

27,49 (1); 28,29 (L3); 29,94 (L0); 32,18 b); 37,04 B); 39,23 (2); 39,41 4);

173,14 p)

GCIMS (El, 70 eV):

Abundance 4

45000 —
40000
35000 1
30000 1
25000

20000 +
41 128

100
15000 o

10000 4

57
141
86

5000 -

N-Butyl-7-methyloctanamid

170 213

158 184 198

0 il
miz--> 40 60 80 100 120 140

160 180 200 220

24b

Abbildung 7-13 MassenspektrumN-Butyl-7-methyloctanamid
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7.7.3.4 N-Butyl-8-methylnonanamid

H,C
‘ 16\[4 3
VARG
12—13
H3g—o\ 10—11
S5——4 §e—9
NH—3/
"

'HNMR: (400,13 MHz, CRCl,) & H [ppm]: 0,85-0,86 (6 H, d, 2xCH16,15); 0,91 (3
H, t, 7); 1,13-1,18 (6 H, m, 3 xCH 11, 12, 13); 1,27 (4 H, m, 2xCH| 5, 6);
1,45 (2 H, dt, Ck} 10); 1,51 (1 H, t, CH14); 1,57 (2 H, dt, Ch} 9); 2,15 (2 H,

t, CHy, 8); 3,17 (2 H,q, CHl 4); 5,83 (1 H, s, NHJ)

BCNMR: (100 Mhz, CRCl,) 6 °C [ppm]: 13,89 7); 20,44 6); 22,72 (5, 16; 26,23 Q);
27,63 (L0); 28,32 (12); 29,71 (4); 30,03 (1); 32,20 B); 37,06 B); 39,34 €):

39,40 (13); 173,14 )

GC/MS (ElI, 70 eV):

Abundance
35000 -

30000 |
25000 -
20000 1

15000 -
57 73

10000 100
184
6 142
170

5000 - 8
155
“ ‘ l yl H ll‘lhl l “yll‘ ‘\ . ‘\H“l iy ‘, , ‘ i ‘u“‘\ Ly L l,\ L

N-Butyl-8-methylnonanamid

0
m/z--> 40 60 80 100 120 140 160 180

Abbildung 7-14 MassenspektrumN-Butyl-8-methylnonanamid
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7.7.3.5 N-Butyl-8-methyl-6- trans -nonenamid

H;C
16,
H 14—CH;
12a 15
Ma—if
H;,C—5 10_11/ \H
7 134
\5 4 8—9 q
NH—Z/
3
\\?

"HNMR: (400,13 MHz, CICl,) & *H [ppm]: 0,89-0,96 (9 H, d, 3xCH16, 15, 7); 1,13-
1,30-1,39 (4 H, m, 2xCH 5, 6); 1,45 (2H, m, 1xCH 9); 1,59 (2 H, m,
1XCH,, 10); 2,02-2,13 (5 H, m, 1xCH und 2x GHL4, 11, 8); 2,59 (1 H, m,
CH, 14); 3,19 (2 H, g, CH 4); 5,20 (2 H, d, cis-CH=CH1 25 139); 5,38 (2 H,
d, trans-CH=CH]123 139 5,64 (1 H, s, NH3)

Anhand der NMR-Signale lasst sich ablesen, das$/ddeskiil nicht nur in der
trans, sondern auch in detis-Konfiguration vorliegt. Integriert man die
Signale der jeweiligen CH=CH-Signale so kann malawusdas Verhéltnis von
cis- zutranslsomer abschatzen. Hier ist die Zusammensetzumg 80 % N-
Butyl-8-methyl-6-trans-nonenamid zu 70 %4-Butyl-8-methyl-6-cis-nonen-
amid.

“CNMR: (100 Mhz, CIXCl,) § *°C [ppm]: 13,86 7); 20,41 6); 23,28 (5, 1; 25,83 0);
26,78 (14); 27,38 (L1); 29,91 (0); 32,17 b); 36,92 B); 39,39 ¢); 127,29 (2);
138,11 (3); 173,14 D)

GC/IMS (El, 70 eV):

Abundance
N-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
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Abbildung 7-15 MassenspektrumN-Butyl-8-methyl-6-nonenamid
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7.8 Pflanzenanbau im Gewachshaus

7.8.1 Bezugsquellen fur Saatgut

Von der Fa. RUhlemanns Krauter- und Duftpflanzewrgitedt), wurde folgendes Saatgut
bezogen:

Capsicum annuum var. Jalapeno

Capsicum chinense var. Habanero Orange

Von der Genbank des Leibniz-Institutes fur Pflamgaretik und Kulturpflanzenforschung
(IPK) in Gatersleben wurden Samen vBapsicum pubescens Ruiz et Paut folgenden
Akzessionsnummern zur Verfiigung gestellt:

Tabelle 7-10 Akzessionsnummern der Genbank des IP&atersleben zu den gelieferteiCapsicum
pubescens-Varietaten

Akz.-Nr: zusatzliche Angaben Ursprungsland

CAP 217 - Peru

CAP 468 - unbekannt

CAP 871 Rocoto Amarillo Peru

CAP 1033 Yellow Tree Pepper Rocot unbekannt

CAP 1695 NB 2258, CON-86, CAP 719, unbekannt
gelbfriichtig

Im Lebensmitteleinzelhandel (Aldi Nord) wurden Gempaprika-Frichte aus Israel
(Capsicum annuujmbezogen, denen dann Samen zur weiteren Kultivgerentnommen
wurden.

Aus dem Gartencenter des Obi-Heimwerkermarktes uppgrtal stammt die€Capsicum
Pflanze ,Tinkerbell mit scharfefreien FrichterC@psicum annuujn

7.8.2 Aussaat

Die Samen werden in eine zu einem Drittel mit Blaerele gefullte Saatschale (ca. 30 x 20 x
5cm L/B/H) ausgebracht. Der Abstand der Samendfetmindestens 1 cm zueinander.
Anschlieend werden die Samen mit etwa 1,5 cm Bhemte bedeckt. Die Erde wird
angefeuchtet und stets darauf geachtet, dass dielseaustrocknet. Im Gewachshaus (bei
> 25 °C) zeigen sich die Keimlinge nach durchscheiit2 Wochen.

7.8.3 Pikieren und Umtopfen

Nach etwa 3 bis 4 Wochen werden die Pflanzchendaih kraftigsten Wuchs in kleine
Pflanzcontainer (ca. 5 x 5 x 8 cm L/B/H) pikiertadh etwa 8 Wochen werden die Pflanzen in
runde Pflanzcontainef]( 16 cm, Volumen 2 ) umgetopft.

7.8.4 Bedingungen im Gewachshaus

Die Temperatur im Gewéachshaus war auf 25 °C eiriestDas bedeutet, dass die
Temperatur, bedingt durch die Mess- und Regelt&ahicht unter 25 °C absinken konnte. Im
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Gegenzug besteht im Gewachshaus keine aktive Kghkmdass die Temperatur unter dem
Einfluss der Sonne haufig oberhalb von 25 °C lggtz8nwerte, die im Sommer gemessen
wurden, lagen bei 40 °C.

Um die relative Luftfeuchtigkeit nicht unter 50 %nlsén zu lassen, besprenkelt eine
Bewasserungsanlage die Pflanzen in einem Intexal 2 h fur jeweils 2 min mit einem
feinen Sprihnebel. Dieser wird durch das einmalidig, manuelle Gie3en der Pflanzen
erganzt.

Da allein durch die naturliche, wetterbedingte Swomeinstrahlung keine standardisierten
Bedingungen vorlagen, wurden die Pflanzen zusétzian 6 Uhr bis 22 Uhr mit Kunstlicht

beleuchtet. Hierzu sind im Gewachshaus 6 HochdNetkiumdampflampen (Fa. Osram,
VIALOX® NAV®, 400 W, 2000 K Farbtemperatur) instagtt.

7.8.5 DlUngung

Die eingesetzte Qualitdtsblumenerde (Compo Sana@jedt Perlite® Atmungsflocken (aus
Vulkangestein), Agrosil® Wurzelaktivator und eingnsatz von Langzeitdiinger mit allen
wichtigen Haupt- und Spurennéhrstoffen fur dieesrst Wochen.

Nach dem Pikieren der Pflanzen wurden zwei Artem Ddnger eingesetzt:
1. Langzeitdinger

Hierbei handelt es sich um Diungestabchen der Fap8dqDingestabchen plus Guano
fur Gruanpflanzen), welche in die Blumenerde gedtegkrden und sich sukzessive
auflésen. Dieser organisch-mineralische NPK-Dingethalt 11% Gesamtstickstoff,
4 % Gesamtphosphat (als,@), und 8 % Kaliumoxid. Zusatzlich sind 2%
Magnesiumoxid und 6 % Schwefel enthalten. Als Speiemente befinden sich Kupfer
(0,04 %), Eisen (0,1 %), Mangan (0,05 %), Molybda®X®6) und Zink (0,04 %) in

den Dingestabchen. Insgesamt wurden 17 % SeevogeleGuur Herstellung

verwendet.

2. Schnellwirkender Diinger

Nach etwa 3 Monaten, wenn die Pflanze mit der Keobpdung beginnt, wird ein
flussiger Dinger (Wuxal® Super, Bayer) mit andemrsammensetzung bei den
Hauptnahrstoffen verwendet. Von dem Dungerkonzgntnit der Zusammensetzung
NPK=8% - 8% - 6 %, werden 40 ml auf 10 | GieBwagggeben und einmal pro
Woche angewendet. Laut Herstellerangabe férdert daliegende Dinger-
Zusammensetzung die Bluten- und Fruchtbildung, was diesem Stadium des
Pflanzenwachstums den Erfordernissen entspricht.

7.8.6 Pflanzenkrankheiten

Die einzige aufgetretene Pflanzenkrankheit mit gnanden Folgen auf3erte sich in einem
plotzlichen Welken der Pflanzen (bei feuchter Erde)l anschlieBendem Austrocknen und
Absterben der gesamten Pflanze. Es handelte sibrsalzeinlich um einen Befall durch den
Pilz Fusarium oxysporumwelcher vom Boden her in die Pflanze eindringtd udie
Leitungsbahnen mit seinem Mycel verstopft. Dies rkenman auch gut an den braun
verfarbten Wurzeln erkennen. Durch die Fusarienk&/elurden im Zeitraum von Oktober
2006 bis Marz 2007 etwa 120 Pflanzen vernichteg¢. Bilzsporen konnen schon am Saatgut
haften oder in der Blumenerde enthalten sein. Bsedi Problem nur bei den Pflanzen,
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welche aus den Samen vom IPK in Gatersleben aufjgezevurden, auftrat, war vermutlich
die Blumenerde nicht die Quelle der Pilzsporenh&ibeitshalber wurde fiir die nachste
Aussaat die Blumenerde in einem 20 | Metalleimer Zih auf 120 °C im Trockenschrank
erhitzt und anschlieBend wieder mit Wasser angétetucZusatzlich wurden die Pflanzen
beim zweiten Versuch der Kultivierung von Beginn mit einem systemischen Fungizid
prophylaktisch behandelt. Hierzu wurde eine Sprithb mit 10 ml Pilzfrei Ectivo®
(Wirkstoff Myclobutanil 7,5 g/l, Fa. Scotts Celafjoauf 1| Wasser hergestellt und derart
appliziert, dass die Pflanzen durch den Spruhnebpfnass waren. Die Behandlung erfolgte
in Intervallen von 3 Wochen.

7.8.7 Schéadlingsbefall

Gegen den sporadisch auftretenden Blattlausbefaillev beim ersten Auftreten an einer
Pflanzengeneration das systemische Insektizid &m®@t Combigranulat (Wirkstoff
Imidacloprid 25 g/kg, Bayer) in die Blumenerde @atpeitet. Es wirkt gegen ein breites
Spektrum an saugenden Insekten und zeigt sich doaeKontakt- als auch als Fral3gift
wirksam. Durch die besondere Formulierung ist diarze, nach Herstellerangaben, bis zu
100 Tage nach der Applikation geschiitzt.

7.8.8 Bestaubung

Nach vollstandiger Offnung der Bliten wurden diesi¢ einem Haarpinsel (Fa. Pelikan,

GrofRe 2) vorsichtig bestaubt. Durch das Fehlen Fenstern am Gewachshaus wurde
Insekten, welche die Bestaubung hatten gewahnkeistenen, der Zugang verwehrt. Aus
diesem Grund musste die Bestaubung manuell vorger@omverden. Es zeigte sich, dass nur
etwa 10 % der behandelten Bluten erfolgreich bestaulrden und dann zur Frucht

heranreiften.

7.8.9 Ernte

Zur Ernte der Frichte wurde der Blitenstiel fest Baumen und Zeigefinger festgehalten
und nach oben hin abgebrochen. Zwischen Nodium @&idtenstiel besteht eine
Sollbruchstelle, wodurch sich die Frucht leicht \d®r Pflanze ernten lasst. Wird eine Frucht
nicht geerntet, so trocknet die Beere langsam eid wird durch die Wirkung von
Phytohormonen von der Pflanze abgeworfen. Dieshgeistebenfalls an der Sollbruchstelle
zwischen Nodium und Blitenstiel.

7.9 Substanzen und Laborbedarf

7.9.1 Verwendete Chemikalien

* 2-Methylhexansaure, 95 % (Fluka, Steinheim, Deldsat)

e 2-Propanol, HPLC (VWR,

* 3-Morpholinethansulfonaure (MES), 99 %, low moist¢®igma, Steinheim, Deutschland)
» 3-Morpholinpropansulfondure (MOPS), 98 %, purumd@Adh, Steinheim, Deutschland)

* 7-Methyloctansaure, 97 % (Narchem, Chicago, USA)

» 8-Methyl-6-nonenséure, 97 % (Maybridge, Tintagebbritannien)

* 8-Methylnonansaure, 98 % (Sigma, Steinheim, Deldsch)

» Acetonitril HPLC grade (Fisher Scientific, Leicesteire, Grol3britannien)
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Acetyl Coenzym A, 94 %, Lithiumsalz (Sigma, SteiinneDeutschland)
Ammoniumacetat, HPLC, 99 %, puriss. p.a. (Flukajribteim, Deutschland)
Butylamin, 99,5 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deltisnd)

Capsaicin (nattrliches Capsaicin 65 %, Dihydrocapsa30 %) (Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

DEAE-Sepharose, fast flow, 20 % Ethanol (Pharmadppsala, Schweden)
Decansaurechlorid, 98 %, (Aldrich, Steinheim, Deliznd)

Dichlormethan-d2, 99,9 % (Cambridge Isotope Lalmias, Andover, USA)
Dihydrocapsaicin, 90 % (Sigma, Taufkirchen, Deuliactl)

Diisopropylether, puriss. p.a., nochmals destill{Riedel-deHén, Seelze, Deutschland)
Essigsaure 100 %,p.a., (Roth, Karlsruhe, Deutsdhlan

Heptansaurechlorid, 99 %, (Aldrich, Steinheim, Behtand)

Hexanséaurechlorid 99 %, (Aldrich, Steinheim, Delkzod)

Lithiumchlorid, ultra, Molekularbiologie, 99 %, wserfrei (Fluka, Steinheim, Deutschland)
Methanol HPLC-Grade (Acros Organics, Geel, Belgien)
N,N-Dimethylformamid, 99 % (Aldrich, Steinheim, Deutsand)

Natriumsulfat, puriss. p.a., wasserfrei (Fluka,r8teim, Deutschland)
N-Ethylmaleinimid, 99 %, ultra (Fluka, Steinheim, Dszhland)
Nonansaurechlorid, 97 %, (Fluka, Steinheim, Delissal)

Octansaurechlorid, 99 %, (Aldrich, Steinheim, Dehtand)

Olsaurechlorid, 99 % (Sigma, Steinheim, Deutschland

Oxalsauredichlorid, 96 %, (Fluka, Steinheim, Dehlzad)
Pelargonsaurevanillylamid (PSVA), purum (Roth, Ikexhe, Deutschland)
Pentan, HPLC grade, Isomerengemisch (Fisher Stiehteicestershire, GroRbritannien)
Pentylamin, 98,5 %, purum (Fluka, Steinheim, Dehltsd)
Perlagonsaurevanillylamid (Roth, Karlsruhe, DetUitsuth)

Propylamin, 99 % (Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Reinstwasser (Reinstwasseranlage MilliQ) (MillipdEschborn, Deutschland)
Salzsaure, 37 %,p.a., rauchend (Roth, Karlsruhetsdeland)

Siliziumdioxid, LiChroprep Si 60 (40-63 um) (MerdRarmstadt, Deutschland)
Tetradecansauremethylester, puriss. p.a. (Flukil&im, Deutschland)
Trichloressigséaure, 99,5 %, p.a. (Merck, Darmst@éytschland)

Tabelle 7-11 Coenzym A-Derivate

Acetyl-Coenzym A Sigma ~94 % LC/UV analyt. Standard
Cy3H3gN;0,/P;S*3Li*3,1H,0 LC/MS

809,57 g/mol (als freie Saure)

n-Octanoyl-Coenzym A Sigma 98 % Photometrie analyt. Standard
CagHsoN;0,7/P;S*3Li*3,5H,0 LC/uV

893,73 g/mol (als freie Saure) LC/MS

n-Decanoyl-Coenzym A Sigma >90 % - zu groRe Blindwerte
C31Hs4N;0,/P;S*3Li*3,5H,0 beiN-

921,73 g/mol (der freien Saure) Butyldecanamid

7.9.2 Glasgerate und sonstiger Laborbedarf

Becherglaser, diverse Grol3en

Buchnertrichter, Durchmesser 59mm (GroRel)

Dewar, diverse Grofzen (KGW Isotherm)

Dichtscheibe (fur Vials), rot/blau G 8 (CS-Chrongtphie, Langerwehe)
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» Dispenser, 5-30 ml (Hirschmann Laborgeréte, Ebétsta

* Enzymtestpipetten 0.5, 1 ml

» Erlenmeyerkolben mit Normschliff 100, 200, 300 ml

» Extraktionshilse (Schleicher & Schiill, Dassel)

» Faltenfilter,00 110 mm, 50 s (Roth “Rotilak®y, Karlsruhe)

» Festphasenextraktionseinheit, EM-6500 (AdsorbexJ,$P

» Festphasenkartusche, leer, 75 ml (Varian ,Bond Ekgervoir®)

*  Fritte, Porengrof3e 20 ur, 1/2”, Polyethylen (Varian “Bond Elut Clean Polygtine
Frits”)

» Gewindeflaschen, 250, 1000 ml, GL 45 (Schott D@an

* Kolbenhubpipetten 10-100 pl, 100-1000 ul (EppengReference”)

e Labor-Thermometer, -10 bis 150 °C, Normschliff

» Magnetrihrfische, teflonbeschichtet, diverse GréRen

» Messkolben 10, 20, 25, 50, 100, 250, 500 ml

e Messzylinder 10, 50, 100, 250, 500, 1000 ml

* Mikroeinsatz (fur Vails), G 30/5, zylindrisch, 20 (CS-Chromatographie, Langerwehe)

* NMR-Probenréhrchen, ultra precisidn,5 mm, Lange 178 mm (Promochem, Wesel)

» Pasteurpipetten, Glas,150 mm, 230 mm

* Pipettierhilfe, Howorka-Bat)

» Plastikzentrifugenbecher 250 ml

* Rundfilter 595 Durchmesser 55 mm ( Schleicher &#¢ciDassel)

 Rundkolben 50, 100, 250 ml

» Saugflaschen 250 mL

» Scheidetrichter 100, 250 ml

e Schlangenkuhler u.a. fur Soxhlet-Extraktion

* Schnelllauftrichter, Glas, diverse GréR3en

» Schraubdeckeldosen, 120 ml, Polypropylen (Roth il&mi®", Karlsruhe)

» Schraubkappe (fur Vails), G 8-L (CS-Chromatograpbagerwehe)

» Skalpell (Bayh®), Klingen der Gro3e 11

» Soxhlet-Extraktionsaufsatze 100 ml

» Spatel, diverse Grol3en

» Spitzkolben 10, 25, 100 ml

» Stopfen aus Glas oder Polyethylen, diverse Norriféehl

» Tischstoppuhr (Junghans)

» Transferpettor, 0-100 pul, (Brand)

e Tropftrichter 100 ml

» Uhrglaser, diverse Grof3en

* Universalindikatorpapier, pH 1-14 (Macherey-Nadmiren)

* UV-Kivetten, Quarzglas, 1 cm

e Vial, G 1klar, 1,5 ml (CS-Chromatographie, Langens)

* Vollpipetten 1, 2, 2.5, 4, 5, 10, 20, 25, 50 ml

» Zentrifugenréhrchen 15, 50 ml (Roth, Karlsruhe)

7.9.3 Technische Laborgerate

* Analysenwaage Mettler AE 160

* Analysenwaage Sartorius 1702

» Dispergierantrieb Ultra Turrax (Jahnke & Kunkela&en)

» Dispergierwerkzeug fir Ultra Turrax Typ T 18/10Hdke & Kunkel, Staufen)

* Magnet-Rihr- und Heizplatte, RCT basic, IKA Laboheik (Janke & Kunkel, Staufen)
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* Rotationsverdampfer, Rotavapor RE 111 (Blchi, Hla@ghweiz)

» Universal- Zerkleinerer Krups Speedy plus Typ 7¥80Krups, Solingen)

* Universal- Zerkleinerer, Moulinette® (Moulinex-Samdradolfzell)

* Vakuum- Membranpumpe Typ ME2 (vacubrand, Wertheim)

* Vakuum- Membranpumpe Typ MZ 2C (vacubrand, Wertheim

» Vibrationsmischer fir Reagenzglaser, IKA Vibro-Mk2 (Janke & Kunkel, Staufen)

» Zentrifuge, (Kryofunktion), Kontron Instruments G@ekon H-401b (Hermle KG, Gosheim)
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