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TvL5/TvL10 rekombinant exprimierte Phenoloxidase-Isoenzyme von Trametes 
versicolor 

U Unit (Enzymaktivität) 

u.a. unter anderem 

UV Ultraviolett 

UV-D UV-Detektion (LC-MS) 

vgl.  vergleiche 

VIS Visueller Bereich 

Vmax Maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Masse pro Volumen 

ΔA Absorptionsänderung 

λ Wellenlänge (nm) 

δ chemische Verschiebung (ppm, NMR) 
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1. EINLEITUNG 

 

Die chemische Industrie stellt über die Handelskategorie der Feinchemikalien 

essentielle Ausgangsmaterialien und Synthesebausteine für Pharmazeutika, Kosmetika, 

Polymerstoffe sowie Agrochemikalien und Lebensmittelzusatzstoffe bereit. Deren 

chemische Synthese erfordert komplexe Verfahren, welche mehrere Reaktionsschritte 

umfassen und entgegen dem hohen Energieaufwand vergleichsweise geringe Mengen 

der betreffenden Substanzen (< 1t bis 10.000 t/a) liefern. Aufwändige 

Reinigungsverfahren der Reaktionsgemische, unter Anwendung umweltbedenklicher 

Prozessführungsschritte und dem Aspekt eines erheblichen Prozentsatzes an 

unerwünschten Nebenprodukten, ergeben vielfach ein gravierendes Ungleichgewicht 

zwischen der Ausbeute der Zielverbindung und den anfallenden Abfallmengen. Zum 

gegenwärtigen Zeitpunkt ist eine bemerkenswerte Expansion in der industriellen 

Produktion von Feinchemikalien festzustellen, sodass der Trend besteht, das chemische 

Syntheseverfahren für die Gewinnung von Feinchemikalien die der Basis- bzw. 

Schwerchemikalien übersteigen werden (ZAPF & BELLER, 2002).  

 
Bei der dringlichen Suche nach Alternativen zu den herkömmlichen Syntheseverfahren 

von Feinchemikalien trägt das neue Gebiet der Weißen Biotechnologie den Gedanken in 

sich, alteingesessene umweltbelastende Produktionsverfahren durch biotechnologische 

Verfahren abzulösen (VILLADSEN, 2007). So gewinnen innerhalb der industriellen 

Bereitstellung von Feinchemikalien fermentative und enzymatische Verfahren 

zunehmend an Bedeutung (GUPTA & RAGHAVA, 2007) und forcieren eine 

Biologisierung dieser Schlüsselindustrie. Durch den Einsatz von Enzymen kann im 

Vergleich zu chemischen Synthesen unter milderen Bedingungen und 

Prozessparametern eine fast unbegrenzte Vielzahl von Reaktionen nachempfunden 

werden. Diese Gegebenheit basiert nicht zuletzt auf den Eigenschaften der Enzyme 

selber, welche gemäß ihren Reaktionsprinzipien chemo-, regio- und stereoselektiv 

arbeiten und somit die von dem Verbraucher gewünschten spezifischen Verbindungen 

unmittelbar produzieren (LORENZ & ZINKE, 2005). Im direkten Vergleich zu 

chemischen Synthesewegen wird weiterhin eine Minimalisierung von 

Reaktionsschritten, Nebenprodukten und Energiemengen, verbunden mit einer 

Steigerung von Ausbeuten und verkürzten Reaktionszyklen, ermöglicht. 



2  EINLEITUNG   
     

Schon jetzt sind über 2000 Enzyme aus verschiedenen Mikroorganismengruppen 

isoliert und charakterisiert worden, wobei diese gemäß dem Spektrum an katalysierten 

Reaktionen, den sechs Hauptgruppen der Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, 

Isomerasen, Ligasen und Oxidoreduktasen zugeordnet werden (LEISOLA et al., 2001). 

In öffentlichen Datenbanken sind über 35 000 enzymatische Reaktionen publiziert 

(STRAATHOF et al., 2002). Bislang ist jedoch nur ein relativ geringer Prozentsatz der 

Enzyme kommerziell erhältlich oder wird in industriellen Anwendungen, insbesondere 

der Feinchemie, eingesetzt. Circa 75 % der industriell genutzten Enzyme gehören der 

Enzymklasse der Hydrolasen an (LEISOLA et al., 2001), so beispielsweise Esterasen 

und Lipasen, mit welchen pharmazeutisch wertvolle organische Synthesebausteine, u.a. 

enantiomerenreine tertiäre Alkohole, dargestellt werden können (HENKE et al., 2002; 

KOURIST et al., 2008; HERTER et al., 2011b).  

Dies zeigt, dass biokatalytische Verfahren für eine partielle Ablösung konventioneller 

Bereitstellungswege prinzipiell herangezogen werden können, jedoch das Spektrum an 

technisch nutzbaren Enzymen nicht die Berücksichtigung findet, die diese 

Biokatalysatoren für die chemische Industrie offerieren.  

 
Die den Oxidoreduktasen angehörende Proteinfamilie der Multikupfer-Oxidasen 

beinhaltet ein breites Spektrum an Enzymen mit funktionaler Diversität. Unter diesen 

besitzen Phenoloxidasen (Trivialname: „Laccasen“; para-Benzendiol:Sauerstoff-

Oxidoreduktasen; E.C. 1.10.3.2.) ausgezeichnete Eigenschaften, die diese Enzymklasse 

zu einem vielseitigen Einsatz in biotechnologischen Verfahren - und damit auch für eine 

Synthese von Feinchemikalien - auf industriellem Maßstab prädestinieren.  

 
Bereits vor 6000 Jahren wurde in Asien das Harz des zu den Sumachgewächsen 

zählenden Lack-Baumes (Rhus verniciflua) als sehr wertvoller Ausgangsstoff zur 

Gewinnung von Lacken für die Veredlung von Kunsthandwerken erkannt 

(HÜTTERMANN et al., 2001). Die Bildung dieses Lackes beruhte auf einer 

Phenoloxidase-vermittelten oxidativen Polymerisation der in dem Baumsaft 

hochkonzentriert vorliegenden diphenolischen Verbindung Urushiol (HÜTTERMANN 

et al., 2001). YOSHIDA (1883) isolierte erstmalig das an der Polymerisationsreaktion 

beteiligte Enzym und identifizierte dieses als eine Phenoloxidase („Urushiol-Oxidase“). 

Der Trivialname „Laccase“ wurde von BERTRAND (1894) vergeben.  
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Bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt wurde eine Vielzahl von weiteren Phenoloxidasen in 

Pflanzen (O´MALLEY et al., 1993; DEAN & ERIKKSON, 1994; LEWIS, 1999; 

RANOCHA et al., 2000), aber auch in Insekten (ANDERSON, 1985; THOMAS et al., 

1989; HOPKINS & KRAMER, 1992), nachgewiesen. Die größte Quelle dieser 

Enzymklasse und die damit am besten untersuchten Phenoloxidasen finden sich jedoch 

bei Pilzen wie den Asco-, Basidio- und Deuteromyceten (KUNAMNENI et al., 

2008a, b). Darunter stellen Weißfäulepilze die wohl bekanntesten Phenoloxidase-

Produzenten dar (BOURBONNAIS & PAICE, 1990; RODRIGUEZ-COUTO & TOCA-

HERRERA, 2006). Die Phenoloxidasen der Pilze werden im Prozess der 

Holzzersetzung (Ligninolyse) wirksam. Ferner konnte in der opportunistisch-

pathogenen Hefe Cryptococcus neoformans eine Phenoloxidase nachgewiesen werden, 

in der diese als Pathogenitätsfaktor eingestuft wird (WILLIAMSON, 1997).  

In den letzten Jahrzehnten dehnte sich die Suche nach weiteren Phenoloxidase-Bildnern 

auch auf das Reich der Bakterien aus (CLAUS, 2003). Über ein gezieltes in silico 

Screening von Genomsequenz-Datenbanken, welches auf konservierte 

Aminosäuresequenzen von Kupferbindungsseiten bekannter Phenoloxidasen basierte 

(D´SOUZA et al., 1996; LUIS et al., 2004), konnten dazu homologe Proteinsequenzen 

auch in Bakterien identifiziert werden (ALEXANDRE & ZHULIN, 2000; SHARMA et 

al., 2007; SANTHANAM et al., 2011). Bislang sind jedoch nur wenige bakterielle 

Phenoloxidasen isoliert und charakterisiert worden. Zu diesen zählen u.a. die 

Phenoloxidasen von Azospirillum lipoferum (GIVAUDAN et al., 1993), Bacillus 

subtilis (MARTINS et al., 2002) und Bacillus licheniformis (KOSCHORRECK et al., 

2008) sowie verschiedener Streptomyces-Arten (ARIAS et al., 2003; ENDO et al., 

2003). Bei Bakterien überwog bislang der Nachweis von Phenoloxidase-ähnlichen 

Genen bzw. Enzymaktivitäten, so z.B. CueO und PcoA von Escherichia coli (GRASS 

& RENSING, 2001; BROWN et al., 1995), CumA von Pseudomonas putida 

(FRANCIS & TEBO, 2001) oder CopA von Pseudomonas syringae und Xanthomonas 

campestris (MELLANO & COOKSEY, 1988; LEE et al., 1994). Diese Enzyme 

besitzen zwar eine strukturelle Homologie zu den Kupferbindungsseiten pilzlicher 

Phenoloxidasen und sind unter Umständen auch zu einem katalytischen Umsatz 

geläufiger Phenoloxidase-Substrate befähigt. In ihrer Primärfunktion werden sie jedoch 

hauptsächlich regulatorisch für eine Resistenz gegenüber bzw. Detoxifizierung von 

Metallionen exprimiert (FERNANDES et al., 2007; RUIJSSENAARS & HARTMANS, 

2004).  



4  EINLEITUNG   
     

Mit der Entdeckung stets neuer Enzyme und Gene, welche Phenoloxidase-ähnliche 

Motive und Substratspektren besitzen, ergibt sich zunehmend eine Unstimmigkeit in 

deren Bezeichnung bzw. nomenklatorischen Zuordnung. Viele Autoren tendieren daher 

bei der Veröffentlichung neuartiger bakterieller Phenoloxidasen bzw. strukturell 

homologer Proteine dazu, diese in der englisch-sprachigen Literatur als „laccase-like 

activity“ (CLAUS & FILIP, 1997), „laccase-like multi-copper oxidase“ (THEUERL & 

BUSCOT, 2010), „pseudo-laccase“ (SOLANO et al., 2001) oder aufgrund eines 

unspezifischen oder mit kupferhaltigen Oxidasen überlappenden Substratspektrums als 

„(multipotent) polyphenol oxidase“ (SANCHEZ-AMAT et al., 2001) zu bezeichnen. 

Auch bei pilzlichen Laccasen wird häufig das Synonym „Polyphenoloxidase“ 

verwendet (MAYER & HAREL, 1979; MESSERSCHMIDT, 1997), was allerdings zu 

überdenken wäre.  

Ein Anliegen dieses Kapitels soll es daher sein, nochmals den Begriff der 

Phenoloxidase - also der Laccase - eindeutig zu definieren und von anderen 

Enzymaktivitäten, insbesondere denen der kupferhaltigen Oxidasen 

(Polyphenoloxidasen), klar abzugrenzen (Abb. 1, S. 5).  

Phenoloxidasen („Laccasen“) können, im Gegensatz zu Polyphenoloxidasen 

(„Catechol-Oxidase“ und „Tyrosinase“), para-dihydroxylierte Verbindungen, also 

Hydrochinon-Derivate, umsetzen (Abb. 1A; THURSTON, 1994). Phenoloxidasen sind 

jedoch nicht, wie Tyrosinasen, zu Hydroxylierungsreaktionen an Monophenolen wie 

Kresol (Kresolase-Aktivität der Tyrosinase) oder L-Tyrosin befähigt (Abb. 1A; 

POMERANTZ, 1966). Eine Gemeinsamkeit von Phenol- und Polyphenoloxidasen 

besteht in der Oxidation ortho-dihydroxylierter Verbindungen (Brenzkatechin-Derivate) 

- diese kann von Phenoloxidasen, Catechol-Oxidasen und Tyrosinasen katalysiert 

werden (Abb. 1A; BROWN, 1967; XU, 1996; THURSTON, 1994; MAI et al., 2001).  
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Abb. 1: (A) Abgrenzung der den Multikupfer-Oxidasen angehörenden Phenoloxidase 
(„Laccase“) von den Polyphenoloxidasen „Catechol-Oxidase“ und „Tyrosinase“, welche der 
Proteinfamilie der kupferhaltigen Oxidasen zuzuordnen sind. (B) Strukturen ausgewählter 
natürlich vorkommender Polyphenole (sekundäre Pflanzenstoffe), welche prinzipiell sowohl 
von Phenoloxidasen als auch Polyphenoloxidasen umgesetzt werden können: Urushiol (1), 
Quercetin (2) und Gallotannin (3).  
 
Es ist naheliegend, dass wenn man von den vereinfachten Strukturen der 

Modellverbindungen abweicht und die Betrachtung auf höhermolekulare Naturstoffe 

richtet (Abb. 1B), die Befähigungen der dargestellten Enzymklassen sehr schnell dazu 

verleiten diese verallgemeinernd als Polyphenoloxidasen zu bezeichnen. Denn einerseits 

können sowohl Phenoloxidasen als auch Polyphenoloxidasen eine oxidative 

Aktivierung von Polyphenolen, d.h. Sekundärstoffen von Pflanzen, katalysieren. 

Andererseits können Phenoloxidasen unsubstituierte Phenole eigentlich nicht umsetzen. 

Eine Vermischung der Enzymbezeichnungen und eine Vernachlässigung der 

enzymatischen Nomenklatur sind dennoch nicht angebracht. Nicht nur auf Ebene des 

Substratspektrums sondern auch auf der von Enzyminhibitoren existieren erhebliche 

Unterschiede (KIM & UYAMA, 2005; KHAN et al., 2006). Zudem differieren die 

aktiven Zentren von Phenol- und Polyphenoloxidasen sehr stark, was sich allein aus den 

Bezeichnungen der Proteinfamilien ergibt. Multikupferoxidasen, demnach auch 

Phenoloxidasen, besitzen ein komplexes katalytisches Zentrum, welches aus vier 
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Kupferatomen besteht und aufgrund spektroskopischer Eigenschaften in Typ-I-, Typ-II- 

und Typ-III-Kupferzentren eingeteilt wird (MESSERSCHMIDT & HUBER, 1990). 

Kupferhaltige Oxidasen, demgemäß die Polyphenoloxidasen Tyrosinase und Catechol-

Oxidase, besitzen dahingegen lediglich ein binukleares Typ-III-Kupferzentrum mit nur 

zwei Kupferatomen (KLABUNDE et al., 1998). 

Wie bereits zuvor angemerkt, besteht bei Bakterien, welche den Pilzen vergleichbare 

Phenoloxidasen bzw. Phenoloxidase-ähnliche Aktivitäten exprimieren, die 

Schwierigkeit, diese Enzyme aufgrund vieler Unterschiede auch als „Laccase“ zu 

bezeichnen. Anhand des bisherigen Spektrums an Publikationen, welche sich mit diesen 

neuen bakteriellen Enzymen befassen, kann vorsichtig von einer zukünftigen 

eigenständigen Klassifizierung dieser Enzymaktivitäten ausgegangen werden. 

 
Bedingt durch den inhaltlichen Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation, welcher 

sowohl auf bakterielle als auch pilzliche Multikupfer-Oxidasen gerichtet war, wird für 

die Enzyme daher in den nachfolgenden Kapiteln stringent die Bezeichnung 

„Phenoloxidase“ verwendet und von der Nutzung des Trivialnamens „Laccase“ 

abgesehen. 

 
Die Phenoloxidasen von Pflanzen sind, neben weiteren Oxidoreduktasen, wie 

beispielsweise Peroxidasen, an der Synthese des Makromoleküls Lignin beteiligt 

(O´MALLEY et al., 1993; NOSE et al., 1995; RIVA, 2006). Die Biosynthese des 

Lignins erfolgt über enzymatische Radikalbildungsreaktionen diverser 

niedermolekularer Phenole (u.a. para-Cumaryl-, E-Koniferyl- und Sinapylalkohol) 

unter nachfolgender abiotischer Polymerisation der Radikalintermediate (ADLER, 

1997).  

Bei Insekten dienen Phenoloxidasen einer Sklerotisierung der Kutikula und damit einer 

Neusynthese des Exoskelettes (SUGUMARAN et al., 1992; RIVA, 2006). Dabei 

werden N-Acetylbrenzkatechinamine über Phenoloxidase-katalysierte Reaktionen zu 

Chinon- und Chinonmethid-Intermediaten oxidiert, welche kutikuläre Proteine 

vernetzen und so zu einer erhöhten Stabilität der Außenhaut verhelfen (ARAKANE et 

al., 2005).   

Holzbesiedelnde und streumineralisierende Weißfäulepilze stellen die wohl größte 

Quelle von Phenoloxidasen dar (BALDRIAN, 2006; HATAKKA, 2001; LEONOWICZ 

et al., 2001). Die Phenoloxidasen der Weißfäulepilze werden hauptsächlich als 
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extrazelluläre Enzyme sezerniert (THURSTON, 1994; MOROZOVA et al., 2007), 

welche neben den ligninolytischen Exoenzymen Lignin- und Manganperoxidase, an 

oxidativen Polymerisations- und auch Depolymerisationsreaktionen des pflanzlichen 

Lignins beteiligt sind (KAWAI et al., 1988; O´MALLEY et al., 1993; YOUN et al., 

1995). Sie haben weiterhin eine Funktion beim Abbau von Huminsäuren (CHEFETZ et 

al., 1998), der Fruchtkörperbildung (LEATHAM & STAHMANN, 1981; THURTSON, 

1994), der Polymerisation von Melanin-Präkursoren für eine Biosynthese 

zellassoziierter Melanine (CLUTTERBUCK, 1972; KURTZ & CHAMPE, 1982) sowie 

der Sporulation und der Pigmentierung von Vermehrungseinheiten (LEONOWICZ et 

al., 2001). Eine wesentliche Funktion besteht auch bei der pilzlichen 

Pflanzenpathogenese (BAR-NUN & MAYER, 1989). So dient die Phenoloxidase des 

Edelfäule-verursachenden Schimmelpilzes Botrytis cinerea einer Degradation der im 

Zuge des Abwehrmechanismus von Pflanzen ausgeschiedenen Phytoalexine und 

ermöglicht somit den Befall des Wirtspflanzengewebes (SCHOUTEN et al., 2008). 

Pilzliche Phenoloxidasen werden jedoch auch für einen Schutz gegen Bakterien 

freigesetzt (GEIGER et al., 1986).  So katalysiert der Weißfäulepilz Pycnoporus 

cinnabarinus über die Ausscheidung einer Phenoloxidase die Oxidation von 3-

Hydroxyanthranilsäure zu Cinnabarinsäure, welche als biologisch aktive Substanz 

fungieren kann (EGGERT, 1997). 

Bisherige Untersuchungen bezüglich des Vorkommens von Phenoloxidasen bzw. 

Phenoloxidase-ähnlichen Aktivitäten in Prokaryoten signalisieren, dass die Expression 

dieser Enzyme vornehmlich auf bestimmte Bakteriengattungen beschränkt ist und in 

einem engen Zusammenhang mit morphologischen bzw. physiologischen 

Differenzierungsprozessen steht (CLAUS & FILIP, 1997; CLAUS, 2004; SHARMA et 

al., 2007). Eine Bewertung der zellulären Funktion der bakteriellen Enzyme ergab 

zudem Parallelen zu pilzlichen Phenoloxidasen, so z.B. eine Beteiligung an der 

Melaninbildung sowie der Morphogenese unter Ausbildung dormanter bzw. ruhender 

Überdauerungsformen (SANCHEZ-AMAT et al., 2001; TAKAMI et al., 2002). So 

konnte bei Vertretern der Gattungen Bacillus und Streptomyces, welche zu einer 

Melaninbildung befähigt sind, während der Differenzierung vegetativer Zellen in 

Endosporen bzw. Hyphen und Sporenketten, eine Expression von Phenoloxidasen und 

Phenoloxidase-ähnlichen Aktivitäten nachgewiesen werden (HULLO et al., 2001; 

MARTINS et al., 2002; ENDO et al., 2002; SUZUKI et al., 2003; MACHCZYNSKI et 

al., 2004; MOLINA-GUIJARRO et al., 2009). Die Phenoloxidase des in einer engen 
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Assoziation mit der Wurzelrhizosphäre lebenden Bodenbakteriums Azospirillum 

lipoferum wird ebenso während dessen Melaninbildung exprimiert und dient einer 

Oxidation bzw. Detoxifizierung der phenolischen Sekundärmetaboliten von Pflanzen 

(GIVAUDAN et al., 1993; FAURE et al., 1994).  

Aus den angeführten Beispielen kann ein Vorkommen derartiger Enzyme auch in 

weiteren Bodenbakterien, welche dafür typische physiologische Merkmale aufweisen - 

so auch bei Vertretern der Gattung Azotobacter - angenommen werden. Die 

Azotobacteriaceae sind Bodenbakterien, welche in einer nicht-symbiontischen 

Interaktion in der Wurzelrhizosphäre von Pflanzen leben und durch eine 

Stickstofffixierung, d.h. eine Assimilation von molekularem Luftstickstoff, für Pflanzen 

verwertbare stickstoffhaltige Verbindungen bereitstellen. Darüber hinaus sezernieren sie 

wachstumsregulierende Faktoren und unterstützen über diese das Pflanzenwachstum 

(BROWN & GARR, 1984). Einige Arten der Gattung Azotobacter sind durch einen 

Lebenszyklus gekennzeichnet, welcher unter bestimmten Umweltbedingungen induziert 

werden kann und eine Zelldifferenzierung in ruhende Cysten sowie eine 

Melaninbildung verursacht (LAYNE & JOHNSON, 1964; WYSS et al., 1969; 

STEVENSON & SOCOLOFSKY, 1972). Aufgrund der Melaninbildung könnten 

Vertreter dieser Gattung weitere neuartige prokaryotische Phenoloxidasen bereithalten. 

Dieser Fragestellung wurde u.a. innerhalb dieser Dissertation erstmals nachgegangen. 

 
Phenoloxidasen sind durch eine sehr breite Substratspezifität gekennzeichnet. Diese ist 

nicht nur auf para- und ortho-dihydroxylierte Verbindungen beschränkt sondern 

umfasst auch Polyphenole, Aminophenole sowie methoxy-substituierte Phenole und 

außerdem nicht-phenolische Verbindungen wie Di-, Poly- und Arylamine 

(THURSTON, 1994; XU et al., 1996; BALDRIAN, 2006). Das Spektrum 

Phenoloxidase-katalysierter Reaktionen beinhaltet Polymerisations-, 

Depolymerisations-, Demethylierungs-, Demethoxylierungsreaktionen sowie 

Oxyfunktionalisierungs- und Ringspaltungsreaktionen aromatischer Verbindungen 

(HEINZKILL & MESSNER, 1997; CLAUS, 2003; KAWAI et al., 1988).  

Die enorme Diversität in umsetzbaren Molekülstrukturen und katalysierten Reaktionen 

gewährt damit einen Einsatz dieser Enzyme in vielfältigen biotechnologischen 

Anwendungen.  
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Phenoloxidase-katalysierte Reaktionen verlaufen über eine schrittweise Ein-Elektronen-

Oxidation von vier Substratmolekülen, wobei eine Vier-Elektronen-Reduktion von 

molekularem Sauerstoff zu Wasser erfolgt (CLAUS, 2003). Als Wasserstoffdonator 

fungiert das zumeist phenolische Substratmolekül (BALDRIAN, 2006). Dieses bindet 

am Typ-I-Kupferzentrum des Enzyms und wird dort schrittweise oxidiert. Dabei nimmt 

das Enzym insgesamt vier Elektronen auf und geht vom oxidierten in den reduzierten 

Zustand über. Die Elektronen werden an die Typ-II- und Typ-III-Kupferzentren, welche 

ein Cluster darstellen, weitergeleitet. Das Typ-III-Kupferzentrum überträgt zunächst 

zwei Elektronen auf den gebundenen molekularen Sauerstoff unter Ausbildung eines 

Peroxid-Intermediats, in welchem das nunmehr oxidierte Typ-III-Kupfer mit dem 

reduzierten Typ-II-Kupfer verbrückt ist (SOLOMON et al., 1996). Das Peroxid-

Intermediat wird anschließend durch einen zweiten Zwei-Elektronen-Transfer auf den 

Sauerstoff reduziert. Damit ist eine Rückoxidation des Typ-II- und Typ-I-

Kupferzentrums realisiert und eine erneute Substratbindung und -oxidation möglich 

(DEAN & ERIKSSON, 1994).  

In dem beschriebenen katalytischen Zyklus werden bei der Substratoxidation freie 

reaktive Radikale bzw. Intermediate generiert (XU, 1999), welche einer weiteren 

Phenoloxidase-katalysierten Oxidation unterliegen können oder in nicht-enzymatischen 

Reaktionen zu C-C-, C-O-, C-N- oder C-S-gekoppelten Dimeren, Oligomeren oder 

Polymeren weiterreagieren (BHALERAO et al., 1994; JONAS et al., 1998; MANDA et 

al., 2005; MANDA et al., 2007). Bei derartigen Kopplungsreaktionen, in welchen zwei 

monomere Moleküle unter Ausbildung kovalenter Bindungen miteinander verknüpft 

werden (CLAUS, 2003), wird zwischen homo- und heteromolekularen Reaktionen 

unterschieden. In homomolekularen Kopplungsreaktionen reagieren zwei oder mehrere 

strukturchemisch identische Moleküle miteinander. Eine heteromolekulare 

Kopplungsreaktion ist dann gegeben, wenn verschiedenartige Verbindungen in einem 

Reaktionsgemisch vorliegen, wovon mindestens eine das Phenoloxidase-Substrat 

darstellt und enzymatisch radikalisiert werden kann und so mit den andersartigen 

Ausgangsstoffen (Nicht-Enzym-Substrat, Kopplungspartner) Kopplungsreaktionen 

eingehen kann.  

Diese Art der enzymvermittelten Kopplung einer nahezu unbegrenzten Vielzahl von 

Molekülstrukturen, die keine Enzymsubstrate darstellen, macht diese Enzymklasse so 

attraktiv für industrielle Anwendungen - und damit auch für die Weiße Biotechnologie. 
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Da Phenoloxidasen verschiedenste Reaktionen katalysieren und sehr stabil sind, werden 

sie bei der Gewinnung von Pulpen in der holzverarbeitenden Industrie und auch bei 

Bleichungsprozessen der Papier- und Textilindustrie eingesetzt (PALONEN & 

VIIKARI, 2004; CHAKAR & RAGAUSKAS, 2004; ABADULLA et al., 2000). Auch 

in der Lebensmittelindustrie, insbesondere bei der Schönung bzw. Stabilisierung von 

Weinen und Fruchtsäften (MINUSSI et al., 2002; BRENNA & BIANCHI, 1994) sowie 

der Aromengewinnung (LOMASCOLO et al., 1999), wird das katalytische Potential 

dieser Enzyme genutzt. Im Bereich der Bioremediation kann über Phenoloxidase-

vermittelte Polymerisationsreaktionen eine Detoxifizierung und Immobilisierung von 

Xenobiotika in der Bodenmatrix erreicht werden (BOLLAG et al., 1988; 

HÜTTERMANN et al., 1989; BRENNA & BIANCHI, 1994). Auch die Beseitigung 

phenolischer Schadstoffe aus Abwässern, so beispielsweise aus industriellen 

Abwässern, ist über derartige Polymerisationsreaktionen erzielbar (XU, 1999; TORRES 

et al., 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass mit Phenoloxidasen ein oxidativer 

Umsatz polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAK) und synthetischer 

Farbstoffe möglich ist  (JOHANNES & MAJCHERCZYK, 2000; DURAN & 

ESPOSITO, 2000). Ferner können Dehalogenierungs- und Transformationsreaktionen 

an chlorierten Modellverbindungen, mit struktureller Homologie zu persistenten 

chlororganischen Substanzen, durch diese Enzyme katalysiert werden (TATSUMI et 

al., 1992; SCHULTZ et al., 2001; KORDON et al., 2010). 

 
Bei der Darstellung von Synthesebausteinen für die Feinchemie gewinnen 

Phenoloxidasen zunehmend an Bedeutung, da mit diesen Enzymen, neben Polymer- 

und Lebensmittelzusatzstoffen, auch pharmazeutische und kosmetische Vorstufen 

synthetisiert werden können. Ein besonderes Augenmerk richtet sich dabei auf die 

heteromolekularen Kopplungsreaktionen, bei welchen diphenolische 

Enzymsubstratmoleküle mit Aminogruppen-tragenden Kopplungspartnern über 

kovalente C-N-Bindungen verknüpft werden können. Die darüber gewonnenen 

aminierten Syntheseprodukte, sogenannte Hybridmoleküle, werden auch als sekundäre 

Amine bezeichnet. Über derartige Phenoloxidase-vermittelte C-N-Kopplungsreaktionen 

konnten bereits vielfach eine Derivatisierung von bioaktiven Verbindungen sowie eine 

Darstellung neuartiger Wirkstoffe erzielt werden. So wurden in Kopplungsreaktionen 

diverser 2,5-Dihydroxybenzoesäure-Derivate mit den als Aminopartnern eingesetzten 

Ampicillin, Amoxycillin sowie Aminocephallosporinen neuartige Penicilline, 
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Abb. 2: Struktur des Mitomycins A 
mit den wesentlichen bioaktiven 
Motiven eines para-benzochinoiden 
Grundkörpers (1, blau), einer 
sekundären Aminogruppe (2, rot) 
sowie einer Urethan-Funktion (3, 
grün).  
 

Cephalosporine und Carbacepheme synthetisiert (MIKOLASCH et al., 2006, 2007). 

Darüber hinaus können auch Derivatisierungsreaktionen an Aminosäuren, so z.B. L-

Phenylalanin und L-Tryptophan, mit unsubstituierten und methylsubstituierten 

Hydrochinonen sowie weiteren hydrochinoiden Verbindungen, wie dem 2,5-Dihydroxy-

N-(2-hydroxyethyl)-benzamid, vorgenommen werden (MANDA et al., 2006; HAHN et 

al., 2009). In weiteren Arbeiten wurde das Potential von Phenoloxidasen bei 

heteromolekularen Kopplungsreaktionen verschiedenster para-dihydroxylierter 

Verbindungen mit diversen aromatischen Aminopartnern oftmals belegt und als ein 

geeignetes Verfahren für die Darstellung pharmazeutisch relevanter Produkte bzw. 

Vorstufen hervorgehoben (MANDA et al., 2005; NIEDERMEYER et al., 2005; 

NIEDERMEYER & LALK 2007; MIKOLASCH et al., 2008). Selbst für 

strukturchemisch einfache Produkte einer heteromolekularen Kopplung von 

Hydrochinon-Derivaten mit wirkstoffähnlichen Aminopartnern, konnten sowohl 

spezifische Wirkungen gegen diverse Krebszelllinien (MATHEW et al., 1986) als auch 

antiallergene Wirkungen (PÖCKEL et al., 2006) nachgewiesen werden. Dabei besitzt 

allein schon das para-benzochinoide Strukturmotiv der gewonnenen Syntheseprodukte 

antitumorale Eigenschaften (ROGINSKY et al., 1998; GUTIERREZ, 2000).  

Gegenwärtig zeichnet sich ein Trend ab, bei dem unter Ausnutzung des katalytischen 

Potentials von Phenoloxidasen die Synthese komplexerer Aminobenzochinone mit 

antineoplastischer Wirkung, so z.B. von Nakijichinon- (STAHL et al., 2002) oder 

Herbamycin-Derivaten (HONMA et al., 1992), angestrebt wird. Antineoplastika sind 

Substanzen, welche bei der Chemotheraphie von 

bösartigen Tumoren, mit dem Ziel einer 

Unterdrückung der Reifung und Proliferation von 

Neoplasma, verabreicht werden. Zu dieser 

Stoffklasse zählen auch die Mitomycine 

(WOLKENBERG & BOGER, 2002).  

In Untersuchungen der Struktur-Aktivität-

Beziehungen von Mitomycin-Derivaten konnte 

festgestellt werden, dass die biologische Wirkung 

auf dem para-Benzochinon-Grundkörper (1), einer 

stark alkylierenden Funktion, insbesondere einem 

sekundären Amin (2), und einer Urethan-Funktion 

(3) basiert (Abb. 2; VERBOOM et al., 1985).  
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Die chemische Synthese von Mitomycinen birgt große Herausforderungen, welche sich 

aus der anspruchsvollen Stereochemie sowie einer schweren Handhabbarkeit der 

Chinone ergibt (SCHKERYANTZ & DANSIHEFSKY, 1995) und je nach anvisiertem 

Strukturmotiv komplexe Reaktionsschritte, unter Einsatz von Übergangskatalysatoren, 

hohen Temperaturen und großen Lösungsmittelmengen, erfordert (WEBB et al., 1962; 

KISHI, 1977; REBEK et al., 1984; FUKUYAMA & YANG, 1987). Der para-

benzochinoide Mitomycin-Grundkörper stellt in seiner hydroxylierten Form ein 

Phenoloxidase-Substrat dar und könnte in Phenoloxidase-katalysierten 

heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit geeigneten Aminopartnern zu neuartigen 

Mitomycin-Derivaten, unter weitaus milderen und umweltfreundlicheren 

Reaktionsbedingungen, transformiert werden. Da in diesen enzymatischen Reaktionen 

hydrochinoide Verbindungen in die korrespondierenden para-Benzochinone 

transformiert werden und über C-N-Kopplungen der Aminopartner sekundäre Amine 

entstehen, wären zwei wichtige Kriterien (vgl. Abb. 2) für die Gewinnung antitumoral 

wirksamer Mitomycin-Analoga gegeben. Das Wirkungsspektrum dieser Mitomycin-

analogen Syntheseprodukte könnte zudem durch eine gezielte Auswahl der 

Aminopartner erweitert werden. Eine Derivatisierung von Pharmakophoren mit n-

Octylamin führt zu einer verbesserten Membrangängigkeit und Aufnahme von 

Wirkstoffen (KAMAL et al., 2006). Für Geranylamin-Derivate konnte eine Suppression 

des Krebstumorwachstums nachgewiesen werden (AKIYAMA et al., 2005). Das 

Cyclooctylamin besitzt eine sehr hohe Aktivität gegen Influenza-A-Viren, wobei dieses 

über eine Blockierung des M2-Protonenkanals die Virus-Adsorption an der Wirtszelle, 

eine Injektion der viralen Nukleinsäure und auch eine Virus-Replikation inhibiert 

(ELEFTHERATOS et al., 2010). So könnte über C-N-Kopplungsreaktionen mit den 

Aminopartnern n-Octylamin,  Geranylamin und Cyclooctylamin die antitumorale 

Wirkung der heteromolekularen Syntheseprodukte im erheblichen Maße gesteigert 

werden und auch virale Infektionskrankheiten umfassen. Auch dieser Zielstellung wird 

in der vorliegenden Dissertation nachgegangen. 

Ein weiterer Anwendungsbereich von Phenoloxidase-katalysierten Reaktionen im 

Sektor der biokatalytischen Gewinnung pharmazeutischer Vorstufen für die Feinchemie 

könnte sich in der Synthese von Naturstoffstoffen, wie Vitamin K- und Ubichinon-10-

Derivaten, finden. Die Vitamin K-Derivate besitzen einen 2-Methyl-1,4-

naphthobenzochinon-Grundkörper mit einer Isoprenseitenkette (Abb. 3). Sie fungieren 

als Kofaktor der γ-Glutamylcarboxylase, welche Carboxylierungsreaktionen an 
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Plasmaproteinen katalysiert (VERMEER et al., 1995). Die über einen γ-

Carboxyglutamyl-Rest aktivierten Proteine verknüpfen die Hydroxyapatit-Matrix in 

Knochen und wirken im Blutstrom als Gerinnungsfaktoren (LAMSON et al., 2003). In 

Modellstudien konnte auch eine antitumorale 

Wirkung gegen Leukämie (NUTTER et al., 

1991; PAREKH et al., 1992), das bronchiale 

Karzinom (MITCHELL et al., 1965) und 

Leberkrebs  (TAPER et al., 1996) 

nachgewiesen werden. 

Das Ubichinon-10 (Coenzym Q10) besteht 

strukturchemisch aus einem 2,3-Dimethoxy-5-

methyl-1,4-benzochinon-Grundkörper und 

einer isoprenoiden Seitenkette (Abb. 3B). Es 

ist ein Cofaktor bei der oxidativen 

Phosphorylierung und damit eine essentielle 

Schlüsselverbindung für die 

Energieversorgung des Körpers (ERNSTER & 

DALLNER, 1995). Mittlerweile haben das Vitamin K und das Ubichinon-10 den Status 

von „Lifestyle-Produkten“ erreicht, wobei Ersteres in zunehmenden Maße 

prophylaktisch Säuglingen verabreicht wird und Zweiteres bei der Nahrungsergänzung 

(KALEN et al., 1989) und auch in kosmetischen Präparaten (SHINDO et al., 1994), u.a. 

in Anti-Aging-Cremes, eingesetzt wird. Damit stellen Vitamin K- und Ubichinon-10-

Derivate Zielverbindungen in der chemischen Feinchemikalienproduktion dar. Die 

chemische Synthese von Vitamin K bedingt einen hohen Überschuss an 2-Methyl-1,4-

naphthohydrochinon, den Einsatz großer Mengen an Oxalsäure oder Dioxan, 

Reaktionstemperaturen von 140 °C sowie eine Ether-Extraktion unter Beimengung von 

Ag2O bzw. MgSO4 (FIESER, 1939a, b). Eine chemische Darstellung von Ubichinon-10 

bedingt ebenso drastische Reaktionsbedingungen wie den Einsatz von Schutzgruppen, 

Sulfon-funktionalisierten (FUJITA et al., 1982), bromierten und/oder chlorierten 

Ausgangsverbindungen (TRUCE et al., 1970) sowie Kupfer(I)chlorid-Triethylamin 

oder Bromwasserstoffsäure als Katalysatoren und unter Umständen äußerst niedrige 

Reaktionstemperaturen von -70 °C (KAISER, 1972). Die aufgezeigten Bedingungen 

innerhalb der chemischen Prozessführung signalisieren gleichwohl die hohe 
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Abb. 3: Strukturen von Vitamin K1 (A)
und Ubichinon-10 (B) mit para-
benzochinoiden Grundkörpern (1, blau)
und verzweigtkettigen bzw. isoprenoiden
Alkylresten (2, rot). 
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Umweltbedenklichkeit der Verfahren, die eine Herstellung dieser Feinchemikalien mit 

sich bringt. 

Unter weitaus unbedenklicheren und damit ökologisch vertretbareren Bedingungen 

könnten Vitamin K- und Ubichinon-10-Derivate auch in Phenoloxidase-katalysierten 

Kopplungsreaktionen dargestellt werden. So stellen die para-dihydroxylierten 

Verbindungen 2-Methylnaphthohydrochinon und 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon 

geeignete Enzymsubstrate dar, welche im Zuge der enzymatischen Substratoxidation in 

benzochinoide Produkte - und damit den wesentlichen Strukturmotiven der bioaktiven 

Naturstoffe (vgl. Abb. 3) - transformiert werden könnten. So wäre in heteromolekularen 

C-N-Kopplungsreaktionen mit verzweigtkettigen Aminopartnern, so z.B. dem 

Geranylamin, eine Gewinnung para-benzochinoider Produkte mit isoprenoiden 

Molekülbereichen (vgl. Abb. 3, 2) möglich.  

In einem Großteil der bislang veröffentlichten heteromolekularen C-N-

Kopplungsreaktionen mit Phenoloxidasen, welche unter dem Aspekt einer Synthese 

pharmazeutisch relevanter Produkte für die Feinchemie durchgeführt wurden, erfolgte 

der Einsatz von para-dihydroxylierten Verbindungen (Hydrochinone) und aromatischer 

Aminopartner (MANDA et al., 2005; NIEDERMEYER et al., 2005; MANDA et al., 

2006; MIKOLASCH et al., 2008; HAHN et al., 2009).  

Die ebenso zu dem Substratspektrum von Phenoloxidasen zählenden ortho-

dihydroxylierten Verbindungen (Brenzkatechine) sowie der Einsatz verzweigtkettiger 

oder alicyclischer Aminopartner fanden im Bereich der heteromolekularen Kopplung 

bisher nur wenig Berücksichtigung. Über heteromolekulare Kopplungsreaktionen mit 

der ortho-dihydroxylierten Verbindung 2,3-Dihydroxyphenylpropionsäure und einem 

als Aminopartner eingesetzten Dipeptid (H-Tyr-Lys-OH) oder Oligopeptid ([Tyr-

Lys]10) konnten bereits neuartige Biomaterialien, mit Strukturmotiven von Muschel-

adhäsiven Proteinen, dargestellt werden (MIKOLASCH et al., 2010). In einer weiteren 

Arbeit wurde gezeigt, dass das antiviral wirksame ortho-dihydroxylierte Enzymsubstrat 

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsäure mit einem aliphatischen Amin (n-Hexylamin) 

umgesetzt werden kann (MIKOLASCH et al., 2002).  



  EINLEITUNG   15 
   

  

A
O

O NH
R2

R1
1

2

NH2

H
H

H

CH3NH2

CH3NH2

CH3

CH3CH3

NH2

R1: -CH3, -OCH3, -C(CH3)3, -COOH u.a. 

R2:
a

b

c

d

B

n

n

n

Neben dem para-benzochinoiden Strukturmotiv, welches oftmals in bioaktiven 

Substanzen, so auch in Mitomycin-, Vitamin K- und Ubichinon-10-Derivaten auftritt 

(vgl. Abb. 2; vgl. Abb. 3), stellt auch das ortho-benzochinoide Strukturmotiv (Abb. 4A) 

ein Pharmakophor in einer Vielzahl 

biologisch aktiver Verbindungen dar 

(INSAF & WITIAK, 2000; 

SCHWEIGERT et al., 2001; 

NEMATOLLAHI et al., 2009) und besitzt 

u.a. eine analgetische Wirkung 

(AKINTONWA, 1985). In Phenoloxidase-

katalysierten Reaktionen könnte das bisher 

auf wenige Anwendungsbeispiele 

begrenzte Spektrum von 

Transformationsreaktionen der ortho-

dihydroxylierten Verbindungen erweitert 

und für eine Synthese pharmazeutisch 

wertvoller Verbindungen genutzt werden.  

Insbesondere über heteromolekulare C-N-

Kopplungsreaktionen von Brenzkatechinen 

mit aliphatischen Aminen 

unterschiedlicher Alkylkettenlängen und/oder Verzweigungsgraden, könnten lipophile 

Wirkstoffe mit differenzierter Membrangängigkeit synthetisiert werden (Abb. 4B). Für 

derartige strukturähnliche Verbindungen wurden bereits eine verbesserte 

Wirkstoffaufnahme (KAMAL et al., 2006; CARDOSO et al., 2011) sowie antioxidative 

(PATEL et al., 1979) oder Protein-vernetzende (AKAGAWA & SUYAMA, 2001; 

DAWSON et al., 2004; BURZIO & WAITE, 2000) Aktivitäten beschrieben und eine 

Verbesserung wesentlicher Anwendungseigenschaften, welche die Resorption, 

Verteilung und Target-Interaktion von Arzneimittel betreffen, erzielt. Zudem besitzen 

aliphatische Amine eine ausgeprägte antifungale bzw. fungistatische Aktivität, da sie 

die Keimung von Pilzsporen und auch das Mycelwachstum inhibieren können 

(BYRDE, 1969; ECKERT et al., 1972). Somit könnten alkylaminierte ortho-

benzochinoide Syntheseprodukte auch als Antimycotika, insbesondere als Hemmstoffe 

der pilzlichen Ergosterol-Biosynthese, fungieren. Eine Synthese von neuartigen 

bioaktiven sekundären Aminen mit ortho-benzochinoidem Motiv könnte sich auch über 

Abb. 4: (A) Alkylsubstituierte ortho-
Benzochinone (1, blau) mit sekundärer
Aminogruppe (2, rot). (B) Strukturen
möglicher aliphatischer linearer (a) und
verzweigtkettiger (b, c) Aminopartner sowie
des alicyclischen primären Amins
Aminoadamantan (d).      



16  EINLEITUNG   
     

C-N-Kopplungsreaktion mit alicyclischen Aminopartnern, welche sich 

strukturchemisch vom Aminoadamantan ableiten (Abb. 4B), ergeben. Viele 

Aminoadamant-Derivate waren in den letzten Jahren Gegenstand der Forschung, was 

sich in vielen Patentanmeldungen, u.a. von antibakteriellen Derivaten zur Behandlung 

von Tuberkulose sowie weiterer mycobakterieller Infektionskrankheiten 

(PROTOPOPOVA et al., 2010; BOGATCHEVA et al., 2011), zeigt. Das 

Aminoadamant-Derivat Isopinocampheylamin besitzt eine antineoplastische Wirkung 

und ist gegenüber vielen Krebsarten aktiv (CASTRO et al., 2007). Gleichwohl kann es 

aber auch zur Vorbeugung sowie Behandlung von Influenza A eingesetzt werden (HU 

et al., 2010). Auch das cis-Myrtanylamin besitzt derartige Aktivitäten (HU et al., 2010). 

Weitere bioaktive alicyclische Aminoadamant-Derivate stellen das Bornylamin und das 

exo-2-Aminonorbornan dar, welche als wirksame Verbindungen für eine Behandlung 

von Adipositas und Insulin-Resistenzen identifiziert wurden (VENIANT et al., 2010). 

Demnach wären auch alicylische Aminoadamant-Derivate durchaus interessante 

Aminopartner für eine Phenoloxidase-katalysierte Synthese von Wirkstoffen mit ortho-

benzochinoiden Grundkörpern.  

 
Die angeführten Beispiele denkbarer Phenoloxidase-katalysierter Reaktionen, welche 

für eine Derivatisierung von ortho- und para-dihydroxylierten Verbindungen bzw. 

biologisch aktiven aliphatischen sowie alicyclischen Aminen durchgeführt werden 

könnten, kennzeichnen somit das vielfältige und z.T. noch ungenutzte Potential, 

welches diese Enzymklasse für alternative Syntheseverfahren von Feinchemikalien mit 

pharmazeutischer Relevanz auf dem Gebiet der Weißen Biotechnologie bereithält. 

Unter diesem Aspekt sollte die Leistungsfähigkeit von pilzlichen, aber auch 

bakteriellen, Phenoloxidasen für eine gezielte Darstellung von Naturstoff-Derivaten 

sowie einer Synthese neuartiger sekundärer Amine geprüft werden.  

 

 

 

 

 

 

 



  EINLEITUNG   17 
   

  

1.1 Zielstellung 

 

Aus einer konstanten Erhöhung des Bedarfs an Feinchemikalien resultiert die 

zwingende Notwendigkeit seitens der chemischen Industrie, die Nachfrage der Märkte 

durch eine Produktionssteigerung dieser Handelskategorie an Chemikalien abzudecken 

und gleichzeitig dem Anspruch einer weitestgehend unbedenklichen bzw. 

umweltfreundlichen Bereitstellung gerecht zu werden. In diesem Zusammenhang 

können biokatalytische Verfahren, unter Anwendung des Potentials und 

Reaktionsspektrums von Enzymen, die industrielle Synthese von Feinchemikalien 

stimulieren und für eine Ablösung konventioneller chemischer Verfahren sorgen. 

Diesbezüglich offeriert die Enzymklasse der Phenoloxidasen herausragende 

biochemische und katalytische Eigenschaften, welche auf dem Gebiet der Weißen 

Biotechnologie, d.h. der alternativen Bereitstellung organischer Feinchemikalien, an 

Bedeutsamkeit gewinnen. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit Phenoloxidase-

katalysierte Transformationsreaktionen als eine alternative Synthesemöglichkeit geprüft 

und das Spektrum bekannter Phenoloxidasen mit Identifizierung und Charakterisierung 

einer neuartigen bakteriellen Phenoloxidase ergänzt werden. 

Ein Ziel bestand zunächst in der Untersuchung eines stickstofffixierenden 

Bakterienisolats aus Böden, welches sich durch eine zunehmend starke Braunfärbung 

der Bakterienkolonien auszeichnete und für das demzufolge das Vorkommen einer 

neuartigen Phenol- oder Polyphenoloxidase angenommen wurde. Eine Identifizierung 

des Isolats, d.h. die Zuordnung zu einer Art, sollte mit morphologischen, physiologisch-

biochemischen und molekularbiologischen Analysen (insbesondere 16S-rDNA-

Sequenzanalysen) vorgenommen werden. Desweiteren sollten die optimalen 

Expressionsbedingungen für das Enzym durch Variation der Kultivierungsparameter 

(u.a. Wachstumsphasen, Medienzusammensetzung, verschiedene Stickstoffquellen und 

Metallionen) und in Abhängigkeit von den unterschiedlichen Differenzierungsstadien 

(langgestreckte Zellen, verkürzte Zellen, Cysten) untersucht werden. Außerdem war die 

Lokalisation des Enzyms innerhalb der Bakterienzelle (Cytosol, Membranen, 

Zellumhüllung) von Interesse. Eine erste Enzymcharakterisierung sollte sowohl der 

Aufklärung der natürlichen Funktion in der Zelle als auch der Zuordnung des Enzyms in 

die entsprechende Enzymfamilie (Multikupfer-Oxidasen, kupferhaltige Oxidasen) 

dienen. Demzufolge wurden wesentliche biochemische Eigenschaften des 

prokaryotischen Enzyms geprüft und auch vergleichende Untersuchungen des Substrat- 
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und Inhibitorenspektrums mit eukaryotischen Referenzenzymen - einer pilzlichen 

Phenoloxidase sowie einer Polyphenoloxidase (Tyrosinase) - vorgenommen. Die 

Enzymcharakterisierung sollte weiterhin eine Bewertung des potentiellen Einsatzes der 

neubeschriebenen bakteriellen Oxidase im Bereich biotechnologischer Anwendungen 

bzw. Synthesereaktionen ermöglichen. 

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, können mit Phenoloxidasen 

heteromolekulare Kopplungsreaktionen, so auch C-N-Verknüpfungsreaktionen 

zwischen verschiedenartigen Verbindungen, welche zu Hybridmolekülen (sekundäre 

Amine) reagieren, katalysiert werden. In Anlehnung daran ergab sich ein weiteres Ziel 

der vorliegenden Arbeit, welches darin bestand, Phenoloxidase-vermittelte C-N-

Kopplungsreaktionen zwischen einkernigen alkylsubstituierten ortho- und para-

dihydroxylierten Enzymsubstraten (Brenzkatechin- bzw. Hydrochinon-Derivate) mit 

aliphatischen sowie alicyclischen Aminopartnern zu untersuchen. Der Fokus lag dabei 

auf der Synthese neuartiger sekundärer Amine mit bioaktiven Strukturmotiven, welche 

pharmazeutische Vorstufen bzw. Endprodukte für die Feinchemie darstellen könnten. 

Auch ein Vergleich der prinzipiellen Reaktionsmechanismen von ortho- und para-

dihydroxylierten Verbindungen, welche gleichartige Erstsubstituenten besaßen, wurde 

angestrebt. Dabei fanden unterschiedliche Reaktionsparameter, wie der pH-Wert des 

Reaktionsmilieus, die Eduktkonzentrationen, der Einfluss von Lösungsmitteln und die 

eingesetzten Phenoloxidasen, besondere Berücksichtigung. Neben dem Einsatz nativer 

und rekombinant exprimierter pilzlicher Phenoloxidasen und Phenoloxidase-Isoenzyme, 

wurden vergleichende Untersuchungen ebenso mit bakteriellen Phenoloxidasen anhand 

ausgewählter Modellreaktionen durchgeführt. Darüber hinaus sollte die Biokatalyse mit 

Phenoloxidasen im Vergleich zu einer chemischen Katalyse mit Natriumiodat evaluiert 

werden, wobei unterschiedliche Edukt- und Katalysatorkonzentrationen geprüft werden 

sollten.  

Ein weiteres Ziel innerhalb der Durchführung Phenoloxidase-vermittelter 

heteromolekularer C-N-Kopplungsreaktionen ergab sich aus dem Anliegen, 

Derivatisierungsreaktionen an Mitomycin-, Vitamin K- und Ubichinon-10-

Grundkörpern vorzunehmen, um so neue Wege für eine Gewinnung dieser 

pharmazeutisch relevanten Feinchemikalien aufzuzeigen.  

Die Reaktionskinetiken sollten in situ mittels HPLC verfolgt, die Produkte isoliert und 

eine Strukturaufklärung mittels massenspektrometrischer Analyseverfahren sowie 

NMR-Analytik vorgenommen werden.    
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Die Phenoloxidase-vermittelten Synthesereaktionen erfolgten im Rahmen des von der 

Deutschen Bundesstiftung für Umwelt geförderten Projektes AZ 13191 „Rekombinante 

Laccasen für die Feinchemie - Identifizierung, Erforschung und rekombinante 

Herstellung innovativer Laccasen für die Produktion von Feinchemikalien im 

großtechnischen Maßstab zur Substitution umweltbelastender chemischer Synthesen“, 

welches in Kooperation mit der AG Biotechnologie und Enzymkatalyse (Prof. Dr. 

Bornscheuer, Universität Greifswald), der AG Technische Chemie (Prof. Kragl, 

Universität Rostock), der BRAIN AG (Dr. Liebeton, Dr. Eck; Zwingenberg) und der 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Dr. Wohlgemuth, Buchs, Schweiz) bearbeitet wurde.  

Die Arbeiten bezüglich der Identifizierung und Charakterisierung einer neuartigen 

bakteriellen Phenoloxidase wurden finanziell mit einem Graduiertenstipendium des 

Landes Mecklenburg-Vorpommern unterstützt.  
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2. MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Mikroorganismen und Stammhaltung 

 

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde das melanogene Bakterienisolat 

Azotobacter chroococcum SBUG 1484 auf die Bildung einer Phenoloxidase untersucht. 

Im Rahmen der taxonomischen Charakterisierung erfolgten vergleichende 

Untersuchungen mit den Bakterienstämmen Azotobacter salinestris DSM 11553 und 

Bacillus megaterium SBUG 1152. Für die Durchführung von 

Biotransformationsexperimenten wurde die Gewinnung einer eukaryotischen 

Phenoloxidase des Weißfäulepilzes Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 

vorgenommen (Tab. 1).   

 
Tab. 1: Artname, Stammsammlungsnummer, Wachstumstemperatur und Herkunft der in der 
Dissertationsarbeit untersuchten prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen. 

Organismus 
Stamm‐

sammlungsnr.a 
Wachstums‐
temperatur 

Herkunft 

 

Azotobacter chroococcum 
 

SBUG 1484 
 

30 °C, 37 °C 
 

Komposterde (Greifswald)  
Institut für Mikrobiologie,  
Universität Greifswald 

 

Azotobacter salinestris 
 

DSM 11553  
(ATCC 49674) 

 

30 °C 
 

Salzhaltiger Boden 
(Westkanada)b 
DSMZ Braunschweig 

 

Bacillus megaterium 
 

SBUG 1152 
 

30 °C 
 

Boden (Greifswald) 
Institut für Mikrobiologie,  
Universität Greifswald 

 

Pycnoporus cinnabarinus 
 

SBUG-M 1044 
 

30 °C 
 

Eichenbaum (Norddeutschland) 
Institut für Mikrobiologie,  
Universität Greifswald 

a Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis.  
b PAGE & SHIVPRASAD (1991). 

 

Die Stammhaltung der Bakterienstämme SBUG 1484 und DSM 11553 erfolgte in mit 

Glasperlen versehenen 2-mL-Kryoröhrchen (SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht) in 

einem sterilen Suspensionsmedium (stickstofffreies Azotobacter-Mineralsalzmedium 

nach WINOGRADSKY, 15 % Glycerol (v/v), vgl. Kap. 2.2.1) bei -70 °C in der 

Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie, Universität Greifswald. Vor jedem 

Versuch wurden stets 2-3 Glasperlen auf eine Glucose-supplementierte (1%, v/v) 

stickstofffreie Mineralsalzagarplatte abgerollt und für 7 bis 14 d bei 37 °C (SBUG 

1484) bzw. 30 °C (DSM 11553) inkubiert. Auf eine kurzzeitige Stammhaltung und 
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mehrwöchige Lagerung der Kulturen bei Raumtemperatur bzw. 4 °C wurde verzichtet. 

Es wurde ebenso keine Überimpfung einer alten Kultur auf eine frische 

Mineralsalzagarplatte vorgenommen. Für eine Prüfung auf eventuelle Kontaminationen 

wurden von den Bakterienstämmen Vereinzelungsausstriche auf Nähragarplatten erstellt 

und diese nach 24-stündiger Inkubation makroskopisch und mikroskopisch auf ihre 

Reinheit geprüft. 

Der Weißfäulepilz Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 wurde durch das 

Übertragen von mycelhaltigen Malzagarblöckchen (1 cm2), welche von einer alten 

Kultur stammten, auf Malzagarplatten (vgl. Kap. 2.2.2) bei 30 °C für 7 d kultiviert. Eine 

kurzzeitige Lagerung erfolgte, falls notwendig, bei 4 °C. In einem Abstand von etwa 10 

Wochen wurden stets frische Malzagarkulturen angesetzt. Eine langfristige 

Stammhaltung erfolgte als Kryokultur in flüssigem Stickstoff. 

 

2.2 Kultur- und Nährmedien 

 

2.2.1 Flüssigmedien 

 

Stickstofffreies Azotobacter-Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY (1926) zur 

Kultivierung und Inkubation der Bakterienstämme A. chroococcum und A. salinestris. 

 
 

 
Das Grundmedium wurde mittels 25 %-iger NaOH-Lösung auf einen pH-Wert von 7,2 

eingestellt und nachfolgend bei 121 °C für 20 min autoklaviert. Für die Herstellung von 

1 L stickstofffreiem Azotobacter-Mineralsalzmedium (MMA) wurden 5 mL des 

Stickstofffreies Azotobacter‐Mineralsalzmedium (WINOGRADSKY, 1926) 

200‐fach konzentriertes 
Grundmedium 

KH2PO4 50 g 

MgSO4 x 7 H2O 25 g 

NaCl 25 g 

FeSO4 x 7 H2O 1 g 

Na2MoO4 x 2 H2O 1 g 

MnSO4 x 4 H2O 1 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 

Spurenelemente‐
Stammlösung 

CoCl2 x 6 H2O 190 mg 

ZnCl2 70 mg 

NiCl2 x 6 H2O 24 mg 

H3BO3 6 mg 

CuCl2 x 7 H2O 2 mg 

Aqua dest. ad 1000 mL 
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Grundmediums und 1,5 mL der Spurenelemente-Stammlösung in 943,5 mL Aqua dest. 

vereint und anschließend 0,1 g CaCO3 zugesetzt. Der pH-Wert wurde abschließend 

kontrolliert und sofern notwendig auf pH 7,2 eingestellt. Danach wurde das MMA unter 

den oben angegebenen Bedingungen autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt.   

 
Stickstoffreiches Basidiomyceten-Medium nach HÜTTERMANN & VOGLER 

(1973), modifiziert nach BRAUN-LÜLLEMANN et al. (1997), wurde gemäß den von 

JONAS et al. (1998) vorgenommenen Modifikationen für die Gewinnung der 

extrazellulären Phenoloxidase des Basidiomyceten P. cinnabarinus verwendet.  

 

Zusammensetzung des Basidiomyceten‐Mediums 

Glucose 5 g 

KH2PO4 1 g 

L-Asparagin 0,52 g 

Hefeextrakt (MERCK KGaA, Darmstadt) 0,5 g 

KCl 0,5 g 

MgSO4 x 7 H2O 0,5 g 

Mineralsalzlösung 50 mL 

FeSO4-Lösung 50 mL 

Aqua dest. ad 1000 mL 
 

Mineralsalzlösung 

Mn(CH3COO)2 x 4 H2O 0,16 g 

ZnSO4 x 7 H2O 0,04 g 

CuSO4 x 5 H2O 0,06 g 

Ca(NO3)2 x 4 H2O 1 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 
  

FeSO4‐Lösung 

FeSO4 x 7 H2O 0,2 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 
 

 
Nach Vereinigung des Grundmediums mit der Mineralsalz- und Eisensulfatlösung 

wurde das Kulturmedium autoklaviert. Die Glucose wurde dem Medium nach 

Abtemperieren (60 °C) in Form einer 50 %-igen wässrigen Glucose-Stammlösung (v/v) 

in der angegebenen Endkonzentration zugesetzt.  

 

2.2.2 Festmedien 

 

Stickstofffreier Azotobacter-Mineralsalzagar nach WINOGRADSKY (1926) wurde 

gemäß der in Kap. 2.2.1 angegebenen Zusammensetzung eingesetzt. Vor dem 

Autoklavieren wurden 18 g L-1 Select Agar (InvitrogenTM GmbH, Karlsruhe) zugefügt, 

der pH-Wert mittels pH-Papier kontrolliert und gegebenenfalls auf pH 7,2 eingestellt. 

Für die Herstellung von Weichagar wurden dem Azotobacter-Mineralsalzmedium 

lediglich 3 g L-1 Select Agar zugesetzt. Nach Autoklavieren und Abtemperieren (60 °C) 

wurde dem Medium Glucose in einer 1 %-igen Endkonzentration (v/v, 20 mL einer 

50 %-igen Stammlösung) zugesetzt. Abschließend wurden etwa 15 mL des 

Mineralsalzagars in je eine sterile Plastik-Petrischale gegossen.  
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Nähragar (pH 7,2 ± 0,2) für physiologische Testungen und die Kontrolle auf mögliche 

Kontaminationen der Bakterienstämme.  

 
Nähragar 

Nähragar II (SIFIN, Berlin) 25 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 

 

Malzagar  (pH 6,8) diente zur Kultivierung und kurzfristigen Stammhaltung des 

Weißfäulepilzes P. cinnabarinus.  

 
Malzagar 

Biomalz (Villa Natura Gesundheitsprodukte GmbH, Kirn) 25 g 

Agar-Agar (InvitrogenTM, Karlsruhe) 18 g 

Hefeextrakt (MERCK KGaA, Darmstadt) 1 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 

 
Der pH-Wert wurde nach dem Lösen der Komponenten im Dampftopf auf pH 7,2 

(Nähragar) bzw. 6,8 (Malzagar) mittels 25 %-iger NaOH-Lösung eingestellt, die 

Medien anschließend autoklaviert und ca. 10 mL des betreffenden Mediums in sterile 

Glaspetrischalen (VWR, Darmstadt) gegossen. 

 

2.2.3 Physiologisch-biochemische Testungen zur taxonomischen 
Charakterisierung und Identifizierung von Bakterien 

 

Für physiologisch-biochemische Testungen des Bakterienisolats A. chroococcum im 

Rahmen der taxonomischen Identifizierung, wurde eine Vielzahl von Standardverfahren 

angewandt. Diese dienten dem Vergleich mit den im Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology (KENNEDY et al., 2005) aufgeführten Arten der Gattung Azotobacter und 

einer Zuordnung des Stammes zu einer der bekannten Azotobacter-Arten. Die 

Testungen wurden mit dem Zellmaterial einer 24-h- bzw. 48-h-alten Nähragarkultur und 

ebenso dem einer 7 und 14 Tage alten stickstoffassimilierenden Kultur (vgl. Kap. 2.1) 

beimpft. Die Testansätze wurden in Parallelen durchgeführt und, wenn nicht anders 

beschrieben, nach 24- und 48-stündiger Inkubation bei 37 °C ausgewertet. Die 

Testergebnisse der nachfolgend aufgeführten Standardverfahren wurden anhand der 

Originalvorschriften evaluiert.  
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Physiologisch‐biochemische Testung  Arbeitsvorschrift/Referenz 

Testung auf eine oxidative bzw. fermentative 
Assimilation von Glucose  

OF Basalmedium nach HUGH-LEIFSON (1953) 

Differenzierung gramnegativer Bakterien auf 
der Basis einer Citrat-Verwertung 

Citrat-Agar nach SIMMONS (1926) 

Nachweis von Urease-Aktivität Harnstoff-Agar nach CHRISTENSEN (1946) 

Nachweis von Amylase-Aktivität Hydrolyse von Stärke nach WHEATER (1955) 

Nachweis von Tryptophanase-Aktivität über  
die Indolbildung 

Indol-Test mit Tryptonwasser (MERCK KGaA, Darmstadt) nach 
KOVACS (1928) 

Nachweis von Katalase-Aktivität Blasenbildung mit 10 %-iger H2O2-Lösung nach TAYLOR & 
ACHANZAR (1972) 

Nachweis von Oxidase-Aktivität Bactident®-Oxidase Test (MERCK KGaA, Darmstadt) 

Nachweis von Peroxidase-Aktivität Indoamin-Bildung aus para-Phenylendiamin in 0,3 %-iger H2O2-
Lösung nach GALLATI & BRODBECK (1982) 

Nachweis einer mikrobiellen Motilität Beweglichkeitsagar nach KOENIG (1991) 

Nachweis einer anaeroben Nitratassimilation 
(Denitrifikation) oder aeroben Nitratreduktion 
(Nitratammonifikation) 

Testung nach NEYRA & VAN BERKUM (1977) 

Testung zur Assimilation und Vergärung von 
Zuckern und Zuckeralkoholen 

Nachweis der Säure-/Gasbildung mit einer Bromthymolblau-
Bouillon (SIFIN, Berlin) mit 1 % C-Quelle (v/v) 

Testung zur H2S-Bildung aus einer 
anorganischen Schwefelverbindung 

H2S-Bildung aus Thiosulfat nach ARTMAN (1956) 

GRAM-Schnelltest Fädige Schleimbildung mit 3 %-iger wässriger KOH-Lösung 

 
Weitere durchgeführte Testungen, die im Speziellen für eine Differenzierung von Arten 

der Gattung Azotobacter beschrieben wurden, werden nachfolgend detailliert 

vorgestellt.  

 
Basalmedium nach STANIER et al. (1966) für den Nachweis von wasserlöslichen, 

nicht-diffusionsfähigen Pigmenten („water-soluble non-diffusible pigments“) bei 

Azotobacter-Arten. Das Vorhandensein bräunlich gefärbter Höfe um die Kolonien 

würde auf die Bildung dieser spezifischen Pigmentart hindeuten.  

 
 
 
 
 
 

 

Lösung A     Lösung B  Lösung C  

Na2H2EDTA 0,315 g  Nitrilotriessigsäure (NTA) 10 g Na2HPO4 x 2 H2O 1,78 g 

ZnSO4 x 7 H2O 1,095 g  MgSO4 x 7 H2O 29 g KH2PO4  1,36 g 

FeSO4 x 7 H2O 0,5 g  CaCl2 x 2 H2O 3,335 g Aqua dest. ad 100 mL

MnSO4 x H2O 0,154 g  (NH4)6Mo7O24 x 7 H2O 9,3 mg 

CuSO4 x 5 H2O 39,2 mg   FeSO4 x 7 H2O 99 mg 

Co(NO3)2 x 6 H2O 24,8 mg  Lösung A ad 50 mL 

Na2B4O7 x 10 H2O 17,7 mg  
Aqua dest. ad 100 mL  

Zusammensetzung des Basalmediums nach STANIER et al. (1966)

Lösung B 40 mL 

Lösung C 66 mL 

(NH4)2SO4  2 g 

Aqua dest. ad 1000 mL 
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Um ein Präzipitieren der Bestandteile zu verhindern, wurde Lösung A mit wenigen 

Tropfen einer 25 %-igen wässrigen H2SO4-Lösung versehen. Bei der Erstellung von 

Lösung B wurde zunächst die NTA zu 50 mL der Lösung A addiert, das Gemisch 

nachfolgend mit einer 25 %-igen wässrigen KOH-Lösung neutralisiert und danach 

weitere Bestandteile der Lösung B zugefügt. Nach Vereinigung aller Bestandteile wurde 

Lösung B auf einen pH-Wert von 6,6 (± 0,2) eingestellt und nachfolgend mit Aqua dest. 

auf ein Gesamtvolumen von 1 L aufgefüllt. Lösung C (0,1 M Na2HPO4 x 2 H2O, 0,1 M 

KH2PO4) wurde auf pH 6,8 eingestellt. Dem vollständigen Basalmedium wurden 

18 g L-1 Agar-Agar zugesetzt, dieses anschließend autoklaviert und vor dem Gießen von 

Platten mit 0,2 % Gluconsäure (v/v) in Form einer 20 %-igen wässrigen Stammlösung 

versehen. Die Beimpfung erfolgte mit einigen Tropfen einer Kulturlösung 

stickstofffixierender Zellen.  

 

Basalmedium nach THOMPSON & SKERMAN (1979) zur Untersuchung einer 

Ausscheidung diffusionsfähiger Homopolysaccharide („diffusible 

homopolysaccharides“) über eine Bildung diffuser Höfe um die Kolonien.  

 
Basalmedium nach THOMPSON und SKERMAN (1979) 

KH2PO4 1 g 

CaCl2 x 2 H2O 0,1 g 

MgSO4 x 7 H2O 0,2 g 

FeSO4 x 7 H2O 50 mg 

Na2Mo4O4 x 2 H2O 5 mg 

Aqua dest. ad 1000 mL 

 
Zur Herstellung eines Festmediums wurde den gelösten Bestandteilen 10 g L-1 Agar-

Agar zugesetzt, der pH-Wert auf 6,2 eingestellt und das Basalmedium nachfolgend 

autoklaviert. Nach Abkühlen auf 60 °C wurden jeweils Saccharose, Raffinose oder 

Glucose (vgl. Kap. 2.2.4) in einer Endkonzentration von 5 % (v/v) zugesetzt. Das 

Medium wurde mit einigen Tropfen einer Kulturlösung stickstofffixierender Zellen 

beimpft.  

 

Reduziertes Basalmedium nach THOMPSON & SKERMAN (1979) zum Nachweis 

einer Bildung von Pigmenten bei Wachstum unter Eisenmangel. Die Zusammensetzung 

des reduzierten Basalmediums entsprach im Wesentlichen der des vollständigen 

Basalmediums (siehe oben), wobei von einem Zusatz von FeSO4 x 7 H2O abgesehen 

und anstelle von 1 mg Na2Mo4O4 x 2 H2O, 5 mg der betreffenden Verbindung zugesetzt 
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wurden. Nach dem Autoklavieren wurde dem abgekühlten Medium 1 % Glucose (v/v) 

in Form einer 50 %-igen Stammlösung zugesetzt. Das ausgehärtete Medium wurde mit 

wenigen Tropfen Kulturlösung (stickstofffixierende Zellen) inokuliert und die 

bewachsenen Kulturplatten sowohl bei Tageslicht als auch unter UV-Licht auf das 

Vorhandensein fluoreszierender Pigmente untersucht. 

 

2.2.4 Substrate  

 

In Experimenten zur Charakterisierung des Substratspektrums sowie genereller 

physiologischer und morphologischer Eigenschaften des Bakterienisolats A. 

chroococcum wurden diverse Kohlenstoff- und Energiequellen geprüft. Zudem dienten 

sie einer Gewinnung von repräsentativen Mengen an Biomasse, welche für 

nachgelagerte Zellaufschlussversuche, mit dem Ziel der Enzymgewinnung, benötigt 

wurde.  

 
Glucose 

Die Kulturen wurden mit D-Glucose in Form einer 50 %-igen wässrigen Stammlösung 

supplementiert. Ein Lösen der Glucose erfolgte im temperierten Wasserbad und eine 

Sterilisation der Stammlösung wurde mittels Autoklavieren bei 121 °C für 20 min 

vorgenommen. Die Glucose wurde den Vor- und Hauptkulturen des Stammes A. 

chroococcum, die einer Biomassegewinnung dienten, stets in einer Endkonzentration 

von 1 % (v/v) zugesetzt.      

 
Weitere Zuckersubstrate 

In Versuchen, die einer Ermittlung des Substratspektrums von A. chroococcum dienten 

(vgl. Kap. 2.2.3), wurden verschiedene Zucker und Zuckeralkohole getestet.  

 
Zucker    Zuckeralkohole 

Fucose Raffinose  Dulcitol 

Galactose Rhamnose  Glycerol 

Lactose Saccharose  Inositol 

Maltose Trehalose  Mannitol 

Mannose   Sorbitol 

 
Die Zuckersubstrate wurden als wässrige 20 %-ige Stammlösungen (w/v) unter Lösen 

der Komponenten in einem temperierten Wasserbad hergestellt und nachfolgend über 

hydrophile Spritzenvorsatzfilter (0,22 µm Porenweite, Fisherbrand®, Schwerte) steril 
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filtriert. Sowohl bei Wachstumsexperimenten in Flüssigkultur als auch in Testungen, 

die dem Nachweis einer positiven Substratverwertung über eine Säurebildung dienten, 

wurden die Zuckersubstrate in einer 1 %-igen Endkonzentration (v/v) zu den Kulturen 

addiert.  

 
n-Alkanole 

Die Alkohole Propan-1-ol und Butan-1-ol wurden in Wachstumsversuchen in 

Flüssigkultur als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle in einer Endkonzentration 

von 0,001 % und 0,01 % (v/v) getestet (vgl. Kap. 2.4.1). Das Wachstum auf 

Festmedium wurde in einer n-Alkanol-gesättigten Gasphase geprüft (vgl. Kap. 2.4.2). 

Eine Sterilisation der n-Alkanole wurde durch Sterilfiltration über hydrophobe 

Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm Porenweite, Minisart® SRP 25, Sartorius Stedim Biotech 

GmbH, Göttingen)  realisiert. 

 
Hefeextrakt 

Hefeextrakt wurde als 20 %-ige wässrige Stammlösung (w/v) hergestellt und mittels 

Autoklavieren sterilisiert. In Vorkulturen von A. chroococcum wurde Hefeextrakt in 

einer 0,4 %-igen Endkonzentration (v/v) als exogene Stickstoffquelle eingesetzt. In 

Versuchen zur Charakterisierung des Wachstums, der Zellmorphologie und der 

Enzymexpression bei Anwesenheit verschiedener exogener Stickstoffquellen, wurde 

den Kulturen zudem Hefeextrakt als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle in der 

oben angegebenen Konzentration dargeboten (vgl. Kap. 2.4.1). Weiterhin wurde für 

mikroskopische Langzeitanalysen ein Weichagarmedium erstellt (vgl. Kap. 2.2.2), 

welches mit Hefeextrakt in einer Endkonzentration von 0,4 % (v/v) ergänzt wurde.  

 
Weitere Stickstoffquellen 

Die Prüfung des Wachstums, eine Analyse von Zellzyklen und der Enzymbildung 

erfolgte in Gegenwart von anorganischen und organischen Stickstoffquellen.  

 

 

a NH4
+-haltige organische C-und N-Quelle 

Anorganische N‐Quellen    Organische N‐Quellen 

NH4
+‐Verbindung 

(NH4)2SO4  Hefeextrakt 

NH4NO3  Pepton 

NH4Cl  Harnstoff  

[CH3COONH4]
a  

NO3
‐‐Verbindungen 

Ca(NO3)2  

NaNO3  

KNO3  
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Von jeder Stickstoffverbindung wurde eine 20 %-ige wässrige Stammlösung hergestellt 

(w/v) und diese nachfolgend autoklaviert. Anorganische Stickstoffverbindungen (und 

CH3COONH4) wurden den Kulturen in 0,3 %-iger (v/v), organische Stickstoffquellen in 

0,4 %-iger Endkonzentration (v/v) zugesetzt. Sowohl anorganische als auch organische 

Stickstoffverbindungen wurden ebenfalls als alleinige Kohlenstoff- und/oder 

Energiequelle in Wachstumsexperimenten eingesetzt.   

 

2.3 Zellanzucht und Kultivierung für eine Enzymgewinnung 

 

2.3.1 Azotobacter chroococcum 

 

Der Stamm A. chroococcum wurde zunächst auf stickstofffreiem Azotobacter-

Mineralsalzagar (MMA) nach WINOGRADSKY (vgl. Kap. 2.2.2) bis zum Auftreten 

braun-schwarz gefärbter, melanogener Kolonien (~ 12 d) bei 37 °C kultiviert. Die 

längere Kultivierungszeit ergab sich durch die Notwendigkeit einer N2-Fixierung.  

Die Zellanzucht in Flüssigkultur erfolgte in mit Wattestopfen verschlossenen, 

hitzesterilisierten 500-mL-Weithalskolben, welche mit 100 mL MMA und 1 % Glucose 

(v/v) versehen waren. Für die Zellanzucht wurden, wenn nicht anders beschrieben, 

0,4 % Hefeextrakt (v/v) als exogene Stickstoffquelle zugesetzt. Das Kulturmedium 

wurde mit einer Impföse des Zellmaterials inokuliert und die Kulturansätze bei 30 °C 

und einer Schüttelfrequenz von 180 rpm für 12 h in einem Etagenschüttler (Infors AG, 

Bottmingen, Schweiz) inkubiert. 

Eine Kultivierung von A. chroococcum zur Gewinnung von Biomasse für nachfolgende 

Untersuchungen (inbes. Enzymexperimente) erfolgte in 500-mL-Weithalskolben, die 

mit 100 mL stickstofffreiem MMA gefüllt waren. Als C-Quelle wurde dem 

Kulturmedium 1 % Glucose (v/v) zugesetzt. In Anschluss an die beschriebene 

Zellanzucht erfolgte die Ernte der Bakterienzellen durch Zentrifugation (Sorvall RC-5B 

Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments, Bad Homburg) bei 10 °C 

und 11.000 x g für 20 min. Mit dem Ziel, die aus der Vorkultivierung verbliebene 

organische Stickstoffquelle zu beseitigen, wurde das Zellpellet zweimal mit 100 mL 

stickstofffreiem MMA gewaschen und abschließend in diesem resuspendiert. Dem 

Glucose-supplementierten stickstofffreien Azotobacter-Mineralsalzmedium wurde 

anschließend so viel Zellsuspension zugesetzt, dass sich in den Kulturansätzen eine 
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OD500nm von 0,2 bis 0,4 ergab. Für vergleichende morphologische Untersuchungen 

wurden die Bakterienstämme A. salinestris und B. megaterium unter denselben 

Bedingungen kultiviert. 

 

2.3.2 Pycnoporus cinnabarinus  

 

Nach 7-tägiger Kultivierung des Weißfäulepilzes P. cinnabarinus auf  Malzagar bei 

30 °C, wurden mit einem sterilen Spatel drei mycelhaltige Malzagarblöckchen (1 cm2) 

ausgeschnitten und in einen 300-mL-Erlenmeyerkolben, welcher mit 60 mL 

Basidiomyceten-Medium (vgl. Kap. 2.2.1) gefüllt war, übertragen. Dabei wurde das 

Inokulum so auf die Oberfläche des Vorkulturmediums appliziert, dass es möglichst auf 

diesem schwamm. Die Kultur wurde als Standkultur, mit dem Ziel einer ausreichend 

mit Mycel bedeckten Flüssigkeitsoberfläche, bei 30 °C für 7 d inkubiert. Das erhaltene 

Pilzmycel wurde als Inokulum für eine nachstehende Kultivierung zur 

Enzymgewinnung eingesetzt. Nach 7-tägiger Anzucht des Weißfäulepilzes in 

Standkultur bei 30 °C (vgl. Kap. 2.3.2)  wurde das inhomogene Pilzmycel dreimal für 

10 sec bei 8.000 rpm mit einem sterilen elektrischen Dispergiermesser (Silent Crusher, 

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach) homogenisiert. Für Kulturansätze 

wurden 2 mL des Homogenisats in mit 40 mL Basidiomyceten-Medium gefüllte, 

hitzesterilisierte 100-mL-Erlenmeyerkolben übertragen und nachfolgend 

Veratrylalkohol in einer 10 mM Endkonzentration (v/v), zur Steigerung der 

extrazellulären Phenoloxidase-Produktion (JONAS et al., 1998), zugefügt. Die Kulturen 

wurden in einem Schüttelwasserbad (GFL 1092, Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwedel) bei 30 °C und 158 rpm für 7 d inkubiert.  

 

2.4 Wachstumsanalysen 

 

Das Bakterienisolat A. chroococcum wurde hinsichtlich einer möglichen Assimilation 

von Zuckern und Zuckeralkoholen analysiert. Zudem wurde das Wachstum in 

Gegenwart von n-Alkanolen als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle sowohl in 

Flüssigkultur als auch auf Azotobacter-Mineralsalzagar geprüft. Weiterhin wurde der 

Einfluss exogener organischer und anorganischer Stickstoffquellen in Hinblick auf das 

Wachstum, den Zellzyklus und die Expression einer Phenoloxidase untersucht. 



  MATERIAL UND METHODEN  31 
 

  

2.4.1 Bestimmung des Wachstums in Flüssigkultur 

 

Die Wachstumsversuche wurden in 50 mL stickstofffreiem Azotobacter-

Mineralsalzmedium (MMA) in 100-mL-Erlenmeyerkolben bei 30 °C und 180 rpm 

durchgeführt. Die Untersuchungen wurden sowohl mit diversen Zuckersubstraten, n-

Alkanolen, verschiedenen Stickstoffquellen als auch bei einer zusätzlichen 

Kupfersupplementierung (CuSO4) und in Abwesenheit Nitrogenase-relevanter 

Metallionen (Na2MoO4, FeSO4) vorgenommen.  

 
Kultivierung mit Zuckersubstraten 

Abweichend von dem in Kap. 2.3.1 beschriebenen Vorgehen, wurde das Wachstum in 

Gegenwart von Zuckerderivaten (vgl. Kap. 2.2.4) mit den Zellen einer 

stickstofffixierenden Plattenkultur untersucht. Die Zellen wurden mit MMA von den 

Platten abgeschwemmt und in einem sterilen Falconröhrchen (SARSTEDT AG & Co., 

Nümbrecht) suspendiert. Als Inokulum wurde dem Kulturmedium die Menge an 

Zellsuspension zugesetzt, dass in den Kulturansätzen eine OD500nm von 0,2 + 0,05 

erreicht wurde. Das Wachstum von A. chroococcum mit je 1 % der steril-filtrierten 

Zuckerderivate (v/v) wurde über eine in regelmäßigen Intervallen erfolgende Messung 

der Optischen Dichte erfasst.  

 
Kultivierung mit n-Alkanolen 

Eine Kultivierung mit Butan-1-ol und Propan-1-ol als alleinige Kohlenstoff- und 

Energiequelle erfolgte, wie im Falle der Wachstumsanalysen in Gegenwart von 

Zuckersubstraten beschrieben, mit einer Suspension von Zellen einer 

stickstofffixierenden Plattenkultur. Von den steril-filtrierten n-Alkanolen wurde eine 

1 %-ige methanolische Stammlösung (v/v) erstellt und diese 12 h vor Versuchsbeginn 

in hitzesterilisierte Erlenmeyerkolben überführt, sodass in den Kulturansätzen 

Endkonzentrationen von 0,001 % bzw. 0,01 % (v/v) erreicht wurden. Nach Abdampfen 

des Lösungsmittels wurden die Kolben mit sterilem MMA versehen und nachfolgend 

inokuliert. Das Wachstum wurde über regelmäßige Messungen der Optischen Dichte 

bemessen. Ergänzend zu den Wachstumsuntersuchungen in Flüssigmedium, wurde das 

Wachstum ebenso auf Festmedium geprüft (vgl. Kap. 2.4.2).    
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Kultivierung mit Stickstoffquellen 

Für Untersuchungen des Wachstums mit anorganischen und organischen 

Stickstoffverbindungen, wurde von einer gewaschenen 12-h-alten 

stickstoffassimilierenden Flüssig-Vorkultur so viel Zellsuspension zu dem 

Kulturmedium gegeben, dass in den Kulturansätzen eine OD500nm von 0,2 + 0,05 

erreicht wurde. Autoklavierte anorganische Stickstoffquellen wurden in einer 0,3 %-

igen (v/v), organische Stickstoffverbindungen hingegen in einer 0,4 %-igen 

Endkonzentration (v/v) addiert. Als Kohlenstoffquelle wurde Glucose in einer 1 %-igen 

Endkonzentration (v/v) zugesetzt. Als Kontrolle wurden Kulturansätze ohne einen 

Glucose-Zusatz mitgeführt. Das Wachstum wurde über die Messung der Optischen 

Dichte verfolgt. 

 
Kultivierung unter Mangel an Nitrogenase-relevanten Metallionen  

Eine Kultivierung von A. chroococcum in Abwesenheit von Nitrogenase-relevanten 

Metallionen erfolgte in 500-mL-Weithalshalskolben, welche mit 100 mL des 

modifizierten stickstofffreien MMA gefüllt und mit 1 % Glucose (v/v) versehen waren, 

bei 30 °C und 180 rpm. Für Inkubationsexperimente unter stickstofffixierenden 

Bedingungen in Abwesenheit von Eisen- und Molybdänionen wurde das Azotobacter-

Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY (vgl. Kap. 2.2.1) modifiziert. Eine 

Kultivierung erfolgte zum einen in Abwesenheit von FeSO4 x 7 H2O oder Na2MoO4 x 

2 H2O sowie unter Mangel beider Metallverbindungen. Eine Inokulation erfolgte mit 

gewaschenen Zellen einer stickstoffassimilierenden Vorkultur mit einer Anfangs-

OD500nm von 0,5.  

 
Kultivierung bei zusätzlicher Kupfersupplementierung  

Die Kultivierung in Gegenwart erhöhter Kupferkonzentrationen erfolgte im 

Wesentlichen unter den, für eine Kultivierung bei Mangel Nitrogenase-relevanter 

Metallionen, beschriebenen Parametern (siehe oben). Die Spurenelemente-

Stammlösung des stickstofffreien Azotobacter-Mineralsalzmediums wurde ohne CuCl2 

x 7 H2O erstellt und das Kulturmedium, wie in Kap. 2.2.1 beschrieben, hergestellt. Dem 

Medium wurde vor Versuchsbeginn CuSO4 in Form einer autoklavierten wässrigen 

Stammlösung in verschiedenen Endkonzentrationen zugesetzt.  
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Die Kultivierungsversuche wurden in mindestens zwei Parallelansätzen vorgenommen 

und als Positivkontrolle diente eine stickstofffixierende Kultur in standardisiertem 

MMA.   

 

2.4.2 Bestimmung des Wachstums auf Festmedium 

 

Das Wachstum von A. chroococcum auf Festmedium wurde mit Butan-1-ol und Propan-

1-ol untersucht. Dazu wurden 500 µL einer Suspension von stickstofffixierenden Zellen 

auf Glucose-freien Azotobacter-Mineralsalzagar appliziert und mit einem Drigalski-

Spatel ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte für 7 d bei 30 °C in einem mit 

Glasdeckel verschlossenen Glaszylinder, wobei die Substrate den Kulturen über eine n-

Alkanol-angereicherte Gasphase zugeführt wurden. Als Positivkontrolle wurden 

Glucose-supplementierte, stickstofffixierende Plattenkulturen mitgeführt.  

Alle Wachstumsversuche wurden in mindestens zwei Parallelansätzen ausgeführt und 

ein Restwachstum unter den beschrieben Bedingungen ohne Substratzusatz ermittelt.  

 

2.5 Bestimmung von Wachstumsparametern 

 

2.5.1 Extinktionsmessungen  

 

Die Ermittlung des Wachstums in Flüssigkultur erfolgte über die Methode der 

Extinktionsmessung. Dazu wurde 1 mL des Kulturüberstandes in eine 1-cm-

Plastikküvette mit 1 cm Schichtdicke überführt und die Messung der Optischen Dichte 

bei einer Wellenlänge von 500 nm an einem Spektralphotometer (Ultrospec® 300, 

Pharmacia Biotech AG, Dübendorf) vorgenommen. Als Leerwert diente das der 

Kultivierung zugrundeliegende Medium. Unter Berücksichtigung der Fehlergrenzen des 

Spektralphotometers und der darauf basierenden Messgenauigkeit, wurde ab einer 

Optischen Dichte von 0,7 eine Verdünnung der ursprünglichen Zellsuspension in dem 

entsprechenden Medium vorgenommen.  
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2.5.2 Proteingehalt 

 

Der Proteingehalt wurde ebenfalls als ein Maß für die bei einer Kultivierung gebildete 

Biomasse herangezogen. Dazu wurde 1 mL des Kulturüberstandes in ein 1,5-mL-

Rotilabo®-Reaktionsgefäß (CARL ROTH GmbH & Co. KG, Karlsruhe) überführt und 

die Biomasse über Zentrifugation bei 6.000 x g für 5 min (Heraeus® Biofuge® pico, 

Heraeus Holding GmbH, Hanau) sedimentiert. Der zellfreie Überstand wurde mit einer 

Pipette vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 µL 

TRIS/HCl-Puffer (8 mM, pH 7,8) resuspendiert und für einen Zellaufschluß mit 500 µL 

einer wässrigen NaOH-Lösung (0,1 M) versetzt. Die alkalische Zelllyse wurde für 1 h 

in einem temperierten Wasserbad (Typ U 16, Labortechnik Medingen, Dresden) bei 80 

°C vorgenommen. Nach Abkühlen der Aufschlusssuspension wurde diese erneut 

zentrifugiert und der Überstand für eine Bestimmung des Proteingehalts (vgl. Kap. 

2.11.2.2) genutzt. 

 

2.6 Mikroskopische Untersuchungen 

 

Mikroskopische Untersuchungen der Zellmorphologie und Differenzierungsprozesse 

der Stämme A. chroococcum, A. salinestris und B. megaterium wurden mit einem 

Axiolab Lichtmikroskop (ZEISS, Jena), welches über Hellfeld- und 

Phasenkontrastoptiken verfügte, vorgenommen. Eine Dokumentation der Ergebnisse 

erfolgte mit Hilfe einer digitalen Mikroskop-ProgRes® C5 Kamera (Jenoptik Germany, 

Jena).    

 

2.6.1 Analyse von Zellzyklen und Differenzierungsprozessen  

 

Die Zellmorphologie in Abhängigkeit von den Kultivierungsbedingungen (z.B. Einfluss 

von exogenen Stickstoffquellen) wurde sowohl in Flüssigkultur als auch bei Wachstum 

auf Festmedium analysiert.  

 

Für mikroskopische Untersuchungen von Flüssigkulturen wurden ca. 10 µL der Kultur 

auf einem Objektträger (VWR, Darmstadt) appliziert und nachfolgend mit einem 
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Deckgläschen (VWR, Darmstadt) abgedeckt. Die Mikroskopie erfolgte umgehend bei 

40- und 100-facher Objektvergrößerung im Phasenkontrastmodus.  

 
Mit dem Ziel den Lebenszyklus des Stammes A. chroococcum in Form von 

Objektträgerkulturen auf Festmedium zu untersuchen, wurden mikroskopische 

Analysen bei Kultivierung auf stickstofffreiem bzw. stickstoffhaltigem Weichagar (vgl. 

Kap. 2.2.2) durchgeführt. Der Weichagar wurde in mit eingeschliffenen und polierten 

Vertiefungen (Ø 15-18 mm) ausgestattete Objektträger pipettiert und nach dem 

Aushärten unter sterilen Bedingungen mit wenigen µL einer Suspension 

stickstofffixierender melanogener Zellen einer 10 d alten Plattenkultur inokuliert. Auf 

das Inokulum wurde vorsichtig ein zuvor hitze-sterilisiertes Deckgläschen gelegt und 

die Objektträger in einer großen Petrischale, in welcher sich zusätzlich ein mit Aqua 

bidest. getränktes Zellstoffpapier befand, bei 37 °C inkubiert. In regelmäßigen 

Abständen erfolgte die Mikroskopie der stickstofffixierenden bzw. -assimilierenden 

Objektträgerkulturen in 100-facher Vergrößerung im Phasenkontrastmodus.  

 

2.6.2 Differential- und cytologische Färbungen 

 

Eine verbesserte Visualisierung von Zellkompartimenten wurde durch die Färbung von 

Kulturproben mit spezifischen Färbelösungen erreicht. Dazu wurden wenige Tropfen 

einer verdünnten Kulturlösung auf einen Objektträger pipettiert und der Ausstrich an 

der Luft getrocknet. Danach erfolgte die Färbung mit spezifischen Reagenzien die 

sowohl einer Differential- als auch cytologischen Färbung der Präparate dienten. Die 

angefärbten Präparate wurden nachfolgend im Hellfeld mikroskopiert. Die 

Zusammensetzungen der Arbeitslösungen sind dem Anhang (Tab. 1) zu entnehmen. 

 
Färbung mit Kristallviolett 

Eine Färbung mit Kristallviolett (Neissers Lösung Ib, MERCK KGaA, Darmstadt) 

wurde für eine intensivere Darstellung von Zellbestandteilen, insbesondere der 

Anfärbung der bakteriellen Zellwand, genutzt. Auf das luftgetrocknete Präparat wurde 

ein Tropfen Kristallviolett appliziert. Nach 30 sec Einwirkzeit wurde die Lösung 

abgegossen und das Präparat kurz mit Leitungswasser gespült.  
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Färbung nach GRAM 

Für eine Identifizierung des Zellwandtyps des Stammes A. chroococcum wurde eine 

Differentialfärbung nach GRAM sowohl von Flüssigkulturen als auch bei einer 

Suspension von auf Festmedium kultivierten Bakterienzellen vorgenommen. Der 

fixierte Ausstrich wurde 1 min mit einem Tropfen Kristallviolett überschichtet, dieser 

danach abgegossen und der Rest mit Lugolscher Lösung, welche nachfolgend 1 min 

einwirkte, ausgewaschen. Die Lugolsche Lösung wurde erneut durch abgießen entfernt 

und der Ausstrich 2 sec mit Aqua dest. gespült. Auf den geneigten Objektträger wurde 

Ethanol getropft (ca. 5 sec) und das Präparat abermals mit Aqua dest. gespült. Eine 

Gegenfärbung erfolgte für 1 min mit Safranin-Lösung, welche anschließend mit Aqua 

dest. entfernt wurde. Der Zellwandtyp konnte so in Abhängigkeit von der Färbung der 

Zellen (gramnegativ - rot, grampositiv - blauviolett) determiniert werden.  

 
Endosporenfärbung nach WIRTZ  

Diese erstmals von WIRTZ (1908) beschriebene cytologische Färbemethode wurde mit 

den von SCHAEFFER & FULTON (1933) getroffenen Modifikationen durchgeführt 

und diente einer Analyse von etwaigen Endosporenanlagen in den vegetativen und 

dormanten Zellkörpern von bestimmten Bakterienisolaten einschließlich A. 

chroococcum. Der fixierte Ausstrich wurde mit Malachitgrün-Lösung bedeckt und das 

Präparat darauffolgend über einer schwachen Bunsenbrennerflamme bis zur 

Dampfentwicklung geschwenkt. Die überschüssige Lösung wurde abgegossen und der 

Ausstrich kurz mit Aqua dest. gespült. Eine Gegenfärbung erfolgte für 30 sec mit 

Safranin-Lösung, welche ebenso abgegossen wurde. Danach wurde eine erneute 

Spülung mit Aqua dest. vorgenommen. Endosporen würden inner- und auch außerhalb 

der Bakterienzelle smaragdgrün, vegetative Zellen hingegen rotbraun in Erscheinung 

treten.  

 
Färbung mit Toluidinblau  

Diese Färbung diente einer Sichtbarmachung von Polyphosphatgranula, welche unter 

Nährstoffmangelbedingungen durch Speicherung von anorganischem Phosphor 

intrazellulär auftreten können. Das luftgetrocknete Präparat wurde mit einer 

Toluidinblau-Lösung für 30 sec bedeckt und nach Abgießen der Färbelösung ein kurzes 

Spülen mit Leitungswasser vorgenommen. Die Polyphosphatgranula erscheinen im 

Hellfeld rot, wohingegen das Cytoplasma eine Blaufärbung aufweist.  
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Färbung mit Sudanschwarz  

Lipide und Granula aus Poly-β-hydroxybuttersäure werden durch Anfärbung mit dem 

lipophilen Farbstoff Sudanschwarz B nachgewiesen. Für die Untersuchung auf 

Lipideinschlüsse wurde ein Tropfen Sudanschwarz B-Lösung auf einen Objektträger 

pipettiert und wenig Zellmaterial gleichmäßig darin verteilt. Das Präparat wurde mit 

einem Deckgläschen bedeckt und 15 min nach Einwirken des Farbstoffes 

mikroskopiert. Die Färbelösung wurde zum vollständigen Lösen der Bestandteile kurz 

aufgekocht und nachfolgend filtriert. In der Hellfeldmikroskopie erscheinen 

Lipideinschlüsse blaugrau bis schwarz in der ungefärbten Zelle.   

 
Nachweis von Speicherpolysacchariden 

Das Zellmaterial wurde in einem auf dem Objektträger befindlichen Tropfen 

Lugolscher Lösung aufgenommen und nachfolgend mit einem Deckgläschen abgedeckt. 

Überschüssige Lugolsche Lösung wurde vorsichtig mit einem Zellstofftuch abgesaugt. 

Mit dieser Färbemethode erscheinen die intrazellulären Stärkegranula blau bis 

blauschwarz, Granulose blauviolett bis braunviolett und Glykogenspeicher rotbraun.  

 
Geißelfärbung nach KODAKA  

Eine schnelle, einfache und schonende Sichtbarmachung der Fortbewegungsorganellen 

von Bakterien beinhaltet die Färbung nach KODAKA et al. (1982). Auf einem 

vorgereinigten Objektträger wurden zwei Tropfen Aqua dest. gegeben und diese mit 

dem auf einer Impfösen befindlichen Zellmaterial nacheinander vorsichtig berührt. Der 

Ausstrich wurde bei Raumtemperatur fixiert und nachfolgend mit der Färbelösung (vgl. 

Anhang, Tab. 1) für 5 min überdeckt. Abschließend wurde der Objektträger beidseitig 

mit Leitungswasser 2 - 3 min gründlich gespült. Im Hellfeldmodus sind nach der 

Färbung sowohl Zellkörper als auch Geißeln blauviolett gefärbt.  

 

2.7 16S-rDNA-Analysen 

 

Ergänzend zu physiologischen und morphologischen Untersuchungen (vgl. Kap. 2.2.3 

und Kap. 2.6.1) wurden 16S-rDNA-Analysen zur Identifizierung des in dieser Arbeit 

untersuchten Bakterienisolats vorgenommen. 
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2.7.1 DNA-Isolation und Reinigung  

 

Für die Gewinnung bakterieller DNA wurden 5 Impfösen einer auf stickstofffreiem 

Mineralsalzagar angezogenen melanogenen Kultur in einem 2-mL-Eppendorf-

Reaktiongefäß (Eppendorf AG, Hamburg) mit 1 mL TRI Reagent®-Lösung (SIGMA-

ALDRICH, Steinheim) versetzt. Es erfolgte der Zusatz von 2 Spatelspitzen Glasperlen 

(425-600 µm, SIGMA-ALDRICH, Steinheim) und darauffolgend der mechanische 

Zellaufschluss mittels Vortexen (ca. 6-mal für 30 sec; Mono-Mixer, SARSTEDT AG & 

Co., Nümbrecht) und einer zwischenzeitlichen Lagerung der Proben auf Eis. Weitere 

Schritte erfolgten gemäß dem TRI Reagent®-Protokoll (vgl. Anhang, Tab. 2). Die 

wässrige Ethanollösung wurde mit einer SpeedVac RC1010 (Jouran, Thermo Electron 

Corporation, Erlangen) bei 70 °C evaporiert und das verbliebene Wasser mittels Pipette 

abgenommen. Nachfolgend wurde das DNA-Pellet in 30 µL einer wässrigen 8 mM 

NaOH-Lösung resuspendiert und die Testung des DNA-Gehaltes von 1 µL 

unverdünnter Probe mit einem NanoDropTM -Spektralphotometer (ND 1000, PEQLab, 

Biotech GmbH, Erlangen) vorgenommen. Je nach DNA-Konzentration wurde die Probe 

mit einer wässrigen 8 mM NaOH-Lösung verdünnt und bis zu weiteren Arbeitsschritten 

bei 4 °C aufbewahrt. 

 

2.7.2 Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Agarose-
Gelelektrophorese 

 

Für eine Vervielfältigung der isolierten 16S-rDNA wurde eine PCR mit den 

genspezifischen Primern 16s-27f (forward primer) und 1492r (reverse primer) nach 

PEACE et al. (1994) durchgeführt. Für einen PCR-Ansatz (je 25 µL in einem sterilen 

100-µL-Eppendorf-Reaktionsgefäß) wurden die in nachstehender Tabelle aufgelisteten 

Komponenten in einem sterilen 1-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäß als Mastermix vereint 

und durch kurzes Zentrifugieren (5.000 x g, 2 min) miteinander vermischt (Tab. 2). 

 
Tab. 2: Zusammensetzung des Mastermixes für 4 Ansätze zur 16S-rDNA-Amplifikation. 
Mastermix  

Puffer (10 x Ampli Buffer B, EURx, Danzig, Polen)  20 µL 

dNTP (10 mM) 2 µL 

Forward primer (16s-27f, 50 pmol, biomers.net GmbH, Ulm) 2 µL 

Reverse primer (1492r, 50 pmol, biomers.net GmbH, Ulm) 2 µL 

DMSO 3 µL 
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Aqua dest. (steril)  169 µL 

Templatea 2 µL 

Pfu+-DNA-Polymerase (1000 bp min-1) (EURx, Danzig, Polen) 2 µL 
a DNA-Probe des Stammes A. chroococcum. 

 
Es erfolgte eine Gradienten-PCR in einem Thermocycler (FlexCycler, Analytik Jena 

AG, Jena) bei jeweils 4 unterschiedlichen Annealing-Temperaturen, um das 

bestmöglichste Amplifikations-Ergebnis zu erlangen (vgl. Anhang, Tab. 3). Um eine 

Kontamination des Mastermixes mit Fremd-DNA ausschließen zu können, wurden 

Negativkontrollen ohne Template unter identischen Bedingungen mitgeführt. Nach 

Beendigung der PCR wurden die Proben in einer Thermoeinheit (Thermomixer 

comfort, Eppendorf AG, Hamburg) unter Zusatz von 500 µL Taq-Polymerase (Opti 

Taq, EURx, Danzig, Polen) bei 72 °C für 10 min inkubiert, um so ein zusätzliches 

Nukleotid an das 3׀-Ende des Syntheseproduktes anzufügen und die PCR-Proben 

nachfolgend für 2 min bei 4 °C abgekühlt. Zur Sichtbarmachung des 

Amplifizierungsergebnisses wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu 

wurde ein 0,2 % Agarose-haltiges 40-mL-Gel in 1-fachen TAE-Puffer (Tab. 3) 

angesetzt und diesem abschließend 2 µL GelRedTM (1:2 Verdünnung mit DMSO; 

VWR, Darmstadt) als Nukleinsäure-Färbereagenz zugesetzt. Die Agarose-Lösung 

wurde blasenfrei auf einen Probenschlitten gegossen und nachfolgend ein Probenkamm 

aufgesetzt. Das Gel wurde nach dem Verfestigen von dem Probenschlitten in eine mit 1-

fachem TAE-Laufpuffer gefüllte Elektrophoresekammer gesetzt und der Kamm 

herausgezogen. Die PCR-Proben (je 2 µL) wurden auf einem Parafilm®-Streifen 

(Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA) in 10 µL sterilem Aqua dest. 

aufgenommen und abschließend mit 2 µL Probenpuffer (Tab. 3) versetzt. 2 µL des 

Markers (GeneRulerTM, 1 kb DNA Ladder, 0,1 µg mL-1, FERMENTAS, St. Leon-Rot) 

wurden mit denselben Volumina der voran genannten Komponenten vereint.  

 
Tab. 3: Zusammensetzung des TAE- und TRIS/HCl-Puffers. 

 

50‐facher TAE‐Puffer  (pH 8,3 ‐ 8,5) TRIS/HCl‐Probenpuffer  (pH 6,8)  

TRIS 2 M  TRIS 50 mM 

Essigsäure 1 M  Glycerol 10 % 

Na2H2EDTA 0,05 M  SDS 2 % 

Aqua bidest. ad 1000 mL  Bromphenolblau 0,005 % 

   2-Mercaptoethanol 5 % 

 
Nach Beladen der Geltaschen mit 6 µL Probengemisch erfolgte die 

gelelektrophoretische Auftrennung bei 400 mA (120 W, 90 V) für 20 min. 
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2.7.3 DNA-Reinigung, Ligation und Klonierung  

 

Eine Reinigung der PCR-Produkte und Abtrennung unwesentlicher Bestandteile 

erfolgte unter Anwendung des QIAquick® PCR Purification Kits unter den vom 

Hersteller (QIAGEN, Hilden) empfohlenen Arbeitsschritten (vgl. Anhang, Tab. 2). 

Nach der Reinigung wurde das Eluat erneut mittels Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 

Kap. 2.7.2) aufgetrennt, um das Vorhandensein des PCR-Produktes und dessen Reinheit 

abermals zu prüfen.   

Mit dem Ziel einer Verknüpfung der Nukleinsäuresegmente erfolgte eine Ligation und 

nachfolgende Klonierung, unter Verwendung eines TOPO TA Cloning® Kits 

(InvitrogenTM, Karlsruhe, Tab. 4).  

 
Tab. 4: Zusammensetzung des Ligationsansatzes. 

 

 

 

 

 
Der Ligationsansatz wurde zweimal erstellt, wobei eine Probe, abweichend von dem 

Protokoll, bei Raumtemperatur und die andere 30 min bei 4 °C inkubiert wurde.  

Der Ligation schloss sich die Klonierung in kompetente E.-coli-TOP10-Zellen an. Dazu 

wurden 3,5 µL des Ligationsansatzes zu den E.-coli-Zellen pipettiert und die Mixtur 

behutsam vermischt. In Kontrollansätzen wurde den E.-coli-Zellen, anstelle des 

Ligationsansatzes, eine hochreine puC 19 DNA (CARL ROTH GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe) zugesetzt. Die Ansätze wurden für 30 min bei 4 °C inkubiert und 

nachfolgend in einem temperierten Wasserbad (42 °C) für 30 sec hitzebehandelt und 

umgehend auf Eis gelagert. Nachfolgend wurden den Klonierungsansätzen 250 µL eines 

sterilen LB-Mediums (20 g L-1 LB-Pulvermedium (SERVA, Heidelberg) in Aqua dest., 

pH 7) zugesetzt und diese 1 h bei 37 °C und 200 rpm in einem Thermoshaker inkubiert. 

Anschließend wurden 200 µL der Kulturlösung auf LB-Agarplatten, welche zuvor mit 

80 µL X-Gal und 100 µg mL-1Ampicillin versehen wurden, ausplattiert. Die 

Kontrollansätze (E.-coli-TOP10-Zellen mit puC 19 DNA) wurden ebenfalls auf 

Ampicillin-LB-Agarplatten ausplattiert, wobei den Platten jedoch kein X-Gal zugesetzt 

wurde. Die Kulturplatten wurden bei 30 °C für 24 h inkubiert.  

 

Ligationsansatz 

PCR-Produkt 1 µL 

Wässrige NaCl-Lösung (200 mM) 1 µL 

Steriles Aqua dest.  2 µL 

TOPO Vector 1 µL 



  MATERIAL UND METHODEN  41 
 

  

2.7.4 Colony-PCR und Plasmid-Präparation 

 

Von den LB-Platten wurden 10 weiße Kolonien (positive Klone) mit einer sterilen 

Pipettenspitze gepickt, auf frischen LB-Platten ausgestrichen (nachfolgende Inkubation 

bei 37 °C) und die restliche an der Pipettenspitze befindliche Biomasse in ein steriles 

100-µL-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Der Mastermix (Tab. 5) wurde auf 10 

sterile 100-µL-Eppendorf-Reaktionsgefäße aufgeteilt.  

 
Tab. 5: Zusammensetzung des Mastermixes für 10 Colony-PCR-Ansätze. 
Mastermix  

Puffer (10 x Ampli Buffer B, EURx, Danzig, Polen)  20 µL 

dNTP (10 mM) 2 µL 

Forward primer (16s-27f, 50 pmol, biomers.net GmbH, Ulm) 2 µL 

Reverse primer (1492r, 50 pmol, biomers.net GmbH, Ulm) 2 µL 

M13 Forward (-20) primer (InvitrogenTM GmbH, Karlsruhe) 2 µL 

DMSO 3 µL 

Aqua dest. (steril)  69 µL 

Templatea 2 µL 

Taq-Polymerase (Opti Taq, EURx, Danzig, Polen) 1 µL 
a an einer Pipettenspitze befindliches Zellmaterial eines positiven Klons. 

 
Die Colony-PCR erfolgte unter den in Tab. 3 des Anhangs angegebenen Bedingungen, 

worauf sich eine erneute gelelektrophoretische Auftrennung der Proben (vgl. Kap. 

2.7.2) anschloss. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschließender 

Visualisierung des Klonierungsergebnisses unter UV-Licht, erfolgte eine Inokulation 

positiver Klone der LB-Plattenkulturen in mit 5 mL LB-Medium versehenen sterilen 

Reagenzröhrchen bei 30 °C und 200 rpm für 12 h. Dem LB-Medium wurden zuvor 

5 µL einer wässrigen Ampicillin-Stammlösung (100 mg mL-1) zugesetzt. Nach 12-

stündiger Inkubation wurden die Kulturlösungen in 2-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäße 

überführt und anschließend bei 13.000 x g für 5 min zentrifugiert. Der Kulturüberstand 

wurde verworfen und das Pellet für eine nachfolgende Plasmid-Präparation, unter 

Verwendung eines GeneJetTM Plasmid Miniprep Kits (Pure Extreme®, FERMENTAS, 

St. Leon-Rot) gemäß der Arbeitsvorschrift des Herstellers, aufbereitet (vgl. Anhang, 

Tab. 2). Nach der Aufbereitung wurden die Proben bis zur Sequenzierung bei -20 °C 

aufbewahrt.   
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2.7.5 16S-rDNA-Sequenzierung und phylogenetische Identifizierung 

 

Die Plasmid-DNA-Proben wurden für eine Sequenzierung an die Firma GATC Biotech 

(Konstanz) versandt und die erhaltenen 16S-rDNA-Sequenzen für eine nachfolgende 

BLAST-Suche in der EMBL-EBI-Datenbank des European Bioinformatics Institutes 

(Cambridge, UK) auf den High-Quality-Sequencing-Bereich (~ 1000 bp) beschränkt. 

Aus den Sequenz-Alignements mit Gensequenzen der NCBI-Datenbank (Rockville 

Pike, Bethesda MD, USA) konnte die prozentuale Sequenzhomologie zu anderen 

Bakterienstämmen ermittelt werden. Die Darstellung der Daten des Stammes A. 

chroococcum in einem auf 16S-rDNA-Sequenzen basierenden phylogenetischen 

Stammbaum erfolgte mit Hilfe des von DEREEPER et al. (2008) veröffentlichten 

Programms Phylogeny.fr. 

 

2.8 Synthese von Melaninanaloga und Pigmentcharakterisierung 

 
 
Um das von A. chroococcum im Zuge einer stickstofffreien Kultivierung gebildete 

braun-schwarze Pigment näher charakterisieren zu können, erfolgte eine Synthese von 

DOPA- und Brenzkatechinmelanin mit dem Ziel, über vergleichende physiko-

chemische Untersuchungen, die Natur des zellulär gebildeten Pigments näher zu 

erschließen. 

 

2.8.1 Synthese von DOPA- und Brenzkatechinmelanin nach ARNOW 

 

Für die Gewinnung von Referenzsubstanzen wurde nachfolgendes Schema mit leichten 

Modifikationen der Arbeitsvorschrift von ARNOW (1938) für eine Synthese von 

Melaninen angewandt (Tab. 6). 

 
Tab. 6: Vorgehen für eine Synthese von Melanin-Modellverbindungen. 

Arbeitsschritte 

1  Addition von einigen Spatelspitzen 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) bzw. 
Brenzkatechin zu 50 mL einer wässrigen NaOH-Lösung (0,01 N) bis zum Eintreten 
einer Sättigung. 

2  Begasung der Lösungen mit Sauerstoff bis rosa-gefärbte DOPA-Lösung geschwärzt 
war bzw. gelb-gefärbte Brenzkatechin-Lösung ein dunkles Ocker besaß. 

3  Inkubation der Lösungen bei Raumtemperatur (2 d). 

4  Ansäuern der Lösungen mit 2 mL einer wässrigen HCl-Lösung (0,5 N). 
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5  Präzipitation des unlöslichen DOPA- und Brenzkatechinmelanins über Zentri-
fugation (6.000 x g, 10 min); 10-maliges Wachsen mit 10 mL einer wässrigen HCl-
Lösung (0,005 N). 

6  Resuspension der Melanine mit Aqua dest. und nachfolgend Inkubation für 2 h bei 
80 °C im Wasserbad, sodass restliche HCl evaporiert. 

7  Überführung der verbliebenen Suspension in Aluminiumschälchen und Trocknung 
im Trockenschrank bei 120 °C für 2 h um restliches Aqua dest. zu evaporieren. 

 
Das als schwarzer Feststoff gewonnene DOPA-Melanin bzw. das braun-gefärbte 

Brenzkatechinmelanin wurden in Glas-Vials (VWR, Darmstadt) überführt und bei 

Raumtemperatur gelagert.  

 

2.8.2 Pigmentcharakterisierung nach WHITE bzw. SHIVPRASAD & PAGE  

 

Das zellassoziierte Pigment des Stammes A. chroococcum wurde sowohl von Zellen 

einer 56-h- als auch einer 72-h-alten stickstofffixierenden Kultur nach der Vorschrift 

von WHITTAKER (1963) über eine Flüssig-Flüssig-Extraktion isoliert und aufbereitet. 

Das Extraktionsschema ist Kap. 2.13.1.3 zu entnehmen. Neben dem zellassoziierten 

Pigment wurde ebenfalls das Pigment aus den mit zunehmender Inkubationszeit braun 

gefärbten Kulturüberstanden isoliert. Die Charakterisierung erfolgte auf Grundlage des 

Löslichkeitsverhaltens des extrahierten Pigments von A. chroococcum im Vergleich zu 

den von WHITE (1958) bzw. SHIVPRASAD & PAGE (1989) für verschiedene 

zellassoziierte Melanine beschriebenen Löslichkeiten und Reaktionen in Gegenwart von 

Säuren oder Laugen. Ergänzend dazu wurde das synthetisierte DOPA- und 

Brenzkatechinmelanin denselben Untersuchungen unterzogen.  

Die Absorption unbehandelter zellfreier Kulturüberstände (1 mL) wurde zudem bei 

einer Wellenlänge von 400 nm untersucht, welche nach SHIVPRASAD & PAGE 

(1989) charakteristisch für das Absorptionsmaximum von Melaninen mit ortho-

Diphenol-Grundstruktur ist. Als Leerwert diente dabei steriles stickstofffreies MMA.  

 

2.9 Analyse von Kulturüberständen  

 

2.9.1 Bestimmung der Brenzkatechinkonzentration nach BARNUM  

 

Eine Quantifizierung der von A. chroococcum in das Kulturmedium ausgeschiedenen 

Substanzen, welche eine ortho-Diphenol-Grundstruktur aufweisen, erfolgte nach der 
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Methode von BARNUM (1977) über spektralphotometrische Untersuchungen bei einer 

Wellenlänge von 503 nm. Nachfolgendes Schema erläutert das Vorgehen, um das 

Vorhandensein von ortho-Diphenolen über eine Nitrierungsreaktion am aromatischen 

Ring, welche eine Farbreaktion bewirkt, nachzuweisen (Tab. 7).  

 
Tab. 7: Methode zur Quantifizierung von ortho-Diphenolen. 

Arbeitsschritte 

1  Vereinigung von 1 mL des zellfreien Kulturüberstandes mit 1 mL NaAC (3 M, pH 5). 
 

2  Zusatz von 1 mL einer wässrigen Lösung bestehend aus NaNO3 (2 M) und Na2MoO4 
(0,1 M) unter simultaner Gelbfärbung des Reaktionsgemisches. 

3  Inkubation des Reaktionsgemisches bei Raumtemperatur (20 min).  

4  Zusatz von 1 mL einer wässrigen NaOH-Lösung (6 M) unter Eintritt einer Rotfärbung. 

5  Überführung von 1 mL des Reaktionsgemisches in eine 1-cm-Plastikküvette und 
umgehende spektralphotometrische Messung der Absorption  bei 503 nm.  

 
Als Leerwert diente eine Probe, welche unter denselben Bedingungen behandelt wurde, 

und anstelle der Kulturprobe 1 mL Aqua dest. enthielt. Für eine Quantifizierung der 

gemessenen Absorptionen der Kulturproben, wurde eine Eichreihe mit einer 

Brenzkatechin-Stammlösung in stickstofffreiem MMA erstellt (0,1 µM bis 100 µM).  

Neben einem spektralphotometrischen Nachweis von Brenzkatechinen wurden zellfreie 

Kulturüberstände ebenso mittels HPLC-Analyse (vgl. Kap. 2.13.2.1) vermessen und auf 

ausgeschiedene Substanzen untersucht. Zudem erfolgte eine Flüssig-Flüssig-Extraktion 

(vgl. Kap. 2.13.1.3) der Kulturüberstände mit dem Ziel, eine massenspektrometrische 

Analyse (GC-MS, Kap. 2.13.2.4) der in dem Kulturmedium angereicherten Substanzen, 

durchzuführen.  

 

2.9.2 Analyse von Siderophoren nach PAGE & HUYER 

 

Eine Analyse von Brenzkatechin-Siderophoren, welche von Mikroorganismen unter 

Mangelbedingungen, insbesondere zur Chelation von Metallionen und deren Transport, 

extrazellulär ausgeschieden werden und zumeist einen 1,2-Benzendiol-Grundkörper 

aufweisen, erfolgte nach der Methode von PAGE & HUYER (1984). Dazu wurde in 

regelmäßigen Abständen 1 mL einer stickstofffixierenden Kultur des Stammes A. 

chroococcum, welche in Standard-MMA nach WINOGRADSKY (1926) und in 

modifiziertem MMA (Mangel an FeSO4 x 7 H2O oder Na2MoO4 x 2 H2O, vgl. Kap. 
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2.4.1) kultiviert wurde, steril entnommen und die zellfreien Kulturüberstände mit einer 

wässrigen HCl-Lösung (32 %) auf pH 1,8 angesäuert. Im Anschluss daran erfolgte eine 

Filtration über hydrophile Spritzenvorsatzfilter (0,22 µm Porenweite, Fisherbrand®, 

Schwerte). Die Proben wurden in 1-cm-Plastikküvetten überführt und ein 

Wellenlängen-Scan von 200 bis 600 nm durchgeführt. Für eine Bestimmung des 

Gesamt-Brenzkatechin-Siderophoren-Gehalts wurde die Absorptionen bei 310 nm 

bemessen, wobei die Menge an Azotobactin, einem spezifischen Brenzkatechin-

Siderophor für die Chelation von Eisen-Ionen, bei einer Wellenlänge von 380 nm 

abgelesen wurde. Als Leerwert diente das entsprechende Kulturmedium ohne Zellen, 

welches unter denselben Bedingungen behandelt und vermessen wurde.  

 

2.10 Gewinnung und Reinigung der Phenoloxidasen AcCL und PcL 

 

Neben der Untersuchung weiterer prokaryotischer und eukaryotischer Phenoloxidasen, 

welche von Projektpartnern zur Verfügung gestellt oder kommerziell erworben wurden, 

erfolgte innerhalb dieser Arbeit eine Gewinnung der Enzyme AcCL und PcL.  

 

2.10.1 Gewinnung und partielle Reinigung der Phenoloxidase AcCL von A. 
chroococcum 

 

Nachfolgend wird die Aufbereitung stickstofffixierender Zellen des Bakterienisolats A. 

chroococcum, welche ausschließlich unter dem Aspekt der Phenoloxidase-Gewinnung 

(AcCL) und einer nachfolgenden Enzymcharakterisierung kultiviert wurden (vgl. Kap. 

2.3.1), beschrieben. Inkubationsansätze mit abweichenden Kultivierungsbedingungen, 

in denen ein entsprechender Enzymnachweis vorgenommen werden sollte (vgl. Kap. 

2.4.1), wurden in regelmäßigen Abständen beprobt (zumeist 24-h-Intervalle) und die 

Biomasse anschließend aufgeschlossen.   

Im Anschluss an die in Kap. 2.3.1 beschriebene Kultivierung wurden die Zellen 

stickstofffixierender Hauptkulturen mittels Zentrifugation (4°C, 11.000 x g, 20 min) 

geerntet. Das Zellpellet wurde zweimal mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung 

(0,05 M, pH 7,3) gewaschen und die Biomasse aus 4 Kulturansätzen in einem 

vorgekühlten Falconröhrchen (SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht), welches sich in 

einem Eisbad befand, vereint. Sofern der Zellaufschluss nicht umgehend nach der 
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Zellernte erfolgte, wurde die in dem Falconröhrchen befindliche Biomasse bei -20 °C 

eingefroren. Das Zellmaterial wurde in ca. 4 mL NaAC (0,1 M, pH 5) resuspendiert und 

ein mechanischer Zellaufschluss mittels French-Press® (SLM AMINCO® French® 

Pressure Cell Press, Model FA-078, French® Pressure Cell FA-032 40,000 psi, 

Rochester, NY, USA) vorgenommen. Dabei wurde die Zellsuspension in eine 

vorgekühlte Druckzelle überführt und insgesamt 4-mal bei 1.100 psi unter simultaner 

Kühlung aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss wurde das Zelllysat erneut mit 

wenigen mL NaAC (0,1 M, pH 5) versehen und 1 g Glasperlen (Ø 0,11 mm) pro g 

Biomasse zugesetzt. Daraufhin wurde das Zelllysat 10-mal für 1 min gevortext (Mono-

Mixer, SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht), mit regelmäßigen Kühlungsintervallen in 

einem Eisbad. Dem nachgelagerten Glasperlen-Aufschluss schloss sich eine 

Verdünnung des Zelllysat mit NaAC (0,1 M, pH 5) in einem 1:3 Verhältnis an. Von 

dieser Zelllysat-Suspension wurden 200 µL in ein 1-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt und weitere 700 µL NaAC (0,1 M, pH 5) zugefügt. AcCL-haltige zellfreie 

Rohextrakte wurden durch Zentrifugation (6.000 x g, 5 min) und nachfolgendem 

Abnehmen des Überstandes gewonnen. Die Rohextrakte wurden bis zu weiterführenden 

Untersuchungen bei 4 °C aufbewahrt. Nachfolgende schematische Darstellung 

veranschaulicht weitere Präparationsschritte zur Gewinnung und dem Nachweis des von 

A. chroococcum gebildeten Enzyms AcCL (Abb. 5).  
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Kulturansatz von A. chroococcum SBUG 1484

Zentrifugation (4 °C, 11.000 x g, 20 min)

Kulturüberstand
Testung auf Aktivität Waschen der Zellen mit phosphat‐

gepufferter NaCl (0,05 M, pH 7,3)

Ganze Zellen
Testung auf Aktivität

ZellaufschlussPräparation von Zellbestandteilen 
nach KUMAR et al. (2001)

Resuspension des 
Zellpellets in NaAC
(0,1 M, pH 5, 10 mM 
Na2H2EDTA (w/v)) 

Gewinnung von Rohextrakt
für Enzymexperimente 
(> 100 mLKulturprobe)

Zellpellet in NaAC
(0,1 M, pH 5) 
resuspendieren

Gewinnung von Rohextrakt
von Kulturbeprobungen (5 mL)

Normierung des Zellpellets 
mit NaAC (0,1 M, pH 5) 

auf OD500nm = 6 

Überführung der Suspension in 
2‐mL‐FastPrep® Tubes, Zusatz von 
250 µL Glasperlen (Ø 0,11 mm) 

Zellaufschluss (2x) mittels Fastprep®
(Qbiogene Inc., Carlsbad, USA)
bei 4 m s‐1 für 45 sec mit 5 min 

Kühlungsintervall

Zentrifugation (4 °C, 6.000 x g, 5 min)

Rohextrakt
Testung auf Aktivität

Zellaufschluss (4 x) mittels 
French‐Press®

Zentrifugation (4 °C, 6.000 x g, 5 min)

Überstand 

Ultrazentrifugation (Sorvall®, Ultra Centrifuge
CombiPlus, DuPont Company,Newton, UK)

bei 4 °C, 100.000 x g, 1h

Überstand = cytosolische Fraktion
Testung auf Aktivität

Resuspension der Membranfraktion 
in NaAC (0,1 M, pH 5, 10 mM 

Na2H2EDTA, w/v) + 1 % Natrium‐
laurylsarcosyl (w/v) 

Inkubation (4 °C, 1 h) mit 
gelegentlichem Vortexen

Ultrazentrifugation (Sorvall®, Ultra Centrifuge
CombiPlus, DuPont Company,Newton, UK)

bei 4 °C, 100.000 x g, 1h

Überstand = 
Cytoplasmamembran‐Fraktion

Testung auf Aktivität

Natriumlaurylsarcosyl‐unlösliche Fraktion (Pellet) 
entspricht äußerer Membran‐Fraktion

(enthält Zellwandtrümmer & Cystenwände)
Testung auf Aktivität

Zusatz von 1 g Glasperlen 
(Ø 0,11 mm) pro g Biomasse; 
Glasperlenaufschluss (10x) für 
1 min (1 min Kühlungsintervall)

1:3 Verdünnung des Zelllysats 
mit NaAC (0,1 M, pH 5)  

Überführung von 200 µL des 
verdünnten Zelllysats in 700 µL 

NaAC (0,1 M, pH 5) 

Zentrifugation (6.000 x g, 5 min)

Überstand = zellfreier Rohextrakt
Testung auf Aktivität

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desweiteren wurden Solubilisierungsexperimente mit Detergenzien sowie 

chelatbildenden und chaotrophen Substanzen, unter dem Aspekt einer Abschätzung der 

Bindung von AcCL an partikuläre Zellbestandteile, vorgenommen. Eine chemische 

Enzymextraktion erfolgte stets in einem 1-mL-Maßstab in Eppendorf-Reaktionsgefäßen 

in Gegenwart von 5, 10, 20 und 40 mM des betreffenden Agens und mit Kombinationen 

verschiedener Substanzen (Tab. 8).  

 

Abb. 5: Schematische Darstellung zur Gewinnung AcCL-haltiger Fraktionen aus
stickstofffixierenden Kulturen des Stammes A. chroococcum.
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Tab. 8: Eingesetzte Substanzen und Ansätze für Solubilisierungsexperimente.  
 

Getestete Substanzen  Endkonzentration [mM]  

nicht‐ionisch 

Triton X-100 
5, 10, 20, 40 Tween 20 

Tween 80 
anionisch 
Natriumlaurylsulfat (SDS) 

5, 10, 20, 40 
Guanidinhydrochlorid 
N-Lauroylsarcosin (Sarkosyl) 
Na2H2EDTA 
zwitterionisch 
3-[(3-Cholamidopropyl)di- 
methylamminio]-1-
propansulfonat (CHAPS) 

5, 10, 20, 40 

Kombinationen 

CHAPS (5mM)/Triton X-100 5, 10, 20, 40 (Triton X-100) 

Guanidinhydrochlorid 
(5mM)/Triton X-100 

5, 10, 20, 40 (Triton X-100) 

Guanidinhydrochlorid 
(5mM)/Sarkosyl 

5, 10, 20, 40 (Sarkosyl) 

 

Zusammensetzung der Solubilisierungsansätze 

700 µL - xa NaAC (0,1 M, pH 5) 

50, 100, 200, 400 µL Agensb 

200 µL Enzymprobe von AcCLc 

a x - Volumen an Agens (v/v), welches dem Inkubationsansatz unter Reduzierung der Puffermenge zugesetzt wurde. 
b 100 mM wässrige Stammlösung der jeweiligen getesteten Substanz. 
c AcCL in partikulärem Zellmaterial nach Zellaufschluss mittels French-Press®. 
 

Um die Solubilisierung zu optimieren, wurden die Ansätze für 30 min bei 30 °C 

inkubiert und nachfolgend zentrifugiert (6.000 x g, 5 min). Aktivitätsmessungen mit 

AcCL-haltigen zellfreien Rohextrakten wurden mit dem Enzymsubstrat 2,6-DMP (vgl. 

Kap. 2.11.2.1) durchgeführt. Als Referenzwert für Aktivitätsmessungen diente 

partikuläres Zellmaterial, welches ohne Zusatz von solubilisierenden Substanzen unter 

äquivalenten Bedingungen behandelt wurde. Jede Versuchsreihe wurde einer 4-fachen 

Wiederholung unterzogen. 

 

2.10.2 Gewinnung und Reinigung der Phenoloxidase PcL von P. cinnabarinus 

 

Die mit Veratrylalkohol-supplementierten Kulturen (vgl. Kap. 2.3.2) wurden i.d.R. nach 

siebentägiger Inkubation, mit dem Ziel einer Anreicherung und partiellen Reinigung der 

in das Kulturmedium extrazellulär ausgeschiedenen Phenoloxidase PcL, geerntet. Dazu 

wurden die Kulturansätze durch GF-6 Glasfaserfilter (0,6 mm, Schleicher und Schuell 

GmbH, Dassel) mittels Wasserstrahlpumpe filtriert, um die Zellen vom Kulturüberstand 

zu separieren. Der zellfreie Kulturüberstand wurde über Anionenaustausch- und 

Größenausschluss-Chromatographie (JONAS et al., 1998) entsprechend dem in Tab. 9 
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dargestellten Schema aufbereitet, um den Phenoloxidase-Induktor (Veratrylalkohol) und 

etwaig ausgeschiedene Sekundärmetaboliten zu beseitigen.   

 
Tab. 9: Übersicht über das Reinigungsprotokoll zur Gewinnung der extrazellulären 
Phenoloxidase PcL aus Kulturüberständen. 
Reinigungsschritte  Vorgehen 

1  Waschen und Equilibrieren der 
DEAE-Sepaharose® 
(Diethylaminoethyl Sephacel®, 
SIGMA ALDRICH, Steinheim) 

Überführung von je 1 mL DEAE-Sepharose® pro 80 mL Überstand 
in ein Becherglas; 3-maliges Waschen der DEAE-Sepharose® mit 25 
mL NaAC (0,02 M, pH 5). 
 

2  Binden der Phenoloxidase Vereinigung des zellfreien Kulturüberstandes mit DEAE-Sepharose® 

und nachfolgende Inkubation auf Magnetrührer bei Raumtemperatur 
(2 h). 

3  Elution der Phenoloxidase Filtration der DEAE-Sepharose® (Phenoloxidase an Matrix 
gebunden) durch GF-6 Glasfaserfilter mittels Wasserstrahlpumpe.   

4  Waschen Waschen der GF-6 Glasfaserfilter mit 20 mL NaAC (0,02 M, pH 5) 
mittels Wasserstrahlpumpe. 

5  Desorption der Phenoloxidase Schwenken der GF-6 Glasfaserfilter in 20 mL Hochsalzpuffer (0,7 M 
NaCl in 20 mL NaAC (0,02 M, pH 5) und Ablösen der DEAE- 
Sepharose®. Entnehmen des Filters und Ablösen der Phenoloxidase 
von Matrix unter weiterem Schwenken (5 min). Erneute Filtration 
des Phenoloxidase-haltigen Hochsalzpuffers mittels Wasserstrahl-
pumpe durch GF-6 Glasfaserfilter und Auffangen des Durchlaufs.  

6  Entsalzung  5-malige Aktivierung von Sephadex G-25 Superfine Entsalzungs-
säulen (Pharmacia GmbH, Karlsruhe) mit 4 mL NaAC (0,02 M, pH 
5) und Auftragen von je 2,5 mL des Phenoloxidase-haltigen 
Durchlaufs.  

7  Elution der Phenoloxidase Elution der an der Säulenmatrix gebundenen Phenoloxidase mit je 
3,5 mL NaAC (0,02 M, pH 5) und Auffangen des Durchlaufs. 

 
Das gewonnene Präparat (PcL), welches als ein Gemisch von Phenoloxidase-

Isoenzymen des Basidiomyceten P. cinnabarinus anzusehen ist, wurde in 1,5-mL-

Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und bei -20 °C gelagert.  

 

2.11 Enzyme für Biotransformationsexperimente und vergleichende 
Untersuchungen zur Enzymcharakterisierung 

 

Neben der Untersuchung des Bakterienisolats A. chroococcum in Hinblick auf die 

Expression einer Phenoloxidase wurden weiterführende Charakterisierungs- und 

Biotransformationsversuche - vorrangig unter dem Aspekt einer Enzym-vermittelten 

Synthese sekundärer Amine und weiterer pharmazeutisch bedeutsamer Präkursoren - 

sowohl mit eukaryotischen als auch prokaryotischen Phenol- und Polyphenoloxidasen 

durchgeführt. Die eingesetzten Enzyme sind Tab. 10 zu entnehmen. 
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Tab. 10: Übersicht über die Bezeichnung, Gewinnung, pH- und Temperaturoptima sowie der Bezugsquellen der eingesetzten prokaryotischen und eukaryotischen 
Phenol- und Polyphenoloxidasen.a 

a Abkürzung siehe Abkürzungsverzeichnis; b Angaben zu den Molekulargewichten, pH-und Temperatur-Optima der Enzympräparate CotA, SLAC, PcL35, TvL5 und TvL10 beziehen sich auf die 
von der BRAIN AG bzw. der AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, Universität Greifswald, mitgeteilten Informationen; c n.d. nicht determiniert. 

 

 

Nativer Organismus  Enzym 
MW (kDa) 

Gewinnung 
Optimab 

  Bezugsquelle 

nativ  rekombinant  pH  Temperatur

Prokaryotische Phenoloxidasen        

Azotobacter chroococcum SBUG 1484 AcCL Kap. 3.7.8.2 n.d.c Cysten-assoziiertes Enzym 
aus Wildtyp-Kultivierung 

(vgl. Kap. 2.10.1) 

Kap. 3.7.1     Kap. 3.7.2   Diese Arbeit 
 

Bacillus subtilis DSM 4393 CotA 65   58,3 (CotA) 
  101,3 (MBP) 

Rek. Expression 4 (ABTS) 80 °C   BRAIN AG, Zwingenberg 

Streptomyces coelicolor DSM 40233 SLAC 36,8   61,8 (pFGSTL) 
  77,0 (pFMBPL) 

Rek. Expression 4,5 (2,6-MP) 60 °C   BRAIN AG, Zwingenberg 

Eukaryotische Phenoloxidasen        

Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M1044 PcL 67 Siehe PcL35 Extrazelluläres Enzym aus 
Wildtyp-Kultivierung 

(vgl. Kap. 2.10.2) 

5 (ABTS) 50 °C   AG Angewandte Mikrobiologie, Inst. für    
  Mikrobiologie, Universität Greifswald 

Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M1044 PcL35 67 ~ 55 Rek. Expression 4 (ABTS) 30 °C   AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, Inst.   
  für Biochemie, Universität Greifswald 

Trametes versicolor  SBUG-M1050 TvL5 63 ~ 55 Rek. Expression 4 (ABTS) 30 °C   AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, Inst.  
  für Biochemie, Universität Greifswald 

Trametes versicolor  SBUG-M1050 TvL10 63 ~ 55 Rek. Expression 4 (ABTS) 30 °C   AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, Inst.  
  für Biochemie, Universität Greifswald 

Myceliophthora thermophila MtL 80 85 Rek. Expression 7 (ABTS) 23 °C   Novozymes, Bagsværd, Dänemark 

Eukaryotische Polyphenoloxidase         

Agaricus bisporus AbT 113,8 119,5 Rek. Expression 6,5 (Tyrosin) 25 °C   SIGMA-ALDRICH, Steinheim 
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Im Zuge der Bearbeitung eines von der Deutschen Bundesstiftung für Umwelt 

finanzierten Forschungsprojektes (AZ 13191, „Rekombinante Laccasen für die 

Feinchemie“), wurde eine Charakterisierung der von Projektpartnern (BRAIN AG, 

Zwingenberg; AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, Institut für Biochemie, Universität 

Greifswald) rekombinant exprimierten prokaryotischen und eukaryotischen 

Phenoloxidasen vorgenommen. Die Eigenschaften der bereitgestellten Enzympräparate 

sind Tab. 4 des Anhangs zu entnehmen.  

 

2.11.1 Puffer für Transformationsreaktionen und Enzymexperimente 

 

Für die Biotransformationsexperimente mit den in Tab. 10 aufgeführten Enzymen sowie 

für die Enzymnachweis- und Charakterisierungsversuche wurden verschiedene Puffer 

eingesetzt (Tab. 11). 

 
Tab. 11: Übersicht über die Zusammensetzung der in Transformationsreaktionen und 
Enzymexperimenten verwendeten Puffersysteme. 

Puffer  Stammlösungen  Zusammensetzung 

Natrium‐Acetat‐Puffer (NaAC)a     

pH 5,0 

A 0,2 M CH3COONa x 3 H2O 
B 0,2 M CH3COOH 

0,1 M:  70,4 mL A 
             29,3 mL B 
 
0,02 M: 70,4 mL A 
              29,3 mL B 
              900  mL Aqua dest. 

pH 4,5 

pH 4,0 

Natrium‐Phosphat‐Puffer (NaP)  

pH 6,5 
A 0,1 M NaH2PO4 x 2 H2O 
B 0,1 M Na2HPO x 2 H2O 

350 mL A 
200 mL B 

Phosphat‐Citrat‐Puffer (PCP) nach Mc Ilvaine   

pH 7,0 
A 0,2 M Na2HPO4 x 2 H2O 
B 0,1 M C6H8O7 x H2O 

               82,3 mL A 
17,7 mL B 

Natrium‐Malonat‐Puffer (NaMP) 

pH 4,5 65,2 mM C3H2Na2O4  

a  Für NaAC-Puffer pH 4,5 bzw. 4,0 wurde NaAC-Puffer pH 5,0 (0,1 M) mit 32 %-iger wässriger HCl-Lösung auf  
den entsprechenden pH-Wert titriert. 

 

Nachfolgend aufgeführte Puffer dienten einer Aufbereitung der aus Kulturen von A. 

chroococcum gewonnenen Biomasse sowie einem alkalischen Zellaufschluss.  
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Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

Die aus den Hauptkulturen zur Enzymgewinnung über Zentrifugation gewonnene 

Biomasse (vgl. Kap. 2.10.1) wurde 2-mal mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung 

(0,05 M, pH 7,3) gewaschen, mit dem Ziel, divalente Kationen des Kulturmediums, 

welche an der Zelloberfläche gebunden waren, partiell zu entfernen.  

 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

NaH2PO4 x  2 H2O 7,1 g 

NaCl 1,711 g 

Aqua bidest. ad 1000 mL 

 

Für die Herstellung der Pufferlösung wurden NaH2PO4 x  2H2O und NaCl in einem 1 L-

Maßkolben in 900 mL A. bidest. gelöst und der pH-Wert nachfolgend mit 25 %-iger 

wässriger NaOH-Lösung bei Raumtemperatur auf pH 7,24 titriert. Abschließend wurde 

die Pufferlösung auf ein Endvolumen von 1000 mL aufgefüllt. Bei 4 °C besaß die 

phosphatgepufferte Kochsalzlösung einen pH-Wert von 7,3.     

 
TRIS/HCl-Puffer 

Für einen alkalischen Zellaufschluss (vgl. Kap. 2.5.2) wurde eine definierte Menge 

Biomasse in TRIS/HCl-Puffer (8 mM, pH 7,8) resuspendiert. 

   
TRIS/HCl‐Puffer 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 0,971 g 

Aqua bidest. ad 1000 mL 

 
Nach Lösen des TRIS wurde der pH-Wert mit 32 %-iger wässriger HCl-Lösung auf 

einen pH von 7,79 bei Raumtemperatur titriert und nachfolgend das Volumen der 

Pufferlösung auf 1000 mL aufgefüllt. Bei 25 °C besaß der TRIS/HCl-Puffer einen pH-

Wert von 7,8. 

 

2.11.2 Enzym- und Proteinnachweise 

 

2.11.2.1 Bestimmung der Enzymaktivität 

 

Die Messungen der Enzymaktivität der untersuchten Phenoloxidasen sowie der 

Polyphenoloxidase von A. bisporus erfolgten stets in 1-cm-Plastik-Küvetten mit einem 
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Spektralphotometer (Thermo Fisher UV1, Schwerte) in einem Gesamtvolumen von 

1 mL. Dabei wurden die kolorimetrischen Farbveränderungen während der 

enzymatischen Oxidation der verwendeten Redoxindikatoren bzw. Enzymsubstrate 

genutzt. Die Reaktionen wurden durch Zusatz der entsprechenden Enzymprobe initiiert 

und der Anstieg der Extinktion bei der Wellenlänge, welche einer maximalen 

Absorption des oxidierten Produktes entspricht, gemessen. Ein Unit (1 U) enzymatische 

Aktivität ist als die Menge an Enzymprobe definiert, welche 1 µmoL mL-1 min-1 

Enzymsubstrat bei 25 °C katalytisch umsetzt. Alle Aktivitätsmessungen wurden in 

mindestens vier Ansätzen durchgeführt und eine Berechnung der enzymatischen 

Aktivität mit nachstehender Formel, am Beispiel einer Aktivitätsmessung mit ABTS, 

vorgenommen. 

 

     

 

 

Phenoloxidasen von P. cinnabarinus und M. thermophila 

Für Messungen der Enzymaktivität der extrazellulären Phenoloxidasen des Wildtyp-

Stammes P. cinnabarinus (PcL) und der käuflich erworbenen M.-thermophila- 

Phenoloxidase (MtL), wurde standardmäßig das nicht-phenolische Enzymsubstrat 2,2´-

Azino-di-(3-ethyl-benzothiazolin)-6-sulfonat (ABTS; ε420nm = 3,6 x 104 M-1 cm-1) 

verwendet. Die Messungen wurden bei einer Wellenlänge von 420 nm vorgenommen 

und über einen Zeitraum von 0,5 min verfolgt. 

 
 

a 5 mM frisch angesetzte Stammlösung in Aqua dest. 

1 nmol mL‐1 min‐1 = 
ΔE420

t

103

εABTS, 420nm d

V F 

v
1 U mL‐1 = 1 nmol mL‐1 min‐1 = 

ΔE420

t

103

εABTS, 420nm d

V F 

v
1 U mL‐1 = 

U mL‐1 Units pro Enzymlösung

ΔE420 Extinktionsänderung bei 420 nm im linearen Messbereich

t Messzeit (min)

Umrechnung auf µmol umgesetztes Substrat pro mL mit
Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten ε

ΔABTS,420nm molarer Extinktionskoeffizient 3600 L mol‐1 mm‐1

d Länge des Lichtwegs durch die Küvette (mm)

V Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes (µL)

v Volumen der Enzymprobe (µL)

F Verdünnungsfaktor der Ausgangslösung des Enzyms

103

εABTS, 420nm d

U mL‐1 Units pro Enzymlösung

ΔE420 Extinktionsänderung bei 420 nm im linearen Messbereich

t Messzeit (min)

Umrechnung auf µmol umgesetztes Substrat pro mL mit
Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten ε

ΔABTS,420nm molarer Extinktionskoeffizient 3600 L mol‐1 mm‐1

d Länge des Lichtwegs durch die Küvette (mm)

V Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes (µL)

v Volumen der Enzymprobe (µL)

F Verdünnungsfaktor der Ausgangslösung des Enzyms

103

εABTS, 420nm d

103

εABTS, 420nm d

Assay‐Zusammensetzung für PcL und MtL 

833 µL NaAC (0,1 M, pH 5) 

110 µL ABTSa 

  57 µL Enzymprobe von PcL bzw. MtL 
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Phenoloxidasen von B. subtilis und S. coelicolor 

Die von der BRAIN AG zur Verfügung gestellten rekombinant exprimierten 

prokaryotischen Phenoloxidasen wurden auf ihre Aktivität gegenüber dem 

Redoxindikatoren ABTS (λ = 420 nm, ε420nm = 3,6 x 104 M-1 cm-1) über einen 

Messzeitraum von 1 min (CotA) bzw. 3 min (SLAC) getestet. Die Assay-

Zusammensetzung entsprach den für die eukaryotischen Phenoloxidasen PcL und MtL 

vorgestellten Angaben. 

 
Phenoloxidase-Isoenzyme PcL35, TvL5 und TvL10 

Mit den von der AG Biotechnologie & Enzymkatalyse (Institut für Biochemie, 

Universität Greifswald) rekombinant exprimierten pilzlichen Phenoloxidasen wurden 

keine Enzymaktivitätsmessungen vorgenommen. Auf Basis persönlich mitgeteilter 

Aktivitäten der Enzympräparate (30 °C, ABTS) wurden die entsprechenden 

Enzymproben direkt in die Biotransformationsansätze überführt.  

 
Enzymnachweise mit Präparaten von A. chroococcum 

 
Phenoloxidase-Aktivität 

Eine Analyse von ganzen Zellen, Kulturüberstanden, Zellextrakten, Rohextrakten und 

aufbereiteten Zellkompartimenten (u.a. cytosolische Fraktionen, äußere Membranen; 

vgl. Kap. 2.10.1) auf Phenoloxidase-Aktivität erfolgte mit den Phenoloxidase-

spezifischen Enzymsubstraten ABTS (λ = 420 nm, ε420nm = 3,6 x 104 M-1 cm-1), 2,6-

Dimethoxyphenol (2,6-DMP, λ = 468 nm, ε468nm = 3,5 x 104 M-1 cm-1) und 

Syringaldazin (SYR, λ = 525 nm, ε525nm = 6,5 x 104 M-1 cm-1) über einen Messzeitraum 

von 3 min (ABTS, 2,6-DMP) bzw. 10 min (SYR).  

 
 
 
 
 
 
 

a 50 mM frisch angesetzte Stammlösung von ABTS und 2,6-DMP in Aqua dest. 
b 2 mM frisch angesetzte Stammlösung von SYR in Ethanol. 
c Aufbereitungen der einzelnen AcCL-Fraktionen (vgl. Kap. 2.10.1). 

 
Abweichend zu dem beschriebenen Standard-Assay zur Testung auf Phenoloxidase-

Aktivität, wurden fortführende Experimente unter dem Aspekt einer 

Enzymcharakterisierung (vgl. Kap. 2.11.3) überwiegend mit dem Enzymsubstrat 2,6-

Assay‐Zusammensetzung für die Testung auf Phenoloxidase‐Aktivität 

700 µL NaAC (0,1 M, pH 5) 

100 µL ABTS, 2,6-DMPa, SYRb 

  200 µL Enzymprobe von AcCLc 
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Dimethoxyphenol vorgenommen, wohingegen eine Testung des Substratspektrums des 

identifizierten Enzyms mit über 40 verschiedenen Subtanzen erfolgte. 

 

Manganperoxidase-Aktivität 

Der auf der Bildung eines Mn3+-Malonat-Komplexes basierende Nachweis von 

Manganperoxidase-Aktivität nach WARIISHI et al. (1992) wurde durch Zugabe einer 

H2O2-Lösung initiiert und die Komplexbildung (ε270nm = 1,159 x 103 M-1 cm-1) über 

5 min bei 270 nm verfolgt.  

 
 
 
 
 
 
 

a AcCL in zellfreien Rohextrakten von A. chroococcum (vgl. Kap. 2.10.1). 

 

Manganunabhängige Peroxidase  

Für den Nachweis einer manganunabhängigen Peroxidase wurde der für eine Testung 

auf Phenoloxidase-Aktivität dargestellte Standard-Assay durch Zusatz einer H2O2-

Lösung modifiziert und eine Extinktionsmessung (2,6-DMP, λ = 468 nm, ε468nm = 3,5 x 

104 M-1 cm-1) unter Beibehaltung der üblichen Reaktionsparameter vorgenommen. Der 

gemessene Wert wird mit dem der Messung der Phenoloxidase-Aktivität korrigiert. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

a 50 mM frisch angesetzte Stammlösung von 2,6-DMP in Aqua dest. 
b AcCL in zellfreien Rohextrakten von A. chroococcum (vgl. Kap. 2.10.1). 

 

Polyphenoloxidase von A. bisporus (Tyrosinase) 

Das kommerziell erworbene Enzympräparat (AbT) lag als Lyophilisat vor, welches laut 

Hersteller eine Gesamtaktivität von 2000 U mg-1 (ΔETyrosin(λ280nm) = 0,001 min-1) besaß. 

Für Standard-Assays wurde eine Enzymlösung (1 mg Lyophilisat mL-1 NaP) erstellt, 

welche bei Bedarf bei 4 °C gelagert wurde. Die Bestimmung der Tyrosinase-Aktivität 

Assay‐Zusammensetzung für die Testung auf Manganperoxidase‐Aktivität 

600 µL NaMP (625 mM, pH4,5) 

100 µL MnCl2 (5 mM) 

100 µL H2O2-Lösung (4 mM) 

200 µL Enzymprobe von AcCLa 

Assay‐Zusammensetzung für die Testung auf manganunabhängige
Peroxidase‐Aktivität 

690 µL NaAC (0,1 M, pH 5) 

100 µL 2,6-DMPa 

10 µL H2O2-Lösung (8,2 mM) 

200 µL Enzymprobe von AcCLb 
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wurde standardmäßig anhand der Umsetzung von Brenzkatechin zu Benzochinon bei 

einer Wellenlänge von 450 nm über einen Messzeitraum von 0,5 min vorgenommen.  

 
 
 
 
 
 

a 50 mM frisch angesetzte Stammlösung von Brenzkatechin in Aqua dest. 
b Enzymlösung (1 mg Lyophilisat mL-1 NaPP).  

 
Die Tyrosinase von A. bisporus wurde als Referenzenzym in vergleichenden Studien 

zum Substrat- und Inhibitorspektrum von Phenoloxidasen (AcCL, PcL) und 

Polyphenoloxidasen (vgl. Kap. 2.11.3.3, Kap. 2.11.3.4) eingesetzt. 

 

Je nach Art des verwendeten Enzympräparats (vgl. Kap. 2.11) wurden die 

Enzymproben in dem für die Aktivitätsmessung vorgesehenen Puffer verdünnt.  

 

2.11.2.2 Bestimmung des Proteingehalts 

 

Die Bestimmung des Proteingehalts nach BRADFORD (1976) erfolgte 

spektralphotometrisch (Thermo Fisher UV1, Schwerte) in 1-cm-Plastik-Küvetten bei 

einer Wellenlänge von 595 nm nach 3-minütiger Inkubation der Ansätze (20 µL Probe 

in 1 mL Coomassie-Protein-Reagenz, Coomassie Plus, The better Bradford AssayTM 

Reagent, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) bei Raumtemperatur. Die Messungen 

erfolgten abzüglich eines Leerwerts (20 µL Aqua bidest. in 1 mL Coomassie-Protein-

Reagenz), welcher unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert und gemessen 

wurde. Sofern die Messwerte eine Absorption größer 0,6 aufwiesen, wurden die Proben 

mit Aqua bidest. verdünnt und erneut vermessen. Alle Messungen wurden in 

mindestens vier Ansätzen durchgeführt und eine Berechnung des Proteingehalts 

(µg mL-1) anhand einer Proteineichreihe, welche mit Rinderserumalbumin erstellt 

wurde, vorgenommen.  

 

 

 

Assay‐Zusammensetzung für AbT 

880 µL NaPP (0,1 M, pH 6,5) 

100 µL Brenzkatechina 

  20 µL Enzymprobe von AbTb 
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2.11.3 Methoden zur Ermittlung aktivitätsbeeinflussender Parameter und der 
Enzymcharakterisierung 

 

Eine Charakterisierung des von A. chroococcum exprimierten Enzyms erfolgte in 

Hinblick auf die Ermittlung wesentlicher Parameter, welche zu einer Abschätzung der 

physiologischen Funktion, einem Vergleich zu bereits untersuchten (prokaryotischen) 

Phenoloxidasen und einer Bewertung von potentiellen Einsatzmöglichkeiten beitragen 

sollten. Abweichend von den ansonsten bei Enzymuntersuchungen eingesetzten 

aufgereinigten Präparaten, wurden nachfolgend beschriebene spektralphotometrische 

Untersuchungen zunächst mit zellfreien Rohextrakten (vgl. Kap. 2.10.1) vorgenommen. 

Die Aktivitäts-Assays wurden stets in einem Volumen von 1 mL in 1-cm-Plastik-

Küvetten durchgeführt.  

 

2.11.3.1 Ermittlung des pH-Optimums 

 

Für die Untersuchung des optimalen pH-Bereiches wurden verschiedene Puffer (0,1 M) 

verwendet, welche einen Bereich von pH 1,0 bis 7,5 abdeckten. Abweichend von den 

für Standard-Assays beschriebenen Versuchsparametern (vgl. Kap. 2.11.2.1) wurde ein 

JASCO® V-550 UV-VIS-Spektralphotometer (JASCO® GmbH Deutschland, Groß-

Umstadt) mit einem Temperatur-Controller (PSC-489T, JASCO® GmbH Deutschland, 

Groß-Umstadt) für Aktivitätsmessungen bezüglich des pH-Optimums, ermittelt anhand 

der Oxidation von ABTS (λ = 420 nm, ε420nm = 3,6 x 104 M-1 cm-1), verwendet. Für die 

Messungen wurde das Spektralphotometer auf 30 °C temperiert.  

 

a verwendete Puffer nebenstehend 
b 50 mM frisch angesetzte Stammlösung von ABTS in  
  Aqua dest. 
c Rohextrakt einer 56 h-alten stickstofffixierenden   
  Kultur  

 

Assay‐Zusammensetzung zur Ermittlung des  
pH‐Optimums von AcCL 

850 µL Puffera 

100 µL ABTSb 

  50 µL Enzymprobe von AcCLc 

pH Puffersystem  pH  Puffersystem 

1,0 Phosphorsäure-Puffer 4,0 Natrium-Acetat-Puffer 

1,0 Äpfelsäure-Puffer 4,5 Natrium-Acetat-Puffer 

2,0 Äpfelsäure-Puffer 5,0 Natrium-Acetat-Puffer 

2,0 Natrium-Acetat-Puffer 5,5 Bis-TRIS-Puffer 

2,0 Phosphorsäure-Puffer 6,0 Phosphat-Citrat-Puffer 

3,0 Maleinsäure-Puffer 6,5 Phosphat-Citrat-Puffer 

3,0 Natrium-Acetat-Puffer 7,0 Phosphat-Citrat-Puffer 

3,0 Phosphorsäure-Puffer 7,5 Phosphat-Citrat-Puffer 

 
Alle Aktivitätsmessungen wurden in dreifacher Wiederholung für das entsprechende 

Puffersystem und dem korrespondierenden pH-Wert vorgenommen.  
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2.11.3.2 Ermittlung der Temperaturstabilität 

 

Für die Untersuchung der Temperaturstabilität wurden, wie in Kap. 2.11.2.1 

beschrieben, 200 µL des Rohextraktes in 700 µL NaAC (0,1 M, pH 5) aufgenommen, in 

1,5-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und nachfolgend für 30 min in einem 

temperierbaren Wasserbad (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 °C) inkubiert. Die verbliebene 

Aktivität wurde sowohl über eine enzymatische Oxidation von 5 mM 2,6-DMP (v/v) als 

auch von 5 mM ABTS (v/v) bei 25 °C geprüft. Für jedes Temperaturintervall wurden 4 

Ansätze erstellt um eine Validität der Messergebnisse zu gewährleisten. 

 

2.11.3.3 Ermittlung des Substratspektrums 

 

Vergleichende Untersuchungen zur Ermittlung des Substratspektrums des von A. 

chroococcum exprimierten Enzyms wurden mit der Phenoloxidase PcL des 

Weißfäulepilzes P. cinnabarinus und der Polyphenoloxidase AbT von A. bisporus 

vorgenommen. Die Aktivitäts-Assays für jedes der Enzyme wurden, wie in Kap. 

2.11.2.1 beschrieben, erstellt und die Reaktionen durch Zusatz der entsprechenden 

Enzymprobe initiiert (bzw. Zusatz des Substrats bei Untersuchung von AcCL). Von den 

eingesetzten Enzymsubstraten, welche 7 Gruppen Phenoloxidase- bzw. 

Polyphenoloxidase-relevanter Substrate umfassten (vgl. Anhang, Tab. 8), wurde jeweils 

eine 50 mM wässrige Stammlösung erstellt und deren Oxidation in einer 5 mM 

Endkonzentration (v/v) verfolgt. Alle Experimente wurden in vierfacher Wiederholung 

durchgeführt.  

 

2.11.3.4 Prüfung des Einflusses von Metallionen, Enzyminhibitoren und 
chelatbildenden Agentien  

 

Für die Ermittlung der aktivierenden oder inhibierenden Wirkung von Metallionen 

sowie spezifischen anorganischen und organischen Enzyminhibitoren und 

chelatbildenden Agentien auf die Aktivität des von A. chroococcum exprimierten 

Enzyms, wurden, unter Reduktion der Menge an NaAC (0,1 M, pH 5), ansteigende 

Volumina wässriger Metallionen-Lösungen in 0,01, 0,1, 1, 2 mM und Enzyminhibitoren 

in 0,1, 0,5, 1, 2, 4, 6 und 10 mM Endkonzentration eingesetzt (vgl. Standard-Assay, 

Kap. 2.11.2.1).  
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Metallionen  Enzyminhibitoren und Chelatbildner 

ZnSO4 x 7 H2O Na2Mo4O4 x 2 H2O NaN3 Tropolon Kojisäure 

FeSO4  x 7 H2O H3BO3 AgNO3 p-Cumarsäure Na2H2EDTA 

MnSO4 x 4 H2O FeCl3 x 6 H2O
a KCN o-Phenanthrolin Acetylaceton 

MgSO4 x 7 H2O CuCl2 x 7 H2O DTEb Arbutin L-Cystein 

MnCl2 x 4 H2O CuSO4 x 5 H2O DDCc Aloin Natriumlaurylsulfat (SDS) 

CoCl2 x 6 H2O NiCl2 x 6 H2O 

CaCl2 x 2 H2O Pb(CH3OO)2  x 3 H2O 
a Einfluss von FeCl3 x 6 H2O, CuCl2 x 7 H2O, CuSO4 x 5 H2O, NiCl2 x 6 H2O, Pb(CH3OO)2  x 3 H2O  im ABTS-
Assay (5 mM, v/v) untersucht; b DTE - Dithioerythritol; c DDC - Diethyldithiocarbamat. 
 

Die Reaktionen wurden durch Zusatz des Enzymsubstrats (2,6 DMP, 5 mM v/v) 

gestartet und die enzymatische Aktivität über einen Zeitraum von 3 min gemessen.  

Vergleichende Untersuchungen bezüglich der Enzymaktivität in Gegenwart von 

Enzyminhibitoren wurden ebenso mit der pilzlichen Phenoloxidase PcL und der 

Polyphenoloxidase AbT vorgenommen. Für jedes der Enzyme wurden die in Kap. 

2.11.2.1 beschriebenen Standard-Assays angewandt und unter Reduktion des 

entsprechenden Puffers ansteigende Volumina an Inhibitorsubstanz bzw. Chelatbildner 

zugesetzt. Im Falle von PcL wurden die Reaktionen durch die Zugabe von 2,6-DMP 

(5 mM, v/v) und für AbT durch den Zusatz von Brenzkatechin (5 mM, v/v) initiiert.  

Alle Messungen wurden in vierfacher Wiederholung vorgenommen, wobei Standard-

Assays ohne Zusatz von Metallionen bzw. Enzyminhibitoren als Positivkontrolle 

dienten.   

 

2.11.3.5 Prüfung der Lösungsmittelverträglichkeit 

 

Das in zellfreien Rohextrakten des Stammes A. chroococcum enthaltene Enzym wurde 

bezüglich des Einflusses verschiedener Lösungsmittel (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 %, v/v), 

welche häufig in der organischen Synthese Einsatz finden, untersucht.  

 
 

 

 

 

 
Zudem wurde die rekombinant exprimierte prokaryotische Phenoloxidase CotA von B. 

subtilis in Bezug auf ihre Stabilität gegenüber dem Lösungsmittel Methanol (5, 10, 15, 

20, 25, 30, 40, 50 %, v/v) getestet. Für eine Prüfung der Lösungsmittelverträglichkeit 

Lösungsmittelgruppen 

protisch  aprotisch polar  unpolar 

Ethanol (EtOH)   Dimethylsulfoxid (DMSO)      n-Hexan 

Methanol (MeOH)   Acetonitril (ACN)      Tetrahydrofuran (THF) 
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wurde die in den beschriebenen Standard-Assays angegebene Puffermenge reduziert 

(vgl. Kap. 2.11.2.1) und durch das Volumen des entsprechenden Lösungsmittels ersetzt. 

Enzymproben von AcCL wurden sowohl für 20 min als auch für 60 min bei 30 °C in 

Gegenwart des entsprechenden Lösungsmittels in einem 1,5-mL-Eppendorf-

Reaktiongefäß inkubiert und die verbliebene Aktivität nachfolgend über eine Oxidation 

von 2,6-DMP (5 mM, v/v) bei 25 °C bestimmt. Die Aktivität des CotA-Enzympräparats 

(unbehandelter Extrakt, vgl. Anhang Tab. 4) wurde direkt nach Lösungsmittelzusatz 

sowie nach 5, 20 und 60 min Inkubation (30 °C) in Gegenwart ansteigender Volumina 

Methanol im ABTS-Assay bei 25 °C gemessen.  

Alle Messungen wurden in vierfacher Wiederholung durchgeführt, wobei als Referenz 

Ansätze ohne Lösungsmittelzusatz nach entsprechender Inkubation bei 30 °C 

herangezogen wurden. 

 

2.12 Transformationsansätze 

 

Transformationsreaktionen, welche vorrangig einer Synthese sekundärer Amine 

dienten, wurden sowohl mit eukaryotischen und prokaryotischen Phenoloxidasen (vgl. 

Kap. 2.11) als auch mit dem chemischen Kopplungsvermittler Natriumiodat (ohne 

Enzym) durchgeführt.  

Die Transformationsansätze wurden in Braunglasfläschchen, welche mit einer 

Schraubkappe versehen waren, i.d.R. mit einem Gesamtvolumen von 5 mL erstellt und 

auf einem Schüttler (IKA-Vibrax-VXR, Staufen) bei 200 U min-1 bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Reaktionspartner wurden zumeist als methanolische Stammlösungen in 

unterschiedlichen Molaritätsverhältnissen eingesetzt und die Reaktionen durch Zusatz 

verschiedenster Aktivitäten bzw. Endkonzentration der Katalysatoren initiiert. Alle 

Reaktionen wurden stets in gepufferten Systemen durchgeführt. 

Die Transformationsansätze wurden nach Starten der Reaktion in 20-min-Intervallen 

beprobt. Nach 120-minütiger Reaktionszeit erfolgte die Beprobung in 40-min-

Intervallen bis zu einer Reaktionszeit von 400 min. Nach 24-stündiger Inkubation 

wurde zumeist die letzte Probennahme vorgenommen. Jeder Beprobung schloss sich 

eine direkte Analyse des wässrigen Reaktionsgemisches mittels HPLC-Analytik (vgl. 

Kap. 2.13.2.1) an, um so die Abnahme des Enzymsubstrats unter Generierung der 

Zielverbindung und etwaiger Nebenreaktionsprodukte erfassen zu können.   
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Um Produkte einer heteromolekularen Kopplung von denen einer Eigenreaktionen des 

Enzymsubstrats abgrenzen zu können, wurden Kontrollansätze ohne Amin-Zusatz 

erstellt. Zusätzlich wurden Kontrollansätze, in denen sich alleinig die Kopplungspartner 

befanden, geprüft. Diese Kontrollansätze dienten einer Abgrenzung der auf die 

Katalysatoren zurückzuführenden Umsetzung des Enzymsubstrats und einer 

nachfolgenden Kopplung von einer unkatalysierten Reaktion der Ausgangsstoffe. Die 

Kontrollansätze ohne Katalysator wurden unter denselben Bedingungen wie die 

Haupttransformationsansätze inkubiert und analysiert. 

 

2.12.1 Biotransformationsansätze mit Phenoloxidasen als biologische 
Kopplungsvermittler 

 

Da die katalytischen Fähigkeiten von Enzymen u.a. durch den pH-Wert des 

Reaktionsmilieus bestimmt werden und eine Substratradikalisierung die Freisetzung 

von Protonen bedingen kann, wurden alle Enzym-vermittelten Reaktionen in 

gepufferten Systemen (vgl. Kap. 2.11.1), unter Berücksichtigung der pH-Optima der 

Enzyme (vgl. Tab. 10, S. 50), durchgeführt (Tab. 12).  

 
Tab. 12: Puffersysteme und Reaktionsparameter in Biotransformationsreaktionen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transformationsreaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen MtL und PcL wurden 

i.d.R mit einer enzymatischen Aktivität von 1 U mL-1 durchgeführt. Für ausgewählte 

Modellreaktionen wurde von dieser standardisierten Aktivität abgewichen und eine 

Enzym-vermittelte Synthese der anvisierten Zielverbindung mit variierenden 

Enzymaktivitäten (0,5, 1, 2, 4, 10 U mL-1) verfolgt. Die rekombinant exprimierten 

Phenoloxidasen TvL5, TvL10, PcL35, CotA und SLAC sowie das aus A. chroococcum 

gewonnene Enzym AcCL wurden je nach Aktivität und Qualität des Präparats mit 

Biologischer 
Katalysator 

Puffersystem für
Transformationsreaktionen 

pH  Temperatur [°C] 

MtL Phosphat-Citrat-Puffer  7,0 25 

PcL Natrium-Acetat-Puffer 5,0 25 

PcL35 Natrium-Acetat-Puffer 4,0 25 

TvL5 Natrium-Acetat-Puffer 4,0 25 

TvL10 Natrium-Acetat-Puffer 4,0 25 

CotA Natrium-Acetat-Puffer 4,0 22, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 

SLAC Natrium-Acetat-Puffer 4,5 25 

AcCL Natrium-Acetat-Puffer 5,0 25 
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unterschiedlichen Aktivitäten (200 mU mL-1 bis 2 U mL-1) eingesetzt. Untersuchungen 

mit AcCL erfolgten durch den Zusatz zellfreier Rohextrakte, wobei über eine Filtration 

der Proben durch Pipettenspitzen mit Polypropylen-Matrix (QUALILAB, Bender & 

Hobein GmbH, Gera) eine Verringerung des Proteingehaltes vor der HPLC-Analytik 

wässriger Transformationsansätze erreicht werden konnte. Die jeweiligen 

Enzymaktivitäten sind den entsprechenden Ergebnisteilen zu entnehmen.   

 

2.12.2 Transformationsansätze mit Natriumiodat als chemischem 
Kopplungsvermittler 

 

Transformationsansätze mit dem chemischen Kopplungsvermittler Natriumiodat 

(NaIO3) wurden in Phosphat-Citrat-Puffer (pH 7) vorgenommen, wobei das NaIO3 in 

Form einer wässrigen Stammlösung (300 mM NaIO3 in Aqua bidest.) in 

Endkonzentrationen von 6, 24, 50, und 100 mM (v/v) eingesetzt wurde. Ein Vergleich 

zwischen chemisch- und biologisch-vermittelter Kopplung wurde anhand zweier 

Modellreaktionen vorgenommen, in denen die Edukte in einer äquimolaren 

Konzentration bzw. der Kopplungspartner mit einem 5-fachen Überschuss eingesetzt 

wurden. Die Versuche mit NaIO3 erfolgten unter den in Kap. 2.12 vorgestellten 

Reaktionsbedingungen.  

 

2.13 Probenaufbereitung und Methoden der instrumentellen Analytik  

 

2.13.1 Isolation von Reaktionsprodukten 

 

Um Reaktionsprodukte aus Enzym-vermittelten Transformationsreaktionen in 

möglichst hoher Reinheit für nachfolgende strukturanalytische Untersuchungen (LC-

MS, HR-MS, NMR) zu gewinnen, wurden diese mittels Festphasenextraktion aus dem 

Reaktionsgemisch isoliert. Weiterhin wurden das von A. chroococcum gebildete 

zellassoziierte Pigment sowie Substanzen, die in das umgebende Kulturmedium 

ausgeschieden wurden, über eine Flüssig-Flüssig-Extraktion angereichert. Beide 

Verfahren beruhen auf der Überführung von Produkten bzw. zellgebundenen 

Substanzen von einer wässrigen in eine organische Lösungsmittelphase.   
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2.13.1.1 Festphasenextraktion  

 

Für eine Reinigung der in Transformationsreaktionen gebildeten Produkte wurden 60-

mL-Festphasenkartuschen mit einer 10 g Sorbens-Matrix aus Silicagel (Giga Tubes, 

Strata® C18-U, Phenomenex, Aschaffenburg) verwendet. Die Festphasenkartuschen 

wurden zunächst mit 60 mL reinem Methanol aktiviert und nachfolgend mit 60 mL 

Aqua bidest. äquilibriert. Dazu wurden die Kartuschen auf eine Vakuumbox (J.T. Baker 

spe-12G, Derenter, Niederlande) gesetzt, an der eine Membranvakuumpumpe (Typ MZ 

2C, Saugvermögen: 1,7 m3 h-1, Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim) für die 

Erzeugung eines Unterdruckes angeschlossen war. Das Reaktionsgemisch wurde auf die 

äquilibrierte Säule übertragen und diese nachfolgend trocken laufen gelassen. Daraufhin 

erfolgte die Elution einzelner Fraktionen durch das Auftragen von 

Essigsäure/A. bidest.-Methanol-Gemischen. Die Reinigungsschritte für die 

Produktisolation sind dem Anhang (Tab. 7) zu entnehmen.  

 

2.13.1.2 Lyophilisation 

 

Die nach Festphasenextraktion in einem Lösungsmittelgemisch befindlichen 

Transformationsprodukte wurden in einem Rotationsverdampfer (Laborota 4002-

Digital, Heidolph, VWR International GmbH, Darmstadt) mit dem Ziel einer 

weitestgehenden Evaporation des Methanols bei einer Wasserbadtemperatur von 30 °C 

eingeengt. Die Proben wurden mit Aqua bidest. verdünnt, sodass die maximale 

Methanolkonzentration 5 % betrug, nachfolgend in Kristallisierschalen (VWR, 

Darmstadt) überführt, welche mit Aluminiumfolie verschlossen wurden, und über Nacht 

bei -20 °C gelagert. Nach weiterem Gefrieren bei -70 °C für 2 h wurden die Proben in 

einer Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4 (Christ, Osterode) mit nachfolgend 

dargestellten Parametern lyophilisiert (Tab. 13).  

 
Tab. 13: Geräteparameter für die Gefriertrocknung. 

 

 

 

 

 

Sollwert der Haupttrocknung 2 h bei 5 °C, danach 3-4 Tage bei 20 °C

Sollwert Gefrieren -20 °C 

Sollwert Vakuum 1.030 mbar 

Sicherheitsdruck 2.560 mbar 
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Die getrockneten, als Pulver vorliegenden Produkte wurden in Glas-Vials (VWR, 

Darmstadt) überführt und nachfolgend lichtgeschützt bei Raumtemperatur bzw. 4 °C 

gelagert.  

 

2.13.1.3 Flüssig-Flüssig-Extraktion 

 

Für eine Isolation des von A. chroococcum gebildeten zellassoziierten Pigments wurde 

eine Extraktionsvorschrift auf der Grundlage der Flüssig-Flüssig-Extraktion nach 

WHITTAKER (1963) angewendet. Das über Zentrifugation einer 56-h- und 72-h-alten 

stickstofffixierenden melanogenen Kultur vom Kulturüberstand separierte Zellpellet 

wurde mit nachfolgendem Schema aufbereitet (Tab. 14).  

 
Tab. 14: Vorgehen für die Extraktion von zellassoziierten Pigmenten. 

Arbeitsschritte 

1a  Resuspension des Zellpellets in 50 mL einer wässrigen Trichlor-
essigsäure-Lösung (TCA, 5 %, v/v) und Extraktion für 5 min im 
Scheidetrichter. 

2  Überführung des Extraktionsgemisches in Zentrifugenbecher und 
Zentrifugation bei 6.000 x g für 10 min. Verwerfen des Überstandes 
und erneute Resuspension des Pellets in TCA-Lösung. 

3  Resuspension des Zellpellets in 50 mL eines Diethylether-Ethanol-
Gemisches (1:3, v/v) und 2-malige Extraktion im Scheidetrichter für 
je 10 min.  

4  Resuspension des Zellpellets in Diethylether und einmalige 
Extraktion für 10 min.   

5  Überführung des extrahierten Zellpellets in Falconröhrchen und 
Evaporation des restlichen Diethylethers unter dem Abzug. 

6  Zugabe von 50 mL einer wässrigen Na2CO3-Lösung (50 mM) und 
Inkubation bei 100 °C für 20 min im Wasserbad. 

7  Zentrifugation (6.000 x g, 10 min) des abgekühlten Gemisches um 
partikuläres Material zu sedimentieren.  

8  Überführung des Überstandes und partikulären Materials in 
Aluminiumschälchen und Trocknung bei 160 °C. 

a Arbeitsschritte 1 und 2 insgesamt dreimal durchgeführt. 

 
Die extrahierten Pigmente wurden in Form eines Pulvers gewonnen und bis zu 

Folgeuntersuchungen bei Raumtemperatur gelagert.  

Neben der Extraktion von zellgebundenen Pigmenten wurde auch der nach 

Zentrifugation der Kulturen abdekantierte braun-gefärbte Überstand einer Flüssig-

Flüssig-Extraktion nach PAGE & HUYER (1984) unterzogen. Nach Ansäuerung auf 

einen pH-Wert von 1,8 wurden 100 mL des Kulturüberstandes dreimal mit der Hälfte 

des Volumens an Ethylacetat in einem Scheidetrichter extrahiert. Die gesammelten 
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Ethylacetatfraktionen wurden in einem Rotationsverdampfer (Laborota 4002-Digital, 

Heidolph, VWR International GmbH, Darmstadt) bei einer Wasserbadtemperatur von 

30 °C bis zur Trockne eingeengt, in 500 µL Methanol aufgenommen und in Glas-Vials 

überführt. Es erfolgte umgehend sowohl eine HPLC- als auch GC-MS-Analyse der 

methanolischen Extrakte. 

 

2.13.2 Instrumentelle Analytik 

 

Die instrumentelle Analytik diente einer qualitativen und quantitativen Bewertung der 

in Reaktionsgemischen gebildeten Transformationsprodukte sowie einer abschließenden 

Strukturaufklärung der aus Synthesereaktionen isolierten Produkte.  

 

2.13.2.1 Analytische Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

 

Die analytische HPLC diente primär einer Analytik der in Transformationsreaktionen 

gebildeten Produkte, da hier, im Gegensatz zu den anderen angewandten 

chromatographischen Methoden, eine Überführung der Analytsubstanzen in ein 

Lösungsmittel nicht erforderlich war. Mittels der HPLC-Analytik konnte somit eine 

Aufnahme von Reaktionskinetiken, die maßgeblich die Formulierung einer Hypothese 

über den detaillierten Reaktionsmechanismus von Transformationsreaktionen in einem 

relativ kurzen Zeitfenster ermöglichte, realisiert werden. Zudem konnte eine Variation 

von Reaktionsparametern (pH-Wert, Eduktverhältnis, Enzymaktivität, 

Reaktionstemperatur) und deren Auswirkung auf Reaktionsgeschwindigkeiten und 

Produktausbeuten direkt bemessen werden. Neben der quantitativen Untersuchung von 

Reaktionsgemischen konnte über die analytische HPLC weiterhin eine Bewertung der 

Reinheit der Syntheseprodukte abgegeben werden. Da sowohl die eingesetzten 

dihydroxylierten aromatischen Edukte und demnach auch die Transformationsprodukte 

konjugierte Gruppen besaßen, war es durch den Einsatz eines Diodenarray-Detektor 

(DAD) möglich, während der Laufzeit von jeder aufgetrennten Verbindung ein in-situ-

UV/VIS-Spektrum aufzunehmen. Es wurde eine HPLC-Anlage der Firma SHIMADZU 

(Duisburg) verwendet (Tab. 15). 
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Tab. 15: Gerätedaten und -konfigurationen für die HPLC-Analytik. 
Geräteeinheit  Modell 

Kontrolleinheit  SCL-10A VP 

Flüssig‐Chromatograph  LC-10AT VP 

Pumpe  FCV-10AL VP 

Diodenarray‐Detektor  SPD-M10A VP 

Probengeber  Gina 50 (Gynkotek, Germering) 

Degaser  L-7614 (MERCK, Darmstadt) 
Säulen

a  1: LiChroCART®125-4 RP 18; endcapped 5 µm (MERCK, Darmstadt) 

2: Supelco 20 x 4.0 mm cartridge HPLC-column, 5 µm (250 Å) pore size,   
  octadecyl-poly(vinylalcohol) ODP 50 matrix (SIGMA ALDRICH, Steinheim) 

a Säule 1: HPLC-Analytik von Transformationsreaktionen, Kulturüberständen, zur Prüfung der Reinheit von 
Verbindungen und deren Quantifizierung. Säule 2: HPLC-logPow-Bestimmung von ausgewählten 
Syntheseprodukten nach DONOVAN & PESCATORE (2002). 

 
Für die Analytik von wässrigen Transformationsansätzen und Kulturüberständen 

wurden 40 μL und für die Analyse von hochkonzentrierten Extrakten (Reinheits- und 

Stabilitätsprüfung, Quantifizierung, HPLC-logPow-Analytik) 3-5 μl Probe injiziert. Die 

Flussrate betrug stets 1 mL min-1. Für die chromatographische Trennung wurde ein 

Fließmittelsystem bestehend aus Methanol und 0,1 %-iger Phosphorsäure (pH 3,0) 

verwendet, wobei unter Berücksichtigung der Elutionseigenschaften von Edukten und 

Produkten unterschiedliche Gradienten zum Einsatz kamen (Tab. 16). 

 
Tab. 16: Gradienten des HPLC-Fließmittelsystems. 

Gradienta  Zeit [min]  MeOH [%]  0,1 % H3PO4 [%]  Analyse 

1 
0 10 90 Geringer polare Edukte und 

Syntheseprodukte 14 100 0 

2 
0 30 70 Stärker polare Edukte und 

Syntheseprodukte 14 100 0 

3 
0 10 90 HPLC-logPow-Bestimmung nach 

DONOVAN & PESCATORE (2002) 9,4 100 0 
a Equilibrierungszeit: Gradient 1 und 2: 2 min, Gradient 3: 6 min. 

 
Eine Bestimmung des n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logPow) erfolgte 

nach der von DONOVAN & PESCATORE (2002) beschriebenen Methode mittels 

analytischer HPLC. Dafür wurden sowohl das aromatische Edukt und auch ausgewählte 

synthetisierte sekundäre Amine in Standardmixturen, welche aus einer hydrophilen 

(3,5-Dihydroxybenzoesäure oder 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylalkohol)) und hydrophoben 

Referenzsubstanz (Toluol, Ibuprofen oder Triphenylamin) bestanden, aufgenommen 

(Tab. 17).   
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Tab. 17: Referenzsubstanzen und logPow-Werte. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a HPLC-logPow nach DONOVAN & PESCATORE (2002).  
b Theoretischer logPow berechnet mittels ACD/ChemSketch. 
c k.A. - keine Angabe. 

 
Für Standardmixturen wurden 20 mg einer hydrophilen Referenzsubstanz zu 2 mL 

(bzw. 2 mg) der hydrophoben Referenz zugefügt und beide nachfolgend in 200 mL 

Methanol aufgenommen. In 1 mL Standardmixtur wurden 0,5 mg des Eduktes bzw. des 

Syntheseproduktes gelöst und umgehend vermessen. Für eine Berechnung des logPow 

war es notwendig, dass die Analytsubstanz  zwischen der hydrophilen und hydrophoben 

Referenz eluierte. Unter Anwendung bekannter logPow-Werte der Referenzsubstanzen 

konnte so eine Berechnung des n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten der 

Syntheseprodukte mit nachstehender Formel vorgenommen werden. 

 

 

 
Die auf HPLC-Messungen basierenden Ergebnisse wurden mit denen einer 

theoretischen logPow-Berechnung unter Zuhilfenahme eines Software-Tools des 

Programms ACD/ChemSketch (Version 12.0, Advanced Chemistry Development, Inc., 

Toronto, ON, Kanada) evaluiert. Alle Messungen wurden in dreifacher Wiederholung 

vorgenommen.  

 

 (‐logPowR1 – logPowR2) ∙ RfAnalyt + (logPowR2  ∙ RfR1) + (logPowR1 ∙ RfR2) 
logPowAnalyt = 

RfR1‐ RfR2

logP
owAnalyt

n‐Octanol‐Wasser‐Verteilungskoeffizient des Analyten

logP
owR1

n‐Octanol‐Wasserverteilungskoeffizient der hydrophilen Referenz

logPowR2 n‐Octanol‐Wasserverteilungskoeffizient der hydrophoben Referenz

RfAnalyt Retentionszeit der Analytsubstanz

RfR1 Retentionszeit der hydrophilen Referenz

RfR2 Retentionszeit der hydrophoben Referenz

(‐logPowR1 – logPowR2) ∙ RfAnalyt + (logPowR2  ∙ RfR1) + (logPowR1 ∙ RfR2) 
logPowAnalyt = 

RfR1‐ RfR2

logP
owAnalyt

n‐Octanol‐Wasser‐Verteilungskoeffizient des Analyten

logP
owR1

n‐Octanol‐Wasserverteilungskoeffizient der hydrophilen Referenz

logPowR2 n‐Octanol‐Wasserverteilungskoeffizient der hydrophoben Referenz

RfAnalyt Retentionszeit der Analytsubstanz

RfR1 Retentionszeit der hydrophilen Referenz

RfR2 Retentionszeit der hydrophoben Referenz

Referenzsubstanz  logPow
a  Theoretischer  logPow

b

Hydrophile Referenzsubstanzen    

3,5-Dihydroxybenzoesäure 1,00 1,12 

2-(4-Hydroxyphenyl)ethylalkohol 0,89 0,62 

Hydrophobe Referenzsubstanzen   

Toluol 2,605 2,68 

Ibuprofen 3,360 3,72 

Triphenylamin k.A.c 5,74 
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2.13.2.2 Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS) 

 

Für LC-MS-Analysen wurden die Transformationsprodukte in Methanol aufgenommen. 

Die Ionisierung der Proben erfolgte mit der API-ES-Methode (Atmospheric Pressure 

Ionisation- Electrospray Ionisation), bei der die Probe nach Austritt aus der Kapillare 

bei atmosphärischem Druck zerstäubt und der entstehende Nebel durch eine 

Entladungsnadel ionisiert wird. Die dabei generierten Lösungsmittelionen protonieren 

neutrale Moleküle, was in der Bildung und nachfolgenden Detektion von 

Pseudomolekülen (z.B. [M+H]+, [M+Na]+) resultiert, welche direkt dem 

Massenanalysator zugeführt werden. Die Messungen wurden an einem 1200 Series 

6120 Quadrupole Massenspektrometer (Agilent Technologies, Böblingen) 

vorgenommen und eine chromatographische Auftrennung der Proben mit einer 2,1 x 50 

mm ZORBAX SB-C18-Säule mit einer Porengröße von 1,8 µm (Agilent Technologies, 

Böblingen) bei einer Flussrate von 0,4 mL min-1 realisiert. Zur Elution der Proben 

wurden verschiedene Gradienten eines Acetonitril-Ammoniumformiat-

Fließmittelsystems verwendet (Tab. 18).  

 
Tab. 18: Gradienten des LC-MS-Fließmittelsystems. 

Gradienta  Zeit [min]  0,1 % CH5NO2 [%]  ACN [%] 

1 

0 100 0 
5 100 0 
7 10 90 

2 
0 90 10 
5 100 0 

3 

0 90 10 
5 90 10 
12 100 0 

a Equilibrierungszeit bei jedem Gradienten betrug 5 min. 

 

2.13.2.3 Hochauflösende Massenspektrometrie (HR-MS) 

 

Im Gegensatz zu LC-MS-Messungen, welche eine Bestimmung der nominalen Masse 

der Verbindung ermöglichen, können mit einem hochauflösenden Massenspektrometer 

Elementaranalysen unter Ermittlung der Summenformel und exakten Masse des 

entsprechenden Analytmoleküls durchgeführt werden. Die gereinigten und 

lyophilisierten Syntheseprodukte wurden am Leibniz-Institut für Katalyse e.V. 

(Universität Rostock) mittels einer ESI-TOF-MS (Electrospray Ionisation Time-of-

flight Mass Spectrometry) der Firma Agilent Technologies (Böblingen) vermessen. Die 
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Messungen der in Methanol gelösten Verbindungen erfolgten über einen Direkteinlass 

bei dem von einer vorherigen chromatographischen Auftrennung des Probengemisches 

abgesehen wurde. Als mobile Phase diente ein Methanol-Essigsäure/A. bidest.-Gemisch 

in einem Verhältnis von 9:1. Die Messungen erfolgten im Positivmodus ([M+H]+, 

[M+Na]+).  

 

2.13.2.4 Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS) 

 

Mit der Kopplung eines Gaschromatographen zur Auftrennung von Analytgemischen 

und einem Massenspektrometer konnte aufgrund der hohen Nachweisgrenze eine 

Analytik der analysenreinen Probensubstanz im Spurenbereich erfolgen. Anhand des 

spezifischen Fragmentierungsmusters und des Molekulargewichtes der detektierten 

Substanzen mit den massenspektrometrischen Daten vorliegender Standardsubstanzen 

konnten u.a. Verbindungen die bei stickstofffreier Kultivierung des Stammes A. 

chroococcum akkumulierten, identifiziert werden.  

Für die Analyse der aufbereiteten Extrakte wurde ein Gerät der Firma Agilent (Agilent 

Technologies, Böblingen) mit nachfolgender Konfiguration eingesetzt (Tab. 19). 

 
Tab. 19: Gerätedaten und -konfigurationen für die GC-MS-Analytik. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.13.2.5 Kernmagnetresonanz-Spektroskopie (NMR) 

 

Für eine eindeutige und abschließende Strukturaufklärung wurden die lyophilisierten 

Verbindungen einer NMR-Analyse unterzogen. Diese spektroskopische 

Analysenmethode ermöglicht eine Untersuchung der elektronischen Umgebung 

einzelner Atomen, womit insbesondere Wechselwirkungen zu benachbarten Atomen 

analysiert und Rückschlüsse auf Bindungen und Atomanordnungen im Analytmolekül 

gezogen werden können. Die gereinigten Verbindungen wurden in deuteriertem 

Geräteeinheit  Modell 

Gaschromatograph  Agilent 7890A GC-System 

Massenspektrometer  Agilent 5975C inert XL EI/CI MSD, Triple-Axis Detector 

Probengeber  Agilent 7693A ALS 

Kapillarsäule 
Agilent 190915-433: 30 m x 250 µm (ID) x 0,25 µm 
(Filmdicke) 

Trägergas  Helium, Druck: 11,731 psi, Fluss: 1,2046 mL min-1 

Temperaturprogramm  1 min 80 °C, 80 - 300 °C: 12,9 °C min-1 

Injektionsvolumen  1 µL 
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Methanol (Euriso-Top® GmbH, Saarbrücken) gelöst und eine Aufnahme von ein- und 

zweidimensionalen Spektren (1H,-13C-, HMBC- und HSQC) vorgenommen. Für 

ausgewählte Verbindungen wurden ergänzende HH-COSY- und DEPT-

Korellationsexperimente durchgeführt. Die Messungen erfolgten in verschiedenen 

Institutionen (Tab. 20) an Instrumenten der Firma Bruker (Bruker BioSpin GmbH, 

Rheinstetten).  

 
Tab. 20: Typen und Standorte der für eine Strukturanalyse genutzten NMR-Geräte. 

 

2.14 Analyse von Proteinen durch Polyacrylamind-Gelelektrophorese 
(PAGE) 

 

Für eine Visualisierung, partielle Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen, 

insbesondere dem Enzym AcCL des Stammes A. chroococcum, wurden eindimensionale 

gelelektrophoretische Untersuchungen an Zellextrakten, zellfreien Rohextrakten und 

dem partikulären Zellmaterial (u.a. äußere Membranen und Cystenwände) durchgeführt. 

Dabei wurden die Proben verschiedenen Aufbereitungsmethoden unterzogen, sodass die 

Proteine sowohl in ihrer nativen Konformation (Tertiärstruktur ohne Verlust der 

enzymatischen Aktivität) als auch in denaturierten Stadien analysiert werden konnten.  

 

2.14.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach 
LAEMMLI 

 

Mittels der SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970) wurden denaturierte Proteine, welche 

durch Bestandteile des Probenpuffers (SDS, 2-Mercaptoethanol) und ein vor Auftragen 

der Proben durchgeführtes Erhitzen (95 °C, 10 min) aus ihrer natürlichen Tertiärstruktur 

in die Primärstruktur unter Ausbildung eines SDS-Protein-Komplexes überführt 

wurden, analysiert. Die eindimensionale, diskontinuierliche vertikale SDS-PAGE diente 

einer Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinen des Stammes A. 

chroococcum.  

Gerät  Institution 

Bruker AVANCE-II 600 (600 MHz) Baltic Analytics GmbH (Greifswald) 

Bruker AVANCE 500 (500 MHz) Institut für Chemie, AG NMR-Spektroskopie, Universität Rostock 

Bruker ARX 300-III (300 MHz) Institut für Chemie, AG NMR-Spektroskopie, Universität Rostock 

Bruker AVANCE-II 600 (600 MHz) 
Institut für Biochemie, AG Analytische Biochemie, Universität 
Greifswald 
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Die Elektrophorese wurde mit einem Biometra® System (Whatman, Biometra GmbH, 

Göttingen), an dem eine Spannungsquelle (EPS301, Amersham Pharmacia Biotech, 

Freiburg) angeschlossen war, durchgeführt. Für die Auftrennung der Proteine wurde ein 

Trenngel mit einer Acrylamidkonzentration von 10 % (Tab. 21) gegossen und dieses 

umgehend mit Isopropanol überschichtet, sodass das Gel unter Luftabschluss blasenfrei 

polymerisierte. Nach Aushärten wurde das Isopropanol abdekantiert und verbliebene 

Lösungsmittelreste mit Aqua bidest. abgespült. Im Anschluss erfolgte das Auftragen des 

Sammelgels (4 % Acrylamid, Tab. 21), auf welches ein Probenkamm (unterschiedliche 

Taschenanzahlen- und größen verwendet) gesetzt und nach Polymerisation vorsichtig 

entfernt wurde. Die Proben wurden mit Probenpuffer (Tab. 21) in einem 2:1 Verhältnis 

in ein 1-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäß vereint, für 30 sec bei 7.000 x g zentrifugiert 

und nachfolgend in einer Thermoeinheit für 10 min bei 95 °C erhitzt. Die Gelplatten 

wurden in die Elektrophoresekammer gesetzt und diese nachfolgend blasenfrei mit 

Elektrophorese-Puffer (pH 8,3; Tab. 21) gefüllt. Nach Beladen der Geltaschen (12 bis 

25 µL der vorbereiteten Probe) erfolgte die gelelektrophoretische Trennung der Proteine 

bei konstanter Stromstärke von 200 mA für ca. 1 h. Anschließend wurden die Gele 

fixiert und einer Coomassie- bzw. Silberfärbung zur Proteinvisualisierung unterzogen 

(vgl. Kap. 2.14.4).  

 
Tab. 21: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels sowie des Proben- und Elektrophorese-
Puffers für die SDS-PAGE. 

 

Substanza,b  Trenngel  Sammelgel 

TRIS/HCl-Puffer (1,5 M, pH 8,8, 0,4 % SDS w/v) 4,0 mL - 

TRIS/HCl-Puffer (0,5 M, pH 6,8, 0,4 % SDS w/v) - 2,0 mL 

Acrylamid (30 %) 5,4 mL 1,0 mL 

Aqua bidest. 6,6 mL 5,0 mL 

APS (10 %, w/v) 80 µL 80 µL 

TEMED 8 µL 13 µL 

SDS‐Probenpuffer (10 mL)   

TRIS/HCl-Puffer (0,18 M, pH 6,8) 8,5 mL 

15 % Glycerol (v/v) 1,5 mL 

2-Mercaptoethanol 200 µL 

3 % SDS (w/v) 0,3 g 

0,075 % Bromphenolblau (w/v) 0,0075 g 

Elektrophorese‐Puffer 
(pH 8,3; 10‐fach konzentriert) 

TRIS 30 g 

Glycerol 144 g 

SDS 10 g 

Aqua bidest. ad 1000 mL 
a Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis; b angegebene Mengen auf 2 Gele bezogen. 

 

Begleitend zu der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diverse, in 

Probenpuffer befindliche Proteinmarker für eine Abschätzung des Molekulargewichtes 
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der Proteinbanden mitgeführt. Die eingesetzten Marker sind dem Anhang (Tab. 5) zu 

entnehmen.  

 

2.14.2 Semi-denaturierende SDS-PAGE nach SOLANO et al.   

 

Die semi-denaturierende SDS-PAGE wurde analog zur SDS-PAGE nach LAEMMLI 

(vgl. Kap. 2.14.1) mit Modifikationen nach SOLANO et al. (2001) durchgeführt. Für 

die Auftrennung der Proteinproben wurden Trenngele mit einer 10 %-igen und 

Sammelgele mit einer 4 %-igen Acrylamidkonzentration erstellt. Im Gegensatz zur 

SDS-PAGE wurde bei der semi-denaturierenden PAGE ein Probenpuffer verwendet, 

welcher kein 2-Mercapthoethanol enthielt und die Proben bei 60 °C für 5 min auf einer 

Thermoeinheit inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte im Gegensatz zur konventionellen 

SDS-PAGE zunächst bei 15 mA für 20 min und wurde nachfolgend bei 25 mA bis zur 

gewünschten Position der Bromphenolblaulaufstrecke fortgesetzt. Die semi-

denaturierende SDS-PAGE wurde für eine im Nachgang erfolgende Aktivitätsfärbung 

von Proteineinheiten mit diversen Phenoloxidase-spezifischen Enzymsubstraten 

durchgeführt (vgl. Kap. 2.14.4.3). Nach semi-denaturierender SDS-PAGE wurde zudem 

eine Proteinextraktion aus den Gelen vorgenommen. Dabei wurden nach der 

Aktivitätsfärbung aktivgefärbte Proteinbanden mit einem sterilen Skalpell 

ausgeschnitten und auf einer mit Ethanol gesäuberten Glasplatte in kleine Stückchen 

zerschnitten. Diese wurden in ein 1,5-mL-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

nachfolgend 100 bis 150 µL steriler NaAC (0,1 M, pH 5) zugefügt. Eine 

Proteinextraktion erfolgte mittels dreimaliger Ultraschallbehandlung (SONOPLUS 

HD2070, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin) in 2-minütigen Intervallen. 

Darauffolgend wurden 50 µL SDS-Probenpuffer (vgl. Tab. 21, S. 71) appliziert und 

eine Hitzebehandlung bei 95 °C für 15 min auf einer Thermoeinheit vorgenommen. Die 

Proben wurden anschließend für 30 sec bei 7.000 x g zentrifugiert. Die denaturierten 

Proteine wurden nachfolgend mittels SDS-PAGE (vgl. Kap. 2.14.2) analysiert und eine 

Visualisierung von Proteinen über eine Silberfärbung (vgl. Kap. 2.14.4.2) 

vorgenommen. 

 



  MATERIAL UND METHODEN  73 
 

  

2.14.3 Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Native PAGE) 
und Bestimmung des relativen Molekulargewichts nach FERGUSON 

 

Die native PAGE erfolgte analog der SDS-PAGE (vgl. Kap. 2.14.2), wobei eine 

Analyse natürlich gefalteter Proteine mit dem Ziel erfolgte, deren biologisch relevante 

Konformation zu ermitteln (DAVIS, 1964). Die standardisierte native PAGE erfolgte 

auf einem Trenngel mit 10 %-iger Acrylamidkonzentration und einem Sammelgel mit 

4,5 %-iger Acrylamidkonzentration. Zudem wurden vergleichende gelelektro-

phoretische Untersuchungen mit Trenngelen verschiedenster Acrylamidkonzentration 

gemäß der von FERGUSON (1964) beschriebenen Methode zur Ermittlung des 

relativen Molekulargewichts nativer Proteine vorgenommen. Die Proteinproben wurden 

in Probenpuffer (Tab. 22) in einem 2:1 Verhältnis aufgenommen, bei einer konstanten 

Stromstärke von 20 mA aufgetrennt und anschließend auf Aktivität gefärbt (vgl. Kap. 

2.14.4.3). Die Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele ist Tab. 23 (S. 74) zu 

entnehmen. 

 
Tab. 22: Zusammensetzung des Proben- und Elektrophorese-Puffers für die native PAGE. 
Probenpuffer für native PAGE (10 mL)  Elektrophorese‐Puffer (pH 8,3) 

Aqua bidest. 8 mL  TRIS 0,05 M 

20 % Glycerol (w/v) 2 mL  Glycerol 0,38 M 

0,0025 % Bromphenolblau (w/v) 0,25 mg    

 
Für die Bestimmung des relativen Molekulargewichts des von A. chroococcum 

exprimierten nativen Proteins AcCL wurden gelelektrophoretische Analysen auf 

Trenngelen unterschiedlicher Acrylamidkonzentration (Tab. 23, S. 74) nach 

FERGUSON (1964) durchgeführt. Nach FERGUSON existiert eine lineare Beziehung 

zwischen dem Logarithmus der relativen Mobilität von Proteinen und der 

Acrylamidkonzentration des Trenngels unter Konstanz weiterer wesentlicher 

gelelektrophoretischer Parameter (Puffersystem, Temperatur, Bisacrylamid-

konzentration). Die Proteinauftrennung wurde analog zu der nativen PAGE 

vorgenommen. Als Referenz dienten nicht-denaturierte Markerproteine eines 

Nondenatured Protein Molecular Weight Marker Kits (SIGMA-ALDRICH, Steinheim; 

vgl. Tab. 5 im Anhang). Die relative Mobilität (Rf) des AcCL-Proteins sowie der 

Referenzproteine wurde in jedem Gel in Abhängigkeit zu der Bromphenolblau-

Laufstrecke (in mm angegeben) ermittelt. Zur Erstellung einer Kalibrierkurve wurde das 

berechnete Produkt 100 · log(Rf · 100) von jedem Protein gegen die prozentuale 
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Acrylamidkonzentration des Trenngels aufgetragen. Aus einem solchen FERGUSON-

Plot ließ sich für jedes Proteinpräparat eine Steigung KR ermitteln, wobei nach 

graphischem Auftragen dieser gegen das Molekulargewicht der Referenzproteine das 

relative Molekulargewicht des Proteins AcCL bestimmt werden konnte.   

 
Tab. 23: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die native PAGE.  

 

Trenngele für die native PAGE 

Acrylamid 
[%] 

30 %‐ige 
Acrylamidlsg. 

[mL] 

Aqua bidest. 
[mL] 

0,75 M TRIS/HCl‐
Puffer

 (pH 8,9) 
[mL] 

APS 
(10 %, w/v)

[mL] 

TEMED 
[mL] 

Marker‐
protein

a 

10 2,5 1,175 3,75 0,75 0,0075 1-4 
9 2,25 1,425 3,75 0,75 0,0075 1-4 

8 2 1,675 3,75 0,75 0,0075 1-4 

7 1,75 1,925 3,75 0,75 0,0075 1-4 

6 1,5 2,175 3,75 0,75 0,0075 2, 5 

5,5 1,375 2,3 3,75 0,75 0,0075 2, 5 

5,0 1,25 2,425 3,75 0,75 0,0075 5 

4,5 1,125 2,55 3,75 0,75 0,0075 5 

Sammelgel für die native PAGE   

Substanz   

TRIS/HCl-Puffer (0,125 M, pH 6,8) 5,0 mL 

Acrylamid (30 %) 1,48 mL 

Aqua bidest. 3,41 mL 

APS (10 %, w/v) 100 µL 

TEMED 10 µL 
a Zusammensetzung der Markerproteine siehe Anhang (Tab. 5). 

 

2.14.4 Proteinvisualisierungsmethoden 

 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte eine Anfärbung der Proteine mit 

unterschiedlichen Färbelösungen, wobei sich die Färbung nach dem Anliegen der 

Untersuchung, aber auch nach der Konzentration der auf dem Gel befindlichen Proteine, 

richtete.  

 

2.14.4.1 Färbung mit Coomassie  

 

Die Färbung mit Coomassie war eine gängige Methode zur Visualisierung von 

Proteinbanden nach vorangegangener SDS- oder semi-denaturierender PAGE. Die Gele 

wurden aus der Elektrophoresekammer entfernt und für 5 min in einer Fixierlösung 

geschwenkt. Diese wurde nachfolgend abdekantiert und darauffolgend eine 

Überschichtung mit Coomassie-Färbelösung vorgenommen. Die Gele wurden i.d.R. 
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über Nacht unter Schwenken in Färbelösung inkubiert. Daraufhin erfolgte die 

Inkubation in einer Entfärbelösung bis eine gewünschte Intensität der Proteinbanden 

erreicht war. Nachfolgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der verwendeten 

Lösungen (Tab. 24). 

 
Tab. 24: Zusammensetzung der Lösungen für die Coomassie-Färbung. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

2.14.4.2 Silberfärbung 

 

Die Silberfärbung erfolgte nach der SDS-PAGE mit Proteinproben, welche zuvor aus 

Gelen einer semi-denaturierenden SDS-PAGE ausgeschnitten und extrahiert wurden. 

Aufgrund ihrer hohen Nachweisgrenze wurde diese Färbemethode insbesondere bei 

Proben mit sehr geringer Proteinkonzentration angewendet und mit einem PageSilverTM 

Silver Staining Kit der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) nach einem Protokoll für eine 

schnelle Proteinvisualisierung durchgeführt. Die Arbeitsschritte sind im Anhang (Tab. 

6) dargestellt.  

 

2.14.4.3 Aktivitätsfärbung 

 

Die Aktivitätsfärbung fand sowohl nach semi-denaturierender als auch nach nativer 

PAGE Anwendung. Nach Beendigung der elektrophoretischen Auftrennung wurden die 

Gele umgehend aus der Elektrophoresekammer entnommen und gründlich mit Aqua 

dest. gespült. Es erfolgte eine kurzzeitige Fixierung (3 min) der auf dem Gel 

befindlichen Proteine durch den Transfer in eine Coomassie-Färbelösung (vgl. Kap. 

2.14.4.1, Tab. 24), wonach die Gele erneut gründlich mit Aqua dest. gespült wurden. 

Danach erfolgte eine Inkubation der Gele in NaAC (0,1 M, pH 5) in Gegenwart 

diverser, enzymspezifischer Redoxindikatoren (5 mM ABTS, 2,6-DMP, Guajacol, 

para-Phenylendiamin, v/v) bei 37 °C im Brutschrank bis sich aktivgefärbte 

Proteinbanden zeigten (~ 15 min).  

Färbeschritt  Lösung  Substanz  Menge 

Fixierung  Fixierer TCA 10 g 

Aqua dest. ad 100 mL 

Färbung  Coomassie-Färbelösung 1 Tablette Phast Blue (Pharmacia Biotech)   

Entfärbelösung 400 mL 

Entfärbung  Entfärbelösung Methanol 400 mL 

Essigsäure 100 mL 

Aqua dest. ad 1000 mL 
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2.15 Liste der verwendeten Chemikalien 

 

Alle verwendeten Lösungsmittel und Verbindungen besaßen die höchstmögliche 

Reinheit. 

Chemikalie  Hersteller  Reinheit 

(R)-2-Aminohexan  SIGMA-ALDRICH ≥ 97 % 

2-Amino-5-methylhexan  Fluka ≥ 99 % 

exo-2-Aminonorbornan SIGMA-ALDRICH 99 % 

2-Amino-2-norbornancarbonsäure SIGMA-ALDRICH k.A. 

Arbutin (Hydrochinon-β-D-glucopyranosid) SIGMA-ALDRICH ≥ 98 % 

2,2‘-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 
Diammoniumsalz (ABTS) 

SIGMA-ALDRICH 99 % 

(R)-(+)-Bornylamin  SIGMA-ALDRICH 97 % 

Brenzkatechin  Aldrich 99 % 

n-Butylamin Fluka ≥ 99,5 % 

tert-Butylamin SIGMA-ALDRICH 98 % 

4-tert-Butylbrenzkatechin Fluka ≥ 99 % 

tert-Butylhydrochinon Fluka ≥ 98 % 

(S)-(+)-1-Cyclohexylethylamin SIGMA-ALDRICH 98 % 

Cyclooctylamin SIGMA-ALDRICH 97 % 

Dopamin HCl Alfa Aesar GmbH & Co. KG 99 % 

3,5-Dihydroxybenzoesäure SIGMA-ALDRICH  k.A. 

3,4-Dihydroxybenzoesäure SIGMA-ALDRICH ≥ 97 % 

1,4-Dihydroxy-2,6-dimethoxybenzen SIGMA-ALDRICH 97 % 

3,4-Dihydroxyphenylessigsäure SIGMA-ALDRICH 98 % 

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-L-alanin Fluka ≥ 99 % 

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsäure Fluka ≥ 98 % 

3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzaldehyd SIGMA-ALDRICH 98 % 

3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzaldehydazin  SIGMA-ALDRICH 99 % 

3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzoesäure SIGMA-ALDRICH 98 % 

trans-3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsäure SIGMA-ALDRICH 98 % 

2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon Apin Chemicals Ltd. k.A. 

2,3-Dimethoxyphenol SIGMA-ALDRICH 98 % 

2,6-Dimethoxyphenol SIGMA-ALDRICH 99 % 

2,3-Dimethylhydrochinon SIGMA-ALDRICH 99 % 

2,3-Dimethylphenol SIGMA-ALDRICH 99 % 

2-Ethyl-1-hexylamin SIGMA-ALDRICH 98 % 

Eugenol ABCR 99 % 

Geranylamin SIGMA-ALDRICH 90 % 

n-Heptylamin SIGMA-ALDRICH 99 % 

n-Hexylamin SIGMA-ALDRICH 99 % 

4-Hydroxyindol SIGMA-ALDRICH 99 % 

4´-Hydroxy-3´-methoxyacetophenon SIGMA-ALDRICH 98 % 

2-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd ACROS ORGANICS 99 % 

4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd VEB Laborchemie Apolda k.A. 

2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd SIGMA-ALDRICH 98 % 

4-Hydroxy-3-methoxybenzoesäure SERVA purum 
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4-Hydroxy-3-methoxybenzylalkohol  SIGMA-ALDRICH 98 % 

4-Hydroxy-3-methoxy-α-methylbenzylalkohol SIGMA-ALDRICH 97 % 

trans-4-Hydroxy-3-methoxyzimtsäure SIGMA-ALDRICH 99 % 

(1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin SIGMA-ALDRICH 95 % 

3-Isopropylbrenzkatechin ChemService Inc. k.A. 

para-Kresol SIGMA-ALDRICH ≥ 98 % 

3-Methylbrenzkatechin  SIGMA-ALDRICH 99 % 

4-Methylbrenzkatechin SIGMA-ALDRICH k.A. 

4-Methyl-2,6-dimethoxyphenol SIGMA-ALDRICH 97 % 

Methylhydrochinon SIGMA-ALDRICH 99 % 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon SIGMA-ALDRICH k.A. 

3-Methoxybrenzkatechin SIGMA-ALDRICH 99 % 

Methoxyhydrochinon SIGMA-ALDRICH 98 % 

2-Methoxyphenol  SIGMA-ALDRICH 98 % 

2-Methoxy-4-methylphenol SIGMA-ALDRICH 99 % 

2-Methoxy-6-methylphenol SIGMA-ALDRICH k.A. 

2-Methoxy-4-propylphenol SAFC (SIGMA-ALDRICH) ≥ 99 % 

2-Methyl-1,4-naphthohydrochinon Apin Chemicals Ltd. k.A. 

5-Methylresorcin  SIGMA-ALDRICH 97 % 

(-)-cis-Myrtanylamin SIGMA-ALDRICH 98 % 

Natriumiodat SIGMA-ALDRICH ≥ 99,5 % 

n-Nonylamin SIGMA-ALDRICH ≥ 99,5 % 

n-Octylamin SIGMA-ALDRICH ≥ 99,5 % 

tert-Octylamin SIGMA-ALDRICH 95 % 

n-Pentylamin Fluka ≥ 99,5 % 

5-Pentylresorcinol SIGMA-ALDRICH 95 % 

Phenol MERCK 98 % 

para-Phenylendiamin SIGMA-ALDRICH ≥ 99 % 

ortho-Phosphorsäure MERCK 99 % 

n-Propylamin SIGMA-ALDRICH ≥ 99 % 

Resorcinol SIGMA-ALDRICH ≥ 98 % 

1,2,3-Trihydroxybenzen SIGMA-ALDRICH k.A. 

Triton® X-100 SIGMA-ALDRICH laboratory grade 

Tween 20 SERVA purum 

Tween 80 SERVA purum 

DL-Tyrosin Reanal 98 % 

Vanillinazin ACROS ORGANICS 99 % 
a k.A. - keine Angabe. 
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3. ERGEBNISSE 

 

Syntheseverfahren, die auf der Basis von Enzym-vermittelten Reaktionen ablaufen, 

gewinnen - insbesondere für die Herstellung von Feinchemikalien und Pharmaka - 

zunehmendes Interesse. Mit dem Ziel der Ablösung komplexer konventioneller 

chemischer Synthesen, konnten so zahlreiche neue biokatalytische Verfahren, z.T. unter 

Einsatz von regio-, diastereo- und chemoselektiven Enzymen, entwickelt und etabliert 

werden. Die Enzymklasse der Phenoloxidasen beinhaltet effiziente Biokatalysatoren, 

welche über eine Oxidation (di)phenolischer Substratmoleküle die Generierung 

intermediärer Radikale vermitteln und dadurch Kopplungsreaktionen, verbunden mit 

einer Bildung von höhermolekularen Verbindungen, ermöglichen. Die Untersuchungen 

bezüglich grundlegender Reaktionsmechanismen innerhalb Phenoloxidase-vermittelter 

Kopplungsreaktionen konzentrierten sich bislang zumeist auf den Einsatz von pilzlichen 

Phenoloxidasen. Unter dem Aspekt einer Erweiterung des Spektrums an möglichen 

Transformationsreaktionen, welche durch Phenoloxidasen katalysiert werden können, 

dehnt sich die Suche nach neuartigen Phenoloxidasen auch auf prokaryotische 

Mikroorganismen aus.  

 

3.1 Physiologische Testungen zur taxonomischen Charakterisierung und 
Identifizierung des Bakterienisolats SBUG 1484 

 

In Experimenten zur selektiven Anreicherung von Vertretern der Gattung Azotobacter, 

konnte - unter Anwendung der von WINOGRADSKY (1926) beschrieben 

Kieselgelplatten-Methode - das Bakterienisolat Azotobacter spec. SBUG 1484 aus 

Komposterde isoliert und als Reinkultur gewonnen werden. Im Vergleich zu einer 

Vielzahl weiterer Isolate, die durch die gattungsspezifischen Eigenschaften der 

Schleimbildung und der Stickstofffixierung gekennzeichnet waren,  konnte vor allem 

bei dem Stamm Azotobacter spec. SBUG 1484 bei Wachstum auf stickstofffreiem 

Mineralsalzagar eine mit fortschreitender Inkubation einsetzende Braunfärbung der 

Kolonien festgestellt werden. Da sowohl bei Pilzen als auch bei Bakterien 

Phenoloxidasen an der Bildung von Pigmenten beteiligt sein können (SANCHEZ-

AMAT et al., 2001; CLAUS, 2003; SHARMA et al., 2007), konzentrierten sich 
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nachfolgend vorgestellte Arbeiten zur Charakterisierung von neuen Phenoloxidasen auf 

das zur Pigmentbildung befähigte Bakterienisolat SBUG 1484.  

Die in physiologischen Testungen des Bakterienstammes SBUG 1484 erhaltenen 

Ergebnisse sind nachfolgend im Vergleich mit bekannten Azotobacter-Arten 

tabellarisch dargestellt (Tab. 25).  

 
Tab. 25: Analyse physiologischer und morphologischer Merkmale des isolierten Stammes 
Azotobacter spec. SBUG 1484 im Vergleich zu Daten von Typ-Stämmen der Gattung 
Azotobacter nach Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (KENNEDY et al., 2005). 

  

  Merkmale der Typ‐Stämme der Gattung Azotobacter
(Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology) 

Isolat  
SBUG 1484 

Zucker als Substrate 

A
. c
h
ro
o
co
cc
u
m
 

A
. v
in
el
a
n
d
ii 

A
. b
ei
je
ri
n
ck
ii 

A
. n
ig
ri
ca
n
s 

A
. a
rm

en
ia
cu
s 

A
. p
a
sp
a
li 

A
. s
a
lin
es
tr
is
 

Sa  Wb 

Galaktose  dc +d d d -e - + (+) + 
Trehalose d - d + + -  n.d.f (+) (+) 
Maltose + + d d + - n.d. (+) + 
Raffinose + d d d d - n.d. (+) - 
Fucose - - - - - - n.d. - - 
Dulcitol d d - - - - n.d. - - 
Inositol - + d - d - n.d. - (+) 
Rhamnose - + - - - - - - - 
Sorbitol + + d d + - n.d. (+) + 
Glycerol d + d - - - n.d. + n.d. 
Mannose k.A.g k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. (+) - 
Saccharose + + + + d + + + +++ 
Mannitol + + d d + - + n.d. +++ 
Glucose        + +++ 

n‐Alkanole als Substrate         

Propan-1-ol d + d d - d n.d. n.d. (+) 
Butan-1-ol + + + d d - n.d. n.d. (+) 

Weitere physiologische 
Testungen 

       
Testungen gemäß

Kap. 2.2.3 
NO2

--Akkumulation + + + + - - - - 
H2S-Bildung d + d d - + n.d. (+) 
Wachstum bei 32 °C + + + + + + d + 
                        37 °C d + - - d + + + 
Amylase + - d k.A. + - n.d. + 
Urease k.A. k.A. + k.A. + - + - 
Tryptophanase k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. - 
O/F-Test + + + + d + n.d. + 
Peroxidase d + d d d - + - 
„Water-soluble pigments“ 
(braun-schwarz) 

- - - d - - + + 

Morphologische 
Testungen 

        

Beweglichkeit + + - - + + + + 
Peritriche Begeißelung + + - - + + + + 
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a S - Säureakkumulation bei Testung in Bromthymolblau-Bouillin: + eindeutige Säurebildung (gelb), (+) schwache 
Reaktion, - keine Reaktion.  

b W - Determiniertes Wachstum in stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKI basierend auf der OD 
(500 nm) nach 72-stündiger Inkubation: +++ sehr gutes Wachstum, + langsames Wachstum, (+) leichter Anstieg  
der OD500nm um 0,5, - kein Wachstum. 

c Ergebnisse variieren innerartlicher (different). 
d positiv in getesteter Eigenschaft; e negativ in getesteter Eigenschaft; f n.d. nicht bestimmt; g k.A. keine Angaben. 

 

Der Stamm Azotobacter spec. SBUG 1484 zeigte sowohl in Testungen einer 

Säurebildung als auch ergänzenden Wachstumsversuchen unter stickstofffixierenden 

Bedingungen in Flüssigkultur, ein limitiertes Spektrum der Verwertung von 

Zuckersubstraten. Lediglich in Anwesenheit der Zucker Glucose, Saccharose und 

Mannitol (1 %, v/v) war ein starkes Wachstum zu verzeichnen. Dabei wurden mit 

Eintreten der Kulturen in die stationäre Wachstumsphase in Saccharose- 

supplementierten Ansätzen 69 % (OD500nm 13,2) und in Mannitol-supplementierten 

Ansätzen 61 % (OD500nm 11,5) im Vergleich zur Optischen Dichte von Ansätzen mit 

Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle (OD500nm 18,9) erreicht. Somit konnte 

Glucose als eine, für die stickstofffreie Kultivierung von Azotobacter spec. SBUG 1484, 

geeignete C-Quelle ermittelt werden. Eine Bildung melanogener Zellen unter 

Assimilation von Luftstickstoff konnte zudem nur in Gegenwart dieser drei 

Zuckersubstrate - allerdings in unterschiedlichen Intensitäten - festgestellt werden (Abb. 

6). 

 

 

Abb. 6: Erscheinungsbild von 72-h-alten Kulturen des Stammes SBUG 1484 bei Inkubation 
ohne C- und Energiequelle (A, Zellkontrolle) sowie in Gegenwart von 1 % (v/v) Glucose (B), 
Saccharose (C) und Mannitol (D) in stickstofffreiem Medium nach WINOGRADSKY. 
Vorkultivierung auf stickstofffreiem Mineralsalzagar.   
 

A B                    C                    DA B                    C                    D

„Diffusible 
Homopolysaccharides“ 

        

Glucose        - 
Saccharose + - + + + - k.A. + 
Raffinose + - + + - - k.A. + 

Pigmentbildung bei 
Eisenmangel 

- + - - - + - + 



82  ERGEBNISSE   
     

In Wachstumsversuchen, in denen diese Kohlenhydrate als alleinige Kohlenstoff- und 

Energiequellen für eine stickstofffreie Kultivierung eingesetzt wurden, konnte somit  

eine Abhängigkeit des Grads der Pigmentbildung von der Art der eingesetzten 

Zuckerquelle ermittelt werden. Eine Inkubation mit Galaktose, Trehalose und Maltose 

war dagegen mit einer schwachen Säurebildung, einem marginalen Wachstum und dem 

Fehlen pigmentierter Zellen, verbunden (Tab. 25). Ein Wachstum von Azotobacter spec. 

SBUG 1484 erfolgte bei 32 °C und 37 °C. Zudem indizierten Testungen mit 

Beweglichkeitsagar eine starke Motilität, wobei in ergänzenden lichtmikroskopischen 

Studien (vgl. Kap. 2.6) eine peritriche Begeißelung ermittelt werden konnte. Auf der 

Grundlage dieser Eigenschaften, konnte für den Stamm SBUG 1484 eine 

Artverwandtschaft mit den unbeweglichen und zu einem Wachstum bei 37 °C nicht 

befähigten Typ-Stämmen A. beijerinckii und A. nigricans ausgeschlossen werden. Da 

Azotobacter spec. SBUG 1484 als Amylase-positiv und Peroxidase-negativ identifiziert 

wurde und in Wachstumsversuchen mit Basalmedium nach THOMPSON & 

SKERMAN (1979) in Anwesenheit von Saccharose und Raffinose rosa-gefärbte 

diffusionsfähige Homopolysaccharide produzierte, konnte weiterhin eine Zugehörigkeit 

zur der Art A. vinelandii als unwahrscheinlich angesehen werden. Eine für SBUG 1484 

ermittelte H2S-Bildung aus Thiosulfat schloss zudem eine Identifizierung als A. 

armeniacus aus. Die vorhandende Säurebildung aus Glycerol (sowie die fehlende H2S-

Bildung bzw. Amylase-Aktivität) sprachen gegen A. armeniacus und A. paspali. Der 

Typstamm A. salinestris wies im Gegensatz zu Azotobacter spec. SBUG 1484 Urease-

und Peroxidase-Aktivitäten auf. 

In Auswertung der Ergebnisse der physiologischen und morphologischen Testungen 

konnte für das Isolat Azotobacter spec. SBUG 1484 die größte Übereinstimmung mit 

den Merkmalen der Art A. chroococcum ermittelt und somit eine Zugehörigkeit zu 

dieser Spezies als wahrscheinlich angesehen werden. Einer abschließenden Zuordnung 

zu der Art A. chroococcum widersprachen jedoch die bei Wachstum von Azotobacter 

spec. SBUG 1484 auf Basalmedium nach STANIER et al. (1966) vorliegende 

Freisetzung bräunlich-gefärbter, wasserlöslicher Pigmente und die Bildung eines gelb-

grün fluoreszierenden Pigmentes bei Inkubation auf Eisenmangelmedium. Somit ergab 

sich auf Grundlage dieser nicht originär für den Typstamm A. chroococcum 

beschriebenen Testergebnisse, die Notwendigkeit intensiverer Analysen auf der Basis 

einer 16S-rDNA-Sequenzanalyse des stickstofffixierenden Bakterienisolats Azotobacter 

spec. SBUG 1484.  
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3.2 16S-rDNA-Analyse zur abschließenden Identifizierung  

 

Ergänzend zu den Untersuchungen physiologischer und morphologischer Merkmale des 

Stammes Azotobacter spec. SBUG 1484 erfolgten, unter dem Aspekt einer eindeutigen 

Identifizierung, Analysen auf 16S-rDNA-Ebene. Die DNA des Stammes SBUG 1484 

wurde gemäß den in Kap. 2.7ff. beschriebenen Methoden isoliert und kloniert. 

Nachfolgend konnte eine Sequenzierung der präparierten Plasmid-DNA-Proben durch 

die Firma GATC Biotech (Konstanz) vorgenommen werden.  

Aus den Sequenz-Alignements der erhaltenen Partialsequenz mit einer Fragmentlänge 

von 715 Basenpaaren, konnte in Abgleich zu veröffentlichten Gensequenzen der NCBI-

Datenbank eine hohe Sequenzhomologie zu Bakterienstämmen der Gattung Azotobacter 

ermittelt und ein phylogenetischer Baum auf der Basis von 16S-rDNA-

Sequenzenhomologien konstruiert werden (Abb. 7, S. 84). Dabei ergab sich eine 

100 %ige Sequenzübereinstimmung zu dem Stamm Azotobacter chroococcum AM12A, 

welcher von UOZUMI & TAKEUCHI (2008; nicht veröffentlicht) an der 

Wurzelrhizosphäre von Chinaschilf (Miscanthus sinensis), mit dem Ziel einer 

Anreicherung leistungsfähiger stickstofffixierender Bakterien, isoliert wurde.  

Wie dem Dendrogramm (Abb. 7) zu entnehmen ist, konnten für die Partialsequenz des 

Stammes Azotobacter spec. SBUG 1484 weiterhin hohe Sequenzhomologien zu dem 

Azotobacter-chroococcum-Typ-Stamm ATCC 9043 sowie dem Stamm A. chroococcum 

10006 ermittelt werden. In Bezug auf die A. chroococcum phylogenetisch sehr 

nahestehende Art Azotobacter salinestris (PAGE & SHIVPRASAD, 1991) konnte über 

die vorgenommene Sequenzanalyse eine Zuordnung von Azotobacter spec. SBUG 1484 

zu dieser neuen Art ausgeschlossen werden.  
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Abb. 7: Phylogenetischer Stammbaum basierend auf der Sequenzanalyse der klonierten 16S-
rDNA-Sequenz des isolierten Stammes Azotobacter spec. SBUG 1484 (◄) und 16S-rDNA-
Sequenzen von Typ-Stämmen (●) der Gattung Azotobacter sowie unter Berücksichtigung 
weiterer der Gattung angehörender Stämme. EMBL/GenBank/DDBJ-Nummern in Klammern. 
Der Maßstab entspricht 0,02 Substitutionen pro Nukleotidposition.  
 

Unter Berücksichtigung der in Untersuchungen zur Morphologie des isolierten Stammes 

SBUG 1484 festgestellten Beweglichkeit und der peritrichen Begeißelung sowie durch 

den Vergleich von erhaltenen 16S-rDNA-Sequenzen konnte eine Zugehörigkeit zu 

anderen Arten, insbesondere A. beijerinckii, weitgehend ausgeschlossen werden.  

Auf der Grundlage der vorgestellten Ergebnisse und einer abschließenden Einordnung 

des aus Komposterde isolierten Stammes SBUG 1484 mittels 16S-rDNA-Analyse, 

wurde dieser als ein Vertreter der Art Azotobacter chroococcum identifiziert und in 

weiteren Ausführungen als Azotobacter chroococcum bezeichnet. Die 16S-rDNA-

Sequenz wurde in der EMBL-EBI-Datenbank des European Bioinformatics Institutes 

(Cambridge, UK) unter der EMBL/GenBank/DDBJ-Nummer FR731999 veröffentlicht 

(HERTER et al., 2011c). 
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3.3 Mikroskopische Analysen zum Lebenszyklus von A. chroococcum  

 

Mit dem Ziel, Differenzierungsprozesse von A. chroococcum auf zellulärer Ebene in 

Abhängigkeit von ausgewählten Kultivierungsparametern zu untersuchen, wurden 

Kulturansätze in denen eine exogene anorganische bzw. organische N-Quelle alleinig 

oder in Kombination mit Glucose (1 %, v/v) vorlag, in regelmäßigen Abständen beprobt 

und mikroskopiert (vgl. Kap. 2.4.1). Als Referenz dienten dabei Kulturen, die unter 

Assimilation von Luftstickstoff mit Glucose als alleinige C- und Energiequelle 

kultiviert wurden. Weiterhin erfolgten Untersuchungen an lebenden Zellen, welche in 

Gegenwart von 0,4 % Hefeextrakt (v/v) als N-Quelle bzw. als stickstofffixierende 

Kultur mit 1 % Glucose (v/v) als Objektträgerkultur auf Weichagar inkubiert wurden 

(vgl. Kap. 2.6.1).  

Da in der Literatur konträre Auffassungen bezüglich der Zellmorphologie von Arten der 

Gattung Azotobacter bestehen und in eigenen Vorversuchen verschiedene Zelltypen 

ermittelt werden konnten, erfolgten die Untersuchungen unter dem Aspekt einer 

Charakterisierung von Zellstadien unter Verwendung definierter 

Kultivierungsbedingungen. Dieses systematische Vorgehen war erforderlich um 

standardisierte Bedingungen für die Bildung stets gleicher Zelltypen von A. 

chroococcum für nachfolgende Untersuchungen, insbesondere Enzymexperimente, 

entwickeln zu können.  

 

3.3.1 Mikroskopische Untersuchungen von Objektträgerkulturen  

 

Die Zellmorphologie des Stammes A. chroococcum war stark von dem Alter der 

Kulturen und der zur Assimilation verfügbaren Stickstoffquelle (Luftstickstoff oder 

Hefeextrakt) geprägt. Unter stickstofffixierenden Bedingungen traten Zellformen in 

Erscheinung, welche nach WYSS et al. (1961) als Cysten, die von Vertretern der 

Gattung Azotobacter unter Mangel- und Stressbedingungen gebildet werden, 

identifiziert werden konnten (Abb. 8a, c). Diese dormanten Überdauerungsformen 

besaßen eine durchschnittliche Größe von 3 bis 4 µm und lagen als Einzel- oder 

gelegentliche Doppelcysten (6 - 7 µm) vor (Abb. 8b). Nach Aufbringen einer 

Cystensuspension auf das auf einem Objektträger befindliche stickstofffreie 

Weichagarmedium und einer nachfolgenden Kultivierung bei 37 °C, konnte der Prozess 
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der Keimung (Germination) unter Aufquellen der Cysten und Austritt der in dem 

dickwandigen Cystenkörper befindlichen vegetativen Zelle beobachtet werden (Abb. 

8d-g).             

 

Abb. 8: Mikroskopische Untersuchung des Lebenszyklus einer Objektträgerkultur von A. 
chroococcum im Phasenkontrastmodus. Kultivierung auf stickstofffreiem Weichagar mit 1 % 
Glucose (v/v) bei 37 °C. a) Kulturbild nach Inokulation des Weichagars mit einer 
Cystensuspension. b) Doppelcysten-Körper. c) Cystenkörper mit stark ausgeprägtem 
Cystenmantel und zentralen granulären Einschlusskörpern. d) Initiierter Prozess der Keimung 
über einen spitz zulaufenden Cystenpol. e) Auswachsen von Zellkörpern aus Cysten nach 
Durchbruch des Cystenmantels. f-h) Entwicklung einer vegetativen Zelle unter Aufzehrung der 
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Cystenkörper. i, j) Einsetzen des Längenwachstums nach Abschluss der Keimung. k) 
Einschnürung von Zellfilamenten vor Separation in paarförmige Stäbchen. l, m) Bildung 
hellleuchtender, lichtbrechender Einschlusskörper. n) Diplokokkoides Zellstadium. o) 
Aggregate aus Cystenkörpern. 
 

Der Prozess der Umwandlung von Cysten in vegetative Zellen setzte bereits nach 6-

stündiger Inkubation der Objektträgerkultur ein. Dabei bildete sich an einem Pol der 

Cyste eine zunächst leicht spitz zulaufende Aufbruchstelle (Abb. 8d), durch die der 

Zellkörper einseitig, unter Aufzehrung bzw. Reduktion des Cystenkörpers, heraustrat 

(Abb. 8e - h). Der Prozess der Keimung war nach 24 h Inkubation abgeschlossen, 

woraufhin ein Längenwachstum der stäbchenförmigen Bakterienzellen zu ersehen war 

(Abb. 8i, j). Mit Abschluss der Phase des Längenwachstums lagen die Zellen als 

langgestreckte Filamente (35 - 40 µm) vor, welche aus vier bis sechs gleichlangen 

Zellkörpern (7 - 7,5 µm, Ø ~ 2 µm) bestanden. Nach 48-stündiger Inkubation setzte eine 

Einschnürung eines jeden, dem Zellfilament angehörenden, Zellkörpers ein (Abb. 8k). 

Bei diesem Prozess erfolgte eine gleichmäßige Einschnürung, welche beidseitig in der 

Mitte der Zellkörper verlief, was in der Abschnürung bzw. Separation des zuvor aus 4 

bis 6 Zellkörpern bestehenden Zellfilaments in paarförmige Zellkörper (13 - 17 µm) 

resultierte. Die nunmehr aus zwei gleichgroßen Zellkörpern mit einer durchschnittlichen 

Länge von je 8 µm bestehenden Stäbchen, zeigten eine Akkumulation von stark 

lichtbrechenden und hell leuchtenden Zelleinlagerungen mit granulärer bzw. gekörnter 

Struktur (Abb. 8l, m). Die paarförmigen Stäbchen zeigten mit fortschreitender 

Inkubation eine Kontraktion unter Ausbildung stark verkürzter abgerundeter 

diplokokkoider Zellkörper (4 - 5 µm; Abb. 8n), welche sich abermals voneinander 

abschnürten. Bei dem Prozess der Zellverkürzung konzentrierte sich das Zellmaterial an 

einem Pol der Zelle, wobei der ehemals gleichmäßig gefüllte Zellkörper als eine Art 

leere Hülle verblieb. Nach einer Inkubationszeit von 72 h lagen die Zellen der 

stickstofffixierenden Objektträgerkultur zu 95 % erneut in dem Cystenstadium vor, 

wobei sich diese dormanten Stadien, unter Ausbildung eines braun-schwarzen 

Pigments, zu Aggregaten aus Cystenkörpern zusammengelagert hatten (Abb. 8o).  

Im Gegensatz zu dem für eine stickstofffixierende Objektträgerkultur determinierten 

Zelllebenszyklus, konnte in Kulturen mit einer zusätzlichen Hefeextrakt-Beigabe kein 

Übergang der vegetativen Zellen in das dormante Cystenstadium über einen 

Inkubationszeitraum von 144 h beobachtet werden. Als übereinstimmend erwiesen sich 

jedoch der Prozess der Keimung als auch das nachfolgend einsetzende 
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Längenwachstum. Wie für die stickstofffixierende Objektträgerkultur beschrieben, 

lagen nach Abschluss des Längenwachstums auch hier langgestreckte Zellfilamente mit 

einer Länge von 40 bis 55 µm vor. Zwar setzte nach 56-stündiger Inkubation eine 

Einschnürung der in dem Zellfilament paarweise vorliegenden Zellkörper ein, jedoch 

konnte keine nachfolgende Separation dieser langen Filamente unter Abschnürung 

kurzer paarförmiger Stäbchen sowie ein Übergang dieser in diplokokkoide Stadien 

festgestellt werden.  

 

3.3.2 Zellfärbeversuche zur Visualisierung und Identifizierung von 
Zellbestandteilen in stickstofffixierenden Kulturen 

 

Die in Objektträgerkulturen über mikroskopische Untersuchungen ermittelten 

Differenzierungsprozesse des Stammes A. chroococcum sollten ebenso in einer 

stickstofffixierenden Flüssigkultur untersucht werden. Dabei lag ein besonderes 

Augenmerk auf einer Identifizierung von Zellbestandteilen (vgl. Kap. 2.6.2) vegetativer 

und dormanter Zellen mit dem Ziel, die in Zellkörpern akkumulierten Speicherstoffe 

über Differentialfärbungen näher charakterisieren zu können. Zudem wurde das Gram-

Verhalten des Stammes in Abhängigkeit von dem Zellstadium untersucht. Die 

Kulturansätze wurde mit einer Hefeextrakt-Vorkultur inokuliert.  

 
Bei Färbung mit Toluidinblau konnten in den vegetativen Zellkörpern nach einer 

Inkubationszeit von 8 h rote feingranuläre Einschlusskörper, welche von blau-

angefärbtem Cytoplasma umgeben waren, beobachtet werden. Diese körnigen 

Strukturen konnten über die verwendete Differentialfärbung als Polyphosphatgranula 

identifiziert werden. Die in Abwesenheit einer exogenen Stickstoffquelle wachsenden 

Zellen zeigten mit fortschreitender Inkubationszeit und nach Abschnürung von 

Stäbchenpaaren aus langgestreckten Zellfilamenten eine zunehmende Akkumulation 

dieses Energiespeichers. Mit einsetzender Cystenbildung konzentrierten sich die 

angefärbten Polyphosphatgranula an den Polen der abgerundeten Zellen. Nach 

Übergang der Zellen in das Cystenstadium konnten mit dieser Färbemethode, 

vermutlich bedingt durch den Aufbau der Cystenwandungen, keine Polyphosphat-

granula mehr nachgewiesen werden.   
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In Zellfärbeversuchen mit Sudanschwarz wurde mit fortschreitendem Altern der 

Kulturen eine verstärkte Einlagerung von dunkelbraun-angefärbten körnigen 

Substanzen festgestellt. Bei mikroskopischer Untersuchung ungefärbter Zellen im 

Phasenkontrastmodus, traten diese Strukturen als leuchtende Einschlusskörper in 

Escheinung. Diese konnten ebenso bei Untersuchungen einer stickstofffixierenden 

Objektträgerkultur erfasst werden (vgl. Kap. 3.3.1, Abb. 8l und m). Da der Farbstoff 

eine selektive Anfärbung von Lipiden und Poly-β-hydroxybuttersäure-Granula bewirkt, 

konnten die in A. chroococcum angelegten, stark refraktiven Strukturen als solche 

identifiziert werden.  

Ergänzend dazu konnten bei Färbung mit Lugolscher Lösung rötlich-braune körnige 

Strukturen in den Zellkörpern ersehen werden, was auf eine mit zunehmender 

Inkubationszeit gesteigerte Bildung von Glykogenspeichern hinwies.    

 
Eine Endosporenfärbung nach WIRTZ erfolgte unter dem Aspekt, die in vegetativen 

Zellen von A. chroococcum identifizierten Speicherstoffe (u.a. Poly-β-

hydroxybuttersäure-Granula), welche im Phasenkontrastmodus als leuchtende Partikel 

hervortraten, von Endosporenanlagen der Bacillaceae differenzieren zu können. Die 

Zellhülle angefärbter vegetativer Zellen wies bei dieser cytologischen Färbemethode 

eine Braunfärbung auf, wobei das innere der Zellkörper ockerfarben erschien. Die das 

dormante Stadium kennzeichnenden aggregierten Cystenkörper wiesen ebenso keine für 

Endosporen beschriebene Grünfärbung auf und waren rotbraun bis weinrot angefärbt.  

In Hinblick auf eine oftmals beschriebene Ähnlichkeit morphologischer Merkmale der 

Gattung Azotobacter zu Vertretern der Gattung Bacillus sowie verwandter 

sporenbildender Bakterien (BISSET 1955), konnten die dormanten Stadien von A. 

chroococcum eindeutig von Endosporenanlagen und ausgereiften Endosporen über ein 

differenziertes Färbeverhalten  abgegrenzt werden.  

 
Bei Färbung nach GRAM wurde der Zellwandtyp vegetativer Zellen einer 

stickstofffixierenden Flüssigkultur stets über eine im Hellfeldmodus erscheinende 

Rotfärbung aller Zellstadien als gramnegativ identifiziert. Zwar konnten mit dieser 

Färbemethode auch Cystenkörper angefärbt werden, diese wiesen jedoch nur eine blass-

rote Anfärbung auf. Auch mit einer Kristallviolett-Färbung der Präparate, welche 

einserseits ebenso der Identifizierung des Zellwandtyps und andererseits einer 

intensiveren Darstellung von Zellstrukturen diente, konnte stets eine Rotfärbung von 
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Zellen, Zellwänden und Cysten festgestellt werden. Zudem erwies sich diese 

Färbemethode als sehr geeignet, Differenzierungsprozesse des Zellzyklus von A. 

chroococcum SBUG 1484 zu untersuchen (Abb. 9).  

           

 
Abb. 9: Mikroskopische Aufnahmen kristallviolett-gefärbter Zellen einer stickstofffixierenden 
Flüssigkultur mit 1 % Glucose (v/v). a) Prozess der Zellteilung unter gleichmäßiger 
Einschnürung der Zellkörper über Querwände (Septen) mit identischer Verteilung der 
Nucleoide auf die Tochterzellen. b) Initiierter Prozess der Cystenbildung über eine Kontraktion 
des Zellkörpers unter partiellem Zurücklassen leerer Zellumhüllungen (siehe Referenzpfeile).   
 

Nach dem Längenwachstum leiteten die Zellfilamente eine Zellteilung ein, die durch 

die Ausbildung von Septen, eine äquivalente Verteilung der Nucleoide auf die 

Tochterzellen und die Abschnürung paarweiser Zellkörper charakterisiert war (Abb. 

9a). Weiterhin konnten innerhalb des Differenzierungsprozesses in das dormante 

Cystenstadium in Abhängigkeit von der Zellmorphologie unterschiedliche Strategien 

beobachtet werden (Abb. 9b). In paarweisen stäbchenförmigen Zellen konnte zum einen 

eine Kontraktion des Zellmaterials an je einem Pol der Teilzelle unter Zurücklassen der 

leeren Zellhülle und nachfolgendem Zerfall in eine Einzelzelle beobachtet werden (Abb. 

9b, 1). Zum anderen konnte jedoch auch ein vollständiger Übergang und eine 

Konzentration des Zellmaterials in nur eine Einzelzelle eines zuvor paarigen Stäbchens 

beobachtet werden (Abb. 9b, 2).  Die Kontraktion des Zellmaterials resultierte stets in 

einer Separation des Zellkörpers von der leeren Zellumhüllung unter fortschreitender 

Reduktion  des vegetativen Zellkörpers (Abb. 9b, 3).   

Ergänzende Untersuchungen bezüglich des Gram-Verhaltens stickstofffixierender 

Zellen einer Flüssigkultur ergaben über einen GRAM-Schnelltest (basierend auf der 

Hydrolyse durch KOH) - im Vergleich zu einer Färbung nach GRAM bzw. mit 

Kristallviolett - ein differenzierteres Ergebnis. A. chroococcum konnte mit diesem 

GRAM-Schnelltest innerhalb einer Inkubationszeit von 48 h Stunden zwar eindeutig als 
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gramnegativ identifiziert werden. Mit dem Übergang vegetativer Zellen in das 

Cystenstadium sowie vollständigem Vorliegen von Cysten konnte eine gramnegative 

Reaktion jedoch nicht mehr ermittelt werden. Auch die GRAM -Schnelltestung von auf 

Nähragar- bzw. stickstofffreiem Mineralsalzagar-kultivierten Zellen (24 - 48 h, 7-14 d) 

zeigte, in Abhängigkeit von der Inkubationszeit, ein gram-variables Verhalten von A. 

chroococcum.  

 
Auf der Grundlage der über Zellfärbeversuche nachgewiesenen Speicherstoffe, konnte 

bei Einsatz von stickstofffreien Kulturmedien in A. chroococcum eine zügig einsetzende 

Bildung intrazellulärer Energiereservoire erfasst werden, welche sich mit 

fortschreitender Inkubationszeit intensivierte. Zudem konnte bei Flüssigkulturen ein 

vergleichsweise schnellerer Ablauf der in Kap. 3.3.1 beschriebenen 

Differenzierungsprozesse, die bereits an fixierten Zellen einer Objektträgerkultur 

nachgewiesen werden konnten, ermittelt werden. Zellen die in Flüssigmedium kultviert 

wurden, erreichten das Cystenstadium i.d.R. bereits nach einer Inkubationszeit von 

56 h, wobei in den Kulturen eine einleitende Cystenbildung in Verbindung mit der 

Bildung von ocker- bis hellbraun-pigmentierten Zellen bereits nach 48-stündiger 

Kultivierung zu verzeichnen war.  

 

3.3.3 Mikroskopische Untersuchungen zur Zellmorphologie von A. chroococcum 
bei Kultivierung mit exogenen Stickstoffquellen  

 

Zur weiteren Charakterisierung des Lebenszykluses wurde der Einfluss anorganischer 

(0,3 % Ammonium- und Nitratverbindungen, v/v) und organischer (0,4 % Hefeextrakt, 

Pepton, Harnstoff, v/v) Stickstoffverbindungen auf die Zellmorphologie bei 

Kultivierung in Flüssigmedium mit bzw. ohne einen Glucose-Zusatz (1 %, v/v) 

untersucht (vgl. Kap. 2.4.1).   

Im Gegensatz zu stickstofffixierenden Zellen konnten in Flüssigkulturen, die in 

Gegenwart einer zusätzlichen N-Quelle kultiviert wurden, diverse pleomorphe 

Zellformen determiniert werden. Die Zellen reagierten unabhängig von der zugesetzten 

Stickstoffquelle mit einer verzögerten bzw. verlangsamten Reduktion der Zellgröße, 

wobei über eine Inkubationszeit von 8 d weder eine signifikante Differenzierung in das 

Cystenstadium, noch eine Pigmentbildung erfolgte. Ausgewählte Beispiele für die 
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atypischen Morphologien, die bei Kultivierung von A. chroococcum mit exogenen 

Stickstoffquellen auftraten, sind in Abb. 10 dargestellt.        

 

Abb. 10: Mikroskopische Aufnahmen (Phasenkontrastmodus) von Zellen einer 
Flüssigkultivierung in Gegenwart von organischen und anorganischen N-Quellen bei 30 °C. 
Vorkultivierung mit 1 % Glucose und 0,4 % Hefeextrakt (v/v). Zellen von A. chroococcum nach 
2-stündiger Inkubation in stickstofffreiem Mineralsalzmedium mit Glucose- und Hefeextrakt-
Zusatz (a) sowie nach 96-stündiger Inkubation (b). Zellen einer 72-h-alten Pepton-
supplementierten Kultur bei Wachstum in Gegenwart von 1 % Glucose (v/v) als C-Quelle (c) 
und ohne zusätzliche Glucose unter Bildung diplokokkoider Zellformen und Tetramere aus zwei 
Diplokokken (siehe Pfeil, d). Zellen bei Inkubation Glucose-supplementierter Ansätze mit 
KNO3 nach 48 h (e) sowie 96 h (f).  
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Nach Überführung der gewaschenen Vorkultur (Abb. 10a) in die mit 

Stickstoffverbindungen supplementierten Kulturmedien konnte zunächst eine 

Separierung und leichte Verkürzung der ursprünglich langen Zellfilamente beobachtet 

werden. In mit Hefeextrakt- und Glucose-supplementierten Kulturen lagen über den 

gesamten Inkubationszeitraum Ketten aus zumeist drei abgerundeten Zellenpaaren mit 

einer durchschnittlichen Länge von 15 bis 20 µm vor (Abb. 10b).  

Die interessanteste Zellmorphologie ergab sich in Kulturen welche mit Pepton und 

Glucose versehen waren. Im Vergleich zu anderen Kultivierungen mit exogenen 

Stickstoffquellen, zeigte A. chroococcum hier eine spindelförmige Zellform mit leicht 

spitz zulaufenden, später an einem Zellpol abgerundeten, Enden (Abb. 10c). Alleinig in 

Kulturen mit Zusatz organischer Stickstoffquellen in denen Glucose als zusätzliche C-

Quelle fehlte, konnte die Bildung diplokokkoider Zellen mit einer Größe von 4 µm 

nachvollzogen werden (Abb. 10d). In diesem Zellstadium konnten neben den typischen 

Diplokokken ebenso Tetramere, bestehend aus zwei diplokokkoiden Zellpaaren, 

identifiziert werden.  

Im Gegensatz zu Kulturen, die in Anwesenheit einer organischen N-Quellen wuchsen, 

zeigten Zellen bei Assimilation von anorganischen Stickstoffverbindungen eine aus 

zwei Kurzstäbchen bestehende Zellform mit einer durchschnittlichen Länge von 7 bis 

10 µm (Abb. 10e). Diese waren von einer Akkumulation hell-leuchtender 

Einlagerungen gekennzeichnet (Abb. 10f), wobei Ca(NO3)2-supplementierte 

Kulturansätze die intensivste Bildung dieser fein- bis grobkörnig granulären Strukturen 

aufwiesen.  

Aus mikroskopischen Untersuchungen ließ sich daher ableiten, dass unter optimalen 

Nährstoffbedingungen, die keine Assimilation von atmosphärischem Stickstoff 

erforderten, kein Übergang von Zellen des Stammes A. chroococcum SBUG 1484 in 

das Cystenstadium resultierte.  

 

3.3.4 Vergleichende Untersuchungen mit Azotobacter salinestris und Bacillus 
megaterium  

 

Aufgrund der in mikroskopischen Untersuchungen festgestellten Pleomorphien von A. 

chroococcum, welche maßgeblich durch die in dem Kulturmedium verfügbaren N-

Quellen hervorgerufen wurden, erfolgten vergleichende Analysen bezüglich der 

Zellmorphologie mit Zellen des verwandten Stammes A. salinestris DSM 11553 und 
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des grampositiven, Endosporen-bildenden Bakteriums Bacillus megaterium SBUG 

1152 bei Kultivierung auf Fest- und Flüssigmedium.  

Bei Überführung einer stickstofffixierenden 10 d alten Plattenkultur von A. salinestris 

in Mineralsalzmedium, welches mit 1 % Glucose (v/v) und 0,4 % Hefeextrakt (v/v) 

versehen war, traten die bei A. chroococcum gefundenen Zellformen ebenfalls auf (Abb. 

11).  

 

   

Abb. 11: Mikroskopische Aufnahmen im Phasenkontrastmodus von A. salinestris DSM 11553 
(100-fache Vergrößerung) und B. megaterium SBUG 1152 (40-fache Vergrößerung). a) Zellen 
einer Glucose- und Hefeextrakt-assimilierenden Flüssigkultur von A. salinestris in 
Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY nach Abschluss der Phase des Längenwachstums. 
b) Verkürzte Zellen einer 16-h-alten Nähragarkultur von A. salinestris unter Bildung runder 
leuchtender Partikel. c) Kulturbild von B. megaterium nach Aufbringen einer Sporensuspension 
auf Nähragar nach 5 h Kultivierung. d) Prozess der Ausbildung von Sporenkörpern in 
langgestreckten, segmentierten Zellfilamenten des Stammes B. megaterium nach Inokulation 
einer Sporensuspension auf stickstofffreiem Mineralsalzagar nach WINOGRADSKY (10 h). 
 

Die Zellen des zur Cystenbildung befähigten A. salinestris besaßen nach der Keimung 

und der sich anschließenden Phase des Längenwachstums eine Länge von 30 bis 45 µm 

(Abb. 11a). Die über Abschnürung aus zwei Paaren stäbchenförmiger abgerundeter 

Zellen bestehenden Zellkörper (10 - 15 µm) zeigten in Kulturansätzen mit exogener 

Stickstoffquelle keinen Übergang in Cysten. Jedoch konnte auch hier eine intrazelluläre 
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Akkumulation von hell-leuchtenden Speicherstoffen ermittelt werden. Lichtbrechende 

runde Partikel mit einer durchschnittlichen Größe von 0,5 bis 1,5 µm fanden sich, wie 

in Kulturen von A. chroococcum (vgl. Abb. 10c, d) erfasst, auch außerhalb der 

vegetativen Zellen (Abb. 11b). Diese reagierten, wie bereits bei cytologischer Färbung 

von Kulturen des Stammes A. chroococcum SBUG 1484 ermittelt (vgl. Kap. 3.3.2), bei 

Färbung nach WIRTZ mit keiner für Endosporenanlagen und ausgereiften Endosporen 

beschriebenen Grünfärbung und verblieben ungefärbt. Die Natur dieser extrazellulären 

Partikel ließ sich in der vorliegenden Arbeit nicht abschließend ermitteln. Um eine 

Abgrenzung zu der Gattung Bacillus vornehmen zu können, wurde der Stamm B. 

megaterium sowohl bei Wachstum auf Nähragar als auch unter stickstofffixierenden 

Bedingungen untersucht. Parallelen zu A. chroococcum und A. salinestris zeigten sich 

in einem ausgeprägten Längenwachstum, wobei die Zellfilamente von B. megaterium 

SBUG 1152 Längen von bis zu 60 µm erreichten (Abb. 11c). Bereits nach einer 

Inkubationszeit von 10 h waren in dem langgestreckten Zellfilament durch Septen 

begrenzte Zellabschnitte mit einer Länge von ca. 3 µm zu erkennen, wobei in nahezu 

jedem Teilabschnitt ein leuchtender ovaler Körper terminal lokalisiert war (Abb. 11d). 

Die Zellfilamente zerfielen unter Freisetzung der als Endosporen identifizierten 

Einschlusskörper. Im Gegensatz zu den Azotobacter-Stämmen konnte in Kulturen von 

B. megaterium keine schrittweise Abschnürung paarweiser stäbchenförmiger Zellen und 

ein nachfolgend eingeleiteter Übergang in das dormante Stadium über eine Reduktion 

der Zellgröße und einer Kontraktion des in der Zellhülle befindlichen Zellmaterials  

festgestellt werden. Die Zellen von B. megaterium waren bei Wachstum auf Nähragar 

bzw. stickstofffreiem Mineralsalzagar nach WINOGRADSKY bereits nach einer 

Inkubationszeit von 48 h, unabhängig von den Kultivierungsbedingungen, bereits 

vollständig in das Endosporenstadium übergegangen.  

 

3.4 Wachstum von A. chroococcum in Gegenwart exogener 
Stickstoffquellen bzw. unter Assimilation von Luftstickstoff 

 

Wachstumsversuche mit exogenen Stickstoffquellen erfolgten in 50 mL stickstofffreiem 

Mineralsalzmedium mit 0,3 % (v/v) der anorganischen bzw. 0,4 % (v/v) der 

organischen Stickstoffverbindungen sowohl mit als auch ohne Glucose-Zusatz (1 %, 

v/v). In stickstofffixierenden Kulturen lag lediglich Glucose in derselben Konzentration 

als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle vor. Die Wachstumsversuche erfolgten 
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ergänzend zu den in Kap. 3.3.3 vorgestellten mikroskopischen Analysen von 

Flüssigkulturen, um mithin die Bedingungen für eine bei A. chroococcum ermittelte 

Pigmentbildung näher definieren und auch hier ein standardisiertes Vorgehen für die 

Gewinnung pigmentierter A.- chroococcum-Zellen entwickeln zu können. 

 

3.4.1 Wachstum mit anorganischen Stickstoffverbindungen 

 

Während der Kultivierung von A. chroococcum in Anwesenheit von NO3
--

Verbindungen (Ca(NO3)2, KNO3, NaNO3) als Stickstoffquelle und mit Glucose als C-

Quelle, konnte ein rascher Anstieg der Optischen Dichten festgestellt und ein Übergang 

in die stationäre Wachstumsphase nach einer Inkubationszeit von 24 h ermittelt werden 

(Abb. 12A).  

 

 

Abb. 12: Wachstum von A. chroococcum in Gegenwart von NO3
-- und NH4

+-Verbindungen.                   
A) Kulturansätze mit 0,3 % (v/v) Ca(NO3)2 ( ), KNO3( ) und NaNO3 ( ) als N-Quelle und 
1 % (v/v) Glucose als C-Quelle im Vergleich zu stickstofffixierenden Kulturen ( ). B) 
Wachstum von A. chroococcum mit 0,3 % (v/v) (NH4)2SO4 ( ), NH4NO3 ( ), NH4Cl ( ) 
und CH3COONH4 ( ) als N-Quelle und 1 % (v/v) Glucose als C-Quelle im Vergleich zu 
stickstofffixierenden Kulturen ( ) und Kulturen mit 0,3 % (v/v) CH3COONH4 als alleinige C- 
und Energiequelle ( ). Kultivierung in stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach 
WINOGRADSKY, Schüttelfrequenz 180 rpm. Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur. 
 

In Kulturen mit NO3
--Zusatz wurden lediglich marginale Unterschiede der OD500nm mit 

Erreichen der stationären Phase festgestellt, wobei die Optische Dichte im Mittel bei 27 

± 3 lag und einem zellulären Proteingehalt von 394 ± 45 µg mL-1 entsprach. Das 
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Wachstum ohne Glucose-Zusatz entsprach dem der Zellkontrolle ohne Substrat. Im 

Vergleich dazu zeigten Kulturen unter Bedingungen einer Assimilation von 

Luftstickstoff eine verlängerte lag-Phase und erreichten erst nach einer Inkubationszeit 

von 48 h die stationäre Wachstumsphase. In der stationären Phase konnten zwischen 

Kulturen, in denen eine Assimilation von NO3
--Verbindungen vollzogen wurde und 

stickstofffixierenden Kulturansätzen, keine Unterschiede in der OD500nm festgestellt 

werden.   

In Untersuchungen des Wachstums von A. chroococcum mit Glucose und 0,3 % (v/v) 

einer in Form von NH4
+-Verbindungen zugesetzten N-Quelle zeigte sich ein, im 

Vergleich zu Kultivierungen mit NO3
--Salzen, differenzierteres Wachstumsverhalten 

(Abb. 12B). Unabhängig von der vorliegenden NH4
+-Quelle gingen die Zellen nach 

Inokulation direkt in die exponentielle Wachstumsphase über. Nach einer 

Inkubationszeit von 7 h betrug die Optische Dichte im Mittel das 10-fache (2,2 ± 0,5) 

der Anfangs-OD500nm. Kulturansätze mit (NH4)2SO4-, NH4NO3- und NH4Cl-Zusatz 

erreichten innerhalb von 24 h die stationäre Phase. Im Vergleich zu A.-chroococcum-

Kulturen, die die exogenen Stickstoffverbindungen Ca(NO3)2, KNO3 und NaNO3 

assimilierten (vgl.  Abb. 12A), waren die gemessenen Optischen Dichten in 

Kulturansätzen mit (NH4)2SO4, NH4NO3 und NH4Cl in der stationären 

Wachstumsphase um 90 % reduziert. Somit können die getesteten NH4
+-Salze in der 

eingesetzten Konzentration als keine geeigneten N-Quellen für eine Produktion von 

Biomasse mit Glucose als C-Quelle angesehen werden. Ein gesteigertes Wachstum 

konnte jedoch in Anwesenheit von CH3COONH4 ermittelt werden (OD500nm 30 ± 1,5), 

wobei die Optischen Dichten denen der NO3
--Salze-verwertenden Kulturen entsprachen. 

In Kontrollansätzen, in denen CH3COONH4 als alleinige C- und Energiequelle vorlag, 

traten die Zellen nach einer 24-stündigen lag-Phase innerhalb von 48 h in die stationäre 

Wachstumsphase über und erreichten eine OD500nm, die mit Kulturansätzen, in denen 

(NH4)2SO4, NH4NO3 und NH4Cl als Stickstoffquelle appliziert wurde, vergleichbar war 

(Abb. 12B). Unter diesen Bedingungen muss CH3COONH4 nicht nur als N-Quelle 

sondern das in der Verbindung befindliche Acetat auch als eine C-Quelle zur Verfügung 

stehen. Obgleich in stickstofffixierenden Kulturen eine um 24 h verlängerte 

exponentielle Wachstumsphase vorlag, erreichte A. chroococcum ein mit CH3COONH4- 

und Glucose-supplementierten Kulturen vergleichbares Wachstum.  
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3.4.2 Wachstum mit organischen stickstoffhaltigen Verbindungen  

 

Ergänzend zu einer Kultivierung von A. chroococcum mit anorganischen 

Stickstoffquellen, wurden organische stickstoffhaltige Verbindungen (Hefeextrakt, 

Pepton, Harnstoff, Nährbouillon) in Bezug auf das Wachstum des Stammes sowohl als 

alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle als auch mit Zusatz von Glucose als weiterer 

C-Quelle geprüft.  

In Ansätzen, in denen Hefeextrakt und Nährbouillon (0,4 %, v/v) mit 1 % Glucose (v/v) 

als Wachstumssubstrate vorlagen, erreichten die Kulturen in der stationären 

Wachstumsphase nach einer Inkubationszeit von 48 h im Mittel Optische Dichten von 

51,3 ± 2,8 und einen zellulären Proteingehalt von 0,75 ± 0,04 mg mL-1 (Abb. 13A).  

 

 

Abb. 13: Wachstum von A. chroococcum in Gegenwart organischer stickstoffhaltiger 
Verbindungen.   A) Kulturansätze mit 0,4 % (v/v) der organischen N-Quellen Hefeextrakt ( ), 
Nährbouillon ( ), Pepton ( ) und Harnstoff ( ) und 1 % (v/v) Glucose als zusätzliche C-
Quelle im Vergleich zu stickstofffixierenden Kulturen ( ). B) Kulturansätze bei Kultivierung 
mit 0,4 % (v/v) Hefeextrakt ( ), Nährbouillon ( ), Pepton ( ) und Harnstoff ( ) als 
alleinige N-, C- und Energiequelle (ohne Glucose). Kultivierung in stickstofffreiem 
Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY, Schüttelfrequenz 180 rpm. Hefeextrakt-Glucose-
Vorkultur. 
 

Mit diesen Kombinationen aus N-, C- und Energiequellen wurde somit das in 

Kultivierungsversuchen mit exogenen Stickstoffquellen höchste Wachstum des 
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Biomasseproduktion im Vergleich zu Kulturen, die mit anorganischen N-Quellen (vgl. 

Abb. 12, S. 96) und unter stickstofffixierenden Bedingungen kultiviert wurden.  

In Kulturansätzen, in denen Pepton und Harnstoff als N-Quellen zur Verfügung standen, 

erreichten die OD500nm lediglich 52 ± 13 % von jenen Kulturen, die mit Hefeextrakt- 

bzw. mit Nährbouillon ergänzt wurden (Abb. 13A). In Gegenwart von Glucose als 

zusätzlicher C-Quelle traten alle Kulturen unter Assimilation einer organischen 

Stickstoffverbindung direkt in das exponentielle Wachstum über. Jedoch nahmen die 

Optischen Dichten mit einer Inkubationszeit von 72 h, insbesondere in Kulturen mit 

Hefeextrakt- bzw. Nährbouillonzusatz, kontinuierlich ab, was auf eine Lyse der Zellen 

hindeutete.  Sofern Hefeextrakt und Nährbouillon als alleinige C- und Energiequelle 

vorlagen, erreichte die OD500nm lediglich 76 ± 1,8 % jener Werte, die nach einer 

zusätzlichen Glucose-Zufuhr gemessenen wurden (Abb. 13B). In Pepton-

supplementierten Kulturen traten die Zellen zudem erst nach einer Inkubationszeit von 

96 h in die stationäre Phase über. Auch hier konnte, im Vergleich zu Glucose-

supplementierten Kulturen, eine Reduktion der Optischen Dichte um bis zu 54 % 

festgestellt werden. Das Wachstum mit Harnstoff als alleinige Kohlenstoff- und 

Energiequelle war dem der Zellkontrolle ohne jegliches Substrat gleichzusetzen (in 

Abb. 13 nicht dargestellt). 

 
In allen Ansätzen in denen exogene N-Quellen anorganischer oder organischer Natur 

vorlagen, konnte über einen Inkubationszeitraum von 144 h keine Bildung von braun-

schwarz gefärbten Kulturen festgestellt werden. Lediglich ohne Zusatz der untersuchten 

Stickstoffverbindungen, d.h. gleichbedeutend mit einer Assimilation von 

atmosphärischem Stickstoff, konnte mit Glucose als C- und Energiequelle eine 

Pigmentbildung der Kulturen beobachtet werden.  

Da A. chroococcum in Kulturansätzen mit einer Kombination von 0,4 % Hefeextrakt 

(v/v) und 1 % Glucose (v/v) eine überaus hohe Biomasseproduktion innerhalb einer 

Inkubationszeit von 24 bis 48 h aufwies (vgl. Abb. 13A), wurde das stickstofffreie 

Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY mit diesen Nährstoffen in der angegebenen 

Konzentration für eine Zellanzucht in Flüssigkultur versetzt. In Bezug auf die 

Inkubationsdauer der Vorkulturen konnte jedoch festgestellt werden, dass Zellen, die 

länger als 24 h in dem betreffenden Medium angezogen wurden, bei nachfolgender 

Überführung in stickstofffreies Mineralsalzmedium (1 % Glucose, v/v) ihre Fähigkeit 

zur Pigment- und Cystenbildung verloren hatten. Gelegentlich konnte zudem eine 
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Unfähigkeit zum Wachstum unter N2-fixierenden Bedingungen festgestellt werden. Aus 

diesem Grund erwiesen sich für eine Zellanzucht von A. chroococcum nur 

Übernachtkulturen, die nicht länger als 12 - 16 h in Anwesenheit von Hefeextrakt als 

exogene Stickstoffquelle angezogen wurden, als geeignet für eine nachfolgende 

Kultivierung unter stickstofffixierenden Bedingungen.  

Bei langfristiger Kultivierung des Stammes auf Nähragar konnten bei nachfolgendem 

Überimpfen auf stickstofffreien Mineralsalzagar ebenfalls weder eine Differenzierung 

der Zellen in das Cystenstadium noch die Bildung braun-schwarz pigmentierter 

Kolonien beobachtet werden. Daher wurden für eine Zellanzucht in Flüssigkultur 

ausschließlich dunkel pigmentierte Zellen, die auf stickstofffreiem Mineralsalzagar 

herangezogen wurden, als Inokulum verwendet.   

 

3.5 Identifizierung des zellassoziierten Pigments und Analyse von 
Kulturüberständen 

 

Das von A. chroococcum ausschließlich bei Assimilation von Luftstickstoff mit 

fortschreitender Inkubationszeit produzierte braun-schwarze zellgebundene und z.T. in 

das Kulturmedium abgesonderte Pigment, wurde über spezielle Extraktionsverfahren 

(vgl. Kap. 2.13.1.3) isoliert und anschließend auf seine physiko-chemischen 

Eigenschaften im Vergleich zu Referenzsubstanzen (vgl. Kap. 2.8.1) analysiert.  

 

3.5.1 Analyse des zellassoziierten Pigments  

 

Die braun-schwarz gefärbten Zellen eines 56- und 72-h-alten, stickstofffixierenden 

Kulturansatzes wurden nach WHITTAKER (1963) aufbereitet. Dabei wurde sowohl der 

Überstand des letzten Extraktionsschrittes als auch das nach Extraktion verbliebene 

partikuläre Material getrocknet. Das Pigment, welches im Extraktionsüberstand 

angereichert war, wurde als ein gelblich-weißes Pulver gewonnen (Abb. 14A), 

wohingegen das partikuläre Material aus dem Extraktionsrückstand als ein 

dunkelbrauner Feststoff vorlag (Abb. 14B).  
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Abb. 14: Isolierte zellgebundene 
Pigmente im Vergleich zu 
Referenzsubstanzen. A Gelblich-weißes 
Pigment aus dem Extraktionsüberstand. 
B Dunkelbraunes Pigment des 
partikulären Extraktionsrückstandes. 
Referenzsubstanz C: Brenzkatechin-
Melanin, Referenzsubstanz D: DOPA-
Melanin. Referenzsubstanzen wurden 
nach ARNOW (1938) synthetisiert. 

 

Für eine Charakterisierung der physiko-chemischen Eigenschaften nach den von 

WHITE (1958) bzw. SHIVPRASAD & PAGE (1989) beschriebenen Kriterien, wurden 

die isolierten Melanin-ähnlichen Pigmente A und B von A. chroococcum in Bezug auf 

ihr Löslichkeitsverhalten im Vergleich zu synthetisierem Brenzkatechin- und DOPA-

Melanin untersucht (Tab. 26).  

 
Tab. 26: Löslichkeit des extrahierten zellassoziierten A. chroococcum Melanins im Vergleich zu 
synthetischem Brenzkatechin- und DOPA-Melanin. 

a   + löslich; +/- bedingt löslich; - unlöslich  

 
Das aus dem Extraktionsüberstand gewonnene gelblich-weiße Azotobacter-Melanin A 

zeigte eine mit dem Brenzkatechin-Melanin C vergleichbare Löslichkeit in heißer 0,5 M 

NaOH-, 0,8 M KOH- und 1 M Na2CO3-Lösung. Das in dem partikulären 

Extraktionsrückstand von A.-chroococcum-Zellen befindliche Melanin B war ebenfalls 

in heißer Natronlauge löslich, jedoch in den anderen Lösungen nur teilweise lösbar. 

Eine Gemeinsamkeit der Melanine A und B mit dem Brenzkatechin-Melanin C zeigte 

 Melaninproben ‐ und Referenzsubstanzena 

Lösungsmittel 
A. chroococcum

(A) 
A. chroococcum

(B) 
Brenzkatechin‐Melanin 

(C) 
DOPA‐Melanin

(D) 

Aqua dest. (25 °C) - - - - 

Aqua dest. (80 °C) - - - - 

0,5 M NaOH (25 °C) - +/- + + 

0,5 M NaOH (80 °C) + + + + 

0,8 M KOH (25 °C) - - - - 

0,8 M KOH (80 °C) + +/- + + 

1 M Na2CO3 (25 °C) - - - - 

1 M Na2CO3 (80 °C) + +/- + +/- 

Aceton - - - - 

Chloroform - - - - 

Ethanol - - - - 

0,1 M FeCl3 x 6 H2O + +/- + - 

A            B                C              DA            B                C              D
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sich bei Applikation einiger Tropfen einer 0,1 M Eisenchlorid-Lösung. Bei allen konnte 

das Ausfallen eines ocker bis orange-braunen Präzipitats, vermutlich bedingt durch eine 

gesteigerte Oxidation der betreffenden Pigmente unter Ausfallen höhermolekularer 

Oxidationsprodukte, festgestellt werden. Die in heißer 0,8 M KOH-Lösung gelösten 

Azotobacter-Melanine A und B zeigten in spektralphotometrischen Untersuchungen ein 

λmax bei 289 nm. Auch das synthetisierte Brenzkatechin- und DOPA-Melanin wiesen 

ähnliche Absorptionsmaxima vor und stimmten mit dem von SHIVPRASAD & PAGE 

(1989) beschriebenem Absorptionsverhalten überein.  

Anhand der beschriebenen Ergebnisse konnte das von stickstofffixierenden Zellen des 

Stammes A. chroococcum gebildete Pigment als ein Melanin identifiziert werden. Auf 

der Grundlage der physiko-chemischen Untersuchungen konnte die Biosynthese eines 

zellgebundenen Brenzkatechin-Melanins bei A. chroococcum angenommen werden.  

  

3.5.2 Untersuchung zellfreier Kulturüberstände   

 

Neben einer Analyse des zellassoziierten Pigments (Kap. 3.5.1) wurden ebenfalls die 

bräunlich-gefärbten zellfreien Überstände stickstofffixierenden Kulturen eingehender 

untersucht. Die Kulturansätze wurden in regelmäßigen Intervallen beprobt und 

spektralphotometrischen Untersuchung hinsichtlich einer extrazellulären Anreicherung 

von Substanzen mit ortho-Diphenol-Grundstruktur (vgl. Kap. 2.9.1) sowie der 

Melaninbildung unterzogen (Abb. 15). 
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Abb. 15: Analyse des stickstofffixierenden Wachstums von A. chroococcum ( ; Proteingehalt) 
und der extrazellulären Anreicherung von Substanzen mit ortho-Diphenol-Grundstruktur ( ) 
bzw. von Melanin ( ) über eine Inkubationszeit von 72 h. Standardabweichungen beziehen 
sich auf zehn Kulturansätze. Kultivierung in stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach 
WINOGRADSKY mit 1 % (v/v) Glucose. Schüttelfrequenz 180 rpm. 
 

Bei Messungen der Absorption zellfreier Überstände bei einer Wellenlänge von 

400 nm, welche als ein charakteristischer Absorptionsbereich von extrazellulären 

Melaninen angesehen ist (SHIVPRASAD & PAGE, 1989), konnten mit zunehmender 

Inkubationszeit ansteigende Werte ermittelt werden (Abb. 15). Diese über 

spektralphotometrische Messungen erhaltenen Absorptionswerte entsprachen dabei der 

einsetzenden optisch wahrnehmbaren Braunfärbung der Kulturüberstände, welche sich 

mit fortschreitender Kultivierung intensivierte. Die als ein Maß für die Bildung 

extrazellulären Melanins herangezogene Absorption korrelierte dabei stark mit dem 

Wachstum stickstofffixierenden Zellen, wobei in der stationären Wachstumsphase keine 

weitere Erhöhung des extrazellulären Melanins festgestellt werden konnte (Abb. 15). 

Eine Aufbereitung der zellfreien Kulturüberstande nach BARNUM und nachfolgende 

Quantifizierung von ortho-Diphenolen bei einer charakteristischen Wellenlänge von 

λmax 503 nm, zeigte mit Eintritt von A. chroococcum in das exponentielle Wachstum 

eine einsetzende Ausscheidung von Brenzkatechin-Derivaten (Abb. 15). Obwohl mit 

Stagnation des Zellwachstums eine über spektralphotometrische Messungen ermittelte 

Konstanz des extrazellulär gebildeten Melanins festgestellt wurde, konnte dennoch ein 

steter Anstieg der Konzentration von Brenzkatechin-Derivaten auf 0,35 mM mL-1 

innerhalb einer Inkubationszeit von 72 h ermittelt werden.      
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3.5.2.1 Strukturaufklärung extrazellulär akkumulierter Substanzen    

 

In Ergänzung zu spektralphotometrischen Untersuchungen wurde, mit dem Ziel einer 

Identifizierung der in das Kulturmedium ausgeschiedenen Substanzen, eine Extraktion 

der Überstände stickstofffixierender Kulturen (56 h und 72 h) nach PAGE & HUYER 

(vgl. Kap. 2.13.1.3) vorgenommen. Die in Methanol gelösten, underivatisierten sauren 

Extrakte (Extraktion bei pH 2) wurden mittels GC-MS- und HPLC-Analytik vermessen 

(Abb. 16A, B).  

 

 

Abb. 16: GC-MS-Chromatogramm (A) und HPLC-Elutionsprofil (B) eines underivatisierten 
sauren Extrakts des Kulturüberstandes von A. chroococcum. 56-h-alte stickstofffixierende 
Kultur. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 
 

In underivatisierten Extrakten konnte ein dominierender Peak sowohl in 

massenspektrometrischen als auch chromatographischen Analyseverfahren detektiert 

werden. In Auswertung der Fragmentierungsmuster, Retentionszeiten und UV-

Absorptionsmaxima im Abgleich zu verfügbaren Standardverbindungen, konnte die 

extrazellulär akkumulierte Substanz P1 als Brenzkatechin identifiziert werden. Für P2 

konnte das Vorliegen der ortho-dihydroxylierten Verbindung 3,4-Dihydroxy-

benzoesäure ermittelt werden (Tab. 27).  
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Tab. 27: HPLC- und GC-MS-Daten der in underivatisierten sauren Extrakten einer 56-h-alten 
stickstofffixierenden A.-chroococcum-Kultur detektierten Substanzen P1 und P2 im Vergleich zu 
Standardsubstanzen. Analytsubstanzen in Methanol, Standardverbindungen in Aqua dest. 
aufgenommen. HPLC-Fließmittelgradient 1.   

  HPLC GC‐MS 

Akkumulierte 
Substanz  

Rf [min] 
UV/VIS‐Spektrum, 
Absorptionsmaxima 

λmax [nm] 

Rf [min] Fragmentionen [m/z], 
Intensität [%] 

 

 

P1  4,5 

  

 

13,9 
110 [100 %], 92 [13 %], 81 
[15 %], 64 [38 %], 53 [9 %], 
39 [6 %]  

 

 

 

 

203, 275  

Brenzkatechin‐
Standard 
 

OH

OH  

4,8 13,7 
110 [100 %], 92 [18 %], 81 
[20 %], 64 [41 %], 53 [11 %], 
39 [8 %] 

  

 

 

 

 

 

203, 276  

P2  4,1 

 

 

 

 

 

205, 218, 259, 294  

3,4‐Dihydroxybenzoe‐
säure‐Standard 
 

OH

OH

O

OH

 

4,3 

 

 

 

 

205, 218, 259, 294  

 
Für die über HPLC-Analysen eindeutig nachgewiesene 3,4-Dihydroxybenzoesäure 

konnte in GC-MS-Analysen keine korrespondiere Masse detektiert werden. Aufgrund 

der zusätzlichen Carboxylgruppe besitzt diese Verbindung eine, im Vergleich zu 

Brenzkatechin, erhöhte Verdampfungstemperatur. Da keine Herabsetzung des 

Siedepunktes der in den Extrakten befindlichen Substanzen durch eine vorangehende 
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Derivatisierung vorgenommen wurde, konnte diese Säure in massenspektrometrischen 

Analyseverfahren vermutlich nicht detektiert werden.  

Für die in HPLC-Analysen saurer Extrakte detektierte Substanz P3 wurde eine 

hydrophile Substanz mit offener Ringstruktur angenommen, da deren 

Absorptionsmaximum und die frühe Elution mit den Charakteristiken ringoffener 

Dicarboxylgruppen-tragender Standardverbindungen vergleichbar war (Tab. 28).  

 
Tab. 28: Vergleich des UV/VIS-Absorptionsspektrums und -maximums der in HPLC-Analysen 
von extrahierten Kulturüberständen detektierten Substanz P3 mit denen von Standardsubstanzen.   

P3 
UV/VIS‐Spektren, Absorptionsmaxima λmax [nm] und  
chemische Bezeichnungen der Referenzverbindungen 

    

259 263 260 261 
 trans, trans- Muconsäure cis, cis- Muconsäure cis, trans- Muconsäure 

 

Die Substanz P3 und weitere über die angewandten Analyseverfahren detektierte 

Substanzen (vgl. Tab. 12, Anhang), konnten in der vorliegenden Arbeit 

strukturchemisch nicht näher charakterisiert werden.  

Ergänzend zu einer Analyse saurer Extrakte wurden wässrige Kulturüberstände mittels 

HPLC-Analyse untersucht, um den zeitlichen Verlauf der als Brenzkatechin und 3,4-

Dihydroxybenzesäure identifizierten extrazellulär akkumulierten Substanzen erfassen 

zu können. Wie bereits durch spektralphotometrische Untersuchungen bezüglich einer 

Quantifizierung von ortho-Diphenolen unter Anwendung der Methode nach BARNUM 

ermittelt wurde, zeigte A. chroococcum mit fortschreitender Kultivierungszeit eine 

gesteigerte Ausscheidung von Brenzkatechin-Derivaten (vgl. Kap. 3.5.2). Nach 120-

stündiger Kultivierung unter Assimilation von Luftstickstoff lag das ortho-Diphenol 

Brenzkatechin in einer maximalen Konzentration (0,52 mM) vor. Hingegen wurde 3,4-

Dihydroxybenzoesäure nach 48 h Inkubation am stärksten ausgeschieden und erreichte 

in der exponentiellen Wachstumsphase eine maximale Konzentration von 40,3 µM. Mit 

Vorliegen der Zellen in der stationären Phase war die 3,4-Dihydroxybenzoesäure-

Konzentration jedoch abrupt um 93 % gesunken.  
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3.5.2.2 Einfluss der Nitrogenase-relevanten Metallionen Na2MoO4 und FeSO4 

 

Das Wachstum von A. chroococcum unter Assimilation von Luftstickstoff bedingt die 

Aktivierung einer intrazellulär lokalisierten, sauerstoffempfindlichen Nitrogenase, 

welche u.a. ein Fe-S-Cluster und einen Fe-Mo-Cofaktor besitzt. Da in 

stickstofffixierenden Kulturen, wie bereits in Abschn. 3.5.2.1 beschrieben, mit 

fortschreitender Kultivierungszeit eine Melaninbildung in Verbindung mit einer 

extrazellulären Ausscheidung von Brenzkatechin und 3,4-Dihydroxybenzoesäure 

(temporär) erfolgt, wurde der Einfluss der für eine optimale Funktion des Nitrogenase-

Systems essentiellen Metallionen Na2MoO4 und FeSO4 auf das Wachstum und die 

Pigmentbildung untersucht. Von Interesse war dabei die extrazelluläre Ausscheidung 

von Siderophoren, die z.T. ortho-Diphenol-Derivate darstellen können und die bei 

Metallionenmangel für eine (unspezifische) Komplexierung von Metallionen in das 

umgebende Kulturmedium ausgeschieden werden. A. chroococcum wurde in 

stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach WINODGRASDKY mit 1 % Glucose (v/v), 

einerseits unter Mangel an Na2MoO4 bzw. an FeSO4 sowie andererseits unter Mangel an 

beiden Metallverbindungen, kultiviert.  

Ein optimales Wachstum von A. chroococcum erfolgte in stickstofffreiem Standard-

Mineralsalzmedium und einer Supplementierung mit Na2MoO4- und FeSO4-Ionen 

(Abb. 17A). Im Vergleich dazu erreichten Kulturen, die in Abwesenheit von Na2MoO4 

kultiviert wurden, mit Eintritt in die stationäre Wachstumsphase 53 %, Kulturen mit 

Mangel an FeSO4 oder beider Metallverbindungen lediglich 19 bzw. 16 % der OD500nm 

(Abb. 17A). 
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Abb. 17: Stickstofffixierendes Wachstum (A), Proteingehalt der Kultur (B), pH-Wert im 
Kulturmedium (C), Gesamtmenge an Brenzkatechin-Siderophoren (offene Symbole) und Gehalt 
des spezifischen Brenzkatechin-Siderophors Azotobactin (gefüllte Symbole) (D) in 
Abhängigkeit von den im Kulturmedium verfügbaren Metallionen über eine Inkubationszeit von 
96 h. Kultivierung von A. chroococcum erfolgte in stickstofffreiem Standard-
Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY ( ), unter Mangel an Na2MoO4 ( ), FeSO4 ( ) 
oder mit Defizit beider Metallionen ( ) mit 1 % Glucose (v/v). Hefeextrakt-Glucose-
Vorkultur. Schüttelfrequenz 180 rpm. In Teilabbildung A ist das Kulturbild einer Standardkultur 
(I) und das von Kulturen bei Mangel an Na2MoO4 (II), FeSO4 (III) sowie beiden Metallen (IV) 
nach 96 h Inkubation dargestellt. In Teilabbildung C ist der pH-Wert einer stickstofffixierenden 
Kultur mit einer Störung in der Melaninbildung ( ) ergänzend dargestellt. In Teilabbildung D 
ist eine vereinfachte Struktur des spezifischen Brenzkatechin-Siderophors Azotobactin (V; 
abgewandelt nach PALANCHÉ et al., 2004) gezeigt.  
 

Zudem bewirkte ein Na2MoO4-Mangel eine Reduktion des Proteingehalts der Kulturen 

um 42 %; ein Fehlen an FeSO4 sowie ein gänzlicher Mangel an Na2MoO4 und FeSO4 

führte zu einem um 83 bzw. 88 % herabgesetzten Proteingehalt (Abb. 17B).   
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Hinsichtlich der Pigmentbildung konnte festgestellt werden, dass lediglich 

stickstofffixierende Kulturen in Standardmedium sowie Kulturen mit FeSO4-Zusatz die 

für A. chroococcum typische Bildung des braun-schwarzen Melaninpigments zeigten. 

Hingegen waren Zellen mit FeSO4-Defizit bzw. mit einem Defizit an FeSO4 und 

Na2MoO4 von der marginalen Bildung eines rötlichen Pigments gekennzeichnet (Abb. 

17A, B). Dies indizierte, dass eine Supplementierung der Kulturen mit FeSO4-Ionen für 

ein stickstofffixierendes Wachstum und eine zelluläre Synthese des als Brenzkatechin-

Melanin identifizierten dunkelgefärbten Pigments (vgl. Kap. 3.5.1) unabdingbar war.    

Bei Untersuchungen der pH-Werte der Kulturmedien konnte nachgewiesen werden, 

dass eine Kompensation des pH-Abfalls in melanogenen Standardkulturen und braun-

schwarz gefärbten Kulturansätzen FeSO4-Zusatz bei Übergang in die stationäre 

Wachstumsphase, unter simultaner Intensivierung der Melaninbildung, eingeleitet 

wurde (Abb. 17C). Dieser Effekt konnte bei rötlich-pigmentierten Kulturen mit FeSO4- 

und FeSO4/Na2MoO4-Mangel kaum bzw. gar nicht ermittelt werden.  

Wie in Kap. 3.4.2 beschrieben, konnte in stickstofffixierenden A. chroococcum-

Kulturen, die in Standardmineralsalzmedium kultiviert wurden, gelegentliche Störungen 

in der Melanin-Synthese festgestellt werden. Diese konnten auf eine zuvor langfristige 

Kultivierung des Stammes in Anwesenheit einer exogenen Stickstoffquelle bei der 

Zellanzucht zurückgeführt werden; eine Fremdkontamination konnte über 

mikroskopische Analysen und Reinheitsprüfungen auf NAg ausgeschlossen werden. 

Die in der Pigmentbildung gestörten stickstofffixierenden Kulturen zeigten ein 

Wachstum, das mit den zur Melaninbildung befähigten Kulturen vergleichbar war, 

jedoch wurde bei Kontrolle der pH-Werte des Kulturmediums ersichtlich, dass mit 

Ausbleiben der Melaninsynthese keine pH-Kompensation eintrat (Abb. 17C).  

Somit konnte unter Einbeziehung der gemessenen pH-Werte von stickstofffixierenden 

Kulturansätzen mit Na2MoO4-, FeSO4- und FeSO4/Na2MoO4-Defizit ein direkter 

Zusammenhang zwischen der Melaninbildung und der Veränderung des pH-Wertes der 

Kulturmedien festgestellt werden.  

Über spektralphotometrische Messungen hinsichtlich der Ausscheidung von ortho-

dihydroxylierten, Metallionen-komplexierenden Siderophoren konnte nach einer 

Kultivierungszeit von 96 h die höchste Gesamt-Brenzkatechin-Siderophor-

Konzentration (λ = 310 nm) in Kulturen, die ohne Mangel an Na2MoO4- und FeSO4-

Ionen wuchsen ermittelt werden (Abb. 17D). Im Vergleich dazu betrug der 

Brenzkatechin-Siderophor-Gehalt bei Mangel an dem für ein Wachstum und die 
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Melaninbildung als essentiell identifizierten FeSO4 51 %, hingegen unter Na2MoO4-

Mangelbedingungen (und normalem FeSO4-Gehalt) lediglich 34 %. Desweiteren 

zeigten Kulturen bei FeSO4-Defizit die höchste Konzentration des spezifischen ortho-

dihydroxylierten Eisenchelators Azotobactin (λ = 380 nm; Abb. 17D). Im Gegensatz 

dazu war der Azotobactin-Gehalt in Standardkulturen um 54 % und in mit FeSO4-

supplementierten Kulturen um 84 % reduziert. Die Analyse dieses spezifischen 

Siderophors zeigte somit, dass eine Supplementierung der Kulturen mit Fe-Ionen für 

das stickstofffixierende Wachstum von A. chroococcum erforderlich war und bei 

Mangel eine gesteigerte Freisetzung von komplexierenden ortho-dihydroxylierten 

Siderophorsystemen erfolgte. 

Aus den Untersuchungen zur Kultivierung unter Bedingungen eines Mangels an 

Nitrogenase-relevanten Metallen ließ sich somit ableiten, dass Eisen eine zentrale Rolle 

bei der Unterstützung des Wachstums und der Pigmentbildung unter 

stickstofffixierenden Bedingungen einnimmt. Auf der Grundlage der Ergebnisse des 

Wachstums unter Na2MoO4-Mangel, jedoch einer gleichzeitigen FeSO4-Anwesenheit, 

konnte von der Expression eines alternativen Nitrogenase-Systems in dem Stamm 

A. chroococcum ausgegangen werden.  

 

3.5.2.3 Einfluss einer Kupfersupplementierung auf stickstofffixierende Kulturen  

 

Eine Erhöhung der Kupferionen-Konzentration im Kulturmedium wurde vielfach in 

Verbindung mit einer erhöhten zellulären Pigmentierung beschrieben. 

Dementsprechend wurde der Einfluss einer CuSO4-Supplementierung während einer 

stickstofffreien Kultivierung von A. chroococcum auf die Melaninbildung und die 

extrazelluläre Ausscheidung der in stickstofffixierenden Kulturen identifizierten ortho-

dihydroxylierten Melanin- und Siderophor-Präkursoren (vgl. Kap. 3.5.2.1) untersucht.  

Eine erhöhte Kupfersulfat-Konzentration beeinflusste das stickstofffixierende 

Wachstum von A. chroococcum erheblich. Dabei bewirkte eine CuSO4-Konzentration 

von 10 µM eine vollständige Inhibition des Wachstums. In Gegenwart von 1 µM CuSO4 

zeigte A. chroococcum ein im Vergleich zu Kulturen ohne zusätzliche Kupfergabe 

ähnliches Wachstumsverhalten. Ansteigende CuSO4-Konzentrationen (3 bis 5 µM) 

führten zu einer Reduktion der OD500nm in der stationären Wachstumsphase um ca. 

20 %.  
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Untersuchungen bezüglich der extrazellulären Melaninbildung (400 nm) deuteten - 

insbesondere nach 48-stündiger Kultivierung - darauf hin, dass eine 3 und 5 µM CuSO4-

Supplementierung eine frühere Bildung bzw. Ausscheidung von Melanin in das 

umgebende Kulturmedium auslöste und die Zellen in Gegenwart dieser erhöhten 

Kupferkonzentrationen bereits melanogen erschienen (Abb. 18A). Dennoch konnte mit 

fortschreitender Kultivierung eine um 47 und 60 % höhere Melaninkonzentration in 

Standardkulturen sowie in Kulturen mit 1 µM CuSO4-Zusatz bei Erreichen der 

stationären Phase festgestellt werden (Abb. 18A).  

 

 

Abb. 18: Extrazelluläre Melaninbildung (A) und Konzentration der ortho-Diphenole 
Brenzkatechin (B) und 3,4-Dihydroxybenzoesäure (C) in stickstofffixierenden Standardkulturen 
( ) sowie in Kulturen mit einer 1 ( ), 3 ( ) und 5 ( ) µM CuSO4. Kultivierung von 
A. chroococcum in stickstofffreiem Standard-Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY mit 
1 % (v/v) Glucose. Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur. Schüttelfrequenz 180 rpm. 
 
HPLC-Analysen von zellfreien Kulturüberständen zeigten zudem eine von der CuSO4-

Konzentration beeinflusste Ausscheidung der ortho-dihydroxylierten Verbindungen 

Brenzkatechin und 3,4-Dihydroxybenzoesäure (Abb. 18A, B). Die höchsten 

Brenzkatechin-Konzentrationen konnten dabei in Standardkulturen (0,52 mM 

Brenzkatechin nach 120 h) erfasst werden, wobei mit ansteigenden Mengen an CuSO4-

Ionen eine simultane Abnahme in der extrazellulären Ausscheidung dieser Substanz 

festgestellt wurde (Abb. 18B). Im Allgemeinen lag jedoch sowohl in Standardkulturen 

als auch in Kulturen mit zusätzlicher Kupfersupplementierung eine mit fortschreitender 

Kultivierung verbundene Akkumulation von Brenzkatechin vor. Im Gegensatz dazu 

erfolgte lediglich eine vorübergehende extrazelluläre Akkumulation von 3,4-

Dihydroxybenzoesäure, welche in allen Kulturansätzen ihre maximale Konzentration 

nach einer Inkubationszeit von 48 h erreichte und nachfolgend abnahm (Abb. 18C). Die 

höchste Quantität dieser aromatischen Säure lag in Kulturen mit 3 µM CuSO4 vor. 

Allerdings konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der Ausscheidung von 3,4-
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Dihydroxybenzoesäure und der in dem Kulturmedium vorliegenden Kupferionen-

Konzentration erfasst werden.  

 

3.6 Nachweis einer Phenoloxidase-Aktivität in A. chroococcum  

 

In einleitenden Versuchen zum Nachweis der Expression einer Phenoloxidase-Aktivität 

wurden Schnelltestungen mit Zellextrakten (vgl. Kap. 2.11.2.1) stickstofffixierender 

und in Anwesenheit einer exogenen Stickstoffquelle kultivierter Zellen durchgeführt. 

400 µL der nach unterschiedlichen Inkubationszeiten über einen mechanischen 

Aufschluss gewonnenen Zellextrakte wurden in mit 500 µL NaAC (0,1 M, pH 5) 

versehene 1,5-mL-Reaktionsgefäße überführt und mit 100 µL einer 5 mM Stammlösung 

der Phenoloxidase-spezifischen Substrate ABTS, 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) und 

Syringaldazin versetzt. Nach Inkubation der Reaktionsansätze bei Raumtemperatur, 

sowie 30 und 37 °C, konnte in allen Ansätzen, in denen sich Extrakte 

stickstofffixierender A.-chroococcum-Zellen befanden, ein für die Redoxindikatoren 

ABTS und 2,6-DMP spezifischer kolorimetrischer Farbumschlag erfasst werden (Abb. 

19A, B). Dieser wurde bereits 1 min nach Substratzusatz ersichtlich und intensivierte 

sich mit fortschreitender Inkubation.  

 

 

Abb. 19: Schnelltestungen von Zellextrakten einer 72-h-alten stickstofffixierenden A.-
chroococcum-Kultur in Reaktionsansätzen mit ABTS (A) und 2,6-DMP (B) nach 10-minütiger 
Inkubation bei 25, 30 und 37 °C. Kultivierung in stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach 
WINOGRADSKY mit 1 % (v/v) Glucose. Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur. Schüttelfrequenz 
180 rpm. 
 

In Testung von Zellextrakten, welche nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (24 - 

120 h) aus Kulturen mit einer zusätzlichen anorganischen und organischen 

Stickstoffquelle (vgl. Kap. 3.4.1 und 3.4.2) präpariert wurden, zeigten sich über eine 

Inkubationszeit von 24 h keine Aktivitäten gegenüber den getesteten Phenoloxidase-

25 °C 30 °C 37 °C 25 °C 30 °C 37 °C

A B

25 °C 30 °C 37 °C 25 °C 30 °C 37 °C

A B
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Substraten. Da in diesen Kulturen keine Fixierung von atmosphärischem Stickstoff 

erforderlich war, konnte ein erster Zusammenhang zwischen der Existenz einer 

Phenoloxidase-Aktivität und der Kultivierung unter stickstofffixierenden Bedingungen 

angenommen werden (Tab. 29).  

Tab. 29: Übersicht über das in Abhängigkeit von den Kultivierungsbedingungen makroskopisch 
und mikroskopisch erfasste Kultur- und Zellstadium, welches mit einer positiven Testung des 
Stammes A. chroococcum auf Phenoloxidase-Aktivität verbunden war. 

 
Assimilation von
Luftstickstoff

Assimilation exogener 
N‐Quellen 

N‐Quelle 
Molekularer 

Stickstoff (N2) 
0,3 % Anorganische bzw. 0,4 % organische 

N-haltige Verbindungen (v/v) 

C‐Quelle  1 % Glucose (v/v) 
1 % Glucose (v/v) bzw. 0,4 % organische  

N-haltige Verbindungen (v/v) 

Melaninbildung  + - 

Cystenbildung  + - 

Phenoloxidase‐Aktivität 
in Zellextrakten 

+ - 

 

Aus den Untersuchungen zur Pigmentbildung von A. chroococcum in Abhängigkeit von 

den Kultivierungsbedingungen, insbesondere einer Supplementierung mit exogenen 

stickstoffhaltigen Verbindungen, konnte eine weitere Korrelation der nachgewiesenen 

Enzymaktivität mit dem Auftreten von braun-schwarzen melanogenen Kulturen 

abgeleitet werden. Nach Analyse der Zellmorphologie bzw. der Differenzierungszyklen 

des Stammes in Abhängigkeit von der im Kulturmedium assimilierten N-Quelle (vgl. 

Kap. 3.3.1 und Kap. 3.3.3), konnte ein Übergang in das Cystenstadium ausschließlich in 

stickstofffixierenden Kulturen festgestellt werden. Unter Berücksichtigung dieser 

Tatsache konnte weiterhin ein Zusammenhang zwischen der Zellmorphologie bzw. 

Cystenbildung und der Expression einer Phenoloxidase-Aktivität herausgestellt werden 

(Tab. 29). In nachfolgenden Kapiteln wird das in stickstofffixierenden Zellen 

determinierte Enzym als AcCL bezeichnet. 
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3.6.1 Untersuchung der Phenoloxidase-Aktivität in stickstofffixierenden 
Kulturen  

 

Mit dem Ziel, eine Beziehung zwischen den Wachstumsphasen, der damit verbunden 

morphologischen Differenzierung vegetativer Zellen in das Cystenstadium unter 

Ausbildung braun-schwarz pigmentierter Kulturen und der in Zellextrakten 

bestimmbaren Phenoloxidase-Aktivität (AcCL) herstellen zu können, erfolgte eine 

Präparation zellfreier Rohextrakte (vgl. Kap. 2.10.1) nach unterschiedlichen 

Inkubationszeiten (24 - 96 h; Abb. 20).  

 

 

Abb. 20: A) Darstellung der ermittelten Phenoloxidase-Aktivitäten ( ; 2,6-DMP-
Standardassay) in zellfreien Rohextrakten einer stickstofffixierenden A.-chroococcum-Kultur 
und der gebildeten Biomasse ( ; Feuchtgewicht aus 100-mL-Kulturansatz) in Abhängigkeit 
von der Kultivierungszeit. B) Veränderung der Zellgrößen ( ) während des 
stickstofffixierenden Wachstums ( ) über eine Inkubationszeit von 72 h. Zellgrößen 
dargestellt als Mittelwerte von je 25 ausgemessenen Zellkörpern. Kultivierung in 
stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY mit 1 % (v/v) Glucose. 
Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur. Schüttelfrequenz 180 rpm. 
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In zellfreien Rohextrakten des Stammes A. chroococcum konnte im 2,6-DMP-Assay mit 

fortschreitender Kultivierungszeit eine ansteigende AcCL-Aktivität erfasst werden 

(Abb. 20A). Bezogen auf die aus einer 100-mL-Kultivierung gewonnene und 

aufgeschlossene Biomasse (Abb. 20A), lag nach 48-stündiger Kultivierung eine 

Gesamtaktivität von 0,9 µmoL mg-1 vor. Nach weiteren 48 h (96 h Kultivierung) war 

die Phenoloxidase-Aktivität, trotz einer vergleichsweise geringen Biomassezunahme, 

um das 2,6-fache angestiegen. Gleichzeitig konnte während der Kultivierung unter N2-

fixierenden Bedingungen eine einsetzende Reduktion der Zellgrößen, in Verbindung 

mit einer morphologischen Umwandlung vegetativer stäbchenförmiger Zellen in das 

Cystenstadium, nachgewiesen werden (Abb. 20B). Nach Abschluss der exponentiellen 

Wachstumsphase (48 h) konnte in begleitenden mikroskopischen Untersuchungen eine 

Zellgröße zwischen 3,5 und 4 µm bestimmt (Abb. 20B) und ein Übergang in das 

Cystenstadium ermittelt werden. In Verbindung mit dem Einsetzen dieser 

morphologischen Differenzierungsphase konnte in zellfreien Rohextrakten eine um 

93 % gesteigerte AcCL-Gesamtaktivität (Abb. 20A), bei einer um 37 % reduzierten 

Zellgröße im Vergleich zu einer 24-h-Kultivierung, ermittelt werden. In der stationären 

Wachstumsphase, in welcher maximale AcCL-Gesamtaktivitäten erfasst wurden, lagen 

in den schwarz-gefärbten Kulturansätzen nunmehr die Zellen überwiegend als Cysten 

vor. Die Zellgröße war im Vergleich zu den am Ende der exponentiellen 

Wachstumsphase ermittelten Größen um weitere 12 % verringert und betrug lediglich 

9,5 % der Zellgröße des Inokulums (Abb. 20B). Somit konnte ein enger Zusammenhang 

zwischen der in stickstofffixierenden Zellen einsetzenden morphologischen 

Differenzierung und der Expression einer Phenoloxidase-Aktivität nachgewiesen 

werden. Ein makroskopischer Hinweis dafür war eine eintretende Melaninbildung in 

den Kulturen.  

 

3.6.2 Lokalisation der Phenoloxidase  

 

Mit dem Ziel, das Auftreten des in A. chroococcum identifizierten Enzyms AcCL in 

spezifischen Zellfraktionen nachweisen zu können, wurden Zellen einer Fraktionierung 

von Zellkompartimenten (u.a. cytosolische Fraktion, innere und äußere Membranen) 

unterzogen (vgl. Kap. 2.10.1, Abb. 5). Generell konnte keine AcCL-Aktivität in den 

zellfreien Kulturüberständen nachgewiesen werden (11.000 x g), hingegen konnte eine 
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solche in Zellextrakten nach Aufschluss vegetativer Zellen bzw. Cysten ermittelt 

werden (vgl. Kap. 3.6.1). Um Anhaltspunkte für eine Assoziation der AcCL-Aktivität 

mit einzelnen Zellfraktionen in Abhängigkeit von der Kultivierungszeit und den 

zellmorphologischen Veränderungen zu gewinnen, wurden Aktivitätsmessungen in der 

lag-Phase, der frühen exponentiellen Wachstumsphase, dem Übergang von 

exponentieller in die stationäre Wachstumsphase und in der späten stationären Phase 

durchgeführt (Abb. 21).   

 

 

Abb. 21: Phenoloxidase-Aktivitäten von ganzen Zellen ( ), Zellextrakten ( ), zellfreien 
Rohextrakten (  ) und Membran-Fraktionen (Zell- und Cystenwandtrümmer, unlösliche 
Komponenten der äußeren Hüllmembranen,  ) des Stammes A. chroococcum nach 48, 56 und 
72 h Kultivierung. 2,6-DMP-Assay. Standardabweichungen aus 3-fach-Messung ermittelt. 
Kultivierung in stickstofffreiem Mineralsalzmedium nach WINOGRADSKY mit 1 % (v/v) 
Glucose. Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur. Schüttelfrequenz 180 rpm. 
 

Nach einer Inkubationszeit von 24 h (in Abb. 21 nicht dargestellt) konnte bei Analyse 

unaufgeschlossener gewaschenen Zellen eine geringe messbare Aktivität gegenüber 2,6-

DMP festgestellt werden. Unaufgeschlossene Zellen einer 48-h-Kultur wiesen bereits 

eine stärkere Substratkonversion auf (Abb. 21). Mit fortschreitender Inkubationszeit und 

dem Übergang der Zellen in das Cystenstadium nahm die in ganzen Zellen bestimmbare 

Aktivität jedoch wieder deutlich ab, obwohl die Aktivität nach Zellzerstörung im 

gleichen Zeitraum (48 -72 h) zunahm. Somit schien die zelluläre Lokalisation von AcCL 

im Zuge des Zelldifferenzierungsprozesses mit dem Verlust der originären Zellwand- 

und Membrankonstitution und der Entwicklung von Multilayer-Membranensystemen 
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der Cysten davon betroffen zu sein. Nach einer präparativen Zentrifugation des 

Zellextraktes zur gezielten Gewinnung einzelner Fraktionen, konnte zwar eine Aktivität 

in zellfreien Rohextrakten (6.000 x g) erfasst werden, jedoch war die Aktivität 

gegenüber 2,6-DMP in den partikulären Fraktionen (Zelltrümmer) stets höher. Zudem 

ergaben Aktivitätstestungen mit cytosolischen Fraktionen und inneren Membranen 

ausschließlich in der 24-h-Kultur einen positiven Enzymnachweis (in Abb. 21 nicht 

dargestellt), welcher in älteren Kulturen nicht generiert werden konnte. Im Allgemeinen 

wurde mit zunehmender Kultivierungszeit eine erhöhte PO-Aktivität in den 

Zellextrakten und auch in Präparaten der äußeren Hüllmembranen erfasst (Abb. 21). 

Dies stand in einer engen Korrelation zu der Bildung des äußeren Cystenmantels. Da 

keine AcCL-Aktivitäten in den nach Ultrazentrifugation (100.000 x g) gewonnenen 

Überständen detektiert werden konnten und die in zellfreien Rohextrakten gemessenen 

Aktivitäten im Vergleich zu denen der partikulären Fraktionen beträchtlich reduziert 

waren, deutete dies darauf hin, dass das Enzym AcCL in einer starken Assoziation mit 

den Zellwänden, äußeren Membranbestandteilen und Cystenhüllen- bzw. 

ummantelungen steht.  

 
Um weitere Anhaltspunkte über eine Assoziation der Phenoloxidase mit Bestandteilen 

der partikulären Fraktion zu erlangen, wurde die Enzymfreisetzung in 

Solubilisierungsexperimenten unter Einsatz verschiedener Detergenzien sowie 

chelatbildender und chaotropher Substanzen untersucht (vgl. Kap. 2.10.1).  

Entsprechend der Natur und dem Wirkungsbereich der für eine Enzymextraktion 

einzeln bzw. in Kombination eingesetzten nicht-ionischen, anionischen und 

zwitterionischen Substanzen, konnten nach Inkubation der partikulären Zellfraktion 

gesteigerte Enzymaktivitäten in zellfreien Rohextrakten ermittelt und somit weitere 

Anhaltspunkte für eine Assoziation der Phenoloxidase AcCL mit Membransystemen 

gewonnen werden (Abb. 22). 
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Abb. 22: Relative Aktivitäten zellfreier Rohextrakte vor (100 % relative Aktivität;  ) und nach 
einer 30-minütigen Inkubation der partikulären Zellfraktion einer 56 h-alten Kultur bei 30 °C in 
Gegenwart ansteigender Konzentrationen an Triton X-100 (  ), EDTA (  ), CHAPS ( ) 
sowie einer Kombination aus Guanidinhydrochlorid (5 mM) und Triton X-100 (5-40 mM ). 
2,6-DMP-Assay. Standardabweichungen aus 4-fach-Bestimmung ermittelt.  
 

Aktivitätsmessungen mit zellfreien Rohextrakten (6.000 x g) nach Inkubation der 

partikulären Zellfraktionen mit diversen solubilisierenden Agentien, zeigten die größte 

Steigerung der 2,6-DMP-Oxidation nach Behandlung mit dem anionischen 

Chelatbildner Na2H2EDTA (Abb. 22). Gegenüber unbehandelten Präparaten konnte mit 

5 mM Na2H2EDTA eine um 83 % erhöhte AcCL-Aktivität bei einem um 20 % 

gesteigerten Proteingehalt ermittelt werden. Diese Aktivitätssteigerung wurde jedoch 

mit ansteigenden Konzentrationen an Na2H2EDTA reduziert. Eine 20 %-ige Erhöhung 

der AcCL-Aktivität in zellfreien Rohextrakten konnte auch nach Inkubation mit dem 

nicht-ionischen Tensid Triton X-100 (5 mM) festgestellt werden (Abb. 22). Nach 

Behandlung mit zwitterionischem CHAPS sowie einer Kombination aus nichtionischer 

und chaotropher Reagenz (Guanidinhydrochlorid/Triton X-100) setzte mit ansteigenden 

Konzentrationen dieser Substanzen eine stete Verminderung der 2,6-DMP- 

Oxidationsraten ein (Abb. 22). Nach Inkubation der partikulären Zellfraktion mit 

weiteren Detergenzien (Guanidinhydrochlorid, Sarkosyl) und Kombinationen 

verschiedenartiger Substanzen (CHAPS/Triton X-100, Guanidinhydrochlorid/Sarkosyl) 

konnten lediglich marginale bis keine positiven Effekte bezüglich einer 

Aktivitätssteigerung erfasst werden (in Abb. 22 nicht dargestellt). Auch nach Inkubation 

mit SDS war selbst in der geringsten Konzentrationsstufe keine messbare AcCL-
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Aktivität mehr vorhanden. Vergleichbare Ergebnisse lagen ebenso mit den 

Membranprotein-solubilisierenden Detergenzien Tween 20 und Tween 80 vor.  

 

3.6.3 Beeinflussung der Phenoloxidase-Aktivität durch eine 
Kupfersupplementierung stickstofffixierender Kulturen 

 

Eine Expression von Phenoloxidasen in Prokaryoten wurde vielfach in Verbindung mit 

einem Efflux und einer Detoxifizierung von toxischen Metallionen beschrieben 

(GRASS et al., 2004; KIM et al., 2001). Dabei bewirkte insbesondere eine Erhöhung 

der Kupferionen-Konzentration im Kulturmedium eine Induktion bzw. 

Aktivitätssteigerung prokaryotischer Phenoloxidase-Aktivitäten, die mitunter in einer 

erhöhten zellularen Pigmentierung resultierten. Dementsprechend wurde, neben dem 

Einfluss einer Kupfersupplementierung auf die Pigmentbildung stickstofffixierender A.-

chroococcum-Kulturen (vgl. Kap. 3.5.2.3), die möglicherweise von der Kupferionen-

Konzentration abhängige Aktivität bzw. Expression der zellassoziierten Phenoloxidase 

untersucht. In zellfreien Rohextrakten konnte eine messbare Erhöhung der 

Gesamtaktivitäten mit ansteigender Cu2+-Ionenkonzentration verzeichnet werden (Abb. 

23). Im Vergleich zu Zellen, die im Standardmedium kultiviert wurden (0,767 µM Cu2+, 

40 nmoL mL-1 min-1), konnten in zellfreien Rohextrakten von Kulturen mit einer 

zusätzlichen Kupferquelle bis zu 5-fach höhere Aktivitäten (218 nmoL mL-1 min-1 mit 

3 μM CuSO4; 162 nmoL mL-1 min-1 mit 5 μM CuSO4) gemessen werden.  

 

 

 
 
Abb. 23: Darstellung der in zellfreien 
Rohextrakten gemessenen AcCL-Aktivitäten 
nach Kultivierung von A. chroococcum in 
stickstofffreiem Standardmineralsalzmedium 
nach WINOGRADSKY ( ) sowie mit 
einem 1( ), 3 ( ) und 5 µM ( ) CuSO4-
Zusatz. Zellsuspensionen vor Zellaufschluss 
mittels FastPrep® auf OD500nm = 6 normiert. 
Hefeextrakt-Glucose-Vorkultur.  
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Bezüglich einer zusätzlichen Kupfersupplementierung von A. chroococcum konnte 

somit festgestellt werden, dass Kulturen mit Kupfersupplementierung (1 bis 3 µM) 

gesteigerte 2,6-DMP-Oxidationsraten aufwiesen, jedoch eine weitere Erhöhung der 

Cu2+-Ionenkonzentration (5 µM) wiederrum ein Aktivitätsabnahme bedingte.  

 

3.7 Charakterisierung der prokaryotischen Phenoloxidase AcCL von A. 
chroococcum  

 

Für eine eingehende Charakterisierung der unter Bedingungen einer N2-Fixierung in A. 

chroococcum exprimierten Phenoloxidase AcCL, wurden Versuche bezüglich 

grundlegender Enzymeigenschaften durchgeführt. Unter dem Aspekt einer Anwendung 

der untersuchten prokaryotischen Phenoloxidase in biokatalytischen Synthesereaktionen 

war es notwendig, wesentliche Reaktionsparameter zu erfassen und das potentielle 

Substratspektrum zu analysieren. Aufgrund der Assoziation von AcCL mit partikulären 

Zellfraktionen (Zellwände, äußeren Hüllmembranen bzw. Cystenhüllen) und einer 

damit verbundenen starken Abnahme der Enzymaktivität mit fortschreitenden 

Aufreinigungsschritten, wurden die nachfolgend vorgestellten Ergebnisse mit zellfreien 

Rohextrakten durchgeführt.  

 

3.7.1 Ermittlung des pH-Optimums  

 

Das pH-Optimum der in zellfreien Rohextrakten enthaltenen Phenoloxidase AcCL 

wurde über eine Oxidation des Redoxindikators ABTS in verschiedenen Puffersystemen 

in einem pH-Bereich von 1,0 bis 7,5 bei einer Temperatur von 30 °C untersucht (Abb. 

24).    
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Abb. 24: Relative Aktivitäten von AcCL in Abhängigkeit vom pH-Wert des Puffersystems 
(0,1 M) in einem Bereich von pH 1,0 - 7,5 im ABTS-Assay (30 °C). Dargestellte Werte und 
Standardabweichungen aus Dreifachbestimmungen bezogen.  
 

Es konnte als pH-Optimum von AcCL ein pH-Wert von 4,5 (0,1 M Natrium-Acetat-

Puffer) ermittelt werden. 

 
Bei Testung der AcCL-Aktivität in Malonsäure-Puffer war diese im Vergleich zu 

Phosphorsäure-Puffer um 20 % (pH 1,0) bzw. 95 % (pH 2,0) reduziert. Zudem konnten 

in Natrium-Acetat-Puffer (pH 2,0) lediglich 58 % der in Phosphorsäure-Puffer 

ermittelten Aktivitäten erfasst werden. Bei pH 3,0 relativierte sich der 

aktivitätsmindernde Einfluss von Malonsäure, sodass 72 % der in einem Phosphorsäure-

Puffersystem gemessenen AcCL-Aktivitäten vorlagen. In Aktivitätsmessungen bei 

einem pH-Wert von 5,5 erwies sich weiterhin Bis-TRIS-Puffer als ein ungeeignetes 

Reaktionsmilieu, da hier - im Gegensatz zu Natrium-Acetat-Puffer (pH 5,5) - die 

Enzymaktivität um 94 % reduziert war.  
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3.7.2 Untersuchungen zur Temperaturstabilität 

 

Untersuchungen zur Temperaturstabilität wurden nach 30-minütiger Inkubation 

zellfreier Rohextrakte bei Temperaturen von 25 bis 55 °C durchgeführt. Die verbliebene 

Aktivität wurde bei gleicher Temperatur (30 °C) gegenüber ABTS bzw. 2,6-DMP 

gemessen.  

 

 

Abb. 25: Darstellung der relativen Aktivitäten der Phenoloxidase AcCL nach 30-minütiger 
Inkubation der Enzympräparate bei Temperaturen von 25 bis 50 °C in NaAC-Puffer (0,1 M, 
pH 5). Restaktivitäten wurden über eine Oxidation von ABTS ( ) und 2,6-DMP ( ) 
ermittelt. Dargestellte Werte und Standardabweichungen aus Vierfachbestimmung erhalten. 
 

Für die Oxidation des nicht-phenolischen Enzymsubstrats ABTS konnte die höchste 

Stabilität von AcCL nach Vorinkubation des Enzympräparates zwischen 30 und 35 °C 

ermittelt werden (Abb. 25). Mit ansteigenden Temperaturen trat jedoch eine simultane 

Abnahme der Enzymaktivität ein, wobei nach Inkubation bei 50 °C noch 60 % der 

Ausgangsaktivität vorlagen. In Assays mit dem Enzymsubstrat 2,6-DMP wurde eine 

Stabilität in Temperaturbereichen von 25 und 30 °C ermittelt, wobei auch hier eine 

sukzessive Abnahme der enzymatischen Oxidationsrate mit Vorinkubation AcCL-

haltiger Rohextrakte bei steigenden Temperaturen erfasst wurde (Abb. 25). Im 

Vergleich zu Aktivitäts-Assays mit ABTS, konnten nach 30-minütiger Inkubation bei 

50 °C mit dem Redoxindikator 2,6-DMP ebenso noch 70 % der Ausgangsaktivität 

gemessen werden. Somit konnte eine relativ hohe Temperaturstabilität für die in 

zellfreien Rohextrakten befindliche Phenoloxidase AcCL nachgewiesen werden.  
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3.7.3 Prüfung des Einflusses von Lösungsmitteln 

 

Begrenzte Löslichkeiten von Edukten, die in wässrigen Reaktionssystemen unter 

katalytischer Wirkung von Enzymen umgesetzt werden, bedingen gelegentlich den 

Einsatz verschiedener organischer Lösungsmittel, um der Ausbildung eines 

Zweiphasen-Systems entgegenzuwirken und so maximale Ausbeuten - unter 

Minimierung einer räumlichen Barriere der Reaktanden - erhalten zu können.  

Um die katalytische Leistungsfähigkeit der prokaryotischen Phenoloxidasen AcCL in 

Gegenwart eines Lösungsmittels gewährleisten zu können, wurde deren 

Lösungsmittelverträglichkeit geprüft. Die Untersuchungen erfolgten mit aufsteigenden 

Konzentrationen der betreffenden Lösungsmittel nach 20- und 60-minütiger Inkubation 

der Enzympräparate bei 30 °C. Die Aktivität wurde in Gegenwart aprotisch unpolarer 

Lösungsmittel wie n-Hexan und Tetrahydrofuran (THF), aprotisch polarer 

Lösungsmittel wie Dimethylsulfoxid (DMSO) und Acetonitril (ACN) sowie protischer 

Lösungsmittel wie Ethanol (EtOH) und Methanol (MeOH) untersucht (Abb. 26).  

 

 
 
Abb. 26: Relative Aktivitäten von AcCL nach Inkubation (60 min) in Gegenwart ansteigender 
Konzentrationen der organischen Lösungsmittel n-Hexan ( ), THF ( ), DMSO ( ), 
ACN ( ), EtOH ( ) und MeOH ( ) bei 30 °C. Restaktivitäten als Mittelwerte einer 
Vierfachbestimmung dargestellt und in Relation zu relativen Aktivität von Positivkontrollen 
ohne Lösungsmittelzusatz (100 %) gesetzt. 2,6-DMP-Assay bei RT.   
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Generell konnte festgestellt werden, dass die nach 20-minütiger Inkubation 

hervorgerufene Lösungsmittel-abhängige Inhibition nach einer Inkubationszeit von 

60 min relativ stark kompensiert wurde. In Abb. 26 sind daher die Ergebnisse nach 

einer 60-minütigen Inkubation der Enzympräparate zusammengefasst.  

Unter Berücksichtigung der getesteten Lösungsmittelklassen, erwiesen sich die 

protischen Lösungsmittel EtOH und MeOH als diejenigen, welche die geringste 

Inhibition auf die Enzymaktivität von AcCL ausübten. Bis zu einer 10 %-igen 

Konzentration dieser Lösungsmittel konnte nach 60-minütiger Inkubation keine 

Inhibition ermittelt werden. Zudem lagen die über eine Oxidation von 2,6-DMP 

gemessenen relativen Aktivitäten mit weiterer Erhöhung der 

Lösungsmittelkonzentration (15 %) immerhin noch bei 77 % (EtOH) und 63 % 

(MeOH). In Gegenwart von DMSO (15 %, v/v), welches ein aprotisch polares 

Lösungsmittel darstellt, konnte sogar eine Erhöhung der relativen Aktivitäten um 10 % 

(20 min) bzw. 42 % (60 min) festgestellt werden, wobei diese Aktivitätserhöhung bei 

einer weiteren Steigerung der DMSO-Konzentration (20 %) noch bei 22 % lag (Abb. 

26). ACN führte dagegen mit zunehmender Konzentration zu einer relativ schnellen 

Abnahme der Enzymaktivitäten, wobei die relativen Aktivitäten bereits nach 20 min 

23 %, nach 60 min Inkubation nur noch 10 % der Aktivitäten ohne Lösungsmittelzusatz 

betrugen. In Anwesenheit der aprotisch unpolaren Lösungsmittel n-Hexan und THF 

(15 %, v/v) konnten relative Aktivitäten von 69 % bzw. 38 % ermittelt werden (Abb. 

26). Mit einem Anstieg der THF-Konzentration um je 5 % resultierte eine 

durchschnittliche Abnahme der 2,6-DMP-Oxidation um 23 %. Diese konnte für n-

Hexan, welches derselben Lösungsmittelgruppe angehört, nicht ermittelt werden. 

 

Neben einer Prüfung des Einflusses von Lösungsmitteln auf die Aktivität der von A. 

chroococcum exprimierten Phenoloxidase AcCL wurde auch die Lösungsmitteltoleranz 

der prokaryotischen Phenoloxidase CotA von B. subtilis untersucht. Dazu wurde der aus 

einer rekombinanten Expression gewonnene Extrakt (vgl. Anhang, Tab. 4) mit 

ansteigenden Konzentrationen des Lösungsmittels Methanol inkubiert (30 °C) und die 

Aktivität über eine ABTS-Oxidation sowohl direkt nach Lösungsmittelzusatz als auch 

nach 5-, 20- und 60-minütiger Inkubation gemessen. Im Zuge einer Inkubation des 

Enzympräparates bei 30 °C nahm die Aktivität von CotA innerhalb von 60 min - auch 

ohne die Anwesenheit von MeOH - um 25 % ab (Abb. 27). 
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Abb. 27: Darstellung der relativen 
Aktivitäten der Phenoloxidase CotA 
nach Inkubation (0, 5, 20, 60 min) 
der Enzymproben in NaAC-Puffer 
(0,1 M, pH 5)  ohne Lösungsmittel-
zusatz ( ) sowie in Gegenwart von 
5 ( ), 10 ( ), 15 ( ), 20 ( ) 
und 25 % MEOH ( ) bei 30 °C. 
Restaktivitäten im ABTS-Assay bei 
RT ermittelt.  Dargestellte Werte 
entsprechen den Mittelwerten von 
drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Messungen.   
 

 

 
Durch den Zusatz ansteigender MeOH-Konzentrationen (5 - 10 %, v/v) konnte, unter 

Berücksichtigung der ohne Lösungsmittelzusatz bedingten Aktivitätsabnahme, eine 

Reduktion der CotA-Aktivität um 8 bzw. 26 % (60 min) erfasst werden (Abb. 27). Der 

aktivitätsmindernde Einfluss von MeOH stieg mit fortschreitender Inkubationszeit 

konstant an. Bei einer 15 %-igen MeOH-Konzentration betrug die relative Aktivität von 

CotA nach direktem Lösungsmittelzusatz noch 54 % der Ausgangsaktivität (0 % 

MeOH), wobei mit fortschreitender Inkubation eine Abnahme um weitere 12 % (5 min), 

29 % (20 min) und 15 % (60 min) zu verzeichnen war. Mit einer weiteren Steigerung 

der MeOH-Konzentrationen auf 30, 40 und 50 % konnten zudem nur Restaktivitäten 

von 23, 17 und 11 % nach direktem Lösungsmittelzusatz gemessen werden (in Abb. 27 

nicht dargestellt).  

 

3.7.4 Prüfung des Einflusses organischer Säuren  

 

Da sich bereits in Untersuchungen bezüglich der Ermittlung des pH-Optimums eine 

starke Abhängigkeit der gemessenen AcCL-Aktivitäten von der in dem Puffersystem 

vorliegenden  Säure angedeutet hatte (vgl. Kap. 3.7.1), sollte geprüft werden, inwieweit 

eine zusätzliche Zugabe von organischen Säuren die Aktivität beeinflusst. Die 

Aktivitätsmessungen wurden in NaAC-Puffer (0,02 M bzw. 0,1 M, pH 5) unter Zusatz 
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ansteigender Konzentrationen von Natriumacetat bzw. Natriumcitrat durchgeführt und 

der Einfluss dieser auf die 2,6-DMP-Oxidationraten von AcCL geprüft (Abb. 28).  

 

 
Abb. 28: Darstellung der relativen Aktivitäten von AcCL nach Zusatz ansteigender Volumina 
der organischen Monocarbonsäure Natriumacetat zu einem 0,02 M (  ) und 0,1 M (  ) NaAC-
Puffersystem (pH 5) sowie der Tricarbonsäure Natriumcitrat zu einem 0,1 M NaAC-
Puffersystem ( ). Dargestellte Werte entsprechen den Mittelwerten von vier unabhängig 
voneinander durchgeführten Messungen im 2,6-DMP-Assay bei RT.   
 

Ein Zusatz von Natriumacetat zeigte - sowohl in einem 0,02 M als auch 0,1 M NaAC-

Puffersystem - eine mit zunehmender Konzentration dieser organischen Säure 

verbundene Abnahme der 2,6-DMP-Oxidation (Abb. 28). In 0,02 M NaAC-Puffer 

wurde die Enzymaktivität nach Zusatz von 1, 5, 10 und 20 mM Natriumacetat nur 

relativ schwach beeinflusst und entsprach im Wesentlichen den Ausgangsaktivitäten. 

Eine Inhibition des Enzyms setzte ab einer 50 mM Natriumacetat-Konzentration ein 

(82 % relative Aktivität), wobei nach Zusatz von 70 und 100 mM Natriumacetat die 

2,6-DMP-Oxidation um weitere 23 bzw. 32 % reduziert wurde (Abb. 28). Hingegen war 

in einem 0,1 M NaAC-Puffersystem die aktivitätsmindernde Wirkung von 

Natriumacetat, bedingt durch die erhöhte Pufferkapazität, vermindert, sodass nach 

Zusatz von 100 mM Natriumacetat noch 71 % der relativen Aktivität vorlagen.  

Nach Zusatz von 1 bis 20 mM der Tricarbonsäure Natriumcitrat (0,1 M NaAC-Puffer), 

konnte eine 33 bis 29 %-ige Steigerung der 2,6-DMP-Oxidation ermittelt werden (Abb. 

28). Jedoch erfolgte auch hier ab einer 50 mM Konzentration eine stetige Abnahme der 

Enzymaktivität auf 54 % (100 mM Natriumcitrat, v/v).  

Die nach Zusatz einer dem Puffersystem zugrundeliegenden oder andersartigen 

organischen Säure erfassten Aktivitäten ließen im Allgemeinen bis zu einer 
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Säurekonzentration von 20 mM keine negativen Effekte erkennen. Jedoch müssen die 

Ergebnisse einer Aktivitätserhöhung bzw. -verminderung hinsichtlich der, durch den 

Säurezusatz bedingten, pH-Veränderung des Puffersystems differenziert betrachtet 

werden.   

 

3.7.5 Prüfung des Einflusses von Metallionen  

 

Die Effekte von Metallionen (0,01, 0,1, 1 und 2 mM, v/v) auf die AcCL-Aktivität 

wurden anhand der 2,6-DMP-Oxidation. Da CuSO4, CuCl2, FeCl3, NiCl3 und 

(CH3COO)2Pb in Kontrollansätzen eine Autoxidation des phenolischen 

Enzymsubstrates erkennen ließen, wurde ihr Einfluss in Ansätzen mit dem nicht-

phenolischen ABTS geprüft (Tab. 30). 

 
Tab. 30: Einfluss von Metallsalzen auf die AcCL-Aktivität. Phenoloxidase-Aktivität im 2,6-
DMP- bzw. ABTS-Assay nach Zusatz wässriger Stammlösungen der Metallverbindungen bei 
RT gemessen. Dargestellte Werte entsprechen den Mittelwerten einer Vierfachbestimmung mit 
einer  relativen Standardabweichung unter 5 %.  

Metallverbindung 
Konzentration 

[mM] 
Relative Aktivität 

[%] 

Ohne   100 

ZnSO4 0,1 84
1,0 61

FeSO4 0,01 84
0,1 25

MnSO4 0,1 89
1,0 87

MgSO4 0,1 110
1,0 99

CuSO4  0,1 108
1,0 130

MnCl2 0,1 104
1,0 86

CoCl2 0,1 98
1,0 80

CaCl2 0,1 90
1,0 85

CuCl2 0,1 112
1,0 78

FeCl3   0,1 108
1,0 79

  



128  ERGEBNISSE   
     

NiCl3 0,1 109
1,0 106

Na2MoO4 0,1 105
1,0 106

H3BO3 0,1 85
1,0 68

(CH3COO)2Pb 0,1 77
1,0 64

 

Die größte Inhibition der Phenoloxidase AcCL ergab sich nach Zusatz von FeSO4, 

wobei mit einer 0,1 mM Konzentration die Aktivität im Vergleich zu Referenzwerten 

ohne Metallion-Zusatz um 75 % reduziert war. Im Gegensatz dazu konnten bei Zusatz 

trivalenter Eisenionen (FeCl3) in derselben Konzentrationsstufe keine vergleichbaren 

inhibitorischen Effekte erfasst werden. Eine relativ geringe Inhibition (~ 80 % relative 

Aktivität) wurde durch den Zusatz von MnSO4, CoCl2 und CaCl2 (1 mM, v/v) 

festgestellt. Mit Zusatz von ZnSO4, H3BO3 und (CH3COO)2Pb (1 mM, v/v) betrugen die 

relativen Aktivitäten ca. 60 %. Mit 0,1 mM Mg2+- und Cu2+-Salzen (v/v) konnte eine 

Aktivitätserhöhung um bis zu 10 % gemessen werden. Eine Supplementierung der 

Ansätze mit 1 mM CuSO4 (v/v) bewirkte zudem eine 30 %-ige Aktivitätssteigerung der 

AcCL.  

 

3.7.6 Vergleichende Untersuchungen bezüglich des Inhibitor- und 
Substratspektrums unter Einbeziehung eukaryotischer Referenzenzyme 

 

Obwohl in prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen die Funktion von 

Phenoloxidasen bei verschiedenen physiologischen Prozessen durchaus vergleichbar ist 

- so z.B. als Aktivität bei morphologischen Veränderungen, beim Übergang in dormante 

Stadien sowie bei der Pigmentbildung und der Ausbildung von Pathogenitätsfaktoren - 

konnten beträchtliche Unterschiede bezüglich der Enzymeigenschaften und präferierter 

Reaktionsparameter festgestellt werden. So konnten in Bakterien Phenoloxidasen 

gefunden werden, welche ein mit Polyphenoloxidasen (Tyrosinasen) überlappendes 

Substratspektrum aufwiesen (SANCHEZ-AMAT et al., 2001), und somit Unterschiede 

zu pilzlichen Phenoloxidasen erkennen ließen.  

Deshalb wurden mit der in dem stickstofffixierenden Prokaryoten A. chroococcum 

nachgewiesenen Phenoloxidase AcCL vergleichende Untersuchungen zum Einfluss von 

Inhibitoren und der Oxidation von Phenoloxidase- und Polyphenoloxidase-

Modellsubstraten durchgeführt. Als eukaryotische Referenzenzyme wurden die 
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extrazelluläre Phenoloxidase PcL des Weißfäulepilzes Pycnoporus cinnabarinus 

SBUG-M 1044 und die Polyphenoloxidase AbT (Tyrosinase) des saprobiontischen 

Egerlings Agaricus bisporus eingesetzt.  

 

3.7.6.1 Einfluss von Inhibitoren auf AcCL von A. chroococcum und eukaryotische 
Referenzenzyme 

 

Die Wirkung von Enzyminhibitoren und chelatbildenden Agentien (0,1, 0,5, 1, 2, 4, 6, 

10 mM) wurde in Assays mit der bakteriellen Phenoloxidase AcCL und der pilzlichen 

Phenoloxidase PcL gegenüber 2,6-DMP in NaAC-Puffer (0,1 M, pH 5) geprüft. 

Untersuchungen mit der Tyrosinase AbT wurden in NaP-Puffer (0,1 M, pH 6,5) mit 

dem Enzymsubstrat Brenzkatechin durchgeführt. Die Ergebnisse sollen anhand einer 

2 mM Inhibitorkonzentration vorgestellt werden (Abb. 29).  

 

 

Abb. 29: Relative Aktivitäten der prokaryotischen Phenoloxidase AcCL (  ) sowie der 
eukaryotischen Phenoloxidase PcL (  ) und der Polyphenoloxidase AbT (  ) nach Zusatz 
verschiedener Enzyminhibitoren und chelatbildender Agentien in einer 2 mM 
Endkonzentration (v/v). Die Restaktivitäten der Phenoloxidasen AcCL und PcL wurden im 2,6-
DMP-Assay (0,1 M NaAC-Puffer, pH 5) bestimmt, die der Polyphenoloxidase AbT im 
Brenzkatechin-Assay (0,1 M NaP-Puffer, pH 6,5). Dargestellte Werte entsprechen den 
Mittelwerten von vier unabhängig voneinander durchgeführten Messungen bei RT.   
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Die Polyphenoloxidase AbT von A. bisporus zeigte ein zu den Phenoloxidasen eindeutig 

unterschiedliches Verhalten nach Zugabe von ausgewählten Enzyminhibitoren und 

chelatbildenden Agentien. Bezüglich der Wirkung dieser Substanzen auf die Aktivität 

der prokaryotischen Phenoloxidase AcCL des Stammes A. chroococcum konnte in 

vielen Fällen eine mit der eukaryotischen Phenoloxidase PcL des Weißfäulepilzes P. 

cinnabarinus vergleichbare Reaktion ermittelt werden.  

Im Gegensatz zu den Phenoloxidasen AcCL und PcL, bei welchen Natriumazid (NaN3) 

als der stärkste Inhibitor aller getesteter Agentien identifiziert wurde (100 % Inhibtion 

bei 0,1 mM NaN3), lag bei der Polyphenoloxidase AbT in Gegenwart von 2 mM NaN3 

eine relative Aktivität von 65 % vor (Abb. 29). Die Abnahme in der Oxidationsrate des 

AbT-Enzymsubstrats Brenzkatechin verlief jedoch kongruent zu einer schwachen 

Rotfärbung der bei alleinigem Zusatz von Brenzkatechin typisch gelbgefärbten Ansätze. 

Diese abweichende Verfärbung konnte in Kontrollansätzen alleinig auf die Anwesenheit 

von AbT zurückgeführt werden und war demnach keine Folge einer unkatalysierten 

Reaktion zwischen dem Enzymsubstrat Brenzkatechin und NaN3 (vgl. Diskussion, Kap. 

4.1.3.4). Unterschiede zwischen der Polyphenoloxidase AbT und den Phenoloxidasen 

AcCL und PcL zeigten sich auch nach Zusatz des Disulfidbrücken-spaltenden Inhibitors 

Dithiothreitol (DTE), des Kupferionen-komplexierenden Diethyldithiocarbamats (DDC) 

sowie der metallbindenen Agens Tropolon. Zwar bewirkten DTE, DDC und Tropolon 

eine relativ starke Reduktion der Phenoloxidase-Aktivitäten, sie führten jedoch zu einer 

100 %-igen Inhibition der Polyphenoloxidase AbT (Abb. 29). Desweiteren trat bei der 

Polyphenoloxidase AbT eine vollständige Inhibition durch Kojisäure und eine 20 %-ige 

Inhibition mit dem Tyrosinase-Inhibitor Arbutin auf, welche bei den Phenoloxidasen 

AcCL und PcL keinen Aktivitätsverlust erkennen ließen. Auch Acetylaceton stellte 

einen starken Inhibitor der Polyphenoloxidase AbT dar (100 % Inhibition), wohingegen 

die 2,6-DMP-Oxidation der Phenoloxidase AcCL durch Acetylaceton-Zusatz sogar 

erhöht wurde. Zudem konnte Na2H2EDTA als ein Aktivator der Phenoloxidasen 

identifiziert werden, jedoch erwies es sich gleichwohl als ein schwacher Inhibitor der 

pilzlichen Polyphenoloxidase AbT.  
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3.7.6.2 Ermittlung des Spektrums an AcCL-Enzymsubstraten im Vergleich zu 
eukaryotischen Referenzenzymen 

 

Ergänzend zu den vorgestellten Ergebnissen bezüglich der aktivitätsmindernden bzw. - 

steigernden Wirkung von Inhibitoren auf die Aktivität der Phenoloxidase AcCL im 

Vergleich zu der pilzlichen Phenoloxidase PcL bzw. der Polyphenoloxidase AbT (vgl. 

Kap. 3.7.6.1), erfolgten Analysen des Spektrums an potentiellen AcCL-

Enzymsubstraten mit gleichzeitiger Prüfung der eukaryotischen Referenzenzyme.   

Die Untersuchungen wurden anhand von sieben verschiedenen Gruppen potentieller 

Enzymsubstrate vorgenommen (vgl. Tab. 8 im Anhang), wobei zur Gruppe 1 

Modellverbindungen zählten, welche sich strukturell von Guajacol (2-Methoxyphenol) 

ableiteten und mono-methoxylierte (und methylierte) Derivate darstellten. Die Gruppe 2 

(dimethoxylierte Monophenole) beinhaltete Verbindungen, die strukturell dem als 

AcCL-Enzymsubstrat fungierenden 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) entsprachen. Die 

Substratgruppen 3 und 4 beinhalteten ortho- und para-dihydroxylierte Substanzen, 

welche als typische Polyphenoloxidase-Substrate (Gruppe 3) bzw. Phenoloxidase-

Substrate (Gruppe 4) angesehen werden. Ergänzend dazu wurden Melanin-Präkursoren 

(Gruppe 5), meta-dihydroxylierte Alkylresorcinole (Gruppe 6) sowie weitere Phenol- 

und Polyphenoloxidase-Substrate (Gruppe 7) in die Untersuchungen einbezogen (Tab. 

31).  

 
Tab. 31: Vergleichende Übersicht bezüglich des enzymatischen Umsatzes von 
Modellverbindungen durch die Phenoloxidasen (POs) AcCL und PcL sowie die 
Polyphenoloxidase (PPO) AbT. Darstellung der Anfangsraten der enzymatischen Oxidation als 
Absorptionsänderung ΔA min-1 multipliziert mit dem Faktor 1000. Modellsubstrate in 5 mM 
Endkonzentration (v/v) eingesetzt. Assays der POs AcCL und PcL in NaAC-Puffer (0,1 M, pH 
5), Assays der PPO AbT in NaP-Puffer (0,1 M, pH 6,5) bei RT. Dargestellte Werte entsprechen 
den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung mit einer relativen Standardabweichung unter 
10 %. 
 Anfangsrate [ΔA min‐1 x Faktor 1000] 

Substratklasse   λ[nm]
A. chroococcum

PO
P. cinnabarinus 

PO
A. bisporus

PPO

Monomethoxylierte Monophenole ( Gruppe 1)

Guajacol 436 10 28 2 

para-Vanillin 436 0a 0 0 

ortho-Vanillin 468 40 28 0 

Vanillinsäure 436 0 0 0 

Vanillinalkohol 420 42 0 0 

Vanillinazin 468 0 6 0 

4-Hydroxy-3-methoxy-α-
methylbenzylalkohol 

420 24 0 0 
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2-Methoxy-6-methylphenol 468 54 0 0 

2-Methoxy-4-methylphenol 420 34 0 0 

2-Methoxy-4-propylphenol 420 84 0 0 

2-Hydroxy-6-methoxybenzaldehyd 420 0 0 0 

2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd 420 36 4 0 

Eugenol 420 76 32 0 

Ferulsäure 480 0 0 0 

Dimethoxylierte Monophenole (Gruppe 2)

2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) 468 746 532 20 

2,3-Dimethoxyphenol 468 5 0,6 0,2 

Syringasäure 468 0,8 0,4 0,4 

Syringaldehyd 468 1 0,4 0,2 

4-Methyl-2,6-dimethoxyphenol 468 0,6 0,2 0 

2,6-Dimethylphenolb 468 0,7 1,8 0,6 

Syringaldazin 525 0 22,4 0 

ortho‐dihydroxylierte Verbindungen (Gruppe 3)

Brenzkatechin 450 9 2,5 934 

3-Methylbrenzkatechin 420 29 30 412 

4-Methylbrenzkatechin 420 24 8 572 

tert-Butylbrenzkatechin 420 13 8 886 

3-Methoxybrenzkatechin 420 13 9 52 

3-Isopropylbrenzkatechin 420 34 20 362 

Dihydrokaffeesäure 530 1,5 0 74 

para‐dihydroxylierte Verbindungen (Gruppe 4)

Hydrochinon 285 0,5 1 0 

2-Methylhydrochinon 285 0,5 1,2 0,2 

2-Methoxyhydrochinon 285 0,8 2,4 1,2 

tert-Butylhydrochinon 285 0,4 1,6 0,8 

2,3-Dimethylhydrochinon 400 0,8 0,6 0 

2,6-Dimethoxyhydrochinon 400 2,6 3 0 

Melanin‐Präkursoren und ‐analoga (Gruppe 5)

4-Hydroxyindol 400 5 6 4 

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-L-alanin  
(L-DOPA)c 

475 4 3 388 

Tyrosind 280 0 0 6 

Dopamin 400 8 2,3 448 

3,4-Dihydroxybenzoesäure 400 0,6 2 8 

3,4-Dihydroxyphenylessigsäure 400 1 3 1.072 

Weitere Verbindungen (Gruppe 7) 

ABTS 420 582 638 18 

Pyrogallol 450 108 14 170 

para-Phenylendiamin 523 78 90 30 
para-Kresol 300 0 0 8 
a Keine Änderung in der Absorption über verlängerten Inkubationszeitraum ermittelt, sodass die Substanz als Nicht-

Enzym-Substrat unter den angewandten Bedingungen eingestuft wurde. 
b dimethylierte Verbindung 
c L-DOPA, Dopamin, 3,4-Dihydroxybenzoe- und phenylessigsäure sind ortho-dihydroxylierte Verbindungen  
  (Gruppe 3). 
d Untersuchungen der Oxidation von Tyrosin (Gruppe 5) und para-Kresol (Gruppe 7) erfolgten nach 5-minütiger   
   Vorinkubation der Ansätze bei 25 °C.  
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Innerhalb der Untersuchungen der Substratspektren konnten wesentliche Unterschiede 

zwischen den Phenoloxidasen AcCL und PcL zu der Polyphenoloxidase AbT 

nachgewiesen werden. So zeigten sich diese z.B. bei den ortho-dihydroxylierten 

Verbindungen (Substratgruppe 3), welche in höchsten Raten von der Tyrosinase AbT 

umgesetzt wurden und die gemessenen Aktivitäten die der Phenoloxidasen AcCL und 

PcL um das 2- bis 8-fache überstiegen. Eine gesteigerte Oxidation der ortho-

dihydroxylierten Verbindungen durch AbT bestätigte die für Polyphenoloxidasen 

(Tyrosinasen) beschriebene Eigenschaft einer hohen Catechol-Oxidase-Aktivität und 

ebenfalls das prinzipielle (jedoch geringere) Vermögen von Phenoloxidasen diese 

Verbindungen oxidativ umzusetzen. Im Vergleich zu den beiden Phenoloxidasen zeigte 

die Polyphenoloxidase AbT weiterhin bis zu 7-fach höhere Aktivitäten gegenüber den 

Modellverbindungen L-DOPA und Dopamin (Substratgruppe 5). Zudem war die 

Polyphenoloxidase AbT innerhalb der Untersuchungen des Substratspektrums das 

einzige Enzym, welches eine Oxidation von Tyrosin (Substratgruppe 5) sowie von 

para-Kresol (Substratgruppe 7) katalysierte. Dies bestätigte erneut die bei Tyrosinasen 

vorliegende Eigenschaft einer Kresolase-Aktivität (ortho-Hydroxylierung von 

Monophenolen) und grenzte die Phenoloxidase-Aktivitäten der Enzyme AcCL und PcL 

eindeutig von denen einer Polyphenoloxidase ab. Weitere Unterschiede zwischen AbT 

und den Phenoloxidasen AcCL und PcL ergaben sich mithin in einer 30-fach 

reduzierten AbT-Aktivität gegenüber dem typischen Phenoloxidase-Substrat ABTS 

(Substratgruppe 7). 

 
In Testungen methoxy-substituierter Monophenole (Substratklasse 1) konnte ein im 

Vergleich zu den eukaryotischen Referenzenzymen deutlich erhöhter Umsatz durch die 

A.-chroococcum-Phenoloxidase AcCL festgestellt werden (Tab. 31). Dabei konnten 

insbesondere Modellverbindungen mit einem Methoxy-Substituenten in direkter 

Nachbarschaft zur OH-Gruppe als geeignete AcCL-Enzymsubstrate identifiziert 

werden. Eine Ausnahme davon stellten Verbindungen mit Carboxylgruppen, so u.a. 

Vanillin- und Ferulasäure, dar. Im Gegensatz zu der pilzlichen Phenoloxidase PcL, 

konnte mit der bakteriellen Phenoloxidase AcCL kein Umsatz des zweikernigen 

Polyphenols Vanillinazin festgestellt werden.  

In AcCL-Ansätzen mit dem zur Substratgruppe 2 zählenden 2,6-DMP konnten die für 

dieses Enzym höchsten Aktivitäten in Testungen der Substratgruppen 1 bis 7 erfasst 

werden. Zudem konnte eine Aktivität gegenüber 2,3-Dimethoxyphenol 
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(Substratgruppe 2) ermittelt werden. Alle getesteten Substanzen dieser Substratgruppe 

wurden ebenso von der pilzlichen Phenoloxidase PcL umgesetzt. Das bereits in 

Untersuchungen der Substratgruppe 1 ermittelte Unvermögen der Phenoloxidase AcCL 

einer Oxidation von Vanillinazin, konnte ebenfalls mit dem mehrkernigen Polyphenol 

Syringaldazin (Substratgruppe 2) festgestellt werden, obgleich sich dieses 

Modellsubstrat strukturell von dem von AcCL hoch präferierten einkernigen 2,6-

Dimethoxyphenol ableitet. Die eukaryotische Phenoloxidase PcL zeigte hingegen eine 

relativ hohe Aktivität gegenüber Syringaldazin.  

Para-dihydroxylierte Modellverbindungen (Substratgruppe 4), welche als 

Enzymsubstrate von Phenoloxidasen beschrieben sind und z.T. für eine Abgrenzung zu 

Polyphenoloxidase-Aktivitäten herangezogen werden, wurden durch AcCL und PcL 

umgesetzt. Entgegen dem entscheidenden Unterschied von Phenol- und 

Polyphenoloxidasen bezüglich der Aktivität gegenüber 1,2- und 1,4-dihydroxylierten 

Substraten, konnte in Untersuchungen mit Substanzen der Substratgruppe 4 die 

Feststellung getroffen werden, dass es verlängerter Messzeiten bedurfte, um - im 

Vergleich zu Ansätzen mit ortho-dihydroxylierten Verbindungen (Substratgruppe 3) - 

relativ schwache AcCL- und PcL-Aktivitäten messen zu können. Bei beiden 

Phenoloxidasen wurden die größten Aktivitäten gegenüber 2,6-Dimethoxyhydrochinon 

ermittelt. 

Innerhalb der Substratgruppe 7 zeigten AcCL und PcL die höchste Aktivität gegenüber 

dem nicht-phenolischen Phenoloxidase-Substrat ABTS. Auch das diaminierte 

Phenoloxidase-Substrat para-Phenylendiamin wurde von beiden Enzymen im 

vergleichbaren Maße umgesetzt. Resorcinol und weitere meta-dihydroxylierte 

Alkylresorcinole wie Orcinol oder Olivetol (Substratgruppe 6) wurden weder von den 

Phenoloxidasen AcCL und PcL noch von der Polyphenoloxidase AbT oxidativ 

umgesetzt (in Tab. 31 nicht dargestellt).  

 
Basierend auf den vorgestellten Ergebnissen einer Prüfung des Umsatzes potentieller 

Phenol- und Polyphenoloxidase-Substrate konnte für die prokaryotische Phenoloxidase 

AcCL folgende Substratpräferenz ermittelt werden: 2,6-Dimethoxyphenol ≥ ABTS > 

monomethoxylierte einkernige Phenole (ohne Carboxylgruppe)  ≥ ortho-dihydroxylierte 

Substrate > dimethoxylierte einkernige Phenole > para-dihydroxylierte Substrate. Es 

konnten ebenso geringste Aktivitäten gegenüber para-dihydroxylierten 
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Modellverbindungen in Untersuchungen mit der Phenoloxidase PcL des 

Weißfäulepilzes P. cinnabarinus erfasst werden (vgl. Diskussion, Kap. 4.1.3.5).  

In zellfreien Rohextrakten des Stammes A. chroococcum konnten zudem weder eine 

Manganperoxidase- noch eine manganunabhängige Peroxidase-Aktivität gemessen 

werden.   

 

3.7.7 Enzymkinetikstudien 

 

Die Geschwindigkeit einer Enzym-katalysierten Reaktion wird mithin von der 

Substratkonzentration bestimmt. Diesbezüglich wurden enzymkinetische 

Untersuchungen mit der prokaryotischen Phenoloxidase AcCL durchgeführt. Obgleich 

gereinigte Enzympräparate für eine präzise Analyse der Michealis-Menten-Konstante 

(Km) und der Bestimmung maximaler Reaktionsgeschwindigkeiten (vmax) vorteilhafter 

sind, erfolgten primäre Untersuchungen mit der in zellfreien Rohextrakten von A. 

chroococcum enthaltenen Phenoloxidase, um erste Aufschlüsse über die 

reaktionsbestimmenden Parameter in AcCL-katalysierten Reaktionen zu erlangen. Als 

Modellverbindungen dienten die als Enzymsubstrat identifizierten phenolischen und 

nicht-phenolischen Redoxindiktoren 2,6-DMP und ABTS (vgl. Kap. 3.7.6.2), deren 

enzymatischer Umsatz im Bereich des linearen Anstiegs in spektralphotometrischen 

Messungen aufgenommen wurde. Die Enzymsubstrate wurden in aufsteigenden 

Konzentrationen als wässrige Stammlösungen eingesetzt. 

In Untersuchungen mit dem Enzymsubstrat 2,6-DMP konnte eine 

Substratüberschusshemmung der Phenoloxidase von A. chroococcum ermittelt werden, 

da mit ansteigenden 2,6-DMP-Konzentrationen eine Abnahme der Enzymaktivität 

einsetzte (Abb. 30). 
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Abb. 30: Darstellung der relativen Aktivitäten der in zellfreien Rohextrakten des Stammes A. 
chroococcum enthaltenen Phenoloxidase AcCL in Abhängigkeit von der im Assay eingesetzten 
Konzentration des Enzymsubstrats 2,6-DMP ( ) bzw. ABTS ( ). Dargestellte Werte 
entsprechen den Mittelwerten von vier unabhängig voneinander durchgeführten Messungen bei 
RT mit einer relativen Standardabweichung von unter 5 %.  
 

Mit dem Redoxindikator ABTS konnte hingegen keine auf einem Substratüberschuss 

beruhende Inhibition der Phenoloxidase AcCL festgestellt werden, wobei sich eine 

Konstanz der Reaktionsgeschwindigkeit bzw. eine Sättigung ab einer 7 mM 

Konzentration dieses Enzymsubstrats einstellte (Abb. 30).   

 
Für eine Bestimmung der enzymkinetischen Parameter Km und vmax wurde sowohl eine 

Auftragung der Werte nach Lineweaver-Burk als auch nach Eadie-Hofstee 

vorgenommen. Da für den Lineweaver-Burk-Plot bereits geringe Messfehler in der 

Reaktionsgeschwindigkeit bei kleiner Substratkonzentration große Abweichungen in 

1/[v] ergeben können, wurde ergänzend der Eadie-Hofstee-Plot, in welchem die 

Reaktionsgeschwindigkeit v auf beide Koordinatenachsen übergeht und demnach alle 

Abweichungen zum Koordinatenursprung konvergieren, angewandt (Abb. 31A-D).  
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Abb. 31: Darstellung des Umsatzes der Enzymsubstrate 2,6-DMP (  ) und ABTS ( ) nach 
Lineweaver-Burk (A: 2,6-DMP, C: ABTS) und Eadie-Hofstee (B: 2,6-DMP, D: ABTS) durch 
die in zellfreien Rohextrakten von A. chroococcum enthaltene Phenoloxidase AcCL.  
Dargestellte Werte entsprechen den Mittelwerten von vier unabhängig voneinander 
durchgeführten Messungen bei RT mit relativen Standardabweichungen unter 5 %.  
 

Mit Hilfe der Lineweaver-Burk-Darstellung konnte für das Enzymsubstrat 2,6-DMP ein 

Km-Wert von 0,1449 mM und ein vmax von 0,0078 µmoL mL-1 min-1 ermittelt werden. 

Diese Werte konnten über den Eadie-Hofstee-Plot bestätigt werden, wobei ein Km-Wert 

von 0,1484 mM und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax von 0,0078 µmoL 

mL-1 min-1 ermittelt wurden.  

Für den Redoxindikator ABTS wurde über das Lineweaver-Burk-Diagramm ein Km-

Wert von 5,0 mM und ein vmax von 0,0036 µmoL mL-1 min-1 berechnet. Auch diese 

Berechnungen konnten nach Auswertung der über die Eadie-Hofstee-Darstellung 

gewonnenen Werte bestätigt werden, bei denen sich für das Substrat ABTS ein  Km von 

4,4117 mM und ein vmax von 0,0035 µmoL mL-1 min-1 ergaben. 

Aus den einleitenden Untersuchungen von Km- und vmax-Werten kann somit abgeleitet 

werden, dass die prokaryotische Phenoloxidase AcCL eine hohe Affinität zu dem 

methoxysubstituierten Monophenol 2,6-Dimethoxyphenol aufweist und dieses Substrat, 

aufgrund der ermittelten kleinen Michealis-Konstante, weit besser bindet. Im Vergleich 

dazu konnte in Untersuchungen mit dem nicht-phenolischen Redoxindikator ABTS 

festgestellt werden, dass erst bei sehr hohen Konzentrationen dieses Redoxindikators 
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eine Halbsättigung erreicht wurde, was mit einer geringeren Affinität gleichzusetzen 

wäre.  

 

3.7.8 Gelelektrophoretische Analysen 

 

Eine Analytik der Phenoloxidase AcCL mittels eindimensionaler PAGE erfolgte 

einerseits mit zellfreien Rohextrakten und andererseits mit Suspensionen des 

partikulären Zellmaterials (äußere Hüllmembranen und Cystenwände) des Stammes A. 

chroococcum. Die Untersuchungen der Proteinproben wurden sowohl unter 

denaturierenden, semi-denaturierenden als auch nativen Bedingungen durchgeführt (vgl. 

Kap 2.14), um so einen Aufschluss über das Molekulargewicht der prokaryotischen 

Phenoloxidase in denaturierten Stadien sowie unter Erhalt der nativen Tertiärstruktur zu 

erhalten.  

 

3.7.8.1 Untersuchungen mittels denaturierender und semi-denaturierender SDS-
PAGE 

 

Ergänzend zu den in Kap. 3.4ff vorgestellten Analysen bezüglich der Wachstumsphasen 

von A. chroococcum, der damit verbundenen Differenzierung vegetativer Zellen in 

Cysten unter gleichzeitiger Melaninbildung sowie der in zellfreien Rohextrakten 

nachgewiesenen Phenoloxidase-Aktivität, erfolgten begleitende Untersuchung mittels 

SDS-PAGE. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von Proteinproben zellfreier 

Rohextrakte, welche nach ausgewählten Kultivierungszeitpunkten präpariert wurden, 

konnte über eine Visualisierung mittels Coomassiefärbung die Zunahme einer 

Proteinbande mit einer Größe von ca. 40 kDa erfasst werden (Abb. 32A).  
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Abb. 32: Gele von SDS-PAGE-Analysen unter vollständig denaturierenden Bedingungen (A) 
und nach semi-denaturierender Auftrennung (B) von Proteinproben zellfreier Rohextrakte des 
Stammes A. chroococcum. (A) Coomassie-Färbung der nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten (lag-Phase (6 h), frühe exponentielle Phase (24 h), Übergang von 
exponentieller in stationäre Phase (48 h), frühe und späte stationäre Wachstumsphase (56 bzw. 
72 h)) präparierten Proteinproben. Pfeil kennzeichnet vermutete AcCL-spezifische 
Proteinbanden. (B) Proteinproben derselben Kulturen aus einer 48- und 72-h-Kultivierung unter 
stickstofffixierenden Bedingungen nach Anfärbung mit 2,6-DMP in NaAC-Puffer (0,1 M, pH 
5). Referenzpfeil kennzeichnet 2,6-DMP-oxidierende Proteine.  
 

In Untersuchungen stickstofffixierender A.-chroococcum-Kulturen konnte mit dem 

Übergang von der exponentiellen in die frühe stationäre Wachstumsphase (48 h) eine 

ansteigende Phenoloxidase-Aktivität in zellfreien Rohextrakten über eine Oxidation des 

Redoxindikators 2,6-DMP nachgewiesen werden. Simultan dazu war eine 

aufkommende makroskopisch wahrnehmbare Braun- bis Schwarzfärbung der 

Kulturansätze zu verzeichnen. Gleichzeitig konnte eine enge Beziehung zu der, über 

mikroskopische Analysen erfassbaren, morphologischen Wandlung stäbchenförmiger 

Zellen in kokkoide Zellformen bis hin zur Entwicklung dickwandiger Cysten 

festgestellt werden. Aufgrund der mittels analytischer SDS-PAGE nachweisbaren 

Intensivierung einer Proteinbande mit einem geschätzten Molekulargewicht von 

45 kDa, konnte diese als eine AcCL-spezifische Bande postuliert werden (Abb. 32A).  

Über eine Auftrennung der Proteinproben mittels semi-denaturierender SDS-PAGE 

nach SOLANO et al. (2001), welche für eine Aktivitätsfärbung monomerer Proteine mit 

spezifischen Redoxindikatoren geeignet ist, zeigten sich bei Inkubation der Gele in 2,6-

DMP-haltigen NaAC-Puffer (0,1 M, pH 5) aktivgefärbte Banden deren 
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Molekulargewicht mit denen der Coomassie-gefärbten Proteinbanden von SDS-Gelen 

übereinstimmten (Abb. 32B). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse, war für das aktive 

Monomer der Phenoloxidase AcCL ein relatives Molekulargewicht von 45 kDa stark 

anzunehmen.  

Da in Untersuchungen zur zellulären Lokalisation von AcCL eine starke Assoziation mit 

der äußeren Hüllmembranfraktion, welche aus Zell- und Cystenwänden bestand, 

festgestellt werden konnte (vgl. Kap. 3.6.2), erfolgten gelelektrophoretische Analysen 

mit partikulärem Zellmaterial. Die nach definierten Kultivierungszeiten (0, 24, 48, 56, 

72 h) präparierten äußeren Fraktionen der äußeren Hüllmembran wurden über eine 

SDS-PAGE unter semi-denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und einer 

Aktivitätsfärbung mit Phenoloxidase-spezifischen Substraten unterzogen (Abb. 33A-D).  

 

Abb. 33: SDS-PAGE-Analysen von Präparaten der äußeren Hüllmembranfraktion nach 
Auftrennung unter semi-denaturierenden Bedingungen und anschließender Aktivitätsfärbung 
mit den Phenoloxidase-spezifischen Substraten 2,6-DMP (A), ABTS (B), Guajacol (C) und 
para-Phenylendiamin (D) in NaAC-Puffer (0,1 M, pH 5) bei 37 °C. (A) Pfeile L1 - L3 verweisen 
auf aktivgefärbte Proteinbanden (0, 24, 48, 56, 72-h-Kulturen), die nach Inkubation mit allen 
vier Enzymsubstraten ersichtlich wurden.  
 

Im Vergleich zu gelelektrophoretischen Untersuchungen zellfreier Rohextrakte, bei 

denen über eine Aktivitätsfärbung eine Proteinbande bei einem geschätzten 
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Molekulargewicht von 45 kDa in Erscheinung trat (vgl. Abb. 32B, S. 139), stellten sich 

die Ergebnisse einer Analytik der Membranfraktionen weitaus komplexer dar. Bei allen 

Proteinproben, welche nach verschiedenen Inkubationszeiten gewonnen wurden, trat 

unabhängig von dem eingesetzten enzymspezifischen Substrat eine definierte 

aktivgefärbte Proteinbande bei einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa in Erscheinung 

(Abb. 33A-D), wobei in 24-h-Proben alleinig dieses aktivgefärbte Protein vorlag. Mit 

Ausnahme der 24-h-Präparation, zeigte sich bei allen Proben späterer Inkubationszeiten 

eine weitere aktive Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ~ 55 kDa. Zudem 

konnte ausschließlich in den Proben von 48 h-Kulturen eine zusätzliche Bande mit 

einem relativen Molekulargewicht von 50 kDa nachgewiesen werden.  

Die aktivgefärbten Banden L1 - L3 (vgl. Abb. 33A, S. 140) wurden mit einem sterilen 

Skalpell aus den Gelen ausgeschnitten, woraufhin sich eine Extraktion der Proteine 

mittels Ultraschall anschloss. Mit dem Ziel einer vollständigen Denaturierung der 

extrahierten Proteine wurden die in NaAC-Puffer enthaltenen Proben mit 2-

Mercaptoethanol-haltigen SDS-Probenpuffer versehen, bei 95 °C für 10 min behandelt 

und nachfolgend über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinvisualisierung erfolgte 

über eine Silberfärbung (Abb. 34) 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

In Auswertung der über eine Silberfärbung angefärbten Proteinbanden konnte ermittelt 

werden, dass die unter semi-denaturierten Bedingungen aktivgefärbten und nachfolgend 
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Abb. 34: Gel nach SDS-PAGE der aus
einem semi-denaturierenden SDS-Gel
extrahierten aktivgefärbten Protein-
banden L1 - L3.  Visualisierung der
Proteine mittels  Silberfärbung.
Zusammensetzung der Proteinmarker 1
und 3 siehe Anhang (Tab. 5). 
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extrahierten Proteine der Banden L1 (95 kDa), L2 (50 kDa) und L3 (55 kDa) nach 

vollständiger Denaturierung ein Molekulargewicht von ~ 45 ± 3 kDa besaßen (Abb. 34). 

Somit konnte die Feststellung getroffen werden, dass die bei Färbung mit spezifischen 

Enzymsubstraten aktiven Phenoloxidase-Proteine nach Denaturierung ein 

vergleichbares Molekulargewicht aufwiesen. Die nach der Silberfärbung ermittelten 

minimalen Abweichungen in deren Molekulargewicht (± 3 kDa) können auf 

verschiedenen Glykosylierungsgraden beruhen, jedoch auch auf die Bedingungen der 

Probenpräparation zurückzuführen sein. Geringe Abweichungen könnten sich zudem 

mit der Lokalisation der Phenoloxidase AcCL in verschiedenen Kompartimenten der 

Membranfraktion begründen, da insbesondere bei Präparaten aus späteren 

Kultivierungszeitpunkten Zell- und Cystenwände enthalten sind.  

Das nach vollständiger Denaturierung der Proteinbande L1 (~ 95 kDa) ermittelte 

Molekulargewicht von ca. 45 kDa (vgl. Abb. 33, S. 140), wies zudem auf die Präsenz 

einer unter semi-denaturierenden Bedingungen vorliegenden dimeren Form der 

Phenoloxidase AcCL hin.      

 

3.7.8.2 Untersuchungen mittels nativer PAGE  

 

AcCL-haltige zellfreie Rohextrakte wurden ebenfalls über eine nicht-denaturierende 

PAGE aufgetrennt, wonach sich eine Aktivitätsfärbung mit den Redoxindikatoren 

ABTS und 2,6-DMP anschloss. Diese gelelektrophoretische Methode sollte 

Rückschlüsse auf die biologisch relevante Konformation der Phenoloxidase 

ermöglichen. Über Aktivitätsfärbungen mit ABTS und 2,6-DMP konnten für die 

Phenoloxidase AcCL jeweils drei Proteinbanden sichtbar gemacht werden (Abb. 35). 
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Diese traten direkt hintereinander auf und gingen mit fortschreitender Inkubation der 

Gele in der Enzymsubstrat-haltigen Färbelösung ineinander über. Diese über eine native 

PAGE ermittelte, differenzierte Mobilität der Phenoloxidase-Proteine kann sich in deren 

unterschiedlichen Ladungen begründen, wobei die Eigenladung des Proteins - im 

Gegensatz zur SDS-PAGE - nicht durch das anionische Tensid SDS überlagert wurde. 

Die multiplen Banden deuteten auch auf das Vorliegen von Isoformen des AcCL-

Proteins hin.  

Die breiten aktivgefärbten Banden verliefen bei jedem der eingesetzten 

Redoxindikatoren bei einem Molekulargewicht von ~ 130 kDa und führten - in 

Verbindung mit den Ergebnissen einer semi-denaturierenden PAGE - zu der Annahme, 

eines unter nativen Bedingungen vorliegenden AcCL-Homotrimers.  

 
Ergänzend zu den gelelektrophoretischen Analysen von AcCL mittels nativer PAGE auf 

einem Trenngel mit 10 %-iger Acrylamidkonzentration, erfolgten Analysen nach einer 

von FERGUSON (1964) beschriebenen Methode (vgl. Kap. 2.14.3). Da bei Konstanz 

der gelelektrophoretischen Parameter (u.a. Puffersystem, Temperatur) eine unmittelbare 

lineare Beziehung zwischen der relativen Mobilität (Rf) von Proteinen und der dem 

Trenngel zugrundeliegenden Acrylamidkonzentration besteht, wurden Proteinproben 

zellfreier Rohextrakte auf Trenngelen mit unterschiedlicher Acrylamidkonzentration 

(4,5 - 10 %, v/v) unter nativen Bedingungen untersucht. Als Referenz wurden native 

Markerproteine mit Molekulargewichten von 14,2 bis 545 kDa mitgeführt (vgl. Anhang, 

Tab. 5). Nach der Aktivitätsfärbung mit dem Redoxindikator 2,6-DMP wurden die 

Laufstrecke des AcCL-Proteins und die der nativen Referenzproteine umgehend in 

Bezug zu der Bromphenolblaulinie und den oberen Rand des Trenngels ausgemessen 

(Abb. 36A). 

A B

Abb. 35: Native PAGE von Proteinproben zellfreier 
Rohextrakte einer 48-h-alten stickstofffixierenden 
Kultur von A. chroococcum. Aktivitätsfärbungen 
erfolgten mit ABTS (A) und 2,6-DMP (B) in NaAC-
Puffer (0,1 M, pH 5) bei 37 °C für 5 min. Pfeile
kennzeichnen drei aufeinanderfolgende aktive 
Proteinbanden. 
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Abb. 36: (A) Native PAGE auf einem Trenngel mit 10 %-iger Acrylamidkonzentration. 
Aktivitätsfärbung der AcCL-spezifischen Proteinbande (zellfreier Rohextrakt, 48-h-Kultur) mit 
2,6-DMP. Vorgefärbte Markerproteine 1 bis 4. (B) FERGUSON-Plot des AcCL-Proteins (  ) 
und der Referenzproteine 1 (  ), 2 ( x ), 3 ( ), 4 ( ) und 5 (  ). (C) Auftragung der KR-
Werte der Referenzproteine gegen deren Molekulargewicht für eine Berechnung des relativen 
Molekulargewichts von AcCL.  
 

Aus den erhaltenen Werten wurde das Produkt 100 x log(Rf x 100) gebildet und nach 

Auftragung gegen die Gelkonzentration (%) eine Kalibrierkurve mit der Steigung KR für 

jedes Protein erhalten (Abb. 36B). Durch das Auftragen des Logarithmus der negativen 

Anstiege (KR) der durch eine lineare Regression erhaltenen Gleichungen gegen den 

Logarithmus der Molekulargewichte der 5 Markerproteine (Abb. 36C), konnte unter 

linearer Regression erneut eine Geradengleichung konstruiert werden. Über diese wurde 

ein relatives Molekulargewicht der nativen Phenoloxidase AcCL von 142 kDa 

berechnet. 

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse von denaturierenden und semi-denaturierenden 

SDS-PAGE-Analysen, in welchen für das aktive Monomer ein Molekulargewicht von 
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45 kDa geschätzt wurde, konnte über die FERGUSON-Analyse die bereits getroffene 

Annahme eines unter nativen Bedingungen vorliegenden Homotrimers erhärtet werden. 

Die geringfügigen Abweichungen in dem berechneten Molekulargewicht könnten sich 

in einer Ablese- bzw. Messungenauigkeit begründen.  

Mit dem Ziel einer Bestätigung des über die FERGUSON-Analyse ermittelten 

Molekulargewichts wurden Proteinproben vor Auftragen auf eine SDS-PAGE reduziert 

und alkyliert, die mit Coomassie angefärbten Banden ausgeschnitten und mittels 

MALDI-TOF-MS sequenziert. In Auswertung der Sequenzierungsergebnisse konnte, 

aufgrund stets zu hoher Keratingehalte der Proben, keine zusätzliche Bestätigung des 

Molekulargewichtes vorgenommen werden.  
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3.8 Versuche zur Biotransformation von ortho- und para-dihydroxylierten 
Verbindungen 

 

Ausgehend von einem weiteren Anliegen der Dissertationsarbeit, welches in der 

Phenoloxidase-vermittelten Darstellung neuartiger sekundärer Amine und einer 

Derivatisierung pharmazeutisch wertvoller Präkursoren lag, erfolgten Versuche zur 

heteromolekularen Kopplung von alkylsubstituierten dihydroxylierten Aromaten mit 

diversen Amindonoren. Da in der Literatur bezüglich Phenoloxidase-vermittelter 

Synthesen überwiegend Reaktionsmechanismen einer Aminierung der als natürliche 

Enzymsubstrate fungierenden para-dihydroxylierten Verbindungen beschrieben 

wurden, war es in der vorliegenden Arbeit von besonderem Interesse, 

Transformationsreaktionen an ortho-dihydroxylierten Aromaten durchzuführen. 

Diesbezüglich bestand ein weiterer Schwerpunkt in der Synthese von Hybridmolekülen 

über C-N-Kopplungsreaktionen, in denen, entgegen den in einer Vielzahl von Arbeiten 

eingesetzten aromatischen Amindonoren, aliphatische und alicyclische primäre Amine 

als Kopplungspartner Einsatz fanden. Zudem wurden grundlegende Reaktionsparameter 

in Transformationsreaktionen von ortho- und para-dihydroxylierten Edukten, welche 

gleichartige Erstsubstituenten (-CH3-, OCH3-, C(CH3)3) besaßen, unter Einsatz 

pilzlicher und auch bakterieller Phenoloxidasen untersucht. Neben dem Einfluss einer 

Dihydroxylierung der Phenoloxidase-Substrate in ortho- bzw. para-Position sowie 

deren Erstsubstituenten, waren dabei ebenso Effekte, die durch den pH-Wert des 

Reaktionsmilieus, der Reaktionstemperatur, der Anwesenheit einer organischen Co-

Solvenz und der Eduktkonzentrationen dirigiert wurden, von Interesse. Ausgewählte 

Modellreaktionen wurden ebenfalls mit dem chemischen Kopplungsvermittler 

Natriumiodat durchgeführt.  

Nachfolgende Übersicht zeigt die in Phenoloxidase-vermittelten 

Transformationsreaktionen eingesetzten ortho- und para-dihydroxylierten 

Enzymsubstrate und Amindonoren (Abb. 37). 
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1b 3-Methoxybrenzkatechin

1c 4-tert-Butylbrenzkatechin

1d Methylhydrochinon

1e Methoxyhydrochinon

1f tert-Butylhydrochinon

1g 2-Methoxy-3-methylhydrochinon

1h 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon

1i 2-Methylnaphthohydrochinon

2a n-Propylamin 2k 2-Amino-5-methylhexan
2b n-Butylamin 2l 2-Ethyl-1-hexylamin
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2d n-Hexylamin 2n exo-2-Aminonorbornan
2e n-Heptylamin 2o (R)-(+)-Bornylamin
2f n-Octylamin 2p 2-Amino-2-norbornancarboxylsäure
2g n-Nonylamin 2q (-)-cis-Myrtanylamin
2h tert-Butylamin 2r (1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin
2i tert-Octylamin 2s (S)-(+)-1-Cyclohexylethylamin
2j (R)-2-Aminohexan 2t Cyclooctylamin

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 37: Übersicht über die Strukturen der in Transformationsreaktionen eingesetzten Enzymsubstrate (1a-i) und
Kopplungspartner (primäre Amine, 2a-t). 
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3.8.1 Homomolekulare Kopplung von ortho-dihydroxylierten Verbindungen 

 

Unter dem Aspekt, die über eine homomolekulare Kopplung der ortho-dihydroxylierten 

Enzymsubstrate 3-Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-tert-

Butylbrenzkatechin (1c) (vgl. Abb. 37) gebildeten Eigenkopplungsprodukten eindeutig 

von denen einer heteromolekularen Kopplung abgrenzen zu können, erfolgten 

Transformationsreaktionen, in welchen die betreffenden Substrate alleinig mit den 

Phenoloxidasen bzw. dem chemischen Kopplungsvermittler NaIO3 umgesetzt wurden. 

Die Untersuchungen erfolgten in 5-mL-Reaktionsansätzen, in denen das gepufferte 

Reaktionsmilieu den pH-Optima der Enzyme entsprach. Die Enzymsubstrate 1a-c 

wurden stets als methanolische Stammlösungen in einer 1 mM Endkonzentration (v/v) 

eingesetzt.     

 

3.8.1.1 Homomolekulare Kopplungsreaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen 
PcL und MtL  

 

In Untersuchungen der homomolekularen Kopplungsreaktionen der ortho-

dihydroxylierten Enzymsubstrate 1a-c konnte festgestellt werden, dass die 

Geschwindigkeit der Substratoxidation von dem pH-Wert des Reaktionsmilieus (pH 5 

bzw. pH 7) und den Erstsubstituenten der Aromaten bestimmt wurde. Generell war die 

Abnahme der Enzymsubstrate an eine simultane Verfärbung der Reaktionsansätze 

gekoppelt, wobei sich aus der Entstehung von homomolekularen Kopplungsprodukten  - 

nachfolgend als Eigenreaktionsprodukte bezeichnet - ableitete (Tab. 32). 
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Tab. 32: Übersicht über die Abnahme der ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrate 3-
Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) in 
Reaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen PcL (0,02 M NaAC, pH 5) und MtL (PCP, pH 7) 
sowie der gebildeten Produkte. Enzymsubstrate als methanolische Stammlösungen in einer 
1 mM Endkonzentration (v/v) eingesetzt. Enzymaktivitäten 1 µmoL mL-1. 

Substrat 
Substrat‐
abnahmea 

Produktb,c 
HPLC‐Rf 

[min]d 
λmax[nm] 

Färbung des 
Ansatzes 

3
‐M

e
th
yl
b
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1a 

100 % [80 min] 

(M-1,2-HQ-ERP1) 3,5  216, 283, 488 

gelb  →  
rot-braun 

(M-1,2-HQ-ERP2) 3,8 217, 299, 489 

M-1,2-HQ-ERP3 5,4 267, 415 

M-1,2-HQ-ERP4 6,9 270, 435 

M-1,2-HQ-ERP5 7,6 265, 373, 447 

M-1,2-HQ-ERP6 11,1 257, 262, 358 

M-1,2-HQ-ERP7 11,4 253, 351 

100 % [140 min] 

M-1,2-HQ-ERP1 3,5  216, 283, 488 

gelb  → 
dunkelrot 

M-1,2-HQ-ERP2 3,8 217, 299, 489 

M-1,2-HQ-ERP3 5,4 267, 415 

M-1,2-HQ-ERP4 6,9 270, 435 

M-1,2-HQ-ERP8 9,4 277 

M-1,2-HQ-ERP9 12,6 408 

3
‐M

e
th
o
xy
b
re
n
zk
at
e
ch
in
 

1b 

100 % [200 min] 

(MO-1,2-HQ-ERP1) 2,6 270 

orange-braun  → 
cognac-farben 

MO-1,2-HQ-ERP2 3,0 372 

MO-1,2-HQ-ERP3 4,1 295 

MO-1,2-HQ-ERP4 5,4 228, 270, 346 

(MO-1,2-HQ-ERP5) 6,1 275 

MO-1,2-HQ-ERP6 7,4 227, 259, 441 

(MO-1,2-HQ-ERP7) 9,1 266 

100 % [60 min] 

MO-1,2-HQ-ERP8 2,4 220, 264, 327, 509 

schwach orange 
 → rot-braun 

MO-1,2-HQ-ERP2 3,0 372 

MO-1,2-HQ-ERP3 4,1 295 

MO-1,2-HQ-ERP9 4,7 239, 294, 351 

MO-1,2-HQ-ERP10 5,6 234, 269, 443, 487 

(MO-1,2-HQ-ERP11) 6,4 263 

4
‐t
er
t‐
B
u
ty
lb
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1c 

97 % [400 min] 

(tertB-1,2-HQ-ERP1) 5,4  270 

farblos  →  
satt gelb 

tertB-1,2-HQ-ERP2 6,6 205, 257, 395 

(tertB-1,2-HQ-ERP3) 7,8 276, 421 

(tertB-1,2-HQ-ERP4) 8,9 279 

(tertB-1,2-HQ-ERP5) 12,1 265, 433 
(6 weitere Produkte (RfHPLC 15,7 - 16,5 min) in geringen 
Konzentrationen) 

93 % [400 min] 
  

(tertB-1,2-HQ-ERP6) 3,5 283, 487 

farblos  →  
satt gelb 

(tertB-1,2-HQ-ERP7) 4,3 287 

tertB-1,2-HQ-ERP2 6,6 205, 257, 395 

(tertB-1,2-HQ-ERP3) 7,8 276, 421 
(weitere Produkte (RfHPLC 11,7 - 16,0 min) in geringen 
Konzentrationen) 

a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 
Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 

b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in homomolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d Analysen der Reaktionen mit 1a und 1b - HPLC-Fließmittelgradient 1, 1c - HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

Das Produktmuster und die identifizierten Hauptprodukte variierten stark in 

Abhängigkeit von dem eingesetzten Puffersystem. In Stabilitätsuntersuchungen der 
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Verbindungen 1a-c, d.h. ohne Enzymzusatz, konnte gelegentlich eine autokatalytische 

Reaktion festgestellt werden, welche zur Detektion der über die homomolekularen 

Kopplungsreaktionen erfassten Eigenreaktionsprodukte führte. Diese war in PCP (pH 7) 

zuweilen stärker ausgeprägt als in NaAC (pH 5).  

 
In Reaktionsansätzen mit 3-Methylbrenzkatechin (1a) ergab sich nach Starten der 

Reaktion eine Gelbfärbung, welche auf die Bildung des Produktes M-1,2-HQ-ERP3 

(RfHPLC 5,4 min) zurückgeführt werden konnte (Tab. 32). Dieses Produkt stellte sowohl 

in Reaktionsansätzen mit PcL (pH 5) als auch MtL (pH 7) ein Hauptprodukt dar, 

welches jedoch nur vorübergehend akkumulierte und unter Zunahme der Konzentration 

weiterer Eigenreaktionsprodukte abnahm. Nach einer Inkubationszeit von 24 h 

dominierten in Reaktionsansätzen mit MtL die Produkte M-1,2-HQ-ERP1 (RfHPLC 

3,5 min), M-1,2-HQ-ERP2 (RfHPLC 3,8 min) und M-1,2-HQ-ERP4 (RfHPLC 6,9 min). 

Im Gegensatz dazu erfolgte in Transformationsreaktion mit PcL eine Akkumulation von 

höhermolekularen Produkten (RfHPLC 11,1 - 16,7 min), welche nicht basislinien-getrennt 

detektiert werden konnten.  

 
In Reaktionen des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) konnten - wie in Reaktionen des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) - ebenso starke Unterschiede bezüglich des Produktmusters 

in Abhängigkeit von dem pH-Wert der Reaktionssysteme erfasst werden (Tab. 32). 

Zudem wurde bei diesem methoxylierten Aromaten in Untersuchungen der 

homomolekularen Kopplung ortho-dihydroxylierter Enzymsubstrate das größte 

Spektrum an Eigenreaktionsprodukten erfasst (Abb. 38).  

 



  ERGEBNISSE  151 
 

  

 

Abb. 38: Zeitlicher Verlauf der Abnahme des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) unter Bildung von 
Eigenreaktionsprodukten in Ansätzen mit PcL (0,1 M NaAC, pH 5) (A) und MtL (PCP, pH 7) 
(B) bei RT. 1b als methanolische Stammlösung (1 mM, v/v) eingesetzt. Enzymaktivitäten 
1 µmoL mL-1. Schüttelfrequenz 200 rpm.  
 

In Reaktionsansätzen mit PcL (pH 5) dominierte über einen Inkubationszeitraum von 

260 min das Produkt MO-1,2-HQ-ERP2 (RfHPLC 4,1 min), welches auch in MtL-

katalysierten Reaktionen (pH 7), jedoch in geringeren Konzentrationen, bis zu einer 

Reaktionszeit von 100 min detektiert werden konnte (Abb. 38). In MtL-katalysierten 

Reaktionen (pH 7) nahm MO-1,2-HQ-ERP2 unter Zunahme des hydrophileren 

Produkts MO-1,2-HQ-ERP8 (RfHPLC 2,4 min) ab, wobei in Reaktionsansätzen mit PcL 

(pH 5) die Abnahme von MO-1,2-HQ-ERP2 mit einer Konzentrationserhöhung des 

hydrophoberen Produkts MO-1,2-HQ-ERP6 (RfHPLC  7,4 min) verbunden war (Abb. 

38). Generell war die Quantität von Eigenreaktionsprodukten (bezogen auf die 

Peakflächen) in Reaktionsansätzen mit PcL  gegenüber Reaktionen mit MtL erhöht. 

 
Innerhalb der Untersuchungen von homomolekularen Kopplungsreaktionen der ortho-

dihydroxylierten Enzymsubstrate konnte in Transformationsansätzen mit 4-tert-

Butylbrenzkatechin (1c) die geringste Anzahl und Quantität an 

Eigenreaktionsprodukten, sowohl bei pH 5 als auch pH 7, erfasst werden. Im Vergleich 

zu Reaktionen mit 3-Methylbrenzkatechin (1a) und 3-Methoxybrenzkatechin (1b) war 
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zudem eine langsamere Umsetzung dieses Enzymsubstrates zu verzeichnen (Tab. 32). 

Dabei resultierte die enzymatische Oxidation des 4-tert-Butylbrenzkatechins - im 

Gegensatz zu Reaktionen mit 1a und 1b - in der Bildung von nur einem Hauptprodukt 

(tertB-1,2-HQ-ERP2, RfHPLC  6,6 min), welches eine Gelbfärbung der Reaktionsansätze 

bedingte. Das Produkt tertB-1,2-HQ-ERP2 erreichte in Reaktionsansätzen mit PcL 

(pH 5) und MtL (pH 7) seine maximale Konzentration nach 40 min, welche auch nach 

einer Reaktionszeit von 24 h nahezu unverändert war. In Stabilitätskontrollen ohne 

Enzymzusatz konnte keine Konversion von 1c in Produkt tertB-1,2-HQ-ERP2 oder 

weitere Eigenreaktionsprodukte festgestellt werden.  

 
Die Ergebnisse bezüglich einer homomolekularen Kopplung der methyl-, methoxy- und 

tert-Butyl-substituierten Brenzkatechine 1a-c weisen darauf hin, dass deren Reaktivität 

maßgeblich von dem am Aromaten befindlichen Substituenten bestimmt wird. Mit 

Bezug auf die über HPLC-Analysen ermittelte Anzahl und Quantität von 

Eigenreaktionsprodukten, konnte das 3-Methoxybrenzkatechin (1b) als das reaktivste 

Brenzkatechin identifiziert werden. Hingegen erwies sich die mit einer tert-Butyl-

Gruppe substituierte Verbindung 1c als relativ reaktionsträge hinsichtlich der Bildung 

homomolekulare Eigenreaktionsprodukte. Das 3-Methylbrenzkatechin (1a) nahm 

bezüglich der Reaktivität dabei eine Mittelstellung ein.  

Die Eigenreaktionsprodukte M-1,2-HQ-ERP2, M-1,2-HQ-ERP3, M-1,2-HQ-ERP4 

(Produkte des 3-Methylbrenzkatechins) sowie MO-1,2-HQ-ERP2 (Produkt des 3-

Methoxybrenzkatechins) und tertB-1,2-HQ-ERP2 (Produkt des 4-tert-

Butylbrenzkatechins) konnten über eine Festphasenextraktion gewonnen werden. Eine 

anschließende Aufkonzentrierung mittels Rotationsverdampfer bzw. eine Trocknung 

der Produkte über eine Lyophilisation führte bei nachgelagerten HPLC-Analysen jedoch 

zur Detektion von Zerfallsprodukten. Dies deutete auf das Vorliegen sehr instabiler 

(chinoider) Verbindungen hin, welche mit leicht abspaltbaren Gruppen substituiert 

waren. Mit Hilfe von LC-MS-Analysen konnten jedoch Strukturen postuliert werden 

(siehe Kap. 3.8.5), welche zur Aufklärung grundlegender Reaktionsmechanismen in 

heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit den ortho-dihydroxylierten 

Enzymsubstraten herangezogen werden konnten. 
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3.8.1.2 Homomolekulare Kopplungsreaktionen mit den rekombinanten pilzlichen 
Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, TvL5 und TvL10 sowie den bakteriellen 
Phenoloxidasen AcCL, CotA und SLAC  

 

Neben den Phenoloxidase PcL von P. cinnabarinus und MtL von M. thermophila, 

wurden weitere Phenoloxidasen pilzlicher und bakterieller Herkunft in Hinblick auf die 

Transformation des methylsubstituierten ortho-Diphenols 3-Methylbrenzkatechin (1a) 

untersucht.  

Die von der AG Biotechnologie & Enzymkatalyse (Universität Greifswald) 

bereitgestellten Phenoloxidase-Isoenzyme (PcL35, TvL5, TvL10) wurden als 

unbehandelte Extrakte (konstitutive Expression in Pichia pastoris 1168 H) in 

Transformationsreaktionen mit 1a eingesetzt. Dabei war insbesondere von Interesse, ob 

die rekombinant exprimierten Isoenzyme PcL35 aus P. cinnabarinus SBUG-M 1044 

sowie TvL5 und TvL10 aus Trametes versicolor SBUG-M 1050 ein im Vergleich zu den 

nativen Phenoloxidasen unterscheidbares Produktmuster aufweisen.  

Die Zell- bzw. Cystenassoziierte bakterielle Phenoloxidase AcCL des Stammes A. 

chroococcum, deren Charakterisierung in Kap. 3.7ff der vorliegenden Arbeit vorgestellt 

wurde, wurde ebenso auf die Transformation der Verbindung 1a untersucht. Weiterhin 

erfolgten Untersuchungen mit den von der BRAIN AG (Zwingenberg) zur Verfügung 

gestellten rekombinant exprimierten bakteriellen Phenoloxidasen CotA aus B. subtilis 

DSM 4393 und SLAC aus Streptomyces coelicolor. Hinsichtlich des Einsatzes der 

bakteriellen Phenoloxidasen AcCL, CotA und SLAC war es von Interesse, ob mit diesen 

Enzymen prinzipiell andere Reaktionen an der Verbindung 1a erfolgen als mit 

pilzlichen Phenoloxidasen.  

 
Tab. 33: Übersicht über die Abnahme des ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrats 3-
Methylbrenzkatechin (1a)  in Reaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, 
TvL5 und TvL10 sowie den bakteriellen Phenoloxidasen AcCL, CotA und SLAC. 1a als 
methanolische Stammlösung in einer 1 mM Endkonzentration (v/v) eingesetzt.  

Substrat  Phenoloxidase 
Aktivität 

[µmoL mL‐1] 
pH 

Umsatz von 1a 
[Reaktionszeit] 

Färbung des Ansatzes 

3
‐M

e
th
yl
b
re
n
zk
at
e
ch
in
 

1a 

PcL35  1,0 4,0 100 % [200min] rosa → rot-braun 

TvL5  0,05 4,0 35 % [120 min] rosa → rot 

TvL10  0,015 4,0 11 % [200 min] rosa → rot 

AcCL  0,5 5,0 51 % [400min] gelb → rot-braun 

CotA  0,2 4,0 87 % [400 min] gelb → rot-braun 

SLAC  0,2 4,5 100 % [400 min] gelb → rot-braun 
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In Transformationsreaktionen mit den rekombinanten Phenoloxidase-Isoenzymen 

PcL35, TvL5 und TvL10 konnte generell eine Oxidation des 3-Methylbrenzkatechins 

(1a) festgestellt werden. Der Verbrauch des Enzymsubstrats war dabei stark abhängig 

von der eingesetzten Aktivität (Tab. 33). In allen Reaktionsansätzen mit diesen drei 

Enzympräparaten konnte das bereits mit den Phenoloxidasen PcL und MtL erfasste 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP3 (vgl. Tab. 32, S. 149) detektiert werden. Eine 

Identifizierung weiterer Produkte wurde jedoch mit fortschreitender Inkubationszeit 

erschwert, da die Peaks nicht basislinien-getrennt eluierten. Zudem traten unter 

Abnahme der Verbindung 1a weitere, in vorangegangenen Untersuchungen mit PcL 

und MtL nicht in Erscheinung getretene, Produktpeaks auf. In Kontrollversuchen mit 

Kulturüberständen von Zellen der Hefe P. pastoris 1168 H, in welchen keine 

Expression der Laccase-Gene stattfand (Negativkontrolle), konnten diese Produktpeaks 

wiedergefunden werden. Demnach ließ sich das abweichende Produktmuster in 

Transformationsreaktionen mit PcL35, TvL5 und TvL10 auf eine Präsenz Aromaten-

aktiver Hefeenyzme in den eingesetzten unbehandelten Enzympräparaten zurückführen 

und war kein Ergebnis einer Phenoloxidase-vermittelten Transformation des 3-Methyl-

brenzkatechins. Da die Enzympräparate direkt aus einer Fermentation stammten, 

erfolgte unter dem Aspekt einer Minimierung des Anteils an Hefeproteinen und 

weiteren Mediumsbestandteilen, eine Zentrifugation der Präparate (4 °C, 8000 rpm, 10 

min). Darüber konnte ein Großteil der störenden Begleitstoffe präzipitiert und der 

Überstand der Enzymproben in nachfolgenden heteromolekularen Synthesereaktionen 

eingesetzt werden (vgl. Kap. 3.9.1.2). 

 
Während der Biotransformation von 3-Methylbrenzkatechin (1a) mit der in zellfreien 

Rohextrakten von A. chroococcum enthaltenen bakteriellen Phenoloxidase AcCL 

(Gesamtaktivität 0,5 µmoL mL-1; 2,6-DMP-Assay) konnte eine 51 %-ige Abnahme des 

Enzymsubstrates innerhalb einer Reaktionszeit von 400 min ermittelt werden (Tab. 33). 

Die Oxidation des Enzymsubstrats 1a verlief dabei kongruent zu der Entstehung von 

Eigenreaktionsprodukten, welche bereits für homomolekulare Kopplungsreaktionen mit 

den pilzlichen Phenoloxidasen PcL und MtL beschrieben wurden (vgl. Tab. 32, S. 149). 

Als Hauptprodukt konnte auch hier das gelbgefärbte Produkt M-1,2-HQ-ERP3 (RfHPLC 

5,4 min) identifiziert werden. Darüber hinaus konnten mit fortschreitender Inkubation 

die Eigenkopplungsprodukte M-1,2-HQ-ERP1 (RfHPLC 3,5 min) und M-1,2-HQ-ERP2 

(RfHPLC 3,8 min) in geringen Konzentrationen sowie die Produkte M-1,2-HQ-ERP5 



  ERGEBNISSE  155 
 

  

(RfHPLC  7,6 min), M-1,2-HQ-ERP8 (RfHPLC 9,4 min) und M-1,2-HQ-ERP9 (RfHPLC 

12,6 min) in höheren Konzentrationen detektiert werden. 

In Transformationsreaktionen mit den rekombinant exprimierten bakteriellen 

Phenoloxidasen CotA und SLAC konnte generell dasselbe Produktmuster erfasst 

werden, wobei das Enzymsubstrat 1a, trotz geringerer Enzymaktivitäten, einer im 

Vergleich zu AcCL zügigeren Oxidation unterlag (Tab. 33). Mit Bezug auf die 

analytischen Eigenschaften der Enzympräparate, u.a. der Anwesenheit UV-aktiver 

Begleitsubstanzen, erwiesen sich ein Glycerol-stabilisierter Extrakt und die 

unbehandelten Lyophilisate (CotA, SLAC; vgl. Anhang, Tab. 4) als geeignete 

Enzymproben für nachgelagerte heteromolekulare Kopplungsreaktionen (vgl. Kap. 

3.9.1.3, Kap. 3.9.1.4).  

 

3.8.1.3 Homomolekulare Kopplungsreaktionen mit dem chemischen 
Kopplungsvermittler Natriumiodat  

 

Ergänzend zu Untersuchungen einer Phenoloxidase-vermittelten Bildung 

homomolekularer Eigenreaktions- bzw. Kopplungsprodukte in Reaktionen des 3-

Methylbrenzkatechins (1a), erfolgten Analysen mit dem chemischen 

Kopplungsvermittler Natriumiodat (NaIO3) in Puffersystemen, welche in 

Transformationsreaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen PcL (pH 5) und MtL (pH 

7) Einsatz fanden. In Hinblick auf eine Bewertung der Anzahl und Quantität der über 

Phenoloxidase-vermittelte Synthesen dargestellten sekundären Amine im Vergleich zu 

einer chemischen Katalyse, war es auch hier erforderlich, zunächst das Spektrum an 

homomolekularen Eigenreaktionsprodukten zu erfassen (Tab. 34).  
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Tab. 34: Übersicht über die Abnahme des 3-Methylbrenzkatechins (1a) und gebildeter Produkte 
in Reaktionen mit NaIO3. NaIO3 als wässrige Stammlösung in einer 24 mM Endkonzentration 
(v/v) eingesetzt. 

Substrat  Umsatz von 1aa Produktb,c  HPLC‐Rf [min]  λmax[nm] 
Färbung des 
Ansatzes 

3
‐M

e
th
yl
b
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1a 

100 % [20 min] 

M-1,2-HQ-ERP3 5,4 267, 415 

gelb  → rot-braun

(M-1,2-HQ-ERP10) 6,7 268, 407 

M-1,2-HQ-ERP4 6,9 270, 435 

M-1,2-HQ-ERP5 7,6 265, 373, 447 

(M-1,2-HQ-ERP11) 8,4 254, 460 

M-1,2-HQ-ERP12 9,4 264, 437 

M-1,2-HQ-ERP13 10,0 284, 353 

(M-1,2-HQ-ERP9) 12,6 408 

100 % [120 min] 

M-1,2-HQ-ERP3 5,4 267, 415 

schwach gelb  → 
rot-braun 

M-1,2-HQ-ERP4 6,9 270, 435 

M-1,2-HQ-ERP12 9,4 264, 437 

(M-1,2-HQ-ERP9) 12,6 408 

  Weitere Produkte in einem Pool von RfHPLC 13,0 - 16,4 min 
a Weißes Feld: Reaktionsansatz bei pH 5 (0,02 M NaAC) 

Graues Feld: Reaktionsansatz bei pH 7 (PCP) 
b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in homomolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
 

 
In NaIO3-katalysierten Reaktionen war die Oxidation des 3-Methylbrenzkatechins (1a) 

in einem Reaktionssystem mit pH 5 gegenüber einem mit pH 7 stark beschleunigt (Tab. 

34). Unabhängig von dem pH-Wert der Reaktionssysteme, konnte die Bildung des 

bereits in Transformationsreaktionen mit Phenoloxidasen detektierten 

Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP3 ermittelt werden. Dieses stellte in 0,02 M 

NaAC (pH 5) das Hauptprodukt dar und erreichte eine maximale Konzentration nach 

einer Reaktionszeit von 40 min. Mit fortschreitender Inkubation setzte unter Abnahme 

von M-1,2-HQ-ERP3 eine simultane Zunahme des in Enzymansätzen nicht 

detektierten Produkts M-1,2-HQ-ERP13 ein. Zudem traten weitere neue 

Eigenreaktionsprodukte (M-1,2-HQ-ERP10 und M-1,2-HQ-ERP11), jedoch in 

geringen Konzentrationen, in Reaktionen mit dem NaIO3 bei pH 5 auf.  

In Transformationsansätzen bei pH 7 (PCP) erfolgte nur eine vergleichsweise schwache 

Bildung des in Reaktionen bei pH 5 dominierenden Eigenreaktionsproduktes M-1,2-

HQ-ERP3, wobei das Produkt M-1,2-HQ-ERP12 als Hauptprodukt identifiziert 

werden konnte. Auch dieses konnte in Reaktionen mit den pilzlichen und bakteriellen 

Phenoloxidasen nicht detektiert werden.   
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3.8.2 Homomolekulare Kopplung von para-dihydroxylierten Verbindungen 

 

In Ergänzung und zum Vergleich zu Untersuchungen der homomolekularen Kopplung 

von ortho-dihydroxylierten Verbindungen (1a-c) in Reaktionen mit den pilzlichen 

Phenoloxidasen PcL und MtL (vgl. Kap. 3.8.1.1), erfolgten Versuche mit den para-

dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e) 

und tert-Butylhydrochinon (1f) (Strukturen vgl. Abb. 37, S. 147). Die Reaktionsansätze 

wurden analog zu denen der ortho-dihydroxylierten Verbindungen erstellt und die 

Produktbildung über regelmäßige HPLC-Analysen verfolgt.  

In Reaktionen mit den para-dihydroxylierten Verbindungen 1d-f konnte ebenfalls eine, 

unter Abnahme des jeweiligen Enzymsubstrats, einsetzende Bildung von 

Eigenreaktionsprodukten unter simultaner Farbveränderung der Reaktionsansätze 

erfasst werden. Die Verfärbungen der Reaktionsansätze wichen jedoch stark von denen 

der korrespondieren Brenzkatechine ab. Zudem traten in Reaktionsansätzen mit den 

hydrochinoiden Enzymsubstraten 1d-f Produktpeaks in Erscheinung, deren UV/VIS-

Absorptionsspektren (λmax ~ 250 nm) mit denen ungesättigter para-Dicarbonyle (M-1,4-

Q, MO-1,4-Q, tertB-1,4-Q) korrelierten (Tab. 35). Diese 1,4-benzochinoiden Produkte 

waren die primär gebildeten Produkte, aus welchen sich mit fortschreitender 

Reaktionszeit weitere Eigenreaktionsprodukte bildeten.  

 

Tab. 35: Übersicht über die Abnahme der para-dihydroxylierten Enzymsubstrate 
Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e) und tert-Butylhydrochinon (1f) in 
Reaktionen mit den Phenoloxidasen PcL (0,02 M NaAC, pH 5) und MtL (PCP, pH 7) sowie der 
gebildeten Produkte. Enzymsubstrate als methanolische Stammlösungen in einer 1 mM 
Endkonzentration (v/v) eingesetzt. Enzymaktivitäten 1 µmoL mL-1. 

Substrat 
Substrat‐
abnahmea 

Produktb,c  HPLC‐Rf [min]d  λmax[nm] 
Färbung des 
 Ansatzes 

M
e
th
yl
h
yd
ro
ch
in
o
n
 

1d 

100 % [100 min] 

(M-1,4-HQ-ERP1) 3,8 246 

farblos → 
schwach rosa 

(M-1,4-HQ-ERP2) 4,1 288 

M-1,4-Q 6,0 249, 323 

(M-1,4-HQ-ERP3) 9,1 256 

(M-1,4-HQ-ERP4) 11,7 268, 471 

(M-1,4-HQ-ERP5) 13,8 266 

100 % [60 min] 

(M-1,4-HQ-ERP1) 3,8 246 

farblos →  
rosa-rot 

(M-1,4-HQ-ERP2) 4,1 288 

M-1,4-Q 6,0 249, 323 

M-1,4-HQ-ERP6 5,2 273 

(M-1,4-HQ-ERP7) 6,2 251 

M-1,4-HQ-ERP8 6,4 263, 369 

M-1,4-HQ-ERP9 7,2  252 
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M
e
th
o
xy
h
yd
ro
ch
in
o
n
 

1e 

100 % [40 min] 

(MO-1,4-HQ-ERP1) 3,1 274 

farblos →  
hellgelb 

(MO-1,4-HQ-ERP2) 3,5 282 

MO-1,4-Q 4,6 255, 368 

(MO-1,4-HQ-ERP3) 5,1 280, 354 

(MO-1,4-HQ-ERP4) 5,6 257 

MO-1,4-HQ-ERP5 6,1 276 

100 % [20 min] 

MO-1,4-Q 4,6 255, 368 

farblos → 
rot-organe 

(MO-1,4-HQ-ERP4) 5,6 257 

MO-1,4-HQ-ERP5 6,1 276 

(MO-1,4-HQ-ERP6) 3,5 220, 290, 309 

MO-1,4-HQ-ERP7 4,9 283, 376 

MO-1,4-HQ-ERP8  4,7 242, 302, 487 

MO-1,4-HQ-ERP9  6,9 275 

MO-1,4-HQ-ERP10  5,1 283 

MO-1,4-HQ-ERP11  9,0 256, 289 

te
rt
‐B
u
ty
lh
yd
ro
ch
in
o
n
 

1f 

100 % [60 min] 

(tertB-1,4-HQ-ERP1) 4,2 250 

farblos 
(tertB-1,4-HQ-ERP2) 5,1 272 

tertB-1,4-Q 9,9 249, 318 

(weitere Produkte in sehr geringen Konzentrationen) 

100 % [40 min] 

tertB-1,4-HQ-ERP1 4,2 250 

farblos → 
schwach rosa 

tertB-1,4-Q 9,9 249, 318 

(tertB-1,4-HQ-ERP3) 7,3 288 

tertB-1,4-HQ-ERP4 7,8 247 

tertB-1,4-HQ-ERP5 8,5 249, 276, 478 

tertB-1,4-HQ-ERP6 9,1 266, 366 
a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 

Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 
b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in homomolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d Analysen der Reaktionen mit 1d und 1e - HPLC-Fließmittelgradient 1, 1f - HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

Entgegen der in Reaktionen mit den 1,4-dihydroxylierten Verbindungen 1d-f 

ermittelten Bildung korrespondierender para-Dicarbonyle, konnte in Untersuchungen 

der Biotransformation der in 1,2-Position dihydroxylierten Verbindungen 1a-c keine 

Bildung vergleichbarer 1,2-benzochinoider Produkte festgestellt werden.  

Im Allgemeinen unterlagen die para-dihydroxylierten Enzymsubstrate einer, im 

Vergleich zu ortho-dihydroxylierten Verbindungen mit gleichartigen Substituenten, 

schnelleren enzymatischen Oxidation, wobei erstere innerhalb von 60 min vollständig 

umgesetzt waren (Tab. 35). Zudem war die Oxidation der para-dihydroxylierten 

Verbindungen in Reaktionssystemen bei pH 7 (MtL) gegenüber Reaktionen bei pH 5 

(PcL) beschleunigt. In MtL-katalysierten Reaktionen wurde eine größere Anzahl und 

Menge homomolekularer Kopplungsprodukte erfasst. In diesen erfolgte neben der 

Bildung der 1,4-benzochinoniden Produkte M-1,4-Q, MO-1,4-Q und tertB-1,4-Q eine 

Generierung weiterer Hauptprodukte (Tab. 35). In Gegensatz dazu traten in Reaktionen 

mit der Phenoloxidase PcL, neben den para-Dicarbonylen, keine weiteren 

Hauptprodukte in Erscheinung (Tab. 35).  



  ERGEBNISSE  159 
 

  

Analog zu Ergebnissen des ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrats 3-Methoxy-

brenzkatechin (1b), konnten in homomolekularen Transformationsreaktionen der para-

dihydroxylierten Verbindungen mit Methoxyhydrochinon (1e) in einem MtL-

katalysierten Reaktionsansatz das größte Spektrum an Eigenreaktionsprodukten erfasst 

werden (Abb. 39).  

 

 

Abb. 39: Zeitlicher Verlauf der Abnahme des Methoxyhydrochinons (1e) unter Bildung des 1,4-
benzochinoiden Dicarbonyls MO-1,4-Q sowie weiterer in Transformationsreaktionen mit PcL 
(0,02 M NaAC, pH 5, A) und MtL (PCP, pH 7, B) detektierter Eigenreaktionsprodukte. 
Reaktion bei RT. 1e als methanolische Stammlösung (1 mM, v/v) eingesetzt. Enzymaktivitäten 
1 µmoL mL-1. Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

Das Produkt MO-1,4-Q erreichte sowohl in MtL- als auch PcL-katalysierter Reaktion 

seine maximale Konzentration nach 20 min. Mit Abnahme von MO-1,4-Q erfolgte mit 

MtL eine simultane Entstehung von 4 weiteren Hauptprodukten (Abb. 39). Hingegen 

wurde in der PcL-katalysierten Transformationsreaktion lediglich das in geringen 

Konzentrationen vorliegende Eigenreaktionsprodukt MO-1,4-HQ-ERP5 gebildet.  

In Stabilitätsuntersuchungen des Methoxyhydrochinons (1e) wurden viele der in 

homomolekularen Reaktionen erfassten Eigenreaktionsprodukte wiedergefunden.  

 
Bezüglich der Substitution der para-dihydroxylierten Verbindungen konnte  - ähnlich 

wie in Transformationsreaktionen mit den ortho-dihydroxylierten Enzymsubstraten 1a-c 

- eine Abstufung deren Reaktivitäten ermittelt werden: -OCH3 > -CH3 ≥ -C(CH3)3. 
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3.8.3 Homomolekulare Kopplung von para-dihydroxylierten mehrfach-
substituierten ein- und zweikernigen Aromaten  

 

Die mehrfach substituierten ein- und zweikernigen para-dihydroxylierten Verbindungen 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g), 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon (1h) und 

2-Methylhaphthohydrochinon (1i) wurden in heteromolekularen Kopplungsreaktionen, 

mit dem Ziel, einer Phenoloxidase-vermittelten Synthese von Mitomycin-, Ubichinon-

10- und Vitamin K-Vorstufen als Enzymsubstrate, eingesetzt. Auch hier erfolgten unter 

dem Aspekt einer Abgrenzung der Syntheseprodukte von homomolekularen 

Kopplungsprodukten zunächst Untersuchungen bezüglich der Eigenreaktionen in PcL- 

und MtL-katalysierten Reaktionssystemen (Tab. 36). 

 
Tab. 36: Übersicht über die Abnahme der Enzymsubstrate 2-Methoxy-3-methylhydrochinon 
(1g), 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon (1h) und 2-Methylnaphthohydrochinon (1i) sowie 
der gebildeten Produkte in Reaktionen mit den Phenoloxidasen PcL (0,02 M NaAC, pH 5) und 
MtL (PCP, pH 7). Enzymsubstrate als methanolische Stammlösungen in einer 1 mM 
Endkonzentration (v/v) eingesetzt. Enzymaktivitäten 1 µmoL mL-1. 

Substrat 
Substrat‐
abnahmea 

Produktb,c 
HPLC‐Rf 

[min]d 
λmax[nm] 

Färbung 
des 
Ansatzes 

2‐Methoxy‐3‐
methylhydrochinon 

1g 

100 % [100 min] 

(MMO-1,4-HQ-ERP1) 4,9 221, 267 
farblos →  
rosa-rot MMO-1,4-Q 6,0 283 

(MMO-1,4-HQ-ERP2) 13,5 272 

100 % [60 min] 

MMO-1,4-HQ-ERP4 5,7 208, 294 
farblos →  
rosa-rot MMO-1,4-Q 6,0 283, 381 

(MMO-1,4-HQ-ERP3) 8,4 254, 324 

2,3‐Dimethoxy‐5‐
methylhydrochinon 

1h 100 % [420 min] 
DMOM-1,4-HQ-ERP1 7,9 315 farblos →  

dunkelgelb DMOM-1,4-Q 8,2 266, 408 

2‐Methylnaphtho‐ 
hydrochinon 

1i 
20 % [24 h] 

MNH-1,4-HQ-ERP1 6,0 249 

farblos →  
gelb-orange 

MNH-1,4-HQ-ERP2 6,6 227, 257, 302 

MNH-1,4-HQ-ERP3 8,5 251, 290 

MNH-1,4-HQ-ERP4 9,9 250, 290 

MNH-1,4-Q 10,7 228, 270, 306 

28 % [24 h] siehe oben 
farblos →  
gelb-orange 

a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 
Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 

b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in homomolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d Analysen der Reaktionen mit 1g  - HPLC-Fließmittelgradient 2, 1h und 1i - HPLC-Fließmittelgradient 1. 

 

Die Verbindungen 1g-i wiesen, unabhängig von dem pH-Wert des Reaktionsmilieus, im 

Vergleich zu Untersuchungen mit den einfach methyl- bzw. methoxysubstituierten 

para-dihydroxylierten einkernigen Aromaten Methylhydrochinon (1d) und 

Methoxyhydrochinon (1e) (vgl. Kap. 3.8.2), eine sehr geringe Anzahl an 

Eigenreaktionsprodukten auf.  
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Als Hauptprodukte konnten in allen Reaktionen die korrespondierenden 1,4-

benzochinoiden Produkte (MMO-1,4-Q, DMOM-1,4-Q und MNH-1,4-Q) identifiziert 

werden, deren Entstehung eine Farbänderung der Reaktionsansätze bedingte. In 

Stabilitätsuntersuchungen bei pH 5 und pH 7 konnte bei den Enzymsubstraten 1g und 1i 

eine geringfügige autokatalytische Konversion in die 1,4-Benzochinone ermittelt 

werden, wobei diese bei dem dimethoxylierten Substrat 1h verstärkt in Erscheinung trat. 

Die Oxidation der Substrate 1g-i verlief im Vergleich zu der von einfach substituierten 

para-dihydroxylierten Verbindungen vergleichsweise langsam, wobei insbesondere in 

Reaktionen mit 2-Methylnaphthohydrochinon (1i) nach 24-stündiger Inkubation 

lediglich 1/3 des Substrats umgesetzt war.  

 

3.8.4 Untersuchungen zur Transformation von 2,6-Dimethoxyphenol durch die 
bakterielle Phenoloxidase AcCL von A. chroococcum 

 

In Untersuchungen bezüglich des Substratspektrums der von A. chroococcum 

gebildeten Phenoloxidase AcCL konnte eine hohe Präferenz für das dimethoxylierte 

Phenoloxidase-Modellsubstrat 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) ermittelt werden (vgl. 

Kap. 3.7.6.2). Eine hohe Aktivität gegenüber 2,6-DMP konnte zudem in 

Untersuchungen der Michealis-Konstante Km bestätigt werden (vgl. Kap. 3.7.7). In 

Ergänzung dazu wurde die AcCL-katalysierte Transformation von 2,6-DMP mittels 

HPLC-Analyse untersucht. Das Substrat wurde als eine wässrige Stammlösung (1 mM, 

v/v) eingesetzt und die Reaktion durch Zusatz eines AcCL-haltigen zellfreien 

Rohextraktes (Gesamtaktivität 0,5 µmoL mL-1) gestartet.  

Bereits zu Beginn der Enzymreaktion konnte die Bildung eines orangen Farbstoffes 

beobachtet werden. In HPLC-Analysen konnte diese Farbstoffbildung mit dem 

Auftreten zweier Produkte mit einer Retentionszeit von RfHPLC 6,15 min (2,6-DMP-

ERP1a) bzw. RfHPLC 6,48 min (2,6-DMP-ERP1b) in Verbindung gebracht werden 

(Abb. 40).  

 



162  ERGEBNISSE   
     

 

Abb. 40: HPLC-Elutionsprofil (220 nm) und UV/VIS-Absorptionsspektren der Produkte eines 
Reaktionsansatzes von 2,6-DMP (1 mM, v/v) mit der bakteriellen Phenoloxidase AcCL 
(0,5 µmoL mL-1) von A. chroococcum nach 40 min. Peaks im vorderen Chromatographiebereich 
stammen aus dem Reaktionsmilieu. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-
Fließmittelgradient 1.   
 

Mit fortschreitender Inkubationszeit intensivierte sich die Färbung des 

Reaktionsansatzes unter Ausfallen eines orangefarbenen Präzipitats. Da die 

Reaktionsansätze vor der Analytik durch Pipettenspitzen, welche mit einer Filtermatrix 

versehen waren, filtriert wurden, konnte eine gesteigerte Akkumulation des Farbstoffes 

an den Filtern festgestellt werden. In HPLC-Analysen eluierte das Produkt 2,6-DMP-

ERP1b generell nicht als ein definierter Peak, sondern zog sich mit einem Tailing über 

den gesamten Messbereich (Abb. 40). Diese Eigenschaften indizierten das Vorliegen 

einer schwer wasserlöslichen Verbindung. Zudem konnte eine Verschiebung der 

Intensität der Absorptionsmaxima dieses Produkts mit zunehmender Reaktionszeit 

nachgewiesen werden, wobei unter Abnahme des ersten Absorptionsmaximums 

(λ 277 nm) das zweite Maximum (λ 468 nm) anstieg (Abb. 40). Aufgrund des 

charakteristischen Absorptionsmaximums λmax bei 468 nm und in Abgleich zu 

Ergebnissen der Literatur (WARIISHI et al., 1992; JOHANNES & MAJCHERCZYK, 

2000), wurde das Produkt 2,6-DMP-ERP1b als das über eine Phenoloxidase-

vermittelte Radikalisierung des 2,6-Dimethoxyphenols generierte Dimer 2,2´,6,6´-

Tetramethoxydibenzo-1-1´-dichinon identifiziert (Abb. 41).  
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Abb. 41: Postulierter Reaktionsmechanismus einer AcCL-vermittelten Oxidation des 
Enzymsubstrates 2,6-Dimethoxyphenol abgewandelt nach WARIISHI et al. (1992).   
 

Da das Produkt 2,6-DMP-ERP1a ein mit 2,6-DMP-ERP1b vergleichbares 

Absorptionsmaximum bei 275 nm aufwies, jedoch kein für dimere Produkte typisches 

zweites Absorptionsmaximum in einem Wellenlängenbereich von 400 bis 500 nm 

besaß, wurde für dessen Struktur ein radikalisiertes 2,6-DMP-Molekül postuliert. Eine 

Bildung weiterer Produkte konnte über HPLC-Analysen nicht nachgewiesen werden.  

 

3.8.5 Strukturaufklärung der homomolekularen Kopplungsprodukte  

 

Mit dem Anliegen, einer strukturchemischen Charakterisierung der in homomolekularen 

Kopplungsreaktionen mit ortho- und para-dihydroxylierten Enzymsubstraten gebildeten 

Eigenreaktionsprodukte, erfolgte eine Präparation von 5-mL-Reaktionsansätzen mittels 

Festphasenextraktion, an die sich LC-MS- und GC-MS-Analysen der in einem 

Methanol-Essigsäure/A. bidest.-Gemisch bzw. reinem Methanol enthaltenen 

Analytsubstanzen anschlossen. Die Ergebnisse werden nachfolgend dargestellt. 

 

3.8.5.1 Eigenreaktionsprodukte des 3-Methylbrenzkatechins  

 

In homomolekularen Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) konnte sowohl in 

PcL- als auch MtL-katalysierten Reaktionen die Bildung von drei Hauptprodukten (M-

1,2-HQ-ERP2, M-1,2-HQ-ERP3 und M-1,2-HQ-ERP4) verfolgt werden (Kap. 

3.8.1.1, Tab. 32). Unter Oxidation von 1a erfolgte eine primäre Bildung des Produkts 

M-1,2-HQ-ERP3, wobei dieses Produkt im weiteren Reaktionsverlauf unter Zunahme 
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des Produkts M-1,2-HQ-ERP2 (pH 7) abnahm, jedoch auch eine partielle Konversion 

in das Produkt M-1,2-HQ-ERP4 (pH 5 und 7) festgestellt werden konnte.  

In HPLC-Analysen der nach Reinigung mittels Festphasenextraktion isolierten und 

nachfolgend lyophilisierten Eigenreaktionsprodukte konnten ausschließlich 

Zerfallsprodukte detektiert werden. Dies machte eine anvisierte NMR-Analyse der als 

Feststoff vorliegenden Verbindungen unmöglich. Deshalb wurde nur eine LC-MS-

Analyse der in einem Methanol-Essigsäure/A. bidest.-Gemisch angereicherten Produkte 

durchgeführt. 

 
Das Produkt M-1,2-HQ-ERP2 wurde bei der Festphasenextraktion mit einem 

Lösungsmittelgemisch aus 50 % MeOH und 50 % CH3COOH (0,1 % in A. bidest., v/v) 

als ein rosa-rot gefärbtes Einzelprodukt gewonnen und eluierte vor dem 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP3. In Auswertung des Massenspektrums konnte 

für M-1,2-HQ-ERP2 ein Pseudomolekülionenpeak [M+H]+ mit einer Masse 

m/z = 138,1 und die dazu korrespondierende Masse des Natriumaddukts [M+Na]+ von 

m/z = 160,0 ermittelt werden. Das [M+H]+-Ion wies damit gegenüber dem 3-

Methylbrenzkatechin (1a) eine Massendifferenz von 14 amu auf, gegenüber dem 3-

Methyl-[1,2]-benzochinon bestand eine Differenz von 16 amu. Dies indizierte die 

Anlagerung einer reaktiven Sauerstoff-Spezies, insbesondere eines OH-Anionradikals  

(-O-), aus dem wässrigen Reaktionsmilieu, an das 3-Methyl-[1,2]-benzochinon. Das 

Vorhandensein einer Hydroxyl-Gruppe an dem 3-Methyl-[1,2-]-benzochinon konnte 

ausgeschlossen werden, da ein solches Produkt einen Molpeak [M+H]+ mit einer Masse 

m/z = 139 besessen hätte. Die über HPLC- und LC-MS-Analysen erhaltenen Daten des 

Produktes M-1,2-HQ-ERP2 sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 37).  
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Tab. 37: Übersicht über die mittels HPLC- und LC-MS-Analysen erfassten Daten der aus einer 
Reaktion von 3-Methylbrenzkatechin (1a) mittels Festphasenextraktion isolierten 
Eigenreaktionsprodukte M-1,2-HQ-ERP2, M-1,2-HQ-ERP3 und M-1,2-HQ-ERP4. 

a HPLC-Fließmittelgradient 1. 
b M-1,2-HQ-ERP2/ M-1,2-HQ-ERP3: LC-MS-Fließmittelgradient 1;  
  M-1,2-HQ-ERP4: LC-MS-Fließmittelgradient 2. 
c Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis. 
 

Das Produkt M-1,2-HQ-ERP3 (Tab. 37) wurde mit einem Lösungsmittelgemisch aus 

50 % MeOH und 50 % CH3COOH (0,1 % in A. bidest., v/v) in Lösung als ein intensiv 
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gelb-gefärbtes Einzelprodukt gewonnen. In der LC-MS-Analyse konnte für das 

Pseudomolekülion [M+H]+ eine Masse m/z = 153,1 ermittelt werden. Das 

Natriumaddukt [M+Na]+ besaß eine Masse m/z = 175,1. Mit Bezug auf das 

Pseudomolekülion [M+H]+, entsprach dies gegenüber der unradikalisierten Verbindung 

1a einer Massendifferenz von 28 amu; ausgehend von der benzochinoiden Form des 

Enzymsubstrats betrug die Massendifferenz 30 amu. Auf der Grundlage dieser 

Ergebnisse wurde für das Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP3 die Struktur eines 

über elektrophile Addition einer OCH3-Gruppe substituierten 3-Methyl-[1,2]-

benzochinons postuliert (Tab. 37). Da das 3-Methylbrenzkatechin (1a) stets als eine 

methanolische Stammlösung in Phenoloxidase-Reaktionen eingesetzt wurde, bestand 

die Annahme, dass eine Substitution des 3-Methyl-[1,2]-benzochinons mit einer OCH3-

Gruppe des Methanols stattgefunden hatte.  

In Reaktionskinetiken bei pH 7 (MtL) konnte eine Abnahme des mit einer OCH3-

Gruppe substituierten Produktes M-1,2-HQ-ERP3 unter simultaner Zunahme des 

Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 nachgewiesen werden. Demnach erfolgte 

eine bei pH 7 verstärkt ablaufende Austauschreaktion zwischen dem an Produkt M-1,2-

HQ-ERP3 befindlichen OCH3-Substituenten mit einer aus dem Reaktionsmilieu 

stammenden Sauerstoff-Spezies. In Untersuchungen der heteromolekularen Kopplung 

des 3-Methylbrenzkatechins (1a) konnte dies verifiziert werden (Kap. 3.9ff).  

 
Ergänzend zu LC-MS-Analysen der mit einem Methanol-Essigsäure/A. bidest.-Gemisch 

(50:50, v/v) fraktioniert eluierten Eigenreaktionsprodukte M-1,2-HQ-ERP2 und M-1,2-

HQ-ERP3, wurde ein MtL-katalysierter Reaktionsansatz nach einer Reaktionszeit von 

20 min auf eine Festphasenkartusche übertragen und als ein Gesamtextrakt mit 100 % 

Methanol eluiert. Auch dieser wurde mittels LC-MS- und GC-MS-Analytik vermessen.  

In LC-MS-Messungen konnte, neben dem Produkt M-1,2-HQ-ERP3, ein weiteres 

Produkt detektiert werden, dessen Pseudomolekülion [M+H]+ eine Masse m/z = 183,1 

zugeordnet werden konnten. Dies entsprach gegenüber dem 3-Methyl-[1,2]-

benzochinon einer Massendifferenz von 60 amu und ließ auch hier eine Addition von 

niedermolekularen Substituenten vermuten. Es wurde eine Dimethoxylierung durch 

Addition zweier Lösungsmittelmoleküle angenommen (Tab. 37). Aufgrund der 

Vermessung eines Gesamtextraktes konnte für das Produkt jedoch keine eindeutige 

Zuordnung zu den im Kap. 3.8.1.1 aufgeführten Eigenreaktionsprodukten des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) getroffen werden. In Hinblick auf die Reaktionskinetik und 
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die über HPLC-Analysen nach einer Reaktionszeit von 20 min detektierten Produkte, 

wird jedoch an dieser Stelle davon ausgegangen, dass es sich um das 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP4 (vgl. Tab. 32, S. 149) handeln könnte.  

In GC-MS-Analysen desselben underivatisierten Gesamtextraktes einer MtL-

katalysierten homomolekularen Kopplung von 3-Methylbrenzkatechin (1a) konnten die 

über LC-MS-Messungen detektierten und in ihrer Struktur postulierten Produkte M-1,2-

HQ-ERP2, M-1,2-HQ-ERP3 und M-1,2-HQ-ERP4 nicht eindeutig nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zu Massenspektren von Standardverbindungen der 

Massenspektren-Bibliothek wurden für die Produktpeaks jedoch hohe 

Übereinstimmungen mit Strukturen, die sich von ringoffenen Dicarbonsäure-Derivaten 

ableiteten, ermittelt. Die Ergebnisse der GC-MS-Analysen führten zu der Annahme, 

dass die Analytmoleküle von einer relativ hohen Instabilität geprägt waren und durch 

die bei einem gaschromatographischen Analyseverfahren vorherrschenden thermischen 

Bedingungen zerfallen. Vermutlich führte dies zu einer Detektion ringoffener 

Strukturen, welche Carboxyl-, Methyl- und Methoxy-Gruppen aufwiesen (vgl. Anhang, 

Tab. 11).   

 
Generell konnten in Analysen der homomolekularen Eigenreaktionsprodukte des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) keine Anhaltspunkte für die primäre Bildung eines 

unsubstituierten 3-Methyl-[1,2]-benzochinons gefunden werden. Hingegen konnte in 

HPLC-Analysen der wässrigen Transformationsansätze stets eine primäre Bildung des 

gelb gefärbten monomethoxylierten Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP3 (vgl. 

Tab. 37, S. 165) festgestellt werden. Dies deutete darauf hin, dass das über eine 

Phenoloxidase-vermittelte Radikalsierung gebildete 3-Methyl-[1,2]-benzochinon einer 

unmittelbaren Reaktion mit Lösungsmittelmolekülen unterlag und somit zu keinem 

Zeitpunkt detektiert werden konnte.  

 

3.8.5.2 Eigenreaktionsprodukte des 3-Methoxybrenzkatechins  

 

In Reaktionsansätzen des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) konnten in Abhängigkeit von 

dem pH-Wert des Reaktionssystems erhebliche Unterschiede in dem Produktmuster 

gefunden und die größte Anzahl an Eigenreaktionsprodukten in Untersuchungen von 

ortho-dihydroxylierten Verbindungen erfasst werden (vgl. Tab. 32, S. 149). Sowohl in 
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Reaktionen bei pH 5 als auch pH 7 erfolgte, ähnlich wie in Reaktionen des 3-Methyl-

brenzkatechins (1a), eine primäre Bildung des Produkts MO-1,2-HQ-ERP2.  

Mit dem Ziel einer Strukturaufklärung des Eigenreaktionsproduktes MO-1,2-HQ-

ERP2, wurde ein Reaktionsansatz mit PcL (pH 5) nach 20 min mittels 

Festphasenextraktion aufbereitet und als methanolischer Gesamtextrakt vermessen.  

In LC-MS-Analysen erschien, analog zur HPLC-Analyse, ein dominierender Peak 

dessen Pseudomolekülion [M+H]+ eine Masse m/z = 169,1 besaß. Im Vergleich zu der 

molaren Masse des 3-Methoxybrenzkatechins (1b, 140 g moL-1) war die Masse des 

Pseudomoleküls [M+H]+ um 28 amu erhöht, gegenüber dem aktivierten 3-Methoxy-

[1,2]-benzochinon bestand eine Differenz von 30 amu. Mit Bezug auf die 

Identifizierung des in Reaktionen mit 3-Methylbrenzkatechin (1a) primär gebildeten 

monomethoxylierten Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP3 (vgl. Kap. 3.8.5.1), 

wurde für das Produkt MO-1,2-HQ-ERP2 ebenfalls die Struktur eines über elektrophile 

Addition eines Lösungsmittelmoleküls (-OCH3) generierten monomethoxylierten 3-

Methoxy-[1,2]-benzochinons postuliert (Tab. 38).  

  
Tab. 38: Übersicht über die mittels HPLC- und LC-MS-Analysen erfassten 
strukturanalytischen Daten des Eigenreaktionsprodukts MO-1,2-HQ-ERP2 aus einer 
homomolekularen Kopplungsreaktion des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) mit PcL (pH 5). LC-
MS-Analyse eines methanolischen Gesamtextrakts. 

a HPLC-Fließmittelgradient 1; b LC-MS-Fließmittelgradient 2; c Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis. 
 

In Anlehnung an die über HPLC-Analysen (vgl. Abb. 38, S. 151) erfasste anfängliche 

Bildung des in seiner Struktur als ein methoxysubstituiertes Benzochinon postulierten 

Eigenreaktionsproduktes MO-1,2-HQ-ERP2, konnte, im Vergleich zu Reaktionen des 
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3-Methylbrenzkatechins (1a), auch hier keine Entstehung des unsubstituierten 3-

Methoxy-[1,2]-benzochinons festgestellt werden. Dies erhärtete erneut die bereits für 

das 3-Methylbrenzkatechin getroffene Annahme, dass das über eine enzymatische 

Radikalsierung gebildete 3-Methoxy-[1,2]-benzochinon direkt einer nicht-

enzymatischen Reaktion mit einem Lösungsmittelmolekül (Methanol) unterlag und 

somit nicht detektiert werden konnte.   

In GC-MS-Analysen des methanolischen Gesamtextraktes konnten Produktpeaks 

detektiert werden, deren Massenspektren mit den von der Massenspektren-Bibliothek 

für Eigenreaktionsprodukte des 3-Methylbrenzkatechins vorgeschlagenen Strukturen 

übereinstimmten (vgl. Anhang, Tab. 11).  

 

3.8.5.3 Eigenreaktionsprodukte des 4-tert-Butylbrenzkatechins  

 

In homomolekularen Kopplungsreaktion des 4-tert-Butylbrenzkatechins (1c) wurde, im 

Gegensatz zu Phenoloxidase-vermittelten Reaktionen des 3-Methyl- bzw. 3-

Methoxybrenzkatechins, lediglich ein Haupteigenreaktionsprodukt (tertB-1,2-HQ-

ERP2) detektiert (vgl. Tab. 32, S. 149). Das Produkt tertB-1,2-HQ-ERP2 akkumulierte 

über eine Reaktionszeit von 24 h und bewirkte eine intensive Gelbfärbung der 

Reaktionsansätze. In LC-MS-Analysen eines mittels Festphasenextraktion gewonnenen 

methanolischen Gesamtextrakts einer Reaktion bei pH 5 (60 min), konnte diesem 

Produkt ein Pseudomolekülionenpeak [M+H]+ mit einer Masse m/z = 195,1 zugeordnet 

werden. Gegenüber der Ausgangsverbindung 1c entsprach dies einer Massendifferenz 

von 28 amu, ausgehend von einem 4-tert-Butyl-[1,2]-benzochinon-Molekül einer 

Massenerhöhung um 30 amu. Mit Bezug auf Ergebnisse einer strukturchemischen 

Charakterisierung der in Phenoloxidase-Reaktionen mit den Enzymsubstraten 3-Methyl- 

und 3-Methoxybrenzkatechin gebildeten Eigenreaktionsprodukte M-1,2-HQ-ERP3 und 

MO-1,2-HQ-ERP2 (vgl. Kap. 3.8.5.1, Kap. 3.8.5.2), deutete die detektierte Masse 

somit erneut auf die Addition einer aus dem Reaktionsmilieu stammenden OCH3-

Gruppe an das aktivierte Benzochinon hin (Tab. 39). 
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Tab. 39: Übersicht über die mittels HPLC- und LC-MS-Analysen erfassten strukturanalytischen 
Daten des Eigenreaktionsprodukts tertB-1,2-HQ-ERP2 aus einer homomolekularen 
Kopplungsreaktion des 4-tert-Butylbrenzkatechins (1c) mit PcL (pH 5). LC-MS-Analyse eines 
methanolischen Gesamtextrakts. 

a HPLC-Fließmittelgradient 2; b LC-MS-Fließmittelgradient 2; c Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis. 
 

Das in seiner Struktur als methoxysubstituiertes 4-tert-Butyl-[1,2]-benzochinon 

postulierte Haupteigenreaktionsprodukt tertB-1,2-HQ-ERP2 unterlag in Reaktionen mit 

den Phenoloxidasen PcL und MtL keiner Konzentrationsabnahme unter signifikanter 

Bildung weiterer homomolekularer Kopplungsprodukte. Daher wurde von einer 

ausgeprägten Reaktionsträgheit bzw. Stabilität des in Lösung befindlichen 

Eigenreaktionsproduktes tertB-1,2-HQ-ERP2 ausgegangen.  

 

Zusammenfassend lässt sich aus den Ergebnissen einer Strukturanalytik der in 

homomolekularen Kopplungsreaktionen mit den ortho-dihydroxylierten 

Enzymsubstraten 3-Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-

tert-Butylbrenzkatechin (1c) primär gebildeten Eigenreaktionsprodukte ableiten, dass 

die aktivierten 1,2-Dicarbonyle einer simultanen nicht-enzymatischen Reaktion mit 

Molekülen des Lösungsmittels Methanol unterlagen. In GC-MS-Analysen der in einem 

methanolischen Gesamtextrakt angereicherten Eigenreaktionsprodukte konnten keines 

der über LC-MS-Messung detektierten Produkte erfasst werden. Diesbezüglich 

indizierten die bei gaschromatographischen Analyseverfahren detektierten ringoffenen 

Dicarbonsäuren eine thermische Instabilität der underivatisierten Reaktionsprodukte.  
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3.8.5.4 Eigenreaktionsprodukte des Methylhydrochinons  

 

In homomolekularen Kopplungsreaktionen des Methylhydrochinons (1d) konnte das, in 

Reaktionen mit den Phenoloxidasen PcL (pH 5) und MtL (pH 7) primär gebildete 

Hauptprodukt M-1,4-Q, anhand eines Methyl-[1,4]-benzochinon-Standards als das zur 

Ausgangsverbindung 1d korrespondierende Benzochinon identifiziert werden (vgl. Tab. 

35, S. 157). M-1,4-Q stellte in PcL-katalysierten Reaktionen (pH 5) das 

Haupteigenreaktionsprodukt dar, wohingegen in Transformationsansätzen mit der 

Phenoloxidase MtL (pH 7) eine Anreicherung weiterer, leicht hydrophilerer bzw. 

hydrophoberer, Eigenreaktionsprodukte (M-1,4-HQ-ERP6, M-1,4-HQ-ERP8, M-1,4-

HQ-ERP9) festgestellt wurde. Unter dem Aspekt, einer strukturchemischen 

Charakterisierung dieser Eigenreaktionsprodukte, wurde ein MtL-katalysierter 

Reaktionsansatz nach 120-minütiger Inkubation über eine Festphasenextraktion 

aufbereitet und der methanolische Gesamtextrakt mittels GC-MS-Analytik vermessen. 

Die Massenspektren von signifikant hohen Peaks und die korrespondierenden 

Strukturvorschläge, abgeleitet von Referenzverbindungen der Massenspektren-

Bibliothek, sind nachfolgend dargestellt (Tab. 40).  

 
Tab. 40: GC-MS-Daten der bei Analyse eines methanolischen Gesamtextraktes (underivatisiert) 
in einer Reaktion von Methylhydrochinon (1d)  mit MtL (pH 7) detektierten 
Eigenreaktionsprodukte im Vergleich zu Massenspektren und Strukturvorschlägen der 
Massenspektren-Bibliothek. 

RfGC‐MS 
[min] 

Massenspektrum der Analytmoleküle (A) und 
von Referenzverbindungen der Massenspektren‐
Bibliothek (B) 

Fragmentierungsmuster 

 
6,718 

    

M 152 (C8H8O3) 
139 (M -CH), 124 (M -CO),  
96 (M -2CO), 84 (M -C4H4O) 
69 (M -C5H7O), 56 (M -C5H4O2) 
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7,480     

M 184 (C9H12O4) 
169 (M -CH3), 154 (M -2CH3) 
140 (M -C2H4O), 126 (M -C3H6O) 
95 (M -C4H9O2), 68 (M -C5H8O3), 
47 (M -C8H9O2), 39 (M -C6H9O4) 

   

 
 

7,595    

M 154 (C8H10O3) 
139 (M -CH3), 111 (M -CH3, -CO),  
96 (M -C3H6O), 69 (M -C5H9O),  
39 (M -C5H7O3) 

   

 

 

In Auswertung der über eine GC-MS-Analyse detektierten Peaks konnten 3 Produkte 

erfasst werden. Die Fragmentionen des Massenspektrums des Produkts bei RfGC-MS 

= 6,718 min zeigten dabei hohe Übereinstimmung mit einem Referenzspektrum der 

Massenspektren-Bibliothek und führten zu der Annahme eines monomethoxylierten 

Methyl-[1,4]-benzochinons. Das Produkt mit einem Molekülionen-Peak m/z = 184 

(RfGC-MS 7,480 min) zeigte eine relativ hohe Übereinstimmung mit dem 

Massenspektrum der Referenzverbindung 2,3,4-Trimethoxyphenol der Massenspektren-

Bibliothek. Für den dritten Produktpeak mit einer Molekülionenmasse von m/z = 154 

(RfGC-MS 7,595 min) wurde, in Abgleich zu dem Massenspektrum eines 

Referenzeintrages, die Struktur eines 3,5-Dimethoxyphenols postuliert. 

Auf der Basis dieser Strukturvorschläge konnte daher ebenfalls eine Substitution des 

nicht-aktivierten Aromaten mit OCH3-Gruppen angenommen werden, wobei solche 

Additionsreaktionen gleichwohl Austauschreaktionen an den CH3- und OH-Gruppen 

bedingen würden.  
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3.9 Heteromolekulare Kopplung von ortho-dihydroxylierten 
Verbindungen 

 

Die ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrate 3-Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxy-

brenzkatechin (1b) und 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) wurden in Phenoloxidase-

vermittelten Kopplungsreaktionen, unter dem Aspekt einer Synthese sekundärer Amine, 

mit diversen Amindonoren umgesetzt. Die Arbeiten konzentrierten sich dabei 

insbesondere auf C-N-Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den 

aliphatischen linearen Aminen 2a-g, den verzweigtkettigen Alkylaminen 2h-l sowie den 

bicyclischen Aminen 2n-r und dem cyclischen Amin 2s (vgl. Abb. 37, S. 147). In 

Ergänzung dazu wurden Kopplungsreaktionen mit den ortho-dihydroxylierten 

Verbindungen 1b und c mit dem aliphatischen Aminopartner 2d (n-Hexylamin) 

vorgenommen, um prinzipielle Reaktionsmechanismen, die durch die am Aromaten 

befindlichen Substituenten dirigiert werden, aufzuklären. Weiterhin wurde in 

Modellreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit den aliphatischen Aminen 2d (n-

Hexylamin) und 2g (n-Nonylamin) die Effizienz einer Biokatalyse im Vergleich zu 

einem NaIO3-katalysierten Reaktionssystem geprüft.     

 

3.9.1 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 3-Methylbrenzkatechin mit 
linearen aliphatischen Aminen  

 

Die heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den 

aliphatischen Aminen 2a-g wurden sowohl mit den pilzlichen Phenoloxidasen PcL und 

MtL als auch den rekombinant exprimierten Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, TvL5 

und TvL10 vorgenommen. Zudem wurden die bakterielle Phenoloxidase AcCL des 

Stammes A. chroococcum sowie die rekombinant exprimierten bakteriellen 

Phenoloxidasen CotA (B. subtilis) und SLAC (S. coelicolor) in die Untersuchungen 

einbezogen.  

 

3.9.1.1 Kopplungsreaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen PcL und MtL 

 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den 

aliphatischen Amindonoren 2a-g konnte sowohl in Reaktionen mit PcL (0,02 M NaAC, 

pH 5) als auch MtL (PCP, pH 7), unabhängig von dem eingesetzten Aminopartner, stets 
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die Entstehung eines Hauptproduktes, im Nachfolgenden als 3a-g bezeichnet, sowie 

zwei weiterer heteromolekularer Kopplungsprodukte festgestellt werden. Die erhaltenen 

Ergebnisse werden diesbezüglich nachfolgend ausführlich am Beispiel von 

Biotransformationsansätzen mit dem Amindonor 2g (n-Nonylamin) näher erläutert. Das 

in Reaktionen mit den Phenoloxidasen PcL und MtL erfasste Produktmuster ist in Abb. 

42 dargestellt.  

 

      

Abb. 42: HPLC-Chromatogramme (220 nm) einer heteromolekularen Kopplungsreaktion von 3-
Methylbrenzkatechin (1a, 1 mM, v/v) mit n-Nonylamin (2g, 5 mM, v/v) katalysiert durch die 
Phenoloxidasen MtL (A) und PcL (B) nach einer Reaktionszeit von 60 min. Inkubation bei RT, 
Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit n-

Nonylamin stellte das Produkt 3g stets das Hauptprodukt dar, wohingegen die 

heteromolekularen Kopplungsprodukte M-1,2-HQ-KKP2 (λmax 275, 288 nm) und M-

1,2-HQ-KKP3 (λmax 241, 272, 451 nm) zunächst in geringen Konzentrationen vorlagen 

und erst mit fortschreitender Inkubationszeit, unter Abnahme des Hauptprodukts, 

akkumulierten. Unabhängig von dem eingesetzten Enzympräparat (1 µmoL mL-1 PcL 

bzw. MtL) bzw. dem Reaktionsmilieu (pH 5 bzw. pH 7), führte die enzymatische 

Oxidation des Enzymsubstrats anfänglich zu einer unter Gelbfärbung der 
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Reaktionsansätze einsetzenden Bildung des Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP3 

(vgl. Tab. 32, S. 149, vgl. Kap. 3.8.5.1). Weitere Eigenreaktionsprodukte entsprachen 

im Wesentlichen dem über Versuche zur homomolekularen Kopplung der Verbindung 

1a, ermittelten Produktspektrum und konnten maßgeblich auf den pH-Wert des 

Reaktionsmilieus zurückgeführt werden. In Reaktionskinetiken konnte die 

Konzentrationsabnahme des gelb-gefärbten Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP3 

in eine direkte Beziehung zur Generierung des heteromolekularen Hauptproduktes 3g 

gesetzt werden. Insbesondere in MtL-katalysierten Ansätzen (pH 7) war die Abnahme 

von M-1,2-HQ-ERP3 zudem mit einer gesteigerten Bildung des 

Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 sowie weiterer homomolekularer Produkte 

(vgl. Tab. 32, S. 149) verbunden. Mit einer über HPLC-Analysen erfassten 

ansteigenden Quantität des Produktes 3g konnte eine Farbintensivierung der 

Reaktionsansätze nach dunkelrot beobachtet werden.  

In Strukturanalysen konnte das gereinigte Produkt 3g als ein monoaminiertes 

heteromolekulares Kopplungsprodukt identifiziert werden, wobei das n-Nonylamin über 

eine C-N-Verknüpfung an die C-5-Position des 3-Methyl-[1,2]-benzochinons gekoppelt 

war (vgl. Kap. 3.9.2). Strukturanalytische Untersuchungen des heteromolekularen 

Produkts M-1,2-HQ-KKP3 deuteten auf ein diaminiertes Produkt hin.  

 

In Analysen zur Bildung des monoaminierten heteromolekularen Kopplungsproduktes 

3g wurden unterschiedliche Ausgangskonzentrationen der als methanolische 

Stammlösungen eingesetzten Edukte getestet. Neben äquimolaren Konzentrationen 

(1:1 mM), wurde ebenso die Kinetik einer Phenoloxidase-vermittelten Synthese der 

Zielverbindung 3g unter Einsatz eines Überschusses des aliphatischen Amindonors 2g 

(1:2 mM bis 1:10 mM) in Reaktionsansätzen mit MtL und PcL chromatographisch 

verfolgt (Abb. 43A, B). 
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Abb. 43: Konzentration des 3-Methylbrenzkatechins (1a) und des Kopplungsprodukts 3g in 
heteromolekularen Transformationsreaktionen mit n-Nonylamin (2g) katalysiert durch MtL (A) 
und PcL (B) in Abhängigkeit von den Eduktkonzentrationen. Enzymaktivitäten 1 µmoL mL-1. 
Edukte als methanolische Stammlösung eingesetzt, Reaktion bei RT. Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

Durch Variation der Eduktkonzentrationen konnte festgestellt werden, dass sich eine 

Konzentrationserhöhung des Kopplungspartners 2g begünstigend auf die 

Geschwindigkeit des Substratumsatzes auswirkte (Abb. 43A, B). Ein weiterer positiver 

Aspekt lag in einer daraus resultierenden, beschleunigten Bildung des monoaminierten 

Kopplungsprodukts 3g. Zudem konnten, gegenüber äquimolaren Reaktionsansätzen, mit 

einer Erhöhung der Konzentration des Amindonors 2g (5 mM, v/v) die über eine 

HPLC-Analyse erfassten Produktausbeuten um 76 % (MtL) bzw. 70 % (PcL) gesteigert 

werden. Diese Steigerung war mit einer Minimierung der Konzentration von 

Eigenreaktionsprodukten (außer M-1,2-HQ-ERP3) verbunden. Sowohl in Reaktionen 

bei pH 7 (MtL) als auch pH 5 (PcL) erreichte das monoaminierte Produkt 3g seine 

maximale Konzentration nach 120 min (Abb. 43A, B). Diese war in Reaktionsansätzen 

mit MtL gegenüber PcL jedoch um 37 - 45 % (1 mM 2g) bzw. 26 % (5 mM 2g) 

vermindert und begründete sich in einer bei pH 7 frühzeitiger einsetzenden und zudem 

gesteigerten Bildung der höhermolekularen Kopplungsprodukte M-1,2-HQ-KKP2 und 

M-1,2-HQ-KKP3, unter Abnahme des monoaminierten Produkts 3g. Weiterhin war die 

Anzahl und Quantität der Eigenreaktionsprodukte bei diesem pH-Wert gegenüber pH 5 

erhöht.  
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Die heteromolekularen Kopplungsprodukte 3a-g einer Reaktion des ortho-

dihydroxylierten Enzymsubstrats 3-Methylbrenzkatechin (1a) mit den aliphatischen 

Amindonoren 2a-g besaßen - ungeachtet der Kettenlängen der Aminopartner - 

identische UV/VIS-Absorptionsspektren (Abb. 44).  

 
         

 
 
 
 

 
 
Aufgrund der Anbindung von Alkylaminen mit einer ansteigenden Zahl an CH2-

Gruppen zeigten die monoaminierten Kopplungsprodukte eine verstärkte 

Hydrophobizität, welche eine Retentionszeitverschiebung in der HPLC-Analyse 

bedingte (Abb. 44). Mit Erhöhung der Anzahl der C-Atome der Kopplungspartner 

konnte zudem eine Intensivierung der Rotfärbung der Reaktionsansätze und - damit 

verbunden - die der isolierten monoaminierten Syntheseprodukte festgestellt werden.  

 

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse durchgeführter heteromolekularer 

Biotransformationsreaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen PcL und MtL ist Tab. 

41 zu entnehmen. 
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Abb. 44:  
HPLC-Chromatogramme 
(übereinandergelegt) und
UV/VIS-Absorptions-
spektrum der gereinigten
Syntheseprodukte 3b-g.
Fließmittelgradient 1. 
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Tab. 41: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den linearen aliphatischen Aminopartnern 2a-g in PcL- und MtL-
katalysierten Reaktionen in Abhängigkeit von der Eduktkonzentration mittels HPLC-Analytik 
erfassten Substratumsätze sowie Konzentrationen und Ausbeuten der Produkte 3a-g. 

 
Umsatz 1a [%] 

Konzentration 
3a‐g [µg mL‐1] 

Ausbeute
3a‐g [%]c 

Amindonor 
Eduktkonzentration 1a : 

Amindonoren 2a‐g 
[mM]a 

Phenoloxidaseb  60 min 120 min 60 min 120 min  120 min 

2a 
1:1 PcL 72 96 33 30 16 

1:1 MtL 94 100 21 20 11 

2b 
1:1 PcL 74 100 26 39 20 

1:5 MtL 98 100 67 114 59 

2c  1:5 PcL 71 100 132 131 63 

2d 

1:1 PcL 89 98 33 35 16 

1:1 MtL 86 100 23 17 8 

1:5 MtL 98 100 88 87 40 

1:10 MtL 100 100 141 n.d.d 63 

2e 
1:1 PcL 80 99 30 33 14 

1:5 MtL 94 100 79 76 32 

2f 
1:5 PcL 75 95 114 155 61 

1:5 MtL 94 100 105 93 37 

2g 

1:1 PcL 88 99 37 33 13 

1:5 PcL 92 100 120 169 64 

1:1 MtL 77 100 24 28 11 

1:5 MtL 90 100 94 119 45 
a Edukte als methanolische Stlsg. eingesetzt. 
b Enzymaktivität: 1 µmoL mL-1 (ABTS-Assay, RT) 
c Berechnete Ausbeuten [%] bemessen an einem 100 %-igen Umsatz der Edukte in die Zielverbindungen 3a-g in 

einem 5-mL-Reaktionsmaßstab nach 120 min Reaktionszeit im wässrigen Ansatz. Quantifizierung der Produkte 
erfolgte mit Hilfe der gereinigten Produkte in Methanol.   

d n.d. - nicht determiniert (berechnete Ausbeute auf 60 min bezogen). 

 

Bei äquimolarer Eduktkonzentration konnten in PcL-katalysierten Reaktionen (pH 5) 

die monoaminierten Zielverbindungen 3a-g mit Ausbeuten zwischen 13 bis 20 % 

gewonnen werden. In Reaktionsansätzen mit MtL (pH 7) lagen diese zwischen 8 und 

11 %. Mit Bezug auf eine Erhöhung der Amindonor-Konzentrationen (5 mM), konnten 

die über eine HPLC-Analyse erfassten Ausbeuten auf bis zu 64 % gesteigert werden. 

Um eine Steuerbarkeit der Reaktionen zu gewährleisten wurde ein 1:5 mM 

Konzentrationsverhältnis zwischen dem Enzymsubstrat 1a und den aliphatischen 

Aminen 2a-g für nachfolgende Untersuchungen gewählt, um so vergleichende 

Aussagen bezüglich der Produktausbeuten unter Variation weiterer Reaktionsparameter 

(u.a. Katalysatoren, Aktivitäten, Reaktionstemperatur) tätigen zu können (vgl. Kap. 

3.9.1.3, Kap. 3.9.1.6).  
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3.9.1.2 Kopplungsreaktionen mit den rekombinant exprimierten pilzlichen 
Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, TvL5 und TvL10  

 

In Versuchen der heteromolekularen Kopplung des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit 

aliphatischen Aminopartnern, wurde ebenso die katalytische Leistungsfähigkeit der 

rekombinant exprimierten Phenoloxidase-Isoenzyme der Pilze P. cinnabarinus SBUG-

M 1044 und Trametes versicolor SBUG-M 1055 geprüft. Dabei war insbesondere von 

Interesse, ob mit den rekombinanten Enzymen ein von dem nativen Phenoloxidase-

Isoenzym-Gemisch (PcL) abweichendes Produktmuster auftritt.  

Mit den rekombinanten Phenoloxidase-Isoenzymen konnte in Modellreaktionen des 3-

Methylbrenzkatechins mit den Aminopartnern n-Hexylamin (2d), n-Heptylamin (2e) 

und n-Nonylamin (2g) eine, bereits für Reaktionen mit PcL und MtL beschriebene, 

Bildung der heteromolekularen Kopplungsprodukte erfasst werden. Die Entstehung der 

Kopplungsprodukte wurde dabei maßgeblich von der Aktivität des eingesetzten 

Enzympräparats bestimmt. Dies zeigte sich insbesondere in Reaktionen mit dem 

Phenoloxidase-Isoenzym TvL5, in denen erst ab einer Aktivität von 0,15 µmoL mL-1 

eine Bildung des monoaminierten Kopplungsprodukts erfolgte (Tab. 42). Auch in 

Biotransformationsreaktionen mit TvL10 (0,5 µmoL mL-1) konnte die Bildung eines 

entsprechenden monoaminierten Kopplungsprodukts festgestellt werden. Im Vergleich 

zu den Phenoloxidase-Isoenzymen TvL5 und TvL10, erfolgte in Reaktionsansätzen mit 

PcL35 zwar eine zügigere Oxidation des Enzymsubstrates 1a, jedoch konnte diese mit 

Einsatz ansteigender Aktivitäten nur geringfügig gesteigert werden (Tab. 42).  

 

Tab. 42: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den linearen aliphatischen Aminopartnern 2d, 2e und 2g in 
Abhängigkeit von der Aktivität der rekombinanten Phenoloxidase-Isoenzyme PcL35, TvL5 und  
TvL10 erfassten Substratumsätze und Ausbeuten heteromolekularer Kopplungsprodukte.    

      Umsatz 1a [%] 
Ausbeute 

[%]b 

Amindonor 
Eduktkonzentration 1a
: Amindonoren [mM]a 

Phenoloxidase
Enzymaktivität
[µmoL mL‐1] 

40 min  120 min  120 min 

2d 

1:5 PcL35 1 20 72 0,5 

1:5 PcL35 1,5 37 76 1 

1:5 PcL35 2 44 82 1 
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2e 
1:5 TvL5 0,5 41 90 16 

1:5 TvL10 0,5 39 80 12 

2g 

1:5 TvL5 0,015 2 19 0 

1:5 TvL5 0,03 7 25 0 

1:5 TvL5 0,05 20 32 0 

1:5 TvL5 0,15 46 97 19 
a Edukte als methanolische Stlsg. eingesetzt. 
b Berechnete Ausbeuten [%] bemessen an einem 100 %-igen Umsatz der Edukte in die Syntheseprodukte 3d, 3e und 

3g in einem 5-mL-Reaktionsmaßstab nach einer Reaktionszeit von 2h im wässrigen Ansatz. Quantifizierung der 
Produkte erfolgte mit Hilfe der gereinigten Produkte in Methanol.   

 

Obgleich PcL35 mit den, innerhalb der Untersuchungen rekombinanter Phenoloxidase-

Isoenzyme, höchsten Aktivitäten eingesetzt wurde, lagen in PcL35-katalysierten 

Modellreaktionen sehr geringe Ausbeuten an sekundärem Amin vor (Tab. 42). Der 

Einsatz ansteigender Mengen des PcL35-Präparats bedingte jedoch auch eine Erhöhung 

der Konzentration der in dem Präparat enthaltenen Aromaten-aktiven Hefeproteine. So 

konnte bereits in den vorangegangenen Untersuchungen zur homomolekularen 

Kopplung eine Bildung von Produktpeaks festgestellt werden, die nicht auf eine 

Phenoloxidase-vermittelte Transformationsreaktion zurückgeführt werden konnte (vgl. 

Kap. 3.8.1.2). Diesbezüglich waren die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen 

erfassten Ausbeuten darauf zurückzuführen, dass in den als unbehandelte 

Fermentationsüberstände eingesetzten Phenoloxidase-Isoenzym-Präparaten Aromaten-

aktive Enzyme des Expressionsvektors P. pastoris 1168H vorlagen, welche maßgeblich 

zur Oxidation des 3-Methylbrenzkatechins beitrugen und eine Entstehung weiterer 

Oxidationsprodukte bedingten. Demnach standen geringere Mengen des aktivierten 

Enzymsubstrat-Moleküls für eine heteromolekulare Kopplung des Amindonors zur 

Verfügung und resultierten in einer erheblich reduzierten Produktausbeute.   

Im Allgemeinen konnte mit den Phenoloxidase-Isoenzymen eine schnellere Bildung 

höhermolekularer Kopplungsprodukte nachgewiesen werden. Diese war mit einer 

simultanen Abnahme der monoaminierten Produkte verbunden und führte primär zu der 

Entstehung der in Reaktionen mit PcL und MtL als M-1,2-HQ-KKP2 und M-1,2-HQ-

KKP3 (vgl. Kap. 3.9.1.1) bezeichneten Produkte. Dies konnte jedoch auf die bei pH 4,0 

(pH-Optima der eingesetzten Enzyme) veränderten physiko-chemischen Eigenschaften 

der Reaktanden- bzw. Syntheseprodukte zurückgeführt werden und begründete sich 

weniger in den Enzympräparaten selbst.  



  ERGEBNISSE  181 
 

  

Generell konnte bei Untersuchungen der heteromolekularen Kopplung mit den 

Phenoloxidasen PcL35, TvL5 und TvL-10 kein von nativen Phenoloxidase-Isoenzym-

Gemischen abweichendes Produktspektrum ermittelt werden. 

 

3.9.1.3 Kopplungsreaktionen mit der rekombinant exprimierten bakteriellen 
Phenoloxidase CotA  

 

Die katalytische Leistungsfähigkeit der rekombinant exprimierten Sporenhüllen-

assoziierten Phenoloxidase CotA des Stammes B. subtilis DSM 4393 wurde in einer 

Modellreaktion des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit dem aliphatischen Amindonor n-

Hexylamin (2d) untersucht. Das Enzym wurde in Form eines Lyophilisat (1 mg mL-1 

NaAC, pH 4,0) (vgl. Anhang, Tab. 4) mit einer Aktivität von 0,2 µmoL mL-1 eingesetzt. 

Den Reaktionsansätzen wurde CuSO4 in einer 10 µM Endkonzentration (v/v) zugesetzt. 

Da für die bakterielle Phenoloxidase CotA zudem sehr hohe Temperaturstabilitäten 

beschrieben sind (KOSCHORRECK et al., 2008), wurden die CotA-katalysierten 

Transformationsansätze in einem Temperaturbereich von 22 bis 80 °C inkubiert. Mit 

Einsatz eines nicht vorgereinigten Lyophilisats konnten in der HPLC-Analyse viele 

UV-aktive Substanzen detektiert werden, welche jedoch sehr früh eluierten und sich 

somit gut von den eigentlichen Transformationsprodukten abgrenzen ließen. Zudem 

setzte mit ansteigender Reaktionstemperatur eine Präzipitation von Begleitstoffen ein, 

welche sich positiv auf die Chromatographie der Reaktionsansätze auswirkte.  

In Temperaturbereichen von 22 bis 35 °C konnte eine stetige Erhöhung der 

Produktsynthese (3d) ermittelt werden, welche durch das Mitführen von 

Negativkontrollen, alleinig auf eine CotA-vermittelte Transformation zurückgeführt 

werden konnte (Abb. 45).  
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Abb. 45: Konzentration des heteromolekularen Kopplungsprodukts 3d in einer Reaktion von 3-
Methylbrenzkatechin (1a, 1 mM, v/v) mit dem aliphatischen Amindonor n-Hexylamin (2d, 
5 mM, v/v) katalysiert durch die bakterielle Phenoloxidase CotA in Abhängigkeit von der 
Reaktionstemperatur. Enzymaktivität 0,2 µmoL mL-1, CuSO4-Supplementierung (10 µm mL-1, 
v/v).  Edukte als methanolische Stammlösung eingesetzt. AK - Autokatalytische Bildung von 
3d. 
 

In einem Temperaturintervall von 10 °C (25 - 35 °C) konnte die Ausbeute des 

monoaminierten Produkts 3d - wie erwartet - um 42 % (2,8 µg mL-1) gesteigert werden 

(Abb. 45). Ab einer Temperatur von 40 °C wurde die Bildung des sekundären Amins 

jedoch erheblich reduziert, sodass nach einer Reaktionszeit von 120 min lediglich 

44,7 % der bei 35 °C ermittelten Produktmenge vorlagen. Mit einer weiteren 

Temperaturerhöhung sank die Ausbeute stetig weiter, was auf eine Inhibition des 

Enzyms hindeutete. Weiterhin konnte in Negativkontrollen ab einer Temperatur von 

45 °C eine einsetzende autokatalytische Bildung des heteromolekularen 

Kopplungsproduktes 3d festgestellt werden, welche ab einer Reaktionstemperatur von 

70 °C im Wesentlichen der in Enzym-katalysierten Reaktionsansätzen erhaltenen - bei 

70 °C verringerten - Produktmenge entsprach und sich von dieser nicht weiter 

abgrenzen ließ. Mit Bezug auf die angewendeten Reaktionsparameter und gemessen an 

der Menge des anvisierten Kopplungsprodukts 3d, fanden sich für die untersuchte 

CotA-vermittelte Modellreaktion optimale Reaktionsbedingungen bei 35 °C, wobei ein 

maximaler Umsatz nach 80 min erfasst werden konnten.  
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3.9.1.4 Kopplungsreaktionen mit der rekombinant exprimierten bakteriellen 
Phenoloxidase SLAC 

 

Die rekombinant exprimierte bakterielle Phenoloxidase SLAC des Stammes S. 

coelicolor wurde, ebenso wie die Phenoloxidase CotA (vgl. Kap. 3.9.1.3), in einer 

Modellreaktion von 3-Methylbrenzkatechin (1a) mit n-Hexylamin (2d) auf ihre 

Eignung in heteromolekularen Biotransformationsreaktionen geprüft. Die Reaktionen 

wurden mit einem Glycerol-stabilisierten SLAC-Extrakt (Aktivität 1 µmoL mL -1) 

durchgeführt. 

Neben den in Versuchen zur homomolekularen Kopplung erfassten 

Eigenreaktionsprodukten, konnte auch hier eine Bildung der Zielverbindung 3d 

nachgewiesen werden. Eine Auffälligkeit ergab sich dabei in der Bildung eines 

heteromolekularen Kopplungsproduktes (M-1,2-HQ-KKPGly), welches in 

Reaktionsansätzen mit den Phenoloxidasen PcL, MtL, PcL35, TvL5 und TvL10 nicht in 

Erscheinung trat (Abb. 46A).  

 

 

Abb. 46: HPLC-Elutionsprofil (220 nm) des wässrigen Überstandes einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion von 3-Methylbrenzkatechin (1a, 1 mM, v/v) mit n-Hexylamin (2d, 5 mM, 
v/v) katalysiert durch ein Glycerol-stabilisiertes SLAC-Präparat nach 60 min (A). UV/VIS-
Absorptionsspektren des Produkts M-1,2-KKPGly und des heteromolekularen 
Kopplungsprodukts 3d (B). Enzymaktivität 1 μmoL mL-1. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 
200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

Dieses, in Biokatalysen mit einem Glycerol-stabilisierten SLAC-Präparat, detektierte 

heteromolekulare Kopplungsprodukt M-1,2-HQ-KKPGly, zeigte ein mit dem 

monoaminierten Produkt 3d nahezu identisches UV/VIS-Absorptionsspektrum (Abb. 

46B), in Bezug auf seine Retentionszeit jedoch verstärkt hydrophilere Eigenschaften. 

Aufgrund der frühzeitigen Elution und dem UV/VIS-Absorptionsspektrum wurde daher 

eine Substitution des aktivierten Enzymsubstrats mit einem Glycerol-Molekül über eine 
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C-O-Kopplungsreaktion angenommen (Abb. 48). Eine elektrophile Addition 

niedermolekularer Moleküle aus dem wässrigen Reaktionsmilieu an das aktivierten 3-

Methyl-[1,2]-benzochinon, konnte bereits inn 

Strukturanalysen der in homomolekulare 

Kopplungsreaktionen gebildeten Eigenreaktionsprodukte 

nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.8.5.1). Dabei wurde 

für das Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP2 ein mit 

einer radikalisierten O-Spezies substituiertes 3-Methyl-

[1,2]-benzochinon postuliert. Dieses besaß ebenfalls ein, 

mit den monoaminierten Kopplungsprodukten 3a-g, 

identisches UV/VIS-Absorptionsspektrum und war durch eine sehr zeitige Elution in 

der HPLC-Analyse gekennzeichnet (vgl. Tab. 32, S. 149).  

Das Glycerol-Addukt M-1,2-HQ-KKPGly stand bei Verwendung eines mit Glycerol 

stabilisierten Enzympräparats in Konkurrenz zu der Bildung des Syntheseprodukts 3d.  

 

In SLAC-vermittelten Kopplungsreaktionen wurden ebenfalls die Ausbeuten der 

Zielverbindung 3d in Reaktionsansätzen mit einem Überschuss des aliphatischen 

Kopplungspartners 2d sowie dem Zusatz einer exogenen Kupferquelle (0,5 mM CuSO4, 

v/v) geprüft. Gegenüber einer äquimolaren Eduktkonzentration konnten die 

Produktmengen in Reaktionsansätzen mit einer 5 mM Konzentration von 2d auf das 

2,5- (120 min) bis 1,3-fache (400 min) gesteigert werden (Abb. 48A, S. 185). Zudem 

war dies mit einer 46 %-igen Reduktion des Produkts M-1,2-HQ-KKPGly verbunden. 

Folglich konnte mit einer Konzentrationserhöhung des Amindonors 2d die 

Nebenreaktion des aktivierten Enzymsubstrat-Moleküls mit dem im Enzympräparat 

enthaltenen Glycerol unterdrückt werden.  

Abb. 47: Postulierte Struktur
des Glycerol-Addukts M-1,2-
HQ-KKPGly. 
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Abb. 48: Konzentrationsverlauf des heteromolekularen Kopplungsprodukts 3d (A) und des 
Glycerol-Addukts M-1,2-HQ-KKPGly (B) in SLAC-katalysierten Reaktionen (1µmoL mL-1) 
von 3-Methylbrenzkatechin (1a) und n-Hexylamin (2d) in Abhängigkeit von den 
Eduktkonzentrationen sowie einer CuSO4-Supplementierung. Edukte als methanolische 
Stammlösung eingesetzt. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

Bei Supplementierung der Transformationsansätze (5 mM 2d) mit 0,5 mM CuSO4 (v/v) 

konnte - im Vergleich zu nicht-supplementierten Ansätzen - jedoch lediglich eine 

Reduktion der Produktmengen erfasst werden, welche auf eine Inhibition der 

Phenoloxidase SLAC schließen ließ. Gegenüber einer äquimolaren Eduktkonzentration 

war die Produktmenge in CuSO4-supplementierten Ansätzen (5 mM 2d) anfänglich 

noch höher. Nach einer Reaktionszeit von 60 min betrug diese, im Vergleich zu nicht-

supplementierten Ansätzen, jedoch nur 58 %, nach weiteren 340 min 75 % (400 min) 

der Produktmengen an 3d. Dennoch war in Reaktionen mit Kupferzusatz die geringste 

Nebenreaktion in das Produkt M-1,2-HQ-KKPGly zu verzeichnen (Abb. 48B).  

 

3.9.1.5 Kopplungsreaktionen mit der bakteriellen Phenoloxidase AcCL von A. 
chroococcum  

 

Auch die in zellfreien Rohextrakten des Stammes A. chroococcum enthaltende 

Phenoloxidase AcCL wurde in der Modellreaktion von 3-Methylbrenzkatechin (1a) mit 

n-Hexylamin (2d) auf ihre Anwendbarkeit in heteromolekularen 

Transformationsreaktionen untersucht. Bereits in vergleichenden Untersuchungen des 
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Substratspektrums von AcCL mit der pilzlichen Phenoloxidase PcL und der 

Polyphenoloxidase AbT, konnte die ortho-dihydroxylierte Verbindung 1a als ein AcCL-

Enzymsubstrat identifiziert werden (vgl. Kap. 3.7.6.2). Zudem konnte in 

Untersuchungen zur homomolekularen Kopplung von 1a ein mit der pilzlichen 

Phenoloxidase PcL übereinstimmendes Spektrum an Eigenreaktionsprodukten 

nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.8.1.2). 

In AcCL-katalysierten Reaktionen des Enzymsubstrats 1a mit dem Amindonor 2d 

(5 mM, v/v) konnte eine bereits mit anderen eu- und prokaryotischen Phenoloxidasen 

übereinstimmende Bildung der heteromolekularen Kopplungsprodukte 3d, M-1,2-HQ-

KKP2 und M-1,2-HQ-KKP3 festgestellt werden. Neben einer mit fortschreitender 

Inkubationszeit einsetzenden Bildung der höhermolekularen Kopplungsprodukte M-1,2-

HQ-KKP2 und M-1,2-HQ-KKP3, stellte auch hier das Produkt 3d ein Hauptprodukt 

der AcCL-vermittelten Transformationsreaktion dar. Nach einer Reaktionszeit von 

120 min waren 33 % des Substrats 1a umgesetzt (Abb. 50). Das Produkt 3d lag zum 

gleichen Zeitpunkt mit einer Konzentration von 1,6 µg mL-1 vor.  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
Im weiteren Verlauf der Reaktion erfolgte eine sukzessive Zunahme von 3d, welches 

nach einer Inkubationszeit von 400 min mit einer Konzentration von 3,7 µg mL-1 vorlag 

(Abb. 50). Auf der Grundlage der vorgestellten Ergebnisse konnte die Phenoloxidase 

AcCL des Stammes A. chroococcum als ein geeignetes Enzym für die Durchführung 

heteromolekularer Transformationsreaktionen identifiziert werden.  
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Abb. 49: Darstellung der Konzentrationsabnahme
des Enzymsubstrats 3-Methylbrenzkatechin (1a,
1 mM, v/v) und der Konzentration des in
heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit n-
Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) in AcCL-katalysierter
(0,5 µmoL mL-1) Reaktion gebildeten Kopplungs-
produkts 3d. Reaktionen in NaAC (pH 5) bei RT.
Edukte als methanolische Stammlösungen einge-
setzt. Schüttelfrequenz 200 rpm. 



  ERGEBNISSE  187 
 

  

3.9.1.6 Vergleich von Biotransformationsreaktionen mit NaIO3-katalysierten 
Reaktionen 

 

Eine Voraussetzung für die Synthese sekundärer Amine über einen nicht-enzymatischen 

Reaktionsschritt des Enzymsubstrats mit einem Aminopartner besteht in der 

vorangehenden Enzym-vermittelten Radikalisierung des hydroxylierten Aromaten unter 

Bildung des korrespondierenden Benzochinons. In vorherigen Kapiteln wurden die 

Ergebnisse bezüglich einer Enzym-vermittelten Substratoxidation durch 

Phenoloxidasen beschrieben. Da NaIO3 in der chemischen Synthese als ein 

Oxidationsmittel Einsatz findet und ebenso eine Deprotonierungsreaktion an den 

Hydroxylgruppen des Enzymsubstratmoleküls katalysiert, wurde dieser Katalysator 

herangezogen, um zu prüfen, in welcher Weise nicht-enzymatische 

Transformationsreaktionen im Vergleich zu enzymatischen einzustufen sind. Ein 

Vergleich der Effizienz eines biologischen und chemischen Reaktionssystems wurde in 

der Literatur vorrangig anhand von Transformationsreaktionen para-dihydroxylierter 

Substrate mit aromatischen Amindonoren beschrieben (MIKOLASCH et al., 2008; 

NIEDERMEYER & LALK, 2007). Somit war es von Interesse, diese in einer 

heteromolekularen Reaktion des ortho-dihydroxylierten Aromaten 3-Methyl-

brenzkatechin (1a) mit aliphatischen Aminen zu bewerten. Die Untersuchungen 

erfolgten anhand von zwei Modellreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit den 

Aminopartnern n-Hexylamin (2d) bzw. n-Nonylamin (2g) in einem Reaktionsmilieu bei 

pH 7 (PCP). Die Reaktionen wurden sowohl mit äquimolaren Eduktkonzentrationen als 

auch mit einem Überschuss der Aminopartner (5 mM, v/v) vorgenommen. In Enzym-

katalysierten Reaktionssystemen wurde für eine Radikalbildung des Enzymsubstrats 1a 

die Phenoloxidase MtL mit ansteigenden Aktivitäten (0,5, 1, 2, 4, 10 µmoL mL-1) 

eingesetzt. Korrespondierend dazu wurde in chemischen Synthesereaktionen der 

chemische Katalysator NaIO3 als eine wässrige Stammlösung in verschiedenen 

Endkonzentrationen (6, 24, 50, 100 mM, v/v) eingesetzt. Die Ergebnisse werden 

nachfolgend anhand der Modellreaktion des 3-Methylbrenzkatechins mit dem 

Amindonor 2d (n-Hexylamin), auf der Ebene der ermittelten Quantitäten der 

Zielverbindung 3d (Kap. 3.9.1.6.1) sowie auftretender Nebenreaktionsprodukte 

(Kap. 3.9.1.6.2), erläutert.    
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3.9.1.6.1 Produktgewinnung in biologisch- und chemisch-katalysierten 
Reaktionssystemen 

 

In MtL-katalysierten Modellreaktionen wurde bei äquimolarer Eduktkonzentration in 

Aktivitätsbereichen von 0,5 bis 1 U mL-1 die größte Quantität der Zielverbindung 3d 

generiert, wobei eine Steigerung der enzymatischen Aktivitäten nicht zu einer Zunahme 

der Produktmenge führte (Abb. 50A).  

 

 

Abb. 50: Konzentration des heteromolekularen Kopplungsprodukts 3d in Reaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a, 1 mM, v/v) mit äquimolarer Konzentration (A) und 5-fachem 
Überschuss des Amindonors n-Hexylamin (2d) (B) in MtL-katalysierten Reaktionen. 
Konzentrationsverlauf der in NaIO3-katalysierten (6-100 mM NaIO3) Reaktionssystemen 
gebildeten Mengen des  Kopplungsprodukts 3d sowie des dazu regioisomeren Produkts 3d* bei 
äquimolarer Eduktkonzentration (C) und mit 2d im 5 mM Überschuss (D). Reaktionen in PCP 
(pH 7) bei RT. Edukte als methanolische Stammlösung eingesetzt. Schüttelfrequenz 200 rpm. 
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Insbesondere in Reaktionsansätzen, in denen 10 U mL-1 der Phenoloxidase MtL 

vorlagen, wurde die Bildung von 3d um 35 bis 55 % reduziert.  

In Reaktionen, in welchen der aliphatische Amindonor 2d mit einem Überschuss 

eingesetzt wurde, konnten bei einer Enzymaktivität von 0,5 U mL-1 im Vergleich zu 

äquimolaren Reaktionsansätzen die Konzentration des heteromolekularen 

Kopplungsprodukts 3d um das 5-fache gesteigert werden (Abb. 50B). Jedoch wurde 

auch hier eine mit ansteigenden Enzymaktivitäten verbundene Abnahme der 

Zielverbindung festgestellt, wobei diese bei 10 U mL-1 ebenfalls um 49 % reduziert war 

(Abb. 50B). Dabei war die Quantität an 3d gegenüber äquimolaren Reaktionsansätzen 

dennoch zwischen 51 % (0,5 U mL-1) und 80 % (10 U mL-1) erhöht. 

In NaIO3-katalysierten Reaktionen konnte keine mit der Konzentration des chemischen 

Katalysators verbundene Abnahme der Zielverbindung 3d ermittelt werden. So wurden 

mit ansteigenden Katalysatorkonzentrationen bei 1:1 mM Konzentrationsverhältnis der 

Edukte die Ausbeuten um bis zu 50 % gesteigert (120 min) (Abb. 50C). Auch hier 

konnte generell eine, mit Konzentrationserhöhung des n-Hexylamins verbundene, 

Steigerung der Quantitäten des heteromolekularen Kopplungsprodukts 3d ermittelt 

werden (Abb. 50D). Im Vergleich zu Reaktionsansätzen, in denen der chemische 

Kopplungsvermittler in einer 6 mM Endkonzentration eingesetzt wurde, konnten die 

Produktausbeuten mit Vervierfachung der Katalysatormenge (24 mM) um 81 % erhöht 

werden. Mit der höchsten getesteten NaIO3-Konzentration (100 mM) war die 

Produktmenge gegenüber der niedrigsten Katalysatormenge nach einer Reaktionszeit 

von 400 min um 76 % erhöht.  

 
Im Vergleich zu einer chemischen Synthese konnten über MtL-vermittelte Biokatalysen 

bei 5 mM Konzentration des Aminopartners 2d 85 % der Zielverbindung 3d generiert 

werden. Bezogen auf die Katalysatormengen entsprach dies in einem 5-mL-

Reaktionsmaßstab, in denen die jeweils höchsten Ausbeuten von 3d erfasst wurden, 

0,6 mg Protein (0,5 U mL-1 MtL) bzw. 98,9 mg NaIO3 (100 mM, v/v).     

Ungeachtet der Bildung eines unterschiedlichen Spektrums an homomolekularen 

Kopplungsprodukten in MtL- und NaIO3-katalysierten Reaktionen des 3-Methyl-

brenzkatechins (vgl. Kap. 3.8.1.1, vgl. Kap. 3.8.1.3), konnte auf der Ebene der 

heteromolekularen Kopplungsprodukte weitere Unterschiede festgestellt werden. In 

MtL-vermittelten Reaktionen erfolgte neben der Bildung des Hauptproduktes 3d die 
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bereits in Kap. 3.9.1.1 beschriebene Bildung der höhermolekularen Kopplungsprodukte 

M-1,2-HQ-KKP2 und M-1,2-HQ-KKP3.  

In Reaktionen mit NaIO3 konnte neben diesen ein weiteres heteromolekulares 

Kopplungsprodukt (3d*) detektiert werden, welches zeitnah hinter dem Hauptprodukt 

3d eluierte (RfHPLC 11,9 min) und ein mit diesem Produkt identisches UV/VIS-

Absorptionsspektrum besaß. Bei Produkt 3d* handelte es sich vermutlich um ein 

regioisomeres heteromolekulares Kopplungsprodukt, bei welchem der 

Aminosubstituent an einer zu 3d abweichenden Position gebunden war. In NaIO3-

katalysierten Reaktionen mit äquimolarer Eduktkonzentration trat dieses Produkt ab 

einer Katalysatorkonzentration von 50 mM in Erscheinung (Abb. 50C) und erreichte 

mit 100 mM NaIO3 44 % der für die heteromolekulare Zielverbindung 3d erfassten 

Quantität. Auch mit Überschuss des Kopplungspartners 2d erfolgte eine mit 

ansteigenden Katalysatormengen verbundene Steigerung des regioisomeren Produkts 

3d* (Abb. 50D).  

Die Bildung derartiger regioisomerer Produkte konnte in MtL-katalysierten Reaktionen 

nicht festgestellt werden.  

Eine Gegenüberstellung der in Biokatalysen und chemischen Synthesereaktionen 

ermittelten Konzentrationen des sekundären Amins 3d ist nachfolgender Abbildung zu 

entnehmen (Abb. 51). 
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Abb. 51: Konzentration der heteromolekularen Kopplungsprodukte 3d und 3d* in Reaktionen 
des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit äquimolarer Konzentration sowie 5-fachem Überschuss 
des Amindonors n-Hexylamin (2d) in Abhängigkeit von der Phenoloxidase-Aktivität (MtL 0,5-
10 U) und der Konzentration des chemischen Kopplungsvermittlers NaIO3 (6-100 mM). 
Reaktion in PCP (pH 7) bei RT. Darstellung der in dem jeweiligen Reaktionssystem erfassten 
Maximalkonzentrationen. Edukte als methanolische Stammlösungen eingesetzt, Schüttel-
frequenz 200 rpm. 
 

Hinsichtlich der über heteromolekulare Transformationsreaktionen erreichbaren 

Ausbeuten in Abhängigkeit von den eingesetzten Katalysatormengen, erwies sich der 

Einsatz eines biologisch-katalysierten Reaktionssystems gegenüber einer chemischen 

Katalyse als nahezu gleichwertig. Desweiteren bedingte der Einsatz eines biologischen 

Katalysator keine Bildung eines zu der Verbindung 3d korrespondierenden 

Regioisomers.  

 

3.9.1.6.2 Nebenreaktionsprodukte in biologisch- und chemisch-katalysierten 
Reaktionssystemen 

 

In Hinblick auf die mittels HPLC-Analytik erfassten Ausbeuten des Syntheseprodukts 

3d, waren die in homomolekularen Kopplungsreaktionen gebildeten 

Eigenreaktionsprodukte nunmehr als Nebenreaktionsprodukte zu betrachten, da diese 

maßgeblich die Quantität des über heteromolekulare Transformationsreaktionen 

dargestellten Produkts bestimmten. In homomolekularen Kopplungsreaktionen des 

ortho-dihydroxylierten Substrats 1a konnte für den chemischen Katalysator NaIO3 ein 
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von Phenoloxidase-Reaktionen abweichendes Spektrum an Eigenreaktionsprodukten 

determiniert werden (vgl. Kap. 3.8.1.3).  

In der vorliegenden Modellreaktion setzte in MtL-katalysierten Ansätzen eine mit 

ansteigenden Enzymaktivitäten verbundene Konzentrationserhöhung des 

Nebenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 ein (Abb. 52).  

 

 

Abb. 52: Konzentrationsverlauf des in MtL-katalysierten Reaktionen detektierten 
Nebenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 bei äquimolarer Konzentration (1:1 mM, v/v) der 
Edukte (A) sowie mit dem aliphatischen Amindonor 2d im 5-fachen Überschuss (B) in 
Abhängigkeit von der Enzymaktivität. Reaktionen bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

Unabhängig von den eingesetzten Eduktkonzentrationen wurde das 

Nebenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP2 in gleichen Mengen gebildet (Abb. 52A, B). 

In äquimolaren Reaktionsansätzen mit 0,5 U mL-1 MtL erreichte M-1,2-HQ-ERP2, im 

Vergleich zu einer Enzymaktivität von 10 U mL-1, lediglich eine Konzentration von 

13 %. In Auswertung der Peakflächen konnte so eine mit Steigerung der Enzymaktivität 

um 1 U mL-1 verbundene Erhöhung des Nebenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 

von ca. 20 % erfasst werden. Dies deutete darauf hin, dass ein Einsatz hoher 

Enzymaktivitäten die in homo- und heteromolekularen Transformationsreaktionen 

nachgewiesene Verdrängungsreaktion an dem methoxy-aktivierten Präkursor M-1,2-

HQ-ERP3 stark beschleunigte. Die Reaktion wurde demzufolge in Richtung des mit 

einem O-Radikal substituierten Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 verlagert 

0

2000000

4000000

6000000

8000000

0 60 120 180 240 300 360 420

Reaktionszeit [min]

0

2000000

4000000

6000000

8000000

0 60 120 180 240 300 360 420

Reaktionszeit [min]

P
ea

kf
lä

ch
e 

[m
A

U
 x

 1
0.

00
0;

 2
20

 n
m

]

P
e

a
k

fl
ä

c
h

e
 [m

A
U

 x
 1

0
.0

0
0

; 
2

2
0

 n
m

]

200

0

400

600

800

0 120 180 240 300 360 42060

Reaktionszeit [min]

P
e

a
k

fl
ä

c
h

e
 [m

A
U

 x
 1

0
.0

0
0

; 
2

2
0

 n
m

]

200

0

400

600

800

0 120 180 240 300 360 42060

Reaktionszeit [min]

A B

0,5 U 1 U 2 U 4 U 10 U 0,5 U 1 U 2 U 4 U 10 U



  ERGEBNISSE  193 
 

  

(vgl. Kap. 3.8.5.1). Daraus resultierte eine, mit ansteigenden MtL-Aktivitäten 

verbundene, Reduktion der Quantitäten des Syntheseprodukts 3d (vgl. Abb. 50, S. 188).   

 
In NaIO3-katalysierten Reaktionen war die Bildung des Nebenreaktionsproduktes M-

1,2-HQ-ERP2 vergleichsweise gering. Als Hauptnebenreaktionsprodukt konnte das 

über strukturchemische Analysen als ein dimethoxyliertes 3-Methyl-[1,2]-benzochinon 

postulierte Produkt M-1,2-HQ-ERP4 (vgl. Kap. 3.8.5.1) erfasst werden. Das Produkt 

M-1,2-HQ-ERP4 trat auch in Phenoloxidase-katalysierten Reaktionen auf, wobei 

prinzipiell eine mit ansteigenden Enzymaktivitäten verbundene Abnahme dieses 

Nebenreaktionsprodukts nachgewiesen wurde (Abb. 53A, B).  

 

 

Abb. 53: Konzentration des Nebenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP4 bei äquimolarer 
Konzentration (1:1 mM, v/v) der Edukte (A) sowie mit dem aliphatischen Amindonor 2d im 5-
fachen Überschuss (B) in MtL-katalysierten Reaktionssystemen (pH 7, PCP) in Abhängigkeit 
von der Enzymaktivität. In NaIO3-katalysierten Transformationsreaktionen (pH 7, PCP) wurde 
die Konzentration von M-1,2-HQ-ERP4 ebenso in Abhängigkeit von der NaIO3-Konzentration 
bei äquimolarer Eduktkonzentrationen (C) und mit 5-fachem Überschuss des 
Kopplungspartners 2d (D) geprüft. Reaktionen bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
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Hingegen erfolgte in Transformationsreaktionen mit dem chemischen 

Kopplungsvermittler NaIO3 eine mit Erhöhung der Katalysatormengen einsetzende 

simultane Konzentrationssteigerung von Produkt M-1,2-HQ-ERP4 (Abb. 53C, D). 

Zwar wurde die Quantität dieses Nebenreaktionsproduktes in beiden Katalysator-

Systemen mit einem Überschuss des Aminopartners 2d gegenüber einer äquimolaren 

Eduktkonzentration erhöht, jedoch waren die Mengen an M-1,2-HQ-ERP4 in NaIO3-

katalysierten Systemen stets zwischen 40 und 10 % höher. Eine im zeitlichen Verlauf 

einsetzende Abnahme des dimethoxylierten Nebenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-

ERP4 war in beiden Reaktionssystemen mit einer Bildung der höhermolekularen 

Produkte M-1,2-HQ-KKP2 und M-1,2-HQ-KKP3 verbunden. In MtL-Reaktionen war 

ebenso eine Konversion in das stark hydrophile Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-

ERP1 (vgl. Tab. 32, S. 149) festzustellen.  

 

3.9.2 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit 
linearen aliphatischen Aminen 

 

Für eine Anreicherung der Syntheseprodukte wurden pro Aminopartner sechs 40-mL-

Reaktionsansätze erstellt, bei Raumtemperatur lichtdicht verschlossen auf einem 

Schüttler inkubiert und nach einer Reaktionszeit von 100 min auf Festphasenkartuschen 

übertragen. Das 3-Methylbrenzkatechin (1a) wurde mit einer 1mM Konzentration (v/v), 

die Kopplungspartner 2a-g mit einem Überschuss (5 mM, v/v), als methanolische 

Stammlösungen eingesetzt. Das Reinigungsschema ist Tab. 7 des Anhangs zu 

entnehmen. 

Mit den als Feststoff vorliegenden Produkten wurden, in Hinblick auf die sich 

anschließenden strukturchemischen Analysen, Stabilitätsuntersuchungen durchgeführt. 

Die dimeren Syntheseprodukte 3a-g waren als Feststoff sowohl bei 4 °C als auch bei 

Raumtemperatur über 12 Monate stabil. In HPLC-Analysen der in diversen organischen 

Lösungsmitteln gelösten Analytsubstanzen, konnte eine Stabilität in MeOH und ACN 

über einen Zeitraum von 24 h nachgewiesen werden. In DMSO und THF konnte bereits 

nach 1 h ein Verlust der typischen Rotfärbung beobachtet werden, welcher mit der 

Detektion von Zerfallsprodukten einherging.   
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Die Strukturaufklärung der heteromolekularen Kopplungsprodukte 3b-g erfolgte über 

massenspektrometische Analyseverfahren, an die sich für eine eindeutige 

Identifizierung eine NMR-Spektroskopie der in deuteriertem Methanol gelösten 

Analytsubstanzen anschloss.  

In massenspektrometrischen Analysen konnten die Produkte 3b-g als Dimer identifiziert 

werden. Die molaren Massen der Produkte setzten sich dabei aus der Masse des ortho-

dihydroxylierten Substrats 3-Methylbrenzkatechin (1a), abzüglich zweier Protonen für 

die im Zuge einer enzymatischen Radikalisierung gebildeten benzochinoiden Form, 

sowie zwei weiteren abgespaltenen Protonen für die Ausbildung einer C-N-Bindung 

zusammen. In LC-MS- und HR-MS-Analysen wurden sowohl die Pseudomolekülionen 

[M+H]+ als auch [M+Na]+ der jeweiligen Dimere detektiert. Weiterhin konnte das 

Vorliegen monoaminierter Syntheseprodukte über Elementaranalysen mittels HR-MS-

Messungen bestätigt werden (Tab. 43).  

 

Tab. 43: Zusammenfassende Übersicht über die aus HPLC-, LC-MS- und HR-MS-Analysen 
erhaltenen Strukturdaten der heteromolekularen Kopplungsprodukte 3b-g aus Reaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a) mit den linearen aliphatischen Aminopartnern 2b-g. Lösungsmittel 
MeOH. 

  HPLC  LC‐MS   HR‐MS  

Produkt  Rf [min] λmax [nm]  Rf [min] theoretisch
gemessen
[M+H]+ 
[m/z] 

theoretisch
gemessen  
[M+H]+ 
[m/z] 

Fehler 
[ppm] 

Summen‐ 
formel 

3b  8,8 220, 298, 490 4,2 193 194,1 194,11756 194,11758 0,13 C11H15NO2

3c  10,2 220, 298, 490 4,9 207 208,1 208,13321 208,1332 -0,02 C12H17NO2

3d  11,6 220, 298, 490 5,6 221 222,1 222,14886 222,14856 -1,34 C13H19NO2

3e  12,7 220, 298, 490 6,2 235 236,1 236,16451 236,16459 0,35 C14H21NO2

3f  13,6 220, 298, 490 6,7 249 250,1 250,18016 250,17915 -4,01 C15H23NO2

3g  14,3 220, 298, 490 7,3 263 264,1 264,19581 264,19619 1,45 C16H25NO2

a HPLC-Fließmittelgradient 1; b LC-MS-Fließmittelgradient 2. 

 

Die Rohdaten der HR-MS-Analysen sind in Anhang C zusammengefasst.  

 
Neben den Dimeren 3b-g wurde auch das als ein ockerfarbener Feststoff gewonnene 

heteromolekulare Kopplungsprodukt M-1,2-HQ-KKP3 einer Reaktion von 1a mit n-

Hexylamin (2d) mittels LC-MS-Analytik untersucht. Aufgrund seiner Retentionszeit 

und dem UV/VIS-Absorptionsspektrum wurde für M-1,2-HQ-KKP3 die Struktur eines 

Trimers (Kopplung von zwei n-Hexylamin-Substituenten) angenommen. Ein solches 

Produkt hätte ein molare Masse von 320 g moL-1 besessen, welche sich aus einer 
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Abspaltung von zwei Protonen der an dem Aromaten befindlichen Hydroxylgruppen 

und eine durch die Kopplung von zwei n-Hexylamin-Partnern vorliegenden Abspaltung 

von 4 weiteren Protonen ergeben hätte. Über eine LC-MS-Messung konnte für M-1,2-

HQ-KKP3 ein Produktpeak (RfLC-MS 8,1 min) mit einer Pseudomolekülionen-Masse 

[M+H]+ von m/z = 326,1 detektiert werden (Abb. 54). 

 

 

Abb. 54: (A) Übersicht über die mittels LC-MS-Analytik erfassten Retentionszeiten des 
heteromolekularen Kopplungsprodukts M-1,2-HQ-KKP3 isoliert aus einer Reaktion von 3-
Methylbrenzkatechin (1a) mit n-Hexylamin (2d) in der Massendetektion (oben) und UV-
Detektion (unten) sowie dessen Massenspektrums (B). (C) UV/VIS-Absorptionsspektrum, 
Absorptionsmaxima und HPLC-Retentionszeit von M-1,2-HQ-KKP3. Analyt in Methanol 
gelöst. LC-MS-Fließmittelgradient 1, HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

 

Ausgehend von der für M-1,2-HQ-KKP3 postulierten trimeren Struktur und unter 

Annahme einer bei LC-MS-Analysen vorliegenden Massenerhöhung um 1 amu 

([M+H]+), besaß der detektierte Produktpeak eine um 5 amu erhöhte Masse. Diese hätte 

auch nicht mit der Annahme eines, bei Substanzen mit hoher Molmasse, gelegentlichen 

Auftretens doppelt geladener Pseudomolekülionen (u.a. [M+H]++) begründet werden 

können.  

 
Für eine eindeutige Strukturaufklärung der dimeren Syntheseprodukte 3b-g und des 

heteromolekularen Kopplungsprodukts M-1,2-HQ-KKP3 wurden NMR-Analysen 
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sowohl in eindimensionalen als auch zweidimensionalen Korrelationsexperimenten 

durchgeführt.  

Allerdings konnte auch über NMR-Messungen die Struktur des Produkts M-1,2-HQ-

KKP3 innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht abschließend aufgeklärt werden. 

Die über NMR-Analysen erfolgreich vorgenommene strukturchemische 

Charakterisierung der Produkte 3b-g soll exemplarisch am Beispiel des dimeren 

Produkts 3c näher erläutert werden (Tab. 44).  

 
Tab. 44: 13C-, 1H- und 1H,1H-COSY-NMR-Daten des aus einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit dem linearen aliphatischen 
Aminopartner n-Pentylamin (2c) isolierten Syntheseprodukts 3c. Lösungsmittel d4-MeOH.   
Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3c 

Pos. 
13C‐NMR
(HSQC) 

1H‐NMR a 
1H,13C‐Korrelationen 

(HMBC)b 
1H,1H COSYb 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

1

 
3-Methyl-5-(pentyl-
amino)-[1,2]- 
benzochinon 

4 133.5 6.74, br, 1H C-2  (185.7), C-6 (94.6),  
C-1’’ (15.6) 

H-3’/H-4’ 
(1.40) 

6 94.6 5.53, d, 1H, 
(2.5) 

C-1 (175.4), C-2 (185.7),  
C-4 (133.5) 

H-4 (6.74) 

1’ 45.1 3.33, t, 2H, 
(7.2) 

C-5 (160.7), C-2’ (29.0),  
C-3’ (30.3) 

H-2’ (1.71) 

2’ 29.0 1.71, m, 2H C-1’ (45.1), C-3’ (30.3),  
C-4’ (23.5) 

H-1’ (3.33), 
H-3’/H-4’ 
(1.40) 

3’ 30.3 1.40, m, 4H C-1’ (45.1), C-3’ (30.3),  
C-4’ (23.5), C-5’ (14.4)  

H-2’ (1.70), 
H-5’ (0.96) 4’ 23.5 

5’ 14.4 0.96, t, 3H, 
(7.0) 

C-3’ (30.3), C-4’, (23.5) H-3’/H-4’, 
(1.40) 

1’’ 15.6 1.98, d, 3H, 
(1.3) 

C-4 (133.5), C-2 (185.7),  
C-3 (142.7) 

H-4 (6.74) 

a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 
Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Protonenzahl, Kopplungskonstante J [Hz] 
in Klammern. 

b Signalzuordnung, Chemische Verschiebung δ [ppm] in Klammern. 

 

Die Signale bei 5,53 ppm und 6,74 ppm des 1H-NMR-Spektrums von 3c konnten den 

am 3-Methyl-[1,2]-benzochinon befindlichen Protonen H-6 und H-4 zugeordnet 

werden. Für das Proton H-4 wurde ein breites Signal erfasst, welches sich infolge einer 

long-range Kopplung zu dem meta-ständigen Proton H-6 und den Methylprotonen am 

C-1´´ ergab. Diese longe-range Kopplungen werden zusätzlich durch die 

Kopplungskonstanten 4J4,6 = 2,5 (H-6) und 4J4,1´´ = 1,3 (H-1´´) belegt. An dieser Stelle 

sei angemerkt, dass in den 1H-NMR-Spektren weiterer dimerer Verbindungen das 

Signal von H-4 als das Dublett eines Quartetts (dq) mit den dazu korrespondierenden 

Kopplungskonstanten auftrat. Im HMBC-Spektrum von Verbindung 3c konnten 

weiterhin Kopplungen zwischen dem H-1´´-Protonen mit dem C-4 und des H-4-Protons 

mit dem C-1´´ nachgewiesen werden. Es wurden ebenso eindeutige Korrelationen 

zwischen dem Proton H-6 und C-4 und dem H-4 mit dem C-6 Kohlenstoffatom erfasst. 
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Eine Anbindung des n-Pentylamins (2c) an die C-5-Position des radikalisierten 

Aromaten konnte dabei eindeutig durch die Kopplungen der H-1´-Protonen der 

Alkylseitenkette mit dem C-5-Atom des Dicarbonyls und durch die Kopplung des H-4 

mit dem C-1´ nachgewiesen werden. Alle weiteren Signale im aliphatischen Bereich 

konnten dem n-Pentylamin zugeordnet werden. Das Vorliegen einer Chinon-, 

Hydrochinon- oder Chinonimin-Struktur konnte in Auswertung des 13C- und HMBC-

Spektrums näher bestimmt werden. Da Chinone charakteristische tieffeldverschobene 

Resonanzsignale im Bereich von 180 ppm bis 190 ppm aufweisen, konnte 3c gemäß 

den 13C-NMR-Signalen bei 175,1 ppm für das C-1-Atom und bei 185,7 ppm für das C-

2-Atom als eine 1,2-chinoide Struktur identifiziert werden. In Ergänzung dazu 

erhärteten die in dem HMBC-Spektrum ermittelte Kopplung der H-1´´-Protonen mit 

dem C-2-Atom, die Korrelationen des H-6-Protons mit dem C-1- und C-2-Atom und die 

des H-4-Protons mit dem C-2-Atom das Vorliegen einer 1,2-chinoiden Verbindung.  

Die über NMR-Korrelationsexperimente ermittelten Strukturdaten der dimeren 

Syntheseprodukte 3b sowie 3d-f sind Tab. 45 zu entnehmen.  

 
Tab. 45: 1H- und 13C-NMR-Daten der aus heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a) mit den linearen aliphatischen Aminopartnern 2b-g isolierten 
Syntheseprodukte. Lösungsmittel d4-MeOH. 
Struktur & chemische  
Bezeichnung Produkt 3b 
[Kopplung von 1a mit n‐Butylamin (2b)] 

1H‐NMRa 
1H,13C‐Korrelationen 
(HMBC)b 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

1

 
 
3-Methyl-5-(butylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.99 (t, 3J3’,4’ = 7.4 Hz, 3H, H-4’) 21.0 C-3’, 31.0 C-2’ 

1.45 (m, 2H, H-3’) 13.8 C-4’, 31.0 C-2’, 44.2 C-1’ 

1.69 (m, 2H, H-2’) 13.8 C-4’, 21.0 C-3’, 44.2 C-1’ 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-
1’’) 

133.4 C-4, 142.4 C-3, 185.6 C-
2 

3.34 (t, 3J1’,2’ = 7.2 Hz, 2H, H-1’) 21.0 C-3’, 31.0 C-2’,  160.4 C-5 

5.53 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.4 C-4, (175.6 C-1)c, 185.6 
C-2 

6.74 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 
1.5 Hz, 1H, H-4) 

15.1 C-1’’, (94.4 C-6), 185.6 C-
2 

Struktur & chemische  
Bezeichnung Produkt 3d 
[Kopplung von 1a mit n‐Hexylamin (2d)] 

1H‐NMR 
1H,13C‐Korrelationen 
(HMBC) 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

1

 
 
3-Methyl-5-(hexylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.93 (t, 3J5’,6’ = 7.0 Hz, 3H, H-6’) 23.6 C-5’, 32.6 C-4’ 

1.39-1.33 (m, 4H, H-3’, H-4’, H-
5’) 

(14.3 C-6’), 23.6 C-5’, 32.6 C-
4’ 

1.43 (m, 2H, H-3’) (32.6 C-4’) 

1.70 (m, 2H, H-2’) 27.8 C-3’, 32.6 C-4’, 45.1 C-1’,  

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-
1’’) 

133.7 C-4, 142.7 C-3, 185.8 C-
2 

3.33 (t, 3J1’,2’ = 7.2 Hz, 2H, H-1’) 27.8 C-3’, 29.3 C-2’, 160.5 C-5 

5.53 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.7 C-4, 185.8 C-2 

6.74 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 
1.5 Hz, 1H, H-4) 

15.4 C-1’’, 185.8 C-2 
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Struktur & chemische  
Bezeichnung Produkt 3e 
[Kopplung von 1a mit n‐Heptylamin (2e)] 

1H‐NMR 
1H‐13C‐Korrelationen 
(HMBC) 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

1

 
 
3-Methyl-5-(heptylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.91 (t, 3J6’,7’ = 6.9 Hz, 3H, H-7’) 23.5 C-6’, 32.7 C-5’ 

1.29-1.45 (m, 8H, H-3’, H-4’, H-
5’, H-6’) 

23.5 C-6’, (14.3 C-7’), 32.7 C-
5’, 27.9 C-3’, 29.8 C-4’, 44.8 
C-1’ 

1.70 (m, 2H, H-2’) 27.9 C-3’, 29.8 C-4’, 44.8 C-1’ 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-
1’’) 

133.6 C-4, 142.6 C-3, (160.6 C-
5), 185.6 C-2 

3.33 (t, 3J1’,2’ = 7.2 Hz, 2H, H-1’) 27.9 C-3’, 29.0 C-2’, 160.5 C-5 

5.53 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.6 C-4 

6.74 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 
1.5 Hz, 1H, H-4) 

15.3 C-1’’, 94.5 C-6, (142.6 C-
3), 185.6 C-2 

Struktur & chemische  
Bezeichnung Produkt 3f 
[Kopplung von 1a mit n‐Octylamin (2f)] 

1H‐NMR 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

8´ 

1

 
 
3-Methyl-5-(octylamino)-[1,2]- 
benzochinon 

0.90 (t, 3J7’,8’ = 7.1 Hz, 3H, H-8’) 

1.29-1.45 (m, 10H, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-7’ ) 

1.70 (m, 2H, H-2’) 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.4 Hz, 3H, H-1’’) 

3.33 (t, 3J1’,2’ = 7.2 Hz, 2H, H-1’) 

5.53 (d, 4J4,6 = 2.5 Hz, 1H, H-6) 

6.74 (br, 1H, H-4) 

Struktur & chemische  
Bezeichnung Produkt 3g 
[Kopplung von 1a mit n‐Nonylamin (2g)] 

1H‐NMR 
1H,13C‐Korrelationen 
(HMBC) 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

8´ 

9´ 

1

 
3-Methyl-5-(nonylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.90 (t, 3J8’,9’ = 7.1 Hz, 3H, H-9’) 23.4 C-8’, 32.7 C-7’ 

1.25-1.45 (m, 12H, H-3’, H-4’, 
H-5’, H-6’, H-7’, H-8’) 

14.3 C-9’, 30.2 C-4’, 23.4 C-8’, 
32.7 C-7’ 

1.70 (m, 2H, H-2’) 27.8 C-3’, 30.2 C-4’, 44.6 C-1’ 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.4 Hz, 3H, H-
1’’) 

133.2 C-4, 142.3 C-3, 185.5 C-
2 

3.33 (t, 3J1’,2’ = 7.2 Hz, 2H, H-1’) 27.8 C-3’, 28.9 C-2’, 160.4 C-5 

5.53 (d, 4J4,6 = 2.5 Hz, 1H, H-6) 133.2 C-4, 185.5 C-2 

6.75 (br, 1H, H-4) - 

a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 
Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 
c Kopplungen mit geringer Intensität. 
 

Die Rohdaten der NMR-Analysen der Produkte 3b-g sind in Anhang D 

zusammengefasst.  
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3.9.3 Ermittlung der n-Octanol/Wasserverteilungskoeffizienten der 
heteromolekularen Kopplungsprodukte  

 

Die Bestimmung des logPow ´s erfolgte mit einer von DONOVAN & PESCATORE 

(2002) beschrieben HPLC-Methode (vgl. Kap. 2.13.2.1).  

Eine logPow-Bestimmung mittels HPLC-Analytik bedingte eine Elution der 

Syntheseprodukte 3a-g zwischen den in der Standardmixtur enthaltenen hydrophilen 

und hydrophoben Referenzsubstanzen. Da ein mit ansteigender Zahl der C-Atome in 

der Alkylseitenkette verbundener Anstieg der Produkthydrophobizität und demnach 

eine Retentionszeitverschiebung festzustellen war (vgl. Abb. 44, S. 177), erforderte dies 

den Einsatz von drei verschiedenen hydrophoben Referenzverbindungen (Toluol: 3a-c; 

Ibuprofen: 3d und 3e; Triphenylamin: 3f und 3g). Um die logPow-Werte der über eine 

biologische Transformationsreaktion gewonnenen Produkte bewerten zu können, wurde 

auch das Enzymsubstrat 3-Methylbrenzkatechin (1a) einer chromatographischen 

logPow-Bestimmung unterzogen (Tab. 46).   

 
Tab. 46: Übersicht über die mittels HPLC-Analytik erfassten experimentellen logPow-Werte des 
Enzymsubstrats 3-Methylbrenzkatechin (1a) und der Syntheseprodukte 3a-g im Abgleich zu 
den mit einem Softwaretool des Programms ACD/ChemSketch berechneten theoretischen 
logPow-Werten und Standardabweichungen. Lösungsmittel MeOH. 

a Differenz der HPLC-logPow-Werte von einem Produkt zu dem mit dem nächstfolgenden größeren 
Aminsubstituenten (Bsp. Produkt 3a zu 3b) berechnet anhand der ermittelten HPLC-logPow-Werte mit der 
hydrophilen Referenzsubstanz 2-(4-Hydroxyphenyl)-ethylalkohol (2-(4-OHphenyl)-ethylalkohol). 

  

Aus den berechneten logPow-Werten der Syntheseprodukte 3a-g konnte abgeleitet 

werden, dass mit Verwendung von Standardmixturen in denen 2-(4-

Hydroxyphenyl)ethylalkohol als hydrophile Referenzsubstanz eingesetzt wurde - im 

   
HPLC‐logPow 

Theoretischer 
logPow 

logPow‐Differenz
(‐ CH2)

a 

Aminopartner  Verbindung 

Hydrophile Referenzsubstanz 
ACD/ 

ChemSketch 
HPLC  Theoretisch3,5‐DiOH‐

benzoesäure 
2‐(4‐OHphenyl)‐
ethylalkohol 

 1a  -0,007 0,75 1,34 ± 0,21 - - 

n-Propylamin (2a) 3a  -3,31 -1,72 0,81 ± 0,61 0,97 - 

n-Butylamin (2b) 3b  -2,15 -0,75 1,34 ± 0,61 1,16 0,53 ± 0,61 

n-Pentylamin (2c) 3c  -0,58 0,41 1,88 ± 0,61 0,88 0,53 ± 0,61 

n-Hexylamin (2d) 3d  0,77 1,29 2,41 ± 0,61 0,73 0,53 ± 0,61 

n-Heptylamin (2e) 3e  1,77 2,02 2,94 ± 0,61 0,59 0,53 ± 0,61 

n-Octylamin (2f) 3f  n.d. 2,61 3,47 ± 0,61 1,03 0,53 ± 0,61 

n-Nonylamin (2g) 3g  n.d. 3,64 4,00 ± 0,61 - - 
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Vergleich zu den Werten des chemischen Rechenprogrammes ACD/ChemSketch -  

fundiertere Ergebnisse erhalten wurden (Tab. 46). Dies begründete sich vermutlich 

darin, dass die Analytsubstanzen ebenso alkalische Eigenschaften aufweisen und der 

Einsatz einer hydrophilen Referenzverbindung mit einer Säuregruppierung (3,5-

Dihydroxybenzoesäure) somit ungeeignet war. Im Vergleich zu dem Enzymsubstrat 1a 

besaßen die Produkte mit einem C3- bzw. C4-Alkylaminsubstituenten kleinere HPLC-

logPow-Werte. Diese, im Vergleich zu dem 3-Methylbrenzkatechin (1a), erhöhte 

Hydrophilie beruhte vermutlich auf dem Einfluss des benzochinoiden Molekülteils der 

Kopplungsprodukte, welcher die der Alkylseitenketten überwog. Somit besaßen die 

Syntheseprodukte 3a und 3b eine höhere Wasserlöslichkeit als das Enzymsubstrat 1a. 

Eine Aminierungsreaktion mit längerkettigen aliphatischen Aminen (2d-g) führte 

hingegen zur Gewinnung von Produkten mit einer erhöhten Hydrophobizität, wobei 

deren logPow-Werte von 1,29 (3d) bis 3,64 (3g) reichten. Somit überlagerte der 

hydrophobe Einfluss der Alkylketten den hydrophilen Effekt des 1,2-Benzochinons. 

Generell führte die schrittweise Addition einer Methylen-Gruppe im Mittel zu einer 

Erhöhung des HPLC-logPow´s um 0,83 ± 0,21.   

     

3.9.4 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 3-Methylbrenzkatechin mit 
verzweigtkettigen aliphatischen Aminen  

 

In Ergänzung zu heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins 

(1a) mit den linearen aliphatischen Aminopartnern 2a-g, deren Ergebnisse in den Kap. 

3.9.1ff vorgestellt sind, wurde ebenso die Phenoloxidase-vermittelte Synthese von 

Hybridmolekülen mit den verzweigtkettigen Amindonoren tert-Butylamin (2h), tert-

Octylamin (1,1,3,3-Tetramethylbutylamin, 2i) sowie mit den n-Hexylamin-Derivaten 

(R)-2-Aminohexan (2j), 2-Amino-5-methylhexan (2k) und 2-Ethyl-1-hexylamin (2l) in 

MtL-katalysierten Reaktionssystemen untersucht (Tab. 47; Strukturen der Aminopartner 

Abb. 37, S. 147).  
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Tab. 47: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den verzweigtkettigen aliphatischen Aminopartnern 2h-l in MtL-
katalysierten Transformationsansätzen (PCP, pH 7) mittels HPLC-Analytik detektierten 
Produkte. Enzymaktivität 1 μmoL mL-1. 

Substrat  Amindonor  Produkta,b  HPLC‐Rf [min]c  λmax[nm] 

3
‐M

e
th
yl
b
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1a 

2h  - - - 

2i  - - - 

2j 
M-1,2-HQ-KKP5 [3j] 10,7 220, 298, 491 

(M-1,2-HQ-KKP6) 11,7 305 

2k 

(M-1,2-HQ-KKP7) 11,0 221, 287, 563 

M-1,2-HQ-KKP8 [3k] 11,3 220, 298, 492 

(M-1,2-HQ-KKP9) 12,4 307 

2l 

M-1,2-HQ-KKP10 [3l] 11,4 219, 299, 486 

(M-1,2-HQ-KKP11) 13,2 307 

(M-1,2-HQ-KKP12) 14,8 277 

(M-1,2-HQ-KKP13) 15,1 238, 273,448 
a Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
b Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
c HPLC-Fließmittelgradient 1. 

 

In Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den tertiär verzweigten 

Aminopartnern 2h und 2i konnte keine Bildung heteromolekularer Produkte 

nachgewiesen werden. In Transformationsansätzen, in denen die Kopplungspartner bis 

zu einer 10 mM Endkonzentration direkt, d.h. ohne methanolische Stammlösung, 

eingesetzt wurden, konnte ebenfalls keine erfolgreiche Kopplung des tert-Butylamins 

bzw. tert-Octylamins mit dem aktivierten Enzymsubstrat-Molekül ermittelt werden.  

In Transformationsreaktionen mit den verzweigtkettigen Hexylamin-Derivaten 2j-l war 

hingegen eine Bildung heteromolekularer Kopplungsprodukte nachzuweisen (Tab. 47). 

In diesen Reaktionen entstand, ähnlich wie in Reaktionen mit linearen aliphatischen 

Aminen 2a-g, jeweils ein Hauptprodukt (3j-l) unter Rotfärbung der Reaktionsansätze. 

Weitere heteromolekulare Produkte traten lediglich in äußerst geringen Konzentrationen 

auf. Die Besonderheiten der Transformationsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins 

mit den Aminopartnern 2j-l sollen anhand der Reaktion mit dem Amindonor (R)-2-

Aminohexan (2j) näher erläutert werden (Abb. 55). 

 



  ERGEBNISSE  203 
 

  

 

Abb. 55: HPLC-Chromatogramm (220 nm) des wässrigen Überstandes einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion von 3-Methylbrenzkatechin (1a, 1 mM, v/v) mit (R)-2-Aminohexan (2j, 
5 mM, v/v) katalysiert durch MtL nach 40 min. Enzymaktivität 1μmoL mL-1. Edukte als 
methanolische Stammlösungen eingesetzt. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

Nach Enzymzusatz konnte mit Abnahme des Substrats 1a die Bildung des 

Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP3, unter Gelbfärbung des Transformations-

ansatzes, beobachtet werden. Analog zu Reaktionen mit den aliphatischen Amindonoren 

2a-g (vgl. Kap. 3.9.1.1) erfolgte unter Abnahme des methoxysubstituierten 

Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP3 eine simultane Zunahme des 

heteromolekularen Kopplungsprodukts 3j. Zudem konnte, ähnlich wie in 

homomolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins, eine partielle 

Konversion von M-1,2-HQ-ERP3 in das mit einem Sauerstoffradikal substituierte 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP2 sowie in das Eigenreaktionsprodukt M-1,2-

HQ-ERP4, für dessen Struktur ein dimethoxyliertes 3-Methyl-[1,2]-benzochinon 

postuliert wurde, nachgewiesen werden. Sowohl die Quantität des 

Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 als auch die des Produkts M-1,2-HQ-ERP4 

bestimmten maßgeblich die über HPLC-Analysen detektierten Ausbeuten des 

heteromolekularen Kopplungsproduktes 3j.  

Mit dem Ziel, die über eine Flüssigchromatographie erfassbaren Ausbeuten des 

Haupttransformationsproduktes 3j zu optimieren, wurde der Einfluss unterschiedlicher 

Eduktkonzentrationen sowie der eines direkten Zusatzes des Amindonors 2j und auch 

der Enzymaktivität geprüft (Abb. 56A, B).   
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Abb. 56: Verlauf der in MtL-katalysierten Transformationsreaktionen von 3-Methyl-
brenzkatechin (1a, 1mM, v/v) mit dem Aminopartner (R)-2-Aminohexan (2j) in Abhängigkeit 
von dessen Konzentration und der Enzymaktivität erfassten Mengen des heteromolekularen 
Kopplungsprodukts 3j (A) sowie der Peakflächen des Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-
ERP2 (B). Reaktion bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

In Reaktionen, in welchen der Kopplungspartners 2j als eine methanolische 

Stammlösung eingesetzt wurde, konnte mit einer 5 mM Konzentration von 2j 

gegenüber einer äquimolaren Konzentration der Edukte die Ausbeute um 33 % 

gesteigert werden (Abb. 56A). Dies war jedoch auch mit einer 13 %-igen 

Konzentrationserhöhung des Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 verbunden 

(Abb. 56B). Wenn der Amindonor 2j direkt eingesetzt wurde (5 mM, v/v), konnte die 

Bildung von M-1,2-HQ-ERP2 gegenüber einer methanolischen Stammlösung von 2j 

zwar um 56 % gesenkt werden, jedoch wurde auch die Ausbeute von 3j vermindert. 

Eine Verdopplung der Enzymaktivität bewirkte keine Erhöhung der Produktausbeuten, 

jedoch eine signifikante Steigerung der Konzentration von M-1,2-HQ-ERP2. Ein mit 

Erhöhung der Enzymmengen verbundener Anstieg dieses Eigen- bzw. 

Nebenreaktionsproduktes konnte bereits in vergleichenden Untersuchungen einer 

biologischen und chemischen Katalyse festgestellt werden (vgl. Kap. 3.9.1.6). In der 

hier vorgestellten Modellreaktion des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit dem 
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Hexylamin-Derivat 2j konnte mit einem direkten Zusatz dieses Amindonors in einer 

10 % mM Endkonzentration (v/v) die höchste Ausbeute des Hauptproduktes 3j, unter 

minimalster Bildung des Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2, erzielt werden.   

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse weiterer durchgeführter heteromolekularer 

Biotransformationsreaktionen mit den verzweigtkettigen aliphatischen Aminopartnern 

2j-l ist Tab. 48 zu entnehmen.   

 

Tab. 48: Übersicht über die in einer heteromolekularen Kopplungsreaktion des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den verzweigtkettigen aliphatischen Aminopartnern 2j-l mittels HPLC-
Analytik erfassten Produktkonzentrationen und -ausbeuten in MtL-katalysierten 
Reaktionsansätzen (pH 7, PCP).    

 
 

 
Umsatz 1a [%]

Konzentration  3j‐l  
[µg mL‐1] 

Ausbeute 
[%]c 

Amindonor 
Eduktkonzentration 
1a : Amindonoren 

[mM]a 

Enzymaktivität
[µmoL mL‐1] b 

60 min  60 min  120 min  120 min 

2j 

1:1 1 84 28 34 15 

1:5 1 98 50 51 23 

1:5d 1 84 43 42 19 

1:5d 2 92 42 41 18 

1:10d 1 93 61 63 29 

2k 

1:1 1 87 83 86 37 

1:5 1 100 76 73 31 

1:5d 1 97 90 110 47 

1:10d 1 98 189 191 81 

1:40d  1 76 96 95 40 

1:40d  2 74 93 94 40 

2l 

1:1 1 86 30 31 12 

1:5 1 100 93 77 31 

1:5d 1 100 112 105 42 

1:10d  1 100 92 88 35 

1:40d 1 100 123 71 28 

1:40d 2 100 96 75 30 
a Edukte als methanolische Stlsg. eingesetzt. 
b Enzymaktivitäten ermittelt aus ABTS-Assay (RT). 
c Berechnete Ausbeuten [%] bemessen an einem 100 %-igen Umsatz der Edukte in die Syntheseprodukte in einem 5-

mL-Reaktionsmaßstab nach einer Reaktionszeit von 2h im wässrigen Ansatz. Quantifizierung der Produkte erfolgte 
mit Hilfe der gereinigten Produkte in Methanol.   

d Aminopartner 2j-l in den angegebenen Endkonzentrationen direkt eingesetzt. 

 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen, in denen 2-Amino-5-methylhexan (2k) 

eingesetzt wurde, konnten die höchsten Ausbeuten des heteromolekularen Produkts 3k 

über ein direktes Einsetzen dieses Amindonors (5 bis 10 mM) erzielt werden (Tab. 48). 

Eine weitere Konzentrationssteigerung von 2k auf 40 mM war jedoch mit einer 

reduzierten Bildung des heteromolekularen Kopplungsprodukts 3k und einer zudem 
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verlangsamten Oxidation des Enzymsubstrats 1a verbunden. Diesbezüglich wurde eine 

Inhibition des Enzyms vermutet. Die Ausbeute des heteromolekularen Produktes 3l war 

ebenfalls in Reaktionen mit einem direkten Zusatz des Aminopartners 2-Ethyl-1-

hexylamin (2l) optimal, wobei auch hier keine Steigerung der Produktausbeuten mit 

einer Konzentrationserhöhung auf 40 mM erreicht werden konnte.  

 

3.9.5 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit 
verzweigtkettigen aliphatischen Aminen 

 

Für eine Anreicherung des Syntheseprodukts 3j wurden zwei, für Produkt 3k vier und 

für Produkt 3l sechs 40-mL-Reaktionsansätze erstellt, in denen das 3-Methyl-

brenzkatechin (1a) mit einer 1 mM Konzentration als methanolische Stammlösung und 

die Aminopartner in einer 5 mM Endkonzentration direkt zugesetzt wurden. Die 

Ansätze wurden bei Raumtemperatur lichtdicht verschlossen auf einem Schüttler 

inkubiert und nach einer Reaktionszeit von 100 min mittels Festphasenextraktion 

aufbereitet. Die Reinigungsschritte, Eluentengemische und -volumina für eine 

Abtrennung von Nebenreaktionsprodukten und die Gewinnung der Produkte 3j-l sind 

Tab. 7 des Anhangs zu entnehmen.  

Für die Produkte konnte eine - analog zu den Syntheseprodukten 3a-g (vgl. Kap. 3.9.2) 

- hohe Stabilität bei Raumtemperatur sowie bei 4 °C ermittelt werden. Die in Methanol 

gelösten Verbindungen waren innerhalb eines Analysezeitraums von 14 d stabil.  

Die nach Lyophilisation gewonnenen Feststoffe (1,6 mg 3j, 3,4 mg 3k, 14,4 mg 3l) 

wurden strukturchemischen Analysen zugeführt. 

 

Für die Produkte 3j-l konnten in LC-MS-Analysen Quasimolekülionenpeaks [M+H]+ 

mit den Massen m/z = 222,1 (3j), m/z = 236,1 (3k) und m/z = 250,1 (3l) detektiert 

werden. Abzüglich der Masse des im Positivmodus angelagerten Protons sowie der für 

eine C-N-Kopplung der Aminopartner an ein 3-Methyl-[1,2]-benzochinon-Molekül 

erfolgenden Abspaltung von insgesamt zwei Protonen, deuteten die erhaltenen 

Messergebnisse auf dimere Strukturen hin. Untersuchungen mittels hochauflösender 

Massenspektrometrie konnten - mit Bezug auf die berechneten Massen dimerer 

Syntheseprodukte - diese Annahme bestätigen (Tab. 49).  
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Tab. 49: Übersicht über die aus HPLC-, LC-MS- und HR-MS-Analysen erhaltenen 
Strukturdaten der heteromolekularen Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a) mit den verzweigtkettigen aliphatischen Aminopartnern 2j-l. 
Lösungsmittel MeOH.  

  HPLC  LC‐MS   HR‐MS  

Produkt  Rf [min]  λmax [nm]  Rf [min]  theoretisch
gemessen 
[M+H]+ 
[m/z] 

theoretisch
gemessen  
[M+H]+ 
[m/z] 

Fehler
[ppm]

Summen‐ 
formel 

3j  10,7 220, 298, 491 5,3 221 222,1 222,14886 222,14854 -1,42 C13H19NO2

3k  11,3 220, 298, 492 5,8 235 236,1 236,16451 236,16449 -0,08 C14H21NO2

3l  11,4 219, 299, 486 6,4 249 250,1 250,18016 250,18086 2,81 C15H23NO2

a HPLC-Fließmittelgradient 1; b LC-MS-Fließmittelgradient 2. 

 

Für eine eindeutige Strukturaufklärung wurden verschiedene NMR-Messungen mit den 

in deuteriertem Methanol gelösten Analytsubstanzen durchgeführt (Tab. 50).  

 
Tab. 50: 1H- und 13C-NMR-Daten der aus heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a) mit den Aminopartnern (R)-2-Aminohexan (2j), 2-Amino-5-
methylhexan (2k) und 2-Ethyl-1-hexylamin (2l) isolierten Syntheseprodukte. Lösungsmittel d4-
MeOH. 
Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3j 
[Kopplung von 1a mit (R)‐2‐
Aminohexan (2j)] 

1H‐NMRa  1H,13C‐Korrelationen (HMBC)b 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

2

1

6

54 1´
2´

3´
4´ 5´ 

6´ 

3

 
 
3-Methyl-5-(1-methyl-
pentylamino)-[1,2]-benzochinon 

0.93 (t, 3J4’,5’ = 7.0 Hz, 3H, H-5’) 23.4 C-4’, 29.2 C-3’ 

1.28 (d, 3J1’,6’ = 6.5 Hz, 3H, H-6’) 36.6 C-2’, 51.2 C-1‘ 

1.37 (m, 4H, H-3’, H-4’) 29.2 C-3’ 

1.63 (m, 2H, H-2’) (29.2 C-3’)c 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-1’’) 133.3 C-4, 142.7 C-3, 185.7 C-2 

3.72 (m, 1H, H-1’) 19.9 C-6’, 36.6 C-2’, 160.0 C-5 

5.56 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.3 C-4, (175.6 C-1), 185.7 C-2 

6.74 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 1.5 
Hz, 1H, H-4) 

185.7 C-2 

Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3k 
[Kopplung von 1a mit 2‐Amino‐5‐
methylhexan (2k)] 

1H‐NMR  1H,13C‐Korrelationen (HMBC) 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

3

2

1

6

54 1´
2´

3´
4´ 5´ 

6´ 

7´  
 
3-Methyl-5-(1,4-
Dimethylpentylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.92 (2 d, 3J4’,5’ = 3J4’,7’ = 6.6 Hz, 
6H, H-5’,H-7’) 

22.6 C-5’/C-7’, 28.9 C-3’, 36.1 
C-4’ 

1.25 (m, 1H, H-4’) 22.6 C-5’/C-7’, (28.9 C-3’), (34.8 
C-2’) 

1.28 (d, 3J1’,6’ = 6.5 Hz, 3H, H-6’) 34.8 C-2’, 51.3 C-1’ 

1.57 (m, 2H, H-3’) 22.6 C-5’/C-7’, 36.1 C-4’ 

1.63 (m, 2H, H-2’) (20.0 C-6’), (28.9 C-3’), 36.1 C-
4’, 51.3 C-1’ 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-1’’) 133.5 C-4, 142.7 C-3, 185.5 C-2 

3.69 (m, 1H, H-1’) 20.0 C-6’, 34.8 C-2’, 159.7 C-5 

5.56 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.5 C-4, (175.2 C-1), 185.5 C-2 

6.74 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 1.5 
Hz, 1H, H-4) 

15.2 C-1’’,  94.3 C-6, 185.5 C-2 
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Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3l 
[Kopplung von 1a mit 2‐Ethyl‐1‐
hexylamin (2l)] 

1H‐NMR  1H,13C‐Korrelationen (HMBC) 

 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

3

2

1

6

54

1´
2´

3´

4´ 

5´ 

7´ 8´ 

6´ 

 
 
3-Methyl-5-(2-ethyl-1-hexyl-
amino)-[1,2]-benzochinon 

0.93 (t, 3J5’,6’ = 7.0 Hz, 3H, H-6’) 23.8 C-5’, 29.6 C-4’ 

0.95 (t, 3J7’,8’ = 7.5 Hz, 3H, H-8’) 25.0 C-7’, 39.9 C-2’ 

1.33-1.40 (m, 6H, H-3’, H-4’, H-
5’) 

14.2 C-6’, 23.8 C-5’, 29.6 C-4’, 
29.6 C-4’ 

1.44 (m, 2H, H-7’) 10.8 C-8’, 31.8 C-3’, 39.9 C-2’, 
48.3 C-1’ 

1.71 (m, 1H, H-2’) (10.8 C-8’), (25.0 C-7’), 29.6 C-
4’, 31.8 C-3’, 48.3 C-1’ 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, H-1’’) 133.2 C-4, 142.5 C-3, 185.4 C-2 

3.25 (d, 3J1’,2’ = 6.7 Hz, 2H, H-1’) 25.0 C-7’, 31.8 C-3’, 39.9 C-2’, 
(133.2 C-4), 160.6 C-5 

5.55 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, H-6) 133.2 C-4, (175.2 C-1), 185.4 C-2 

6.78 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 4J4,1’’ = 1.5 
Hz, 1H, H-4) 

15.2 C-1’’, 94.6 C-6, 185.4 C-2 

a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 
Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 
c Kopplungen mit geringer Intensität. 

 

In Auswertung der 1H-Spektren konnten die Signale bei 5,56 und 6,74 ppm den H-6 und 

H-4 Protonen des 3-Methyl-[1,2]-benzochinons zugeordnet werden (Tab. 50). Zudem 

war eine Kopplung des H-4 mit dem H-6 und den Methylprotonen des C-1´´ durch die 

Kopplungskonstanten 4J4,6 = 2,7 (H-6) und 4J4,1´´ = 1,5 (H-1´´) offensichtlich. Ähnlich 

wie in 1H-Spektren der Verbindungen 3a-g (vgl. Kap. 3.9.2), traten bei den Produkten 

3j-l die Signale des Protons H-4 als ein Dublett eines Quartetts (dq) auf. In den HMBC-

Spektren konnte eine Kopplung der Aminopartner 2j-l an das C-5-Atom des aktivierten 

Enzymsubstratmoleküls eindeutig durch eine Kopplung der H-1´-Protonen der 

Alkylseitenkette mit dem betreffenden Kohlenstoffatom C-5 nachgewiesen werden. Die 

Signale im aliphatischen Bereich konnten denen der Amindonoren zugeordnet werden. 

Die für die Analytmoleküle in 1H,13-C-Korrelation erfassten tieffeldverschobenen 

Resonanzsignale von 175 ppm und 185 ppm im aromatischen Bereich konnten dem C-1 

bzw. C-2 des 3-Methyl-[1,2]-benzochinons zugeordnet werden und kennzeichneten 

somit eine 1,2-benzochinoide Struktur.  

Die Rohdaten aus HR-MS- und NMR-Analysen der Produkte 3j-l sind dem Anhang C 

und D zu entnehmen. 
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3.9.6 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 3-Methylbrenzkatechin mit 
alicyclischen Aminen 

 

Neben der Phenoloxidase-vermittelten Darstellung sekundärer Amine aus dem 

Enzymsubstrat 3-Methylbrenzkatechin (1a) und linearen Aminopartnern bzw. 

verzweigtkettigen aliphatischen Hexylamin-Derivaten, wurden ebenfalls 

heteromolekulare Kopplungsreaktionen mit den bicyclischen Aminen exo-2-

Aminonorbornan (2n), (R)-(+)-Bornylamin (2o), 2-Amino-2-norbornancarboxylsäure 

(2p), (-)-cis-Myrtanylamin (2q) und (1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin (2r) 

sowie dem cyclischen Amin (S)-(+)-1-Cyclohexylethylamin (2s) in MtL-katalysierten 

Reaktionssystemen (pH 7) durchgeführt (Tab. 51; Strukturen der Aminopartner Abb. 

37, S. 147). 

 

Tab. 51: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen des ortho-
dihydroxylierten Enzymsubstrats 3-Methylbrenzkatechin (1a) mit den bicyclischen 
Aminopartnern 2n-r sowie dem cyclischen Aminopartner 2s in MtL-katalysierten 
Transformationsansätzen mittels HPLC-Analytik detektierten Produkte. 

Substrat  Amindonor  Produkta,b  HPLC‐Rf [min]c  λmax[nm] 

3
‐M

e
th
yl
b
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1a 

2n 

M-1,2-HQ-KKP14 [3n] 10,0 221, 304, 494 

(M-1,2-HQ-KKP15) 10,7 309, 502 

(M-1,2-HQ-KKP16) 11,4 313, 524 

2o 

(M-1,2-HQ-KKP17) 11,6 294, 493 

M-1,2-HQ-KKP18 [3o] 12,1 222, 305, 498 

M-1,2-HQ-KKP19 13,3 221, 295, 569 

2p  M-1,2-HQ-KKP20 [3p] 9,3 217, 302, 482 

2q 

M-1,2-HQ-KKP21 [3q] 12,9 221, 299, 493 

(M-1,2-HQ-KKP22) 13,7 308, 525 

(M-1,2-HQ-KKP23) 14,6 271, 388 

(M-1,2-HQ-KKP24) 14,8 267, 292, 509 

(M-1,2-HQ-KKP25) 15,7 241, 270, 451 

2r 
M-1,2-HQ-KKP26 [3r1] 11,2 221, 299, 493 

M-1,2-HQ-KKP27 [3r2] 12,3 221, 302, 493 

2s 
M-1,2-HQ-KKP28 [3s] 11,2 221, 299, 493 

(M-1,2-HQ-KKP29) 12,4 309, 524 
a Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
b Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
c HPLC-Fließmittelgradient 1. 

 

In Transformationsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den bicyclischen 

Aminen 2n-r und dem cyclischen Aminopartner 2s konnte - analog zu Reaktionen mit 

den linearen Kopplungspartnern 2a-g (vgl. Kap. 3.9.1) sowie den verzweigtkettigen 

Aminen 2j-l (vgl. Kap. 3.9.4) - stets die Bildung eines Hauptprodukts, im 
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Nachfolgenden als 3n-s bezeichnet, nachgewiesen werden (Tab. 51). Neben diesen 

konnten weitere heteromolekulare Produkte, jedoch in äußerst geringen Quantitäten, 

detektiert werden. Eine Ausnahme stellten dabei Reaktionen mit dem Kopplungspartner 

(1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin (2r) dar, in welchen die Bildung von zwei 

Hauptprodukten (3r1 und 3r2) mit nahezu identischem UV/VIS-Absorptionsspektren 

ermittelt wurde und vermutlich auf ein nicht gänzlich enantiomeren-reines Amin-

Präparat zurückzuführen war. Bezogen auf die Peakflächen der Kopplungsprodukte, lag 

das Produkt 3r1 gegenüber 3r2  jedoch stets in höheren Konzentrationen vor.  

Die Reaktionskinetiken bei Einsatz der bicyclischen Kopplungspartner 2n-r bzw. des 

cyclischen Aminopartners 2s verliefen analog zu denen heteromolekularer Reaktionen 

des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit linearen und verzweigtkettigen 

Kopplungspartnern. Daher soll auf diese nicht näher eingegangen und auf die in Kap. 

3.9.1.1 und Kap. 3.9.4 beschriebenen Ergebnisse verwiesen werden.   

Eine Zusammenfassung der durchgeführten Reaktionen und der erfassten Ausbeuten der 

heteromolekularen Kopplungsprodukte 3n-s gibt nachfolgende Tab. 52.  

 
Tab. 52: Übersicht über die in einer heteromolekularen Kopplungsreaktion des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den bicyclischen Amindonoren 2n-r sowie dem cyclischen 
Aminopartner 2s mittels HPLC-Analytik erfassten Produktkonzentrationen und -ausbeuten in  
MtL-katalysierten Reaktionsansätzen (pH 7, PCP). Enzymaktivität 1 μmoL mL-1.   

 
 

Umsatz 1a [%] 
Konzentration 3n‐s  

[µg mL‐1] 
Ausbeute  

[%]b 

Amindonor 
Eduktkonzentration 1a : 
Amindonoren [mM]a 

60 min  60 min  120 min  120 min 

2n  1:5 98 47 47 20 

2o 

1:1 100 50 49 18 

1:5 100 119 123 45 

1:5c 100 120 122 44 

2p 
1:5 96 39 39   n.d.d 

1:40c 100 50 61  n.d. 

2q  1:5 97 76 73 27 

 2r1  1:5 100 97 97 36 

2s  1:5 100 66 64 26 
a Edukte als methanolische Stlsg. eingesetzt. 
b Berechnete Ausbeuten [%] bemessen an einem 100 %-igen Umsatz der Edukte in die Syntheseprodukte in einem 5-

mL-Reaktionsmaßstab nach einer Reaktionszeit von 60 bzw. 120 min im wässrigen Ansatz. Quantifizierung der 
Produkte erfolgte mit Hilfe der gereinigten Produkte in Methanol.   

c Aminopartner 2o und 2p in der angegebenen Endkonzentration direkt eingesetzt. 
d n.d. nicht determiniert. 

 
In Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit den bicylischen bzw. cyclischen 

Kopplungspartnern 2n-s konnten Produktausbeuten zwischen 18 bis 45 % erreicht 

werden.  
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3.9.7 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit 
alicyclischen Aminen 

 

Mit dem Ziel, einer Anreicherung der Syntheseprodukte aus Reaktionen des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) mit bicyclischen Aminen (2n-r) bzw. dem cyclischen Amin 

2s, wurden pro Aminopartner jeweils sechs 50-mL-Reaktionsansätze in PCP (pH 7) 

erstellt, in denen das 3-Methylbrenzkatechin in einer 1 mM und die Kopplungspartner 

jeweils in einer 5 mM Endkonzentration (v/v) als methanolische Stammlösungen 

eingesetzt wurden. Aufgrund geringer Stoffmengen des Aminopartners 2-Amino-2-

norbornancarboxylsäure (2p), konnte für eine Produktanreicherung lediglich ein 50-mL-

Reaktionsansatz erstellt werden. Die Ansätze wurden bei Raumtemperatur lichtdicht 

verschlossen auf einem Schüttler inkubiert und nach einer Reaktionszeit von 60 min 

mittels Festphasenextraktion aufbereitet. Die Reinigungsschritte, Eluentengemische und 

-volumina für eine Abtrennung von Nebenreaktionsprodukten und die 

Produktgewinnung sind Tab. 7 des Anhangs zu entnehmen.  

Für nachfolgende Analysen konnten 24,4 mg (3n), 15,5 mg (3o), 0,41 mg (3p), 16,3 mg 

(3q), 23,1 mg (3r1) und 12,3 mg (3s) angereichert werden. Mit Ausnahme des Produkts 

3p zeigten alle weiteren Syntheseprodukte als Feststoff eine hohe Stabilität bei 

Raumtemperatur sowie bei 4 °C. Die in Methanol gelösten Verbindungen waren 

innerhalb eines Analysezeitraums von 7 d stabil. Das Produkt 3p war in Methanol 

instabil, wobei eine begrenzte Stabilität in A. dest. über einen Zeitraum von 30 min 

bestand. Aufgrund der geringen Stoffmengen und der Instabilität, wurden mit Produkt 

3p keine weiteren strukturchemischen Analysen durchgeführt.  

 

In LC-MS-Analysen konnte für das Syntheseprodukt 3n ein Quasimolekülionenpeak 

[M+H]+ mit einer Masse m/z = 232,1 ermittelt werden. Für die Molpeaks [M+H]+ der 

Produkte 3o, 3q sowie 3r1 konnte eine Masse m/z = 274,1 nachgewiesen werden. Auch 

hier deuteten die erhaltenen Massen auf dimere Strukturen hin; über eine 

hochauflösende Massenspektrometrie konnten diese bestätigt werden (Tab. 53).  
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Tab. 53: Übersicht über die aus HPLC-, LC-MS- und HR-MS-Analysen erhaltenen 
Strukturdaten der heteromolekularen Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-Methyl-
brenzkatechins (1a) mit den bicyclischen Aminopartnern 2n-r und dem cyclischen Amindonor 
2s. Lösungsmittel MeOH. 

  HPLCa  LC‐MSb   HR‐MS  

Produkt  Rf [min]  λmax [nm]  Rf [min]  theoretisch
gemessen
[M+H]+ 
[m/z] 

theoretisch
gemessen  
[M+H]+ 
[m/z] 

Fehler 
[ppm] 

Summen‐ 
formel 

3n  10,0 221, 304, 494 5,0 231 232,1 232,13321 232,13352 1,38 C14H17NO2

3o  12,1 222, 305, 498 6,2 273 274,1 274,18016 274,18003 -0,45 C17H23NO2

3q  12,9 221, 299, 493 6,5 273 274,1 274,18016 274,18048 1,17 C17H23NO2

 3r1  11,2 221, 299, 493 6,4 273 274,1 274,18016 274,17985 -1,13 C17H23NO2

3s  11,2 221, 299, 493 n.d.c 247 n.d. 248,16451 248,16504 2,15 C15H21NO2

a HPLC-Fließmittelgradient 1; b LC-MS-Fließmittelgradient 2; c n.d. - nicht determiniert. 

 

Unter dem Aspekt einer eindeutigen Strukturaufklärung erfolgten 1H- und 13C-NMR-

Korrelationexperimente der in deuteriertem Methanol gelösten Verbindungen (Tab. 54).  

 

Tab. 54: 1H- und 13C-NMR-Daten der aus heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-
Methylbrenzkatechins (1a) mit den Aminopartnern exo-2-Aminonorbornan (2n), (R)-(+)-
Bornylamin (2o), (-)-cis-Myrtanylamin (2q), (1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin (2r) und 
(S)-(+)-1-Cyclohexylethylamin (2s) isolierten Syntheseprodukte. Lösungsmittel d4-MeOH. 
Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3n 
[Kopplung von 1a mit exo‐2‐
Aminonorbornan (2n)] 

1H‐NMR a 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC)b 

13C‐NMR 
(HSQC)b 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2

1

6

54

5´1´

7´

6´
2´

3´

4´

 
 
3-Methyl-5-
(bicyclo[2.2.1]hept-2-ylamino)-
[1,2]-benzochinon 
 

1.97 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, 
H-1’’) 

185.8 C-2, 142.6 C-3, 
133.7 C-4, (159.4 C-
5)c 

15.7 C-1’’ 

1.38-1.19 (m, 3H, H-5’b, H-
6’b, H-7’b) 

- 29.3 C-5’, 27.3 C-
6’, 36.7 C-7’ 

1.68-1.49 (m, 4H, H-3’b, H-
5’a, H-6’a, H-7’a) 

- 40.5 C-3’ 

1.88 (ddd, 2J3’a,3’b = 12.8 
Hz, 3J2’,3’a = 8.0 Hz, 3J3’,4’ = 
2.0 Hz, 1H, H-3’a) 

-  

2.38 (m, 2H, H-1’, H-4’) - 43.3 C-1’, 37.2 C-
4’ 

3.48 (dd, 3J2’,3’a = 8.0 Hz, 
3J2’,3’b =  3.0 Hz, 1H, H-2’) 

(159.4 C-5), (37.2 C-
4’), (36.7 C-7’) 

58.7 C-2’ 

5.48 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, 
H-6) 

175.6 C-1, 185.8 C-2, 
(142.6 C-3), 133.7 C-
4 

95.7 C-6 

6.75 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 
4J4,1’’ = 1.5 Hz, 1H, H-4) 

15.7 C-1’’, 185.8 C-2, 
95.7 C-6 

133.7 C-4 

  142.6 C-3 

  159.4 C-5 

  175.6 C-1 

  185.8 C-2 
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Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3o 
[Kopplung von 1a mit (R)‐(+)‐
Bornylamin (2o)] 

1H‐NMR  1H,13C‐Korrelationen (HMBC) 

N
H

CH3

O

O

H

H

1´´
3

2

1

6

54

10´

8´

9´
7´

6´

5´

1´2´

3´
4´

 
 
3-Methyl-5-(4,7,7-trimethyl-
bicyclo[2.2.1]hept-2-ylamino)-
[1,2]-benzochinon 
 

0.94 (s, 3H, H-10’) 28.8 C-5’, 49.9 C-7’, 52.2 C-4’, 60.5 C-2’ 

0.95 (s, 3H, H-8’ oder  H-
9’)

18.8 C-8’ oder C-9’, 46.3 C-1’, 49.9 C-7’ 

1.03 (s, 3H, H-8’ oder H-
9’) 

19.9 C-8’ oder C-9’, 46.3 C-1’, 49.9 C-7’, 
52.2 C-4’ 

1.16 (dd, 2J3’a,3’b = 13.4 Hz, 
3J2’,3’b = 4.4 Hz, 1H, H-3’b) 

28.8 C-5’, (46.3 C-1’), 49.9 C-7’,  
60.5 C-2’ 

1.37 (ddd, 2J5’a,5’b = 12.3 
Hz, 3J5’b,6’a = 9.5 Hz, 
3J5’b,6’b = 4.5 Hz, 1H, H-
5’b) 

28.8 C-6’, 37.3 C-3’, 49.9 C-7’ 

1.47 (dddd, 2J6’a,6’b = 13.8 
Hz, 3J5’a,6’b = 12.1 Hz, 
3J5’b,6’b = 4.5 Hz, 4J2’,6’b = 
2.2 Hz, 1H, H-6’b) 

14.6 C-10’, 28.8 C-5’, 52.2 C-4’,  
60.5 C-2’ 

1.75-1.80 (m, 2H, H-1’, H-
6’a) 

28.8 C-6’, 52.2 C-4’, 60.5 C-2’, 
(46.3 C-1’), 49.9 C-7’, 60.5 C-2’ 

1.85 (m, 1H, H-5’a) 28.8 C-6’, 46.3 C-1’ 

1.99 (d, 4J4,1’’ = 1.5 Hz, 3H, 
H-1’’) 

133.3 C-4, 142.3 C-3, 185.5 C-2 

2.45 (dddd, 2J3’a,3’b = 13.4 
Hz, 3J2’,3’a = 10.8 Hz, 
4J3’a,5’a = 4.7 Hz, 4J1’,3’a = 
3.2 Hz, 1H, H-3’a) 

28.8 C-5’, 46.3 C-1’, ((52.2 C-4’)), 60.5 C-
2’ 

3.94 (ddd, 3J2’,3’a = 10.8 Hz, 
3J2’,3’b = 4.4 Hz, 4J2’,6’b = 
2.2 Hz, 1H, H-2’) 

14.6 C-10’,  28.8 C-5’, 37.3 C-3’, 52.2 C-
4’, 161.1 C-5 

5.58 (d, 4J4,6 = 2.7 Hz, 1H, 
H-6) 

133.3 C-4, ((142.3 C-3)),  (175.7 C-1), 
185.5 C-2 

6.94 (dq, 4J4,6 = 2.7 Hz, 
4J4,1’’ = 1.5 Hz, 1H, H-4) 

15.4 C-1’’,  94.9 C-6, ((142.3 C-3)), 185.5 
C-2 

Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3q 
[Kopplung von 1a mit (‐)‐cis‐
Myrtanylamin (2q)] 

1H‐NMR 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC) 

13C‐NMR 
(HSQC) 

CH3
CH3

N
H

O

CH3

O

H

H

1´´

3

2

1

6

54

5´

1´

7´6´

2´

3´

4´

8´ 9´

10´

 
 
3-Methyl-5-[(6,6-dimethyl-
bicyclo[3.1.1]hept-2-ylmethyl)-
amino]-[1,2]-benzochinon 
 
 

0.97 (d, 2J7’a,7’b = 9.8 Hz, 
1H, H-7’b) 

- 34.2 C-7’ 

1.10 (s, 3H) (H-8’) - 23.7 C-8’ 

1.24 (s, 3H, H-9’) - 28.4 C-9’ 

1.56 (m, 1H, H-5’b) - 20.9 C-5’ 

1.97 (d, 4J4,1’’ = 1.2 Hz, 3H, 
H-1’’) 

- 15.5 C-1’’ 

2.04-1.88 (m, 4H, H-1’, H-
3’, H-4’) 

- 27.0 C-4’ 

2.11-1.96 (m, 1H, H-5’a) - 20.9 C-5’ 

2.50-2.37 (m, 2H, H-6’, H-
7’a) 

45.1 C-1’, 27.0 C-4’, 
41.7 C-6’ 

41.7 C-6’, 34.2 C-
7’ 

3.33 (m, 2H, H-10’) 160.7 C-5, 45.1 C-1’, 
20.9 C-5’, 41.7 C-6’ 

50.8 C-10’ 

5.51 (d, 4J4,6 = 2.5 Hz, 1H, 
H-6) 

175.7 C-1, 185.8 C-2, 
133.6 C-4  

94.7 C-6 

6.75 (br, 1H, H-4) 185.8 C-2, 94.7 C-6 133.6 C-4 

  39.8 C-2’ 

  42.7 C-3’ 

  45.1 C-1’ 
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  142.7 C-3 

  160.7 C-5 

  175.7 C-1 

  185.8 C-2 

Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3r1 
[Kopplung von 1a mit 
(1S,2S,3S,5R)‐(+)‐Isopino‐
campheylamin (2r)] 

1H‐NMR 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC) 

13C‐NMR 
(HSQC) 

N
H

O

O

CH3

H

H1´´
3

2

1

6

54

4´
5´

1´
7´ 6´

2´3´

8´

9´

 
 
3-Methyl-5-(2,6,6-trimethyl-
bicyclo[3.1.1]hept-3-ylamino)-
[1,2]-benzochinon 
 

1.07 (d, 2J7’a,7’b = 10.0 Hz, 
1H, H-7’b) 

48.9 C-1’, 42.8 C-5’, 
23.9 C-9’ 

35.2 C-7’ 

1.09 (s, 3H, H-9’) 48.9 C-1’, 42.8 C-5’, 
39.7 C-6’ 

23.9 C-9’ 

1.17 (d, 3J2’,10’ = 7.0 Hz, 
3H, H-10’) 

48.9 C-1’, 45.8 C-2’, 
54.3 C-3’  

21.5 C-10’ 

1.29 (s, 3H, H-8’) 48.9 C-1’, 42.8 C-5’, 
39.7 C-6’ 

28.4 C-8’ 

1.73 (ddd, 2J4’a,4’b = 13.9 
Hz, 3J3’,4’b = 6.0 Hz, 3J4’b,5’ 
= 2.0 Hz, 1H, H-4’b) 

54.3 C-3’, 42.8 C-5’, 
39.7 C-6’, 35.2 C-7’ 

37.2 C-4’ 

1.91 (d’t’, 4J1’,5’ = 6.2 Hz, 
3J1’,7’a = 6.2 Hz, 3J1’,2’ = 1.2 
Hz, 1H, H-1’) 

54.3 C-3’, 42.8 C-5’, 
28.4 C-8’, 21.5 C-10’ 

48.9 C-1’ 

1.99 (d, 4J4,1’’ = 1.7 Hz, 3H, 
H-1’’) 

185.8 C-2, 142.6 C-3, 
133.8 C-4, 160.1 C-5  

15.6 C-1’’ 

2.03 (m, 1H, H-5’) - 42.8 C-5’ 

2.18 (ddq, 3J2’,10’ = 7.0 Hz, 
3J2’,3’ = 6.5 Hz, 3J1’,2’ = 1.8 
Hz, 1H, H-2’) 

48.9 C-1’, 54.3 C-3’, 
39.7 C-6’, 35.2 C-7’, 
21.5 C-10’  

45.8 C-2’ 

2.50 (dd’t’, 2J7’a,7’b = 10.0 
Hz, 3J1’,7’a = 6.2 Hz, 3J5’,7’a 
= 6.2 Hz, 4J4’a,7’a = 2.2 Hz, 
1H, H-7’a) 

48.9 C-1’, 45.8 C-2’, 
37.2 C-4’, 42.8 C-5’ 

35.2 C-7’ 

2.69 (dddd, 3J4’a,4’b = 13.9 
Hz, 3J3’,4’a = 10.0 Hz, 
3J4’a,5’ = 3.4 Hz, 4J4’a,7’a = 
2.2 Hz, 1H, H-4’a) 

35.2 C-7’ 37.2 C-4’ 

3.95 (d’t’, 3J3’,4’a = 10.0 
Hz, 3J2’,3’ = 6.5 Hz, 3J3’,4’b 
= 6.0 Hz, 1H, H-3’) 

160.1 C-5, 45.8 C-2’, 
37.2 C-4’, 21.5 C-10’  

54.3 C-3’ 

5.60 (d, 4J4,6 = 2.8 Hz, 1H, 
H-6) 

175.8 C-1, 185.8 C-2, 
133.8 C-4

95.0 C-6 

6.80 (dq, 4J4,6 = 2.8 Hz, 
4J4,1‘‘ = 1.7 Hz, 1H, H-4) 

185.8 C-2 133.8 C-4 

  39.7 C-6’ 

  142.6 C-3 

  160.1 C-5 

  175.8 C-1 

  185.8 C-2 
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Struktur & chemische 
Bezeichnung Produkt 3s 
[Kopplung von 1a mit (S)‐(+)‐1‐
Cyclohexylethylamin (2s)] 

1H‐NMR 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC) 

13C‐NMR  
(HSQC) 

 

CH3

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2

1

6

54

5´

1´

6´

2´

3´
4´

 
 
3-Methyl-5-(1-cyclohexyl-
ethylamino)-[1,2]-benzochinon 

1.24 (d, 3J1’,6’ = 6.6 Hz, 3H, 
H-6’) 

56.0 C-1’, 44.3 C-2’ 17.3 C-6’ 

1.60-1.45 (m, 1H, H-2’) - 44.3 C-2’ 

1.86-1.62 (m, 5H), 1.36-
0.90 (m, 5H), (H-3’, H-4’, 
H-5’) 

- 30.8, 30.0 (C-3’), 
27.4, 27.32, 27.28 
(C-4’, C-5’) 

1.98 (d, 4J4,1’’ = 1.6 Hz, 3H, 
H-1’’) 

185.9 C-2, 142.8 C-3, 
133.7 C-4, (160.0 C-
5) 

15.6 C-1’’ 

3.53 (’quin’, 3J1’,2’  3J1’,6’ = 
6.6 Hz, 1H, H-1’) 

160.0 C-5, 17.3 C-6’ 56.0 C-1’ 

5.56 (d, 4J4,6 = 2.8 Hz, 1H, 
H-6) 

175.6 C-1, 185.9 C-2, 
133.7 C-4 

94.8 C-6 

6.77 (m, 1H, H-4) 185.9 C-2 133.7 C-4 

  142.8 C-3 

  160.0 C-5 

  175.6 C-1 

  185.9 C-2 
a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 

Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 
c Kopplungen mit geringer Intensität. 

 

In Auswertung der NMR-Spektren konnte - analog zu den monoaminierten 

heteromolekularen Kopplungsprodukten des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit linearen 

(2a-g) und verzweigtkettigen aliphatischen Aminsubstituenten (2j-l) (vgl. Kap. 3.9.2, 

vgl. Kap. 3.9.5) - eine Aminkopplung an der C-5-Position des 3-Methyl-[1,2]-

benzochinons nachgewiesen werden. 

 

3.9.8 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 3-Methoxybrenzkatechin und 
4-tert-Butylbrenzkatechin mit dem aliphatischen Amin n-Hexylamin  

 

Im Vergleich zu Transformationsreaktionen des methylsubstituierten ortho-Diphenols 

3-Methylbrenzkatechin (1a) mit den linearen aliphatischen Aminen 2a-g, wurden 

heteromolekulare Kopplungsreaktionen mit den methoxy- und tert-butyl-substituierten 

ortho-dihydroxylierten Enzymsubstraten 3-Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-tert-

Butylbrenzkatechin (1c) durchgeführt. In den Reaktionen wurde n-Hexylamin (2d) in 

einer 5 mM Endkonzentration eingesetzt und die Bildung heteromolekularer 

Kopplungsprodukte mit den Phenoloxidasen PcL (pH 5) und MtL (pH 7) untersucht 

(Tab. 55). 
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Tab. 55: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen der ortho-
dihydroxylierten Enzymsubstrate 3-Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-tert-Butylbrenzkatechin 
(1c) mit dem aliphatischen Aminopartner n-Hexylamin (2d) in PcL- und MtL-katalysierten 
Transformationsansätzen mittels HPLC-Analytik detektierten Produkte. 

Substrat 
Substrat‐
abnahmea 

Produktb,c 
HPLC‐Rf 

[min]d 
λmax[nm] 

Färbung des  
Ansatzes 

3
‐M

e
th
o
xy
‐

b
re
n
zk
at
e
ch
in
 

1b 

100 % [120 min]
MO-1,2-HQ-KKP1[4d] 10,6 224, 328, 511 orange → dunkelrot  

→ braun MO-1,2-HQ-KKP2  10,9 228, 270, 434, 508

100 % [60 min] 

MO-1,2-HQ-KKP1 [4d] 10,6 224, 328, 511 

orange → weinrot 
 → braun 

(MO-1,2-HQ-KKP3) 7,6 259, 314 

MO-1,2-HQ-KKP4 13,2 338, 495 

MO-1,2-HQ-KKP5 13,5 340 

4
‐t
er
t‐
B
u
ty
l‐
 

b
re
n
zk
at
e
ch
in

 

1c 

100 % [120 min]

tertB-1,2-HQ-KKP1  11,7  291, 510 

farblos → dunkelgelb tertB-1,2-HQ-KKP2 12,7 266 

tertB-1,2-HQ-KKP3 13,1  261, 280, 410 

100 % [200 min] 
  

tertB-1,2-HQ-KKP1  11,7  291, 510 

farblos  → trüb gelb 
(tertB-1,2-HQ-KKP2) 12,7 266 

tertB-1,2-HQ-KKP4 15,1 201, 234, 275, 282

tertB-1,2-HQ-KKP5 15,3 202, 235, 274, 281
a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 

Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 
b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d Analysen der Reaktionen mit 1b  - HPLC-Fließmittelgradient 1, 1c - HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit 3-Methoxybrenzkatechin (1b) konnte 

sowohl bei pH 5 als auch pH 7 die Bildung des heteromolekularen Hauptprodukts MO-

1,2-HQ-KKP1, nachfolgend als 4d bezeichnet, ermittelt werden (Tab. 55). Mit 

Oxidation des Enzymsubstrats erfolgte in PcL- und MtL-katalysierten 

Reaktionssystemen zunächst die Bildung des als ein methoxysubstituiertes 3-Methoxy-

[1,2]-benzochinon postulierten Eigenreaktionsprodukts MO-1,2-HQ-ERP2 (vgl. Kap. 

3.8.5.2). Unter Konzentrationsabnahme von MO-1,2-HQ-ERP2 setzte die Bildung von 

Produkt 4d sowie weiterer heteromolekularer und auch homomolekularer 

Kopplungsprodukte ein (Abb. 57A, B). 
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Abb. 57: Verlauf des in Transformationsreaktionen von 3-Methoxybrenzkatechin (1b, 1mM, 
v/v) mit dem Aminopartner n-Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) in PcL- (A) und MtL-katalysierten 
(B) Reaktionsansätzen gebildeten heteromolekularen Kopplungsprodukts 4d sowie der in den 
jeweiligen Reaktionssystemen erfassten Peakflächen des Eigenreaktionsprodukts MO-1,2-HQ-
ERP2 und weiterer heteromolekularer Kopplungsprodukte. Enzymaktivitäten 1 μmoL mL-1, 
Reaktionen bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. 
 

Das als ein Präkursor für eine nachfolgende Kopplung des aliphatischen Amindonors 2d 

fungierende Eigenreaktionsprodukt MO-1,2-HQ-ERP2 unterlag in MtL-katalysierten 

Reaktionen einer zügigeren Abnahme (Abb. 57B), wohingegen dieses in einer Reaktion 

bei pH 5 erst nach einer Reaktionszeit von 240 min nicht mehr detektiert werden konnte 

(Abb. 57A). Bezüglich des Spektrums heteromolekularer Produkte konnten in 

Abhängigkeit des eingesetzten Enzyms bzw. des zugrundeliegenden pH-Werts 

erhebliche Unterschiede in deren Anzahl als auch Quantität ermittelt werden. So 

entstand in PcL-katalysierten Reaktionen neben dem Hauptprodukt 4d lediglich ein 

weiteres heteromolekulares Kopplungsprodukt (MO-1,2-HQ-KKP2), in 

Reaktionsansätzen mit MtL (pH 7) hingegen zwei weitere höhermolekulare Produkte 

(MO-1,2-HQ-KKP4 und MO-1,2-HQ-KKP4 -KKP5). Im Allgemeinen erfolgte in 

MtL-katalysierten Ansätzen jedoch eine um bis zu 23 % erhöhte Bildung von 

Produkt 4d.  

In unkatalysierten heteromolekularen Reaktionsansätzen konnte eine relativ starke 

autokatalytische Bildung von 4d festgestellt werden, wobei diese nach einer 

Reaktionszeit von 400 min 43 % (pH 5) bzw. 29 % (pH 7) der Produktbildung in 
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Enzym-katalysierten Reaktionsansätzen entsprach. Abzüglich der in unkatalysierten 

Reaktionen erfassten Quantitäten, konnten in Phenoloxidase-vermittelten 

Transformationsreaktionen somit Ausbeuten des heteromolekularen Kopplungsprodukts 

4d von 10,7 % (pH 7) und 6,2 % (pH 5) erreicht werden.  

 
In Transformationsreaktionen mit 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) konnte eine unter 

Abnahme des Enzymsubstrats primär einsetzende Bildung des in homomolekularen 

Reaktionen als Hauptprodukt identifizierten Produkts tertB-1,2-HQ-ERP2 ermittelt 

werden. Auch für dieses Eigenreaktionsprodukt wurde in strukturchemischen Analysen 

die Struktur eines methoxy-aktivierten tert-Butyl-[1,2]-benzochinons postuliert (vgl. 

Kap. 3.8.5.3). In Reaktionskinetiken einer heteromolekularen Kopplung der Verbindung 

1c konnte das Eigenreaktionsprodukt tertB-1,2-HQ-ERP2 ebenfalls als eine Vorstufe 

für die nicht-enzymatische Kopplung des aliphatischen Amindononors n-Hexylamin 

(2d) unter Bildung heteromolekularer Kopplungsprodukte identifiziert werden. Dabei 

erfolgte in PcL-katalysierten Reaktionen - analysiert anhand der Peakflächen der 

gebildeten Transformationsprodukte - eine kontinuierliche Akkumulation des 

Eigenreaktionsproduktes tertB-1,2-HQ-ERP2 (Abb. 58A).  

 

 

Abb. 58: Verlauf des in Transformationsreaktionen von 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c, 1mM, 
v/v) mit dem Aminopartner n-Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) in PcL- (A) und MtL-katalysierten 
(B) Reaktionsansätzen gebildeten Eigenreaktionsprodukts tertB-1,2-HQ-ERP2 sowie weiterer 
heteromolekularer Kopplungsprodukte. Enzymaktivitäten 1 μmoL mL-1, Reaktionen bei RT, 
Schüttelfrequenz 200 rpm. 
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Im Gegensatz dazu unterlag das Eigenreaktionsprodukt tertB-1,2-HQ-ERP2 in einem 

MtL-katalysierten Reaktionssystem (pH7) einer zügigeren Transformation in die 

heteromolekularen Kopplungsprodukte (Abb. 58B).  

In Abhängigkeit von dem pH des Reaktionsmilieus konnten unterschiedliche 

Hautprodukte erfasst werden. Dabei betrug die Quantität der heteromolekularen 

Produkte, bezogen auf deren Peakflächen, in Reaktionsansätzen mit der Phenoloxidase 

PcL lediglich 11 % der in MtL-katalysierten Reaktionen erfassten 

Produktkonzentrationen (Abb. 58A). In beiden Reaktionssystemen stellte das Produkt 

tertB-1,2-HQ-KKP1 ein Hauptprodukt dar, wobei das Produkt tertB-1,2-HQ-KKP3 

ausschließlich in PcL-katalysierten Reaktionen als ein weiteres Hauptprodukt auftrat. 

Im Gegensatz dazu wurden mit der Phenoloxidase MtL (pH 7) alleinig die 

höhermolekularen Haupttransformationsprodukte tertB-1,2-HQ-KKP4 und tertB-1,2-

HQ-KKP5 gebildet.  

 

3.9.9 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 3-Methoxy- und 4-tert-
Butylbrenzkatechins 

 

Mit dem Ziel, einer Anreicherung des in Reaktionen von 3-Methoxybrenzkatechin (1b) 

mit n-Hexylamin (2d) gebildeten Hauptprodukts 4d wurde ein 250-mL-Reaktionsansatz  

(PCP, pH 7) erstellt, in dem die Edukte als methanolische Stammlösungen in einem 

1:5 mM Konzentrationsverhältnis eingesetzt wurden. Die Reaktion wurde durch Zusatz 

der Phenoloxidase MtL gestartet und das Reaktionsgemisch nach 400-minütiger 

Inkubation auf einem Magnetrührer mittels Festphasenextraktion aufbereitet. Die 

Reinigungsschritte, Eluentengemische und -volumina für eine Abtrennung von 

Nebenreaktionsprodukten und die Produktgewinnung sind Tab. 7 des Anhangs zu 

entnehmen. 

Das Produkt 4d war als Feststoff sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4 °C stabil. 

In Methanol war es jedoch sehr instabil, sodass in der HPLC-Analyse bereits nach 10-

20 min Zerfallsprodukte detektiert werden konnten.   

In Vorversuchen einer Isolation der in Reaktionsansätzen mit 4-tert-Butylbrenzkatechin 

(1c) und n-Hexylamin (2d) gebildeten Transformationsprodukte mittels 

Festphasenextraktion, konnte eine auf der Festphasenkartusche ablaufende Reaktion, 

unter Ausbildung andersfarbiger Produktbanden, erfasst werden. Diese wurde durch das 
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Auftragen diverser Gradienten eines Methanol-CH3COOH/A. bidest.-Gemisches 

hervorgerufen. Demnach war eine Anreicherung bzw. separierte Isolation der 

heteromolekularen Kopplungsprodukte für nachgelagerte NMR-Analysen über eine 

Festphasenextraktion nicht möglich. Es wurde lediglich ein methanolischer 

Gesamtextrakt einer MtL-katalysierten Reaktion mittels LC-MS vermessen.  

 
In LC-MS-Analysen des in Methanol gelösten Produkts 4d konnte ein 

Pseudomolekülionen-Peak [M+H]+ mit einer Masse m/z = 238,1 (RfLC-MS 10,9 min) 

detektiert werden. Über Elementaranalysen mittels hochauflösender Messung wurden 

für 4d ein Pseudomolekülion [M+H]+ mit einem Molpeak von m/z = 238,14346 (Fehler: 

-1,32 ppm) und das korrespondierende Natrium-Addukt [M+Na]+ (m/z = 260,12549, 

Fehler: -0,85 ppm) erfasst. Die gefundenen Massen entsprachen demnach denen eines 

monoaminierten Kopplungsprodukts (Dimer), dessen molare Masse sich aus der des 

aktivierten 3-Methoxy-[1,2]-benzochinons und eines über eine C-N-Bindung 

gekoppelten n-Hexylamin-Substituenten zusammensetzte (C13H19NO3). Die Daten der 

massenspektrometrischen Analysen sind in Anhang C zusammengefasst.  

Zur abschließenden Strukturaufklärung erfolgten verschiedene NMR-Messungen der in 

deuteriertem Methanol gelösten Analytsubstanz (Tab. 56).  

 

Tab. 56: 1H- und 13C-NMR-Daten des aus einer heteromolekularen Kopplungsreaktion des 3-
Methoxybrenzkatechins (1b) mit dem Aminopartner n-Hexylamin (2d) isolierten 
Syntheseprodukts 4d. Lösungsmittel d4-MeOH. 
Struktur & chemische Bezeichnung 
Produkt 4d 

1H‐NMRa  13C‐NMR (HSQC)b 

N
H

O

O

H

H

MeO
1´´

3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

1

 
 
3-Methoxy-5-(hexylamino)-[1,2]-
benzochinon 

0.93 (t, 3J5’,6’ = 7.0 Hz, 3H, H-
6’) 

14.4 C-6’,  

1.46-1.29 (m, 6H, H-3’, H-4’, 
H-5’) 

27.8 C-3’, 32.7 C-4’, 23.7 C-5’ 
 

1.71 (m, 2H, H-2’) 29.6 C-2’ 

3.37 (t, 3J1’,2’ = 7.0 Hz, 2H, H-
1’) 

45.7 C-1’ 

3.80 (s, 3H, H-1’’) 56.7 C-1’’ 

6.00 (d, 4J4,6 = 2.2 Hz, 1H), 5.50 
(d, 4J4,6 = 2.2 Hz, 1H), (H-4,6) 

105.6, 92.5 C-4,6 

a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 
Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 

 

Aufgrund der relativ hohen Instabilität des Produkts 4d konnten die gemessenen 

Langzeitspektren für eine Strukturaufklärung nicht verwendet werden. Die in Tab. 56 

dargestellten Daten stammen aus einer schnellen 1H- und 13C-NMR-Analyse, wobei 
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diese zu einem hohen Signal-Rauschverhältnis bei der 13C-NMR führte und somit nicht 

alle quartären C-Atome sichbar wurden. Dennoch konnten die Signale bei 5,50 ppm und 

6,00 ppm des 1H-NMR-Spektrums dem H-6 bzw. H-4 des Ringsystems zugeordnet 

werden. Da keine Signale für das H-5 erfasst wurden, war eine Kopplung des n-

Hexylamins an dem C-5-Atom (in meta-Stellung zur OCH3-Gruppe) sehr 

wahrscheinlich.  

 

Wie bereits zuvor beschrieben, war eine fraktionierte Isolation der in 

Transformationsreaktionen von 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) mit n-Hexylamin (2d) 

gebildeten heteromolekularen Produkte mittels Festphasenextraktion nicht möglich. Aus 

diesem Grund wurde ein methanolischer Gesamtextrakt eines MtL-katalysierten 

Transformationsansatzes nach einer Reaktionszeit von 100 min erstellt und mittels LC-

MS vermessen. Dabei konnten fünf Produktpeaks detektiert werden, deren Molpeaks 

[M+H]+ Massen von m/z = 250,1, 246,0, 348,1 und 411,0 (2 Produkte) besaßen. Ein 

dimeres Produkt, in dem das benzochinoide Molekül mit einem n-Hexylamin-Molekül 

substituiert gewesen wäre, hätte einen Molpeak m/z = 264,1 besessen, eine trimere 

Struktur mit zwei n-Hexylamin-Substituenten eine Masse m/z = 363,1. Die Massen für 

ein solches dimeres bzw. trimeres Hybridmolekül wurden jedoch nicht detektiert. Für 

einen Produktpeak (RfLC-MS 14,0 min, [M+H]+ m/z = 250,1) konnte die Struktur eines 

monoaminierten Monocarbonyls (MW = 249 g moL-1) postuliert werden, in welcher ein 

Sauerstoffatom im Zuge der Aminkopplung eliminiert wurde (Abb. 59).  

 

 

Abb. 59: Mögliche Struktur für das mittels LC-MS-Analyse detektierte Produkt (RfLC-MS 14,0 
min, [M+H]+ m/z = 250,1), isoliert aus einem MtL-katalysierten Reaktionsansatz des 4-tert-
Butylbrenzkatechins (1c) mit n-Hexylamin (2d). Produkt in einem methanolischen 
Gesamtextrakt analysiert. LC-MS-Fließmittelgradient 2. 
 

Die Strukturvorschläge für weitere detektierte Molpeaks sind Tab. 13 des Anhangs zu 

entnehmen. 
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3.10 Heteromolekulare Kopplung von para-dihydroxylierten Verbindungen 

 

Mit dem Ziel, prinzipielle Reaktionsmechanismen in Abhängigkeit von der 

Hydroxylierungsposition alkylsubstituierter einkerniger Aromaten bewerten zu können, 

wurden, im Vergleich zu Phenoloxidase-vermittelten heteromolekularen 

Kopplungsreaktionen der ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrate (vgl. Kap. 3.9ff), 

para-dihydroxylierte Verbindungen in die Untersuchungen einbezogen.  

Darüber hinaus wurden Biotransformationsreaktionen an mehrfachsubstituierten ein- 

und zweikernigen para-dihydroxylierten Verbindungen, unter dem Aspekt einer 

Synthese pharmazeutisch relevanter Mitomycin-, Vitamin K- und Ubichinon-10-

Strukturanaloga, durchgeführt (Strukturen der Enzymsubstrate Abb. 37, S. 147). 

 

3.10.1 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von monosubstituierten 
einkernigen para-dihydroxylierten Verbindungen  

 

Im Vergleich zu Phenoloxidase-vermittelten Transformationsreaktionen von methyl-, 

methoxy- und tert-butyl-substituierten ortho-Diphenolen (1a-c) wurden nachfolgend die 

para-dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon 

(1e) und tert-Butylhydrochinon (1f) in heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit 

dem Ziel, einer Synthese sekundärer Amine mit para-Dicarbonyl-Grundkörpern, 

umgesetzt. C-N-Kopplungsreaktionen der para-dihydroxylierten Enzymsubstrate 1d-f 

wurden mit dem linearen aliphatischen Amindonor n-Hexylamin (2d) durchgeführt und 

die Reaktionskinetiken unter katalytischer Wirkung der pilzlichen Phenoloxidasen PcL 

(pH 5) und MtL (pH 7) untersucht. In allen Transformationsreaktionen wurden die 

Edukte als methanolische Stammlösungen eingesetzt, wobei ein 1:5 mM 

Konzentrationsverhältnis zwischen den Enzymsubstraten und dem Aminopartner 2d  

gewählt wurde (Tab. 57). 
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Tab. 57: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen der para-
dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e) und tert-
Butylhydrochinon (1f) mit dem Aminopartner n-Hexylamin (2d) in PcL- und MtL-katalysierten 
Transformationsansätzen mittels HPLC-Analytik detektierten Produkte. 

Substrat 
Substrat‐
abnahmea 

Produktb,c  HPLC‐Rf [min]d  λmax[nm] 
Färbung des 
 Ansatzes 

M
e
th
yl
h
yd

ro
ch
in
o
n
 

1d 

100 % [60 min] 

M-1,4-HQ-KKP1  12,4 221, 245, 378 

farblos → 
hell rosa 

M-1,4-HQ-KKP2a [5d1] 12,9 215, 277, 493 

M-1,4-HQ-KKP2b [5d2] 13,2 219, 274, 493 
M-1,4-HQ-KKP3 14,4 253, 354 
M-1,4-HQ-KKP4 15,3 230, 266, 323, 462 
Pool (mind. 3 Produkte) 15,5 - 15,8 - 

100 % [40 min] 
M-1,4-HQ-KKP2a 12,9 215, 277, 493 farblos →  

rosa-rot M-1,4-HQ-KKP2b 13,2 219, 274, 493 

M
e
th
o
xy
h
yd
ro
ch
in
o
n
 

1e 

100 % [40 min] 

MO-1,4-HQ-KKP1 9,0 260 

farblos →  
rot-orange 

MO-1,4-HQ-KKP2 11,7 255, 301, 483 

MO-1,4-HQ-KKP3 [6d] 12,3 212, 302, 489 

MO-1,4-HQ-KKP4 13,9 230, 270, 476 

100 % [20 min] 

(MO-1,4-HQ-KKP1) 9,0 260 

farblos → 
rot-organe 

MO-1,4-HQ-KKP3 [6d] 12,3 212, 302, 489 

MO-1,4-HQ-KKP4 13,9 230, 270, 476 

(MO-1,4-HQ-KKP5) 15,1 341, 497 

te
rt
‐B
u
ty
l‐

h
yd

ro
ch
in
o
n
 

1f 

100 % [40 min] 
tertB-1,4-HQ-KKP1 [7d] 13,8 217, 277, 496 farblos → 

rosa-rot tertB-1,4-HQ-KKP2 14,2 277, 497 

100 % [40 min] 
tertB-1,4-HQ-KKP1 [7d] 13,8 217, 277, 496 farblos → 

rosa-rot tertB-1,4-HQ-KKP2 14,2 277, 497 
a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 

Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 
b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d Analysen der Reaktionen mit 1d und 1e  - HPLC-Fließmittelgradient 1, 1f - HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen der para-dihydroxylierten Verbindungen 

1d-f konnte, im Vergleich zu Reaktionen der gleichartig substituierten ortho-

dihydroxylierten Enzymsubstrate 1a-c, eine zügigere Substratoxidation ermittelt 

werden. Bezüglich des Spektrums an heteromolekularen Kopplungsprodukten wurden 

auch hier erhebliche Unterschiede in Abhängigkeit von dem pH-Wert des 

Reaktionssystems bzw. der eingesetzten Phenoloxidase erfasst. Eine autokatalytische 

Bildung der anvisierten Zielverbindungen, im Nachfolgenden als 5d1/2, 6d und 7d 

bezeichnet (Tab. 57), sowie weiterer höhermolekularer Produkte war gegenüber 

Reaktionen mit den ortho-dihydroxylierten Enzymsubstraten erhöht. Auf die 

Besonderheiten der durchgeführten Synthesereaktionen soll in den Kap. 3.10.1.1ff näher 

eingegangen werden.  

 



224  ERGEBNISSE   
     

3.10.1.1 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von Methylhydrochinon 

 

Wie in Tab. 57 dargestellt, entstanden in Transformationsreaktionen des 

Methylhydrochinons (1d) mit n-Hexylamin (2d) mindestens acht heteromolekulare 

Kopplungsprodukte, wobei das Produktspektrum in Reaktionen mit der Phenoloxidase 

PcL (pH 5, Abb. 60) größer war als in MtL-katalysierten Reaktionen (pH 7).  

         

 
Abb. 60: HPLC-Elutionsprofil (220 nm) des wässrigen Überstandes einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion von Methylhydrochinon (1d, 1 mM, v/v) mit n-Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) 
katalysiert durch PcL nach 2 h. Enzymaktivität 1 μmoL mL-1. Inkubation bei RT, 
Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

So traten in Reaktionen mit der Phenoloxidase PcL (pH 5), neben den ebenso in MtL-

katalysierten Reaktionsansätzen detektierten Hauptprodukten 5d1 und 5d2, die Produkte 

M-1,4-HQ-KKP1, M-1,4-HQ-KKP3 und M-1,4-HQ-KKP4 sowie ein Pool aus 

mindestens drei nicht basislinien-getrennten höhermolekularen Produkten (RfHPLC 15,5-

15,8 min) auf (Abb. 60). Mit Bezug auf die Laufzeiten und UV/VIS-

Absorptionsspektren der Produkte 5d1 und 5d2 wurde das Vorliegen regioisomerer 

chinoider Hybridmoleküle angenommen, an welchen der Aminopartner 2d an jeweils 

unterschiedlichen C-Atomen des Ringsystems gekoppelt hatte. Die Konzentration dieser 

regioisomeren Kopplungsprodukte betrug in Reaktionsansätzen mit der Phenoloxidase 

PcL nach einer Reaktionszeit von 6 h 39 % (5d1) bzw. 45 % (5d2) der in MtL-

katalysierten Reaktionen ermittelten Quantitäten. In unkatalysierten Reaktionsansätzen 

bei pH 7 (PCP) konnten nach 24-stündiger Inkubation 31 bzw. 58 % der in MtL-

katalysierten Reaktionssystemen erfassten Mengen der Produkte 5d1 und 5d2 detektiert 
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werden. Zum gleichen Zeitpunkt war in unkatalysierten Reaktionsansätzen bei pH 5 

(0,02 M NaAC) keine Bildung heteromolekularer Kopplungsprodukte detektierbar. 

Im Vergleich zu heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit dem methylsubstituierten 

ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrat 3-Methylbrenzkatechin (1a) konnte in 

Reaktionen des para-dihydroxylierten Strukturanalogons Methylhydrochinon (1d) ein 

größeres Spektrum an Kopplungsprodukten und zudem eine Bildung regioisomerer 

Hybridmoleküle nachgewiesen werden. Weiterhin lag in Reaktionen der para-

dihydroxylierten Verbindung 1d eine ausgeprägte Autokatalyse vor, welche in 

Reaktionen des ortho-Diphenols 1a nicht bzw. nur geringfügig vorhanden war. 

 

3.10.1.2 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von Methoxyhydrochinon 

 

In Reaktionen des Methoxyhydrochinons (1e) mit dem linearen aliphatischen 

Amindonor 2d konnte sowohl in Reaktionen mit PcL (pH 5) als auch mit MtL (pH 7) 

die Bildung des heteromolekularen Kopplungsproduktes 6d ermittelt werden (vgl. Tab. 

57, S. 223). Dieses trat in MtL-katalysierten Reaktionen als Hauptprodukt in 

Erscheinung (Abb. 61). 

      

 
Abb. 61: HPLC-Elutionsprofil (220 nm) des wässrigen Überstandes einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion von Methoxyhydrochinon (1e, 1 mM, v/v) mit n-Hexylamin (2d, 5 mM, 
v/v) katalysiert durch MtL nach 2 h. Enzymaktivität 1 μmoL mL-1. Inkubation bei RT, 
Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

Die Anzahl und Quantität weiterer heteromolekularer Produkte war im PcL-

katalysierten Reaktionsansatz erhöht, wobei in diesem die Produkte MO-1,4-HQ-

KKP2 und MO-1,4-HQ-KKP4 ebenso als Hauptprodukte identifiziert werden konnten 
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(vgl. Tab. 57, S. 223). Die Bildung des heteromolekularen Kopplungsprodukts 6d war 

in MtL-katalysierten Reaktionsansätzen (pH 7) im Vergleich zu Reaktionen mit der 

Phenoloxidase PcL (pH 5) zu gleichen Inkubationszeiten um 66 % bis 27 % erhöht. In 

beiden Reaktionssystemen konnte jedoch auch ohne Anwesenheit der biologischen 

Katalysatoren eine verstärkt autokatalytische Bildung des Produkts 6d festgestellt 

werden, wobei dieses nach einer Reaktionszeit von 400 min 57 % der in PcL-

katalysierten Reaktionen (pH 5) und 67 % der in Anwesenheit der Phenoloxidase MtL 

(pH 7) gebildeten Produktmengen erreichte (Abb. 63).   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Eine ausgeprägte Autokatalyse konnte bereits für das ortho-dihydroxylierte 

strukturanaloge Enzymsubstrat 3-Methoxybrenzkatechin (1b) ermittelt werden 

(vgl. Kap. 3.9.8), womit sich abermals ableiten ließ, dass der OCH3-Substituent der 

para- bzw. ortho-dihydroxylierten Verbindungen maßgeblich deren Reaktivität erhöhte.  

Abzüglich der in unkatalysierten Reaktionen erfassten Quantitäten konnte das Produkt 

6d in Enzym-katalysierten Transformationsreaktionen mit Ausbeuten von 9,9 % (pH 5) 

bzw. 10,6 % (pH 7) gewonnen werden.  

 

3.10.1.3 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von tert-Butylhydrochinon 

 

In Reaktionen des tert-Butylhydrochinons (1f) mit n-Hexylamin (2d) bei pH 5 (PcL) 

und pH 7 (MtL) konnten keine Unterschiede bezüglich des Spektrums an 

heteromolekularen Kopplungsprodukten ermittelt werden (vgl. Tab. 57, S. 223). In 
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Abb. 64: Verlauf der in
heteromolekularen Kopplungs-
reaktionen von tert-Butyl-
hydrochinon (1f, 1mM, v/v) und n-
Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) mit
PcL bzw. MtL detektierten
Produkte. 

beiden Phenoloxidase-katalysierten Reaktionssystemen stellte das Produkt 7d ein 

Hauptprodukt dar, wohingegen ein weiteres heteromolekulares Kopplungsprodukt 

(tertB-1,4-HQ-KKP2) - ermittelt anhand der über HPLC-Analysen detektierten 

Peakflächen - in vergleichsweise geringen Konzentrationen gebildet wurde (Abb. 63).  

         

 
Abb. 63: HPLC-Chromatogramm (220 nm) des wässrigen Überstandes einer heteromolekularen 
Kopplungsreaktion von tert-Butylhydrochinon (1c, 1 mM, v/v) mit dem Aminopartner n-
Hexylamin (2d, 5 mM, v/v) katalysiert durch MtL nach 4 h. Enzymaktivität 1 μmoL mL-1. 
Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 2. 
 

Im Gegensatz zu Kopplungsversuchen mit den para-dihydroxylierten Enzymsubstraten 

Methylhydrochinon (1d) und Methoxyhydrochinon (1e), unterlag das nach Starten der 

Reaktionen primär gebildete aktivierte Enzymsubstratmolekül (tertB-1,4-Q) einer 

vergleichsweise langsamen 

nicht-enzymatischen Reaktion 

mit dem Aminopartner 2d, 

welche zur Bildung der 

anvisierten Zielverbindung 7d 

führte (Abb. 65). 
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Das Produkt 7d wurde in der PcL-katalysierten Reaktion zwar schneller gebildet, 

jedoch war dessen Quantität im weiteren Verlauf der Reaktion mit der Phenoloxidase 

MtL zwischen 31 % (180 min) und 63 % (360 min) erhöht. In unkatalysierten 

Reaktionen des tert-Butylhydrochinons (1f) mit n-Hexylamin (2d) lag lediglich eine 

sehr schwache Autokatalyse vor, bei welcher das heteromolekulare Kopplungsprodukt 

7d mit 0,5 % (pH 5) bzw. 5 % (pH 7) der in Enzym-katalysierten Reaktionsansätzen 

detektierten Mengen vorlag. Abzüglich der in unkatalysierten Reaktionsansätzen 

erfassten Mengen von Produkt 7d konnte dieses nach einer Reaktionszeit von 6 h mit 

Ausbeuten von 4,7 % (PcL) und 7,2 % (MtL) gewonnen werden.  

Im Vergleich zu Kopplungsreaktionen der strukturanalogen ortho-dihydroxylierten 

Verbindung 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c), in welchen bis zu 5 verschiedene 

heteromolekulare Hauptprodukte detektiert wurden (vgl. Kap. 3.9.8), konnte in 

Kopplungsversuchen mit dem para-dihydroxylierten Enzymsubstrat 1f lediglich die 

Bildung eines Hauptprodukts (7d) nachgewiesen werden. Dies kennzeichnete eine 

ausgeprägte Reaktionsträgheit der para-dihydroxylierten tert-butyl-substituierten 

Verbindung 1f, welche sich auch auf Ebene homo- und heteromolekularer 

Kopplungsprodukte im Vergleich zu den methyl- bzw. methoxysubstituierten para-

dihydroxylierten Enzymsubstraten 1d und 1e zeigte. 

 

3.10.1.4 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte 

 

Für die Gewinnung der Produkte 5d1/2, 6d und 7d wurde jeweils ein 250-mL-

Reaktionsansatz in PCP (pH 7) erstellt, in dem die para-dihydroxylierten 

Enzymsubstrate Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e) und tert-

Butylhydrochinon (1f) mit dem aliphatischen Aminopartner n-Hexylamin (2d) in einem 

1:5 mM Konzentrationsverhältnis als methanolische Stammlösungen eingesetzt wurden. 

Die Inkubation erfolgte in lichtdicht verschlossenen Reaktionsgefäßen bei einer 

Schüttelfrequenz von 200 rpm für 15 h bei Raumtemperatur. Die Reinigungsschritte, 

Eluentengemische und -volumina für eine Abtrennung von Nebenreaktionsprodukten 

und die Produktgewinnung mittels Festphasenextraktion sind Tab. 7 des Anhangs zu 

entnehmen. 

Unter den angegebenen Bedingungen konnten 8,7 mg (5d1/2), 13,8 mg (6d) und 4,4 mg 

(7d) gewonnen werden. Die Feststoffe der Produkte waren bei Raumtemperatur und bei 
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4 °C über einen Analysezeitraum von 3 Monaten stabil. Zudem wurden in 

Stabilitätsuntersuchungen der in Methanol gelösten Produkte über eine Inkubationszeit 

von 24 h keine Zerfallsprodukte mittels HPLC detektiert.   

Für eine strukturchemische Charakterisierung der heteromolekularen 

Kopplungsprodukte 5d1/2, 6d und 7d wurden mit den gereinigten Feststoffen GC-MS-, 

HR-MS- und NMR-Analysen durchgeführt.  

  

3.10.1.4.1   Kopplungsprodukte des Methylhydrochinons 

 

Durch HPLC-Analysen konnte ermittelt werden, dass die Produkte 5d1 (λmax 215, 277, 

493 nm) und 5d2 (λmax 219, 274, 493 nm) nicht basislinien-getrennt eluierten und 

nahezu identische UV/VIS-Absorptionsspektren besaßen. Dies führte zu der Annahme 

des Vorliegens regioisomerer Verbindungen. Das theoretische Molekulargewicht eines 

monoaminierten Produkts (Dimer) bestehend aus einem Molekül des 

Methylbenzochinons, an welchem ein n-Hexylamin-Substituent gekoppelt war, betrug 

221 g moL-1.  

In GC-MS-Analysen eines methanolischen underivatisierten Extrakts konnte ein 

Produktpeak (RfGC-MS 10,126 min) detektiert werden, dessen Massenspektrum einen 

Molpeak m/z = 221 aufwies. Die Masse des Molpeaks stimmte mit der theoretischen 

Masse eines Dimers überein (Abb. 66). 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Die Massendifferenz des Molpeaks zu dem Basispeak (m/z = 150) kennzeichnete die 

Abspaltung eines größeren Alkan- (C5H11
+) bzw. Alkylrests (C4H7O

+). Das 

Fragmention m/z = 122 entsprach der Masse eines CH3-substituierten kreuzkonjugierten 

para-Dicarbonyls (Methyl-[1,4]-benzochinon).    
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Abb. 65: GC-MS-Massenspektrum
des Produktgemisches 5d1/2

(underivatisiert). 
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Über HR-MS-Analysen des Produktgemisches 5d1/2 konnte ein Pseudomolekülionen-

Peak [M+H]+ mit einer Masse m/z = 222,14918 (Fehler: 1,46 ppm) detektiert werden. 

Somit besaßen die Analytmoleküle die Summenformeln C13H19NO2, welche das 

Vorliegen monoaminierter Strukturen bestätigte.  

Für eine Vervollständigung der Strukturdaten erfolgten NMR-Korrelationsexperimente 

des in deuteriertem Metanol gelösten Analytgemisches. Eine Auswertung der NMR-

Spektren deutete auf zwei verschiedene Verbindungen hin, wobei eine abschließende 

Signalzuordnung nicht möglich war. Die postulierten Strukturen der heteromolekularen 

Kopplungsprodukte 5d1/2 sind in Kap. 4.2.2.2 der Diskussion dargestellt, die Rohdaten 

der HR-MS-Analyse sind dem Anhang C zu entnehmen. 

 

3.10.1.4.2    Kopplungsprodukt des Methoxyhydrochinons 

 

Über eine GC-MS-Analyse konnte für das underivatisierte heteromolekulare 

Kopplungsprodukt 6d, welches aus einem Reaktionsgemisch des Methoxyhydrochinons 

(1e) mit n-Hexylamin (2d) isoliert wurde, ein Peak (RfGC-MS 11,475 min) mit einer 

Masse m/z = 237 detektiert werden (Abb. 67). Diese stimmte mit dem theoretischen 

Molekulargewicht eines dimeren Moleküls (237 g moL-1) überein. 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
In Auswertung des Massenspektrums konnte das Fragmention m/z = 138 dem 

aktivierten Enzymsubstratmolekül (Methoxy-[1,4]-benzochinon) zugeordnet werden. 

Die Massendifferenz von 99 amu zwischen dem Fragmention m/z = 138 und dem 

Molpeak des Analyten (m/z = 237) entsprach der Masse eines n-Hexylamin-

Substituenten, welcher unter Abspaltung von zwei Protonen an das para-benzochinoide 

Molekül gekoppelt war.  
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Für das Produkt 6d konnte in hochaufgelösten Messungen ein Quasimolekülion [M+H]+ 

mit einer Masse m/z = 238,14419 (Fehler: 1,77 ppm) sowie das dazu korrespondierende 

Natriumaddukt [M+Na]+ (260,12613 m/z, Fehler: 1,58 ppm) detektiert werden. Über die 

HR-MS-Analyse konnte für Produkt 6d somit die Summenformel einer 

stickstoffhaltigen methoxy-substituierten benzochinoiden Verbindung (C13H19NO3) 

ermittelt werden.  

Eine Kopplung des Aminopartners an das aktivierte Enzymsubstratmolekül konnte in 

Auswertung der NMR-Analysen bestätigt werden (Tab. 58). 

 
Tab. 58: 1H- und 13C-NMR-Daten des aus einer heteromolekularen Kopplungsreaktion von 
Methoxyhydrochinon (1e) mit n-Hexylamin (2d) isolierten Syntheseprodukts 6d. Lösungsmittel 
d4-MeOH.  
Struktur & chemische Bezeichnung 
Produkt 6d 

1H‐NMRa 
1H,13C‐Korrelationen 

(HMBC)b 

13C‐NMR   
   (HSQC)b 

N
H

O

O

MeO

H

H

1´

2´

3´

4´

5´

1

2

345

6
6´

1´´

 
 
2-Hexylamino-5-methoxy-[1,4]-
benzochinon 

0.91 (t, 3J5’,6’ = 6.8 
Hz, 3H, H-6’) 

32.7 C-4’, 23.7 C-5’ 14.4 C-6’ 

1.43-1.29 (m, 6H, 
H-3’, H-4’, H-5’) 

43.7 C-1’, 29.1 C-2’, 23.7 C-
5’, 14.4 C-6’ 

27.9 C-3’, 32.7 
C-4’, 23.7 C-5’,  

1.64 (m, 2H, H-2’) 43.7 C-1’, 43.7 C-1’, 32.7 C-
4’ 

29.1 C-2’ 

3.19 (t, 3J1’,2’ = 7.2 
Hz, 2H, H-1’) 

150.6 C-2, 27.9 C-3’ 43.7 C-1’ 

3.84 (s, 3H, H-1’’) 164.2 C-5, 104.3 C-6 57.3 C-1’’ 

5.38 (s, 1H, H-3) 184.0 C-1, 150.6 C-2, 164.2 
C-5 

95.4 C-3 

5.85 (s, 1H, H-6) 150.6 C-2, 180.9 C-4, 164.2 
C-5 

104.3 C-6 

  150.6 C-2 

  164.2 C-5 

  180.9 C-4 

  184.0 C-1 
a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 

Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 

 

Im 1H-NMR-Spektrum von Produkt 6d konnten die Signale bei 5,38 ppm und 5,85 ppm 

dem H-3 bzw. H-6 des Ringsystems zugeordnet werden. Demzufolge hatte eine 

Kopplung des n-Hexylamins (2d) an dem C-2-Atom (in para-Position zur OCH3-

Gruppe) stattgefunden. Im HMBC-Spektrum konnte diese Kopplungsposition durch die 

Korrelation des H-1´-Atoms des aliphatischen Aminopartners mit dem C-2-Atom des 

Ringsystems bestätigt werden. In dem 13C-NMR-Spektrum konnten zwei - für eine 

chinoide Struktur charakteristische - tieffeldverschobene Resonanzsignale bei 

184,0 ppm (C-1) und 180,9 (C-4) detektiert werden. Somit wurde die Struktur eines 1,4-
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benzochinoiden Kopplungsproduktes nachgewiesen. Die Rohdaten der HR-MS- und 

NMR-Analysen sind Anhang C und D zu entnehmen. 

 

3.10.1.4.3    Kopplungsprodukt des tert-Butylhydrochinons 

 

Für ein monoaminiertes Hybridmolekül einer Reaktion von tert-Butylhydrochinon (1f) 

mit n-Hexylamin (2d) wurde ein theoretisches Molekulargewicht von 263 g moL-1 

berechnet. In GC-MS-Analysen des underivatisierten Kopplungsprodukts 7d wurde ein 

Produktpeak (RfGC-MS 11,201 min) detektiert, dessen Molekülionenpeak m/z = 263 mit 

der theoretischen Masse eines dimeren Produkts übereinstimmte (Abb. 68).  

 
 

 

 

 

 

Im Gegensatz zu GC-MS-Analysen der Produkte 5d1/2 (vgl. Kap. 3.10.1.4.1) und 6d 

(vgl. Kap. 3.10.1.4.2), welche aus Reaktionen des Methylhydrochinons (1d) bzw. 

Methoxyhydrochinons (1e) mit n-Hexylamin (2d) isoliert wurden, trat in dem 

Massenspektrum des Produkts 7d kein für ein tert-butyl-substituiertes para-

Benzochinon charakteristisches Fragmention (theoretisch m/z = 164) auf. Das 

Fragmention mit der Masse m/z = 150 könnte jedoch auf ein Benzochinon-Molekül mit 

einer Isopropyl-Gruppe hindeuten. Die Massendifferenz von 29 amu zwischen dem 

Fragmention m/z = 150 und dem Fragmention m/z = 121 kennzeichnete weiterhin die 

Abspaltung eines CH3
+- (15 amu) und CH2

+-Fragments (14 amu). Diese Fragmentionen 

wiesen somit auf eine Fragmentierung der an dem aktivierten Substratmolekül 

befindlichen tert-Butyl-Gruppe hin, sodass für das tert-Butyl-[1,4]-benzochinon keine 

korrespondierende Masse im Massenspektrum des Produkts 7d auftrat.    

Über HR-MS-Analysen konnte für das Pseudomolekülion [M+H]+ des in Methanol 

gelösten Produkts 7d eine Masse m/z = 264,19624 (Fehler: 1,63 ppm) bestimmt werden. 

Für das Natriumaddukt [M+Na]+ wurde eine Masse m/z = 286,178 (Fehler: 0,88 ppm) 
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ermittelt. Die Elementaranalyse ergab für das Analytmolekül die Summenformel 

C16H25NO2 und bestätigte somit eine erfolgreiche Aminierung des tert-

Butylhydrochinons (1f) mit einem n-Hexylamin-Molekül. Eine abschließende 

Strukturaufklärung des Syntheseprodukts 7d konnte in Auswertung der NMR-Analysen 

erreicht werden (Tab. 59). 

 

Tab. 59: 1H- und 13C-NMR-Daten des aus einer heteromolekularen Kopplungsreaktion von tert-
Butylhydrochinon (1f) mit n-Hexylamin (2d) isolierten Syntheseprodukts 7d. Lösungsmittel d4-
MeOH. 

Struktur & chemische Bezeichnung  
Produkt 7d 

1H‐NMRa 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC)b 

   13C‐NMR   
    (HSQC)b 

N
H

O

O

HH

CH3

CH3

CH3
1´

2´

3´

4´

5´

1

2

345

6
6´

CMe3  
 
2-Hexylamino-6-tert-butyl-[1,4]-
benzochinon 
 

0.92 (t, 3J5’,6’ = 7.0 
Hz, 3H, H-6’) 

32.7 C-4’, 23.7 C-5’ 14.4 C-6’ 

1.27 (s, 9H, CMe3) 153.2 C-6 35.8 CMe3, 29.5 
CMe3 

1.42-1.29 (m, 6H, H-
3’, H-4’, H-5’) 

29.0 C-2’, 27.9 C-3’ 27.9 C-3’, 32.7 
C-4’, 23.7 C-5’ 

1.63 (m, 2H, H-2’) 43.7 C-1’, 27.9 C-3’ 29.0 C-2’ 

3.15 (t, 3J1’,2’ = 7.3 
Hz, 2H, H-1’) 

150.5 C-2, 27.9 C-3’ 43.7 C-1’ 

 
5.40 (d, 4J3,5 = 2.5 
Hz, 1H, H-3) 

187.7 C-1, 136.1 C-5 96.5 C-3 

6.43 (d, 4J3,5 = 2.5 
Hz, 1H, H-5) 

187.7 C-1, 96.5 C-3, 
29.5 CMe3, 35.8 
CMe3 

136.1 C-5 

  150.5 C-2 

  153.2 C-6 

  184.2 C-4 

  187.7 C-1 

a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 
Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 

 

Im 1H-NMR-Spektrum von Produkt 7d konnten die Signale bei 5,40 ppm und 6,43 ppm 

dem H-3 bzw. H-5 des Ringsystems zugeordnet werden. Da keine Signale für das H-2 

auftraten, konnte eine Kopplung des n-Hexylamins (2d) an dem C-2-Atom (in meta-

Position zur C(CH3)3-Gruppe) angenommen werden. Im HMBC-Spektrum konnte diese 

Kopplungsposition durch die Korrelation des H-1´-Atoms des aliphatischen 

Aminopartners mit dem C-2-Atom des Ringsystems bestätigt werden. Anhand des 13C-

NMR-Spektrums konnten die Struktur eines 1,4-benzochinoiden Kopplungsproduktes 

durch die zwei - für eine chinoide Struktur charakteristische - tieffeldverschobene 

Resonanzsignale bei 187,7 ppm (C-1) und 184,2 (C-4) belegt werden.  
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Die Rohdaten der HR-MS- und NMR-Analysen sind den Anhängen C und D zu 

entnehmen.  

 

3.10.2 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von mehrfachsubstituierten ein- 
und zweikernigen para-dihydroxylierten Verbindungen  

 

Heteromolekulare Biotransformationsreaktionen mit den mehrfachsubstituierten ein- 

und zweikernigen para-dihydroxylierten Enzymsubstraten 2-Methoxy-3-

methylhydrochinon (1g), 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon (1h) und 2-Methyl-

naphthohydrochinon (1i) erfolgten mit dem Ziel einer Synthese von wirkstoffanalogen 

Hybridmolekülen, da deren benzochinoide Molekülstrukturen eine Homologie zu den 

Grundkörpern pharmazeutisch relevanter Mitomycin-, Ubichinon-10- und Vitamin K-

Derivate aufwiesen. Mit Bezug auf die chemischen Strukturen der Naturstoffe entfiel 

für Phenoloxidase-vermittelte Kopplungsreaktionen die Wahl auf die aliphatischen 

Aminopartner n-Octylamin (2f) und Geranlyamin (2m) sowie den cyclischen 

Amindonor Cyclooctylamin (2t) (Strukturen der Enzymsubstrate und Kopplungspartner 

Abb. 37, S. 147).  

 

3.10.2.1 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 2-Methoxy-3-
methylhydrochinon 

 

Biotransformationsreaktionen mit dem Enzymsubstrat 2-Methoxy-3-methylhydrochinon 

(1g) erfolgten unter dem Aspekt einer Phenoloxidase-vermittelten Synthese 

heteromolekularer Hybridmoleküle mit Mitomycin-analoger Struktur. In den 

Reaktionen wurden das lineare n-Octylamin (2f), das verzweigtkettige Geranylamin 

(2m) sowie das alicyclische Cyclooctylamin (2t) als Aminopartner eingesetzt (Tab. 60).  
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Tab. 60: Übersicht über die in heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 2-Methoxy-3-
methylhydrochinons (1g) mit den Aminopartnern n-Octylamin (2f), Geranylamin (2m) und 
Cyclooctylamin (2t) in PcL- und MtL-katalysierten Transformationsansätzen mittels HPLC-
Analytik detektierten Produkte. 

Substrat  Amindonor  Produkta,b 
HPLC‐Rf 

[min]d 
λmax[nm] 

Färbung des 
 Ansatzes 

2
‐M

e
th
o
xy
‐3
‐m

e
th
yl
h
yd
ro
ch
in
o
n
 

1g 

2f 

MMO-1,4-HQ-KKP1a [8f1]  14,5 300, 498 

farblos → 
rosa-rot 

MMO-1,4-HQ-KKP2 15,7 282, 347 

MMO-1,4-HQ-KKP3c 16,5 231, 266, 318, 485 

MMO-1,4-HQ-KKP4 [9f] 17,0 217, 346, 508 

MMO-1,4-HQ-KKP5 17,5 223, 347, 489 

2f 

MMO-1,4-HQ-KKP1a [8f1] 14,5 300, 498 

farblos →  
rosa-rot 

MMO-1,4-HQ-KKP1b [8f2] 14,9 212, 309, 498 

(MMO-1,4-HQ-KKP2) 15,7 282, 347 

MMO-1,4-HQ-KKP3 16,5 231, 266, 318, 485 

MMO-1,4-HQ-KKP4 [9f] 17,0 217, 346, 508 

2m 

MMO-1,4-HQ-KKP6 13,6 342 

farblos → 
rosa-lila 

MMO-1,4-HQ-KKP7a [10m1] 14,1 289, 488 

MMO-1,4-HQ-KKP7b [10m2] 14,5 212, 308, 488 

MMO-1,4-HQ-KKP8 15,5 251, 256, 280 

MMO-1,4-HQ-KKP9 [11m] 16,7 217, 347, 508 

2t 

MMO-1,4-HQ-KKP10a [12t1] 13,2 299, 485 

farblos → 
rosa-lila 

(MMO-1,4-HQ-KKP10b [12t2]) 13,7 212, 309, 485 

(MMO-1,4-HQ-KKP11) 16,0 264 

(MMO-1,4-HQ-KKP12) 16,2 262, 350 

MMO-1,4-HQ-KKP13 [13t] 16,5 216, 348, 508 

2t 

MMO-1,4-HQ-KKP10a [12t1] 13,2 299, 485 

farblos → 
rosa-lila 

MMO-1,4-HQ-KKP10b [12t2] 13,7 212, 309, 485 

(MMO-1,4-HQ-KKP14) 14,6 279 

(MMO-1,4-HQ-KKP11) 16,0 264 

MMO-1,4-HQ-KKP12 16,2 262, 350 

MMO-1,4-HQ-KKP13 [13t] 16,5 216, 348, 508 
a Weiße Felder: Reaktionsansätze mit PcL (pH 5) 

Graue Felder: Reaktionsansätze mit MtL (pH 7) 
b Produkte in Klammern lagen in sehr geringer Konzentration vor. 
c Fett-gedruckte Produkte als Hauptprodukte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen identifiziert. 
d HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

In Abhängigkeit von dem pH-Wert des Reaktionsmilieus bzw. der eingesetzten 

Phenoloxidase konnte ein unterschiedliches Produktmuster erfasst werden. Generell 

erfolgte mit jedem der in den Reaktionen eingesetzten Aminopartner die Bildung von 

bis zu drei Hauptprodukten. Sowohl in PcL- als auch MtL-katalysierten 

Reaktionsansätzen entstanden die höhermolekularen Kopplungsprodukte MMO-1,4-

KKP4 (9f), MMO-1,4-KKP9 (11m) und MMO-1,4-KKP13 (13t), welche unabhängig 

von dem eingesetzten Aminopartner nahezu identische UV/VIS-Absorptionsspektren 

aufwiesen und das Vorliegen gleichartiger Strukturen annehmen ließen (Tab. 60). In 

PcL-katalysierten Reaktionen akkumulierten die Produkte 9f (Aminopartner n-

Octylamin, 2f) und 13t (Aminopartner Cyclooctylamin, 2t) mit fortschreitender 
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Reaktionszeit und überstiegen in ihrer Quantität stets die in Reaktionsansätzen mit der 

Phenoloxidase MtL erfassten Produktmengen. Auf weitere Besonderheiten, welche in 

Enzym-katalysierten heteromolekularen Transformationsreaktionen mit dem 2-

Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) festgestellt wurden, soll am Beispiel von 

Reaktionen mit dem Aminopartner n-Octylamin (2f) näher eingegangen werden. Das 

mit den Phenoloxidasen PcL (pH 5) und MtL (pH 7) erfasste Produktmuster ist 

nachfolgend dargestellt (Abb. 68A, B).  

 

 

Abb. 68: HPLC-Elutionsprofile (220 nm) der wässrigen Überstande heteromolekularer 
Kopplungsansätze von 2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g, 1 mM, v/v) mit dem Amindonor 
n-Octylamin (2f, 5 mM, v/v) katalysiert durch PcL (A) und MtL (B) nach 2h Reaktion. 
Enzymaktivitäten 1 μmoL mL-1. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-
Fließmittelgradient 2. 
 

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) 

mit n-Octylamin (2f) konnte, unabhängig von dem eingesetzten Enzympräparat 

(1 µmoL mL-1 PcL bzw. MtL) und dem Reaktionsmilieu (pH 5 bzw. pH 7), eine 

primäre Bildung des bereits in homomolekularen Reaktionen detektierten Produkts 

MMO-1,4-Q nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.8.3). Für das Produkt MMO-1,4-Q 

wurde aufgrund der für benzochinoide Moleküle typischen UV/VIS-

Absorptionsmaxima die Struktur eines 2-Methoxy-3-methylbenzochinons postuliert. In 
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der PcL-katalysierten Reaktion akkumulierte MMO-1,4-Q über eine Inkubationszeit 

von 60 min. Danach war eine Konzentrationsabnahme zu verzeichnen, welche mit der 

Bildung des heteromolekularen Kopplungsproduktes 9f einherging (Abb. 68A).  

Im Gegensatz dazu resultierte eine Abnahme des 2-Methoxy-3-methylbenzochinons 

(MMO-1,4-Q) in MtL-katalysierten Reaktionen zunächst in der Akkumulation des 

homomolekularen Kopplungsproduktes MMO-1,4-HQ-ERP4 (Abb. 68B). In 

Auswertung der Reaktionskinetiken konnte unter Abnahme der Quantität des 

Eigenreaktionsprodukts MMO-1,4-HQ-ERP4 eine simultane Entstehung der 

heteromolekularen Produkte MMO-1,4-HQ-KKP1a (8f1) und  MMO-1,4-HQ-KKP1b 

(8f2) nachgewiesen werden (Abb. 68B). Dabei war die Konzentration des 

heteromolekularen Kopplungsprodukts 8f2 gegenüber der des Produkts 8f1 stets erhöht.  

Obgleich in PcL-katalysierter Reaktion das höhermolekulare Kopplungsprodukt 9f als 

Haupttransformationsprodukt identifiziert werden konnte, erfolgte auch hier die Bildung 

des Produkts 8f1, jedoch in geringen Mengen. Das in Transformationsreaktionen mit der 

Phenoloxidase MtL gebildete Haupttransformationsprodukt 8f2 konnte zu keinem 

Zeitpunkt in PcL-katalysierten Reaktionsansätzen detektiert werden. Bezüglich der 

Retentionszeiten und UV/VIS-Absorptionsmaxima wurde für die Produkte 8f1 und 8f2 

das Vorliegen regioisomerer benzochinonider Hybridmoleküle angenommen, in denen 

der Aminopartner in unterschiedlichen Positionen zum Methyl- bzw. Methoxy-

Substituenten des Ringsystems gekoppelt hatte.  

Im Gegensatz zu Untersuchungen der heteromolekularen Kopplung des 

Methylhydrochinons (1d), in welchen sowohl mit PcL (pH 5) als auch mit MtL (pH 7) 

stets die simultane Bildung regioisomerer Dimere (5d1 und 5d2) nachgewiesen werden 

konnte (vgl. Kap. 3.9.8), deuteten die Reaktionen des mit einer Methyl- und Methoxy-

Gruppe substituierten Enzymsubstrats 2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) auf eine 

pH-abhängige Bildung von Regioisomeren hin. Im Allgemeinen erfolgte in MtL-

katalysierten Reaktionen eine mit fortschreitender Inkubationszeit einsetzende 

Abnahme der Quantitäten der Kopplungsprodukte 8f1 und 8f2 unter Zunahme des 

höhermolekularen Produkts 9f.     

Die Bildung der heteromolekularen Kopplungsprodukte in Reaktionen des 2-Methoxy-

3-methylhydrochinons (1g) mit n-Octylamin (2f) wurde weiterhin mit unterschiedlichen 

Ausgangskonzentrationen der als methanolische Stammlösungen eingesetzten Edukte 

geprüft. Desweiteren wurden die Produktkonzentrationen bei einer Vergrößerung des  

Reaktionsmaßstabes von einem 5-mL- auf einen 20-mL-Reaktionsansatz untersucht. Da 
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bei einer Anreicherung und Produktisolation lediglich die Verbindungen 8f2 und 9f in 

ausreichender Menge und Reinheit gewonnen werden konnten, sind die in 

nachfolgender Tab. 61 zusammengefassten Ergebnisse auf diese Produkte beschränkt.   

 

Tab. 61: Übersicht über die in einer heteromolekularen Kopplungsreaktion des 2-Methoxy-3-
methylhydrochinons (1g) mit n-Octylamin (2f) mittels HPLC-Analytik erfassten Ausbeuten der 
Produkte 8f2 und 9f in MtL-katalysierten Reaktionsansätzen (pH 7, PCP). Enzymaktivität 
1 μmoL mL-1.  

   
Konzentration 8f2/9f

[µg mL‐1] 
Ausbeute 

[%]b 

Eduktkonzentration 1g : 
Amindonor 2f [mM]a 

Reaktionsvolumen
[mL] 

60 min  6h  6h 

8f2  9f  8f2  9f  8f2  9f 

1:5  5 32 187 20 311 7,2 82,6 

1:1  20 12 15 58 17 20,7 4,5 

1:2 20 51 18 92 17 32,9 4,5 

2:2  20 23 n.d.c 67 n.d. 11,1 - 

2:5  20 71 324 78 640 12,9 78,8 
a Edukte als methanolische Stlsg. eingesetzt. 
b Berechnete Ausbeuten [%] bemessen an einem 100 %-igen Umsatz der Edukte in die Syntheseprodukte 8f2 bzw. 9f 
in den entsprechenden Reaktionsmaßstäben nach einer Reaktionszeit von 6 h im wässrigen Ansatz. Quantifizierung 
der Produkte erfolgte mit Hilfe der gereinigten Produkte in Methanol.   
c n.d. nicht determiniert. 

 

Unabhängig von dem Reaktionsmaßstab dominierte bei äquimolarer 

Eduktkonzentration das Produkt 8f2, wohingegen ein Überschuss des n-Octylamins (2f) 

in einer gesteigerten Bildung des höhermolekularen Produkts 9f resultierte. Das Produkt 

8f2 wurde in einem 20-mL-Reaktionsmaßstab mit 1:1 mM bzw. 1:2 mM 

Konzentrationsverhältnis der Ausgangsverbindungen mit Ausbeuten von 20,7 bzw. 

32,9 % gebildet, wohingegen das Produkt 9f nur in geringen Mengen entstand. Eine 

optimale Bildung des Produkts 9f erfolgte mit einem Überschuss des n-Octylamins (2f, 

5 mM) und resultierte in einer über HPLC-Analytik erfassten Ausbeute von 78,8 % (20-

mL-Reaktionsmaßstab).    

 
In Reaktionen des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) mit den Aminopartnern 

Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t) konnten prinzipiell dieselben, für die 

Beispielreaktion mit n-Octylamin (2f) beschriebenen, Reaktionsmechanismen in MtL- 

bzw. PcL-katalysierten Reaktionsansätzen erfasst werden.  
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3.10.2.2 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 2,3-Dimethoxy-5-
methylhydrochinon 

 

Heteromolekulare Kopplungsreaktionen mit dem monomethyl-substituierten, 

dimethoxylierten Enzymsubstrat 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon (1h) erfolgten 

mit dem Ziel einer Darstellung von Hybridmolekülen mit Ubichinon-10-ähnlicher 

Struktur. In MtL-vermittelten Transformationsreaktionen wurde eine Kopplung mit dem 

verzweigtkettigen Amindonor Geranylamin (2m, 5 mM) untersucht. Die Edukte wurden 

als methanolische Stammlösungen eingesetzt. Über HPLC-Analysen konnte die Bildung 

von zwei heteromolekularen Kopplungsprodukten, DMOM-1,4-HQ-KKP1 

(RfHPLC 12,6 min) und DMOM-1,4-HQ-KKP2 (RfHPLC 12,9 min), nachgewiesen werden 

(Abb. 69).  

 

 

Abb. 69: HPLC-Chromatogramm (220 nm) einer MtL-katalysierten (1 μmoL mL-1) 
heteromolekularen Kopplungsreaktion von 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon (1h, 1 mM, 
v/v) mit Geranylamin (2m, 5 mM, v/v) nach 40 min. UV/VIS-Absorptionsspektren der 
heteromolekularen Produkte DMOM-1,4-HQ-KKP1 und DMOM-1,4-HQ-KKP2 dargestellt. 
Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-Fließmittelgradient 1. 
 

Die Bildung der heteromolekularen Produkte DMOM-1,4-HQ-KKP1 und DMOM-

1,4-HQ-KKP2 bewirkte keine Verfärbung des nach Oxidation des Enzymsubstrats 1h 

und Bildung des benzochinoiden Eigenreaktionsprodukts DMOM-1,4-Q gelbgefärbten 

Reaktionsansatzes. Über einen Analysezeitraum von 48 h war außerdem nur eine sehr 

schwache Zunahme der heteromolekularen Kopplungsprodukte zu verzeichnen.  

In unkatalysierter Reaktion (pH 7, PCP) erfolgte eine starke Autoxidation des 

Enzymsubstrats 1h unter Bildung des aktivierten Substratmoleküls DMOM-1,4-Q 

sowie der heteromolekularen Kopplungsprodukte DMOM-1,4-HQ-KKP1 und 
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DMOM-1,4-HQ-KKP2. Nach einer Reaktionszeit von 6 h lagen nur noch 9 % von 1h 

vor. Zum gleichen Zeitpunkt war die Quantität der heteromolekularen 

Kopplungsprodukte DMOM-1,4-HQ-KKP1 bzw. DMOM-1,4-HQ-KKP2 in 

unkatalysierten und Enzym-katalysierten Reaktionsansätzen identisch.  

Da die heteromolekularen Kopplungsprodukte in einer Reaktion des 2,3-Dimethoxy-5-

methylhydrochinons (1h) mit Geranylamin (2m) in äußerst geringen Mengen gebildet 

wurden, wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit von einer zeitaufwändigen  

Produktanreicherung/-isolation und strukturchemischen Charakterisierung vorerst 

abgesehen.   

 

3.10.2.3 Heteromolekulare Kopplungsreaktionen von 2-Methylnaphtho-
hydrochinon 

 

Mit dem Ziel einer Phenoloxidase-vermittelten Darstellung eines Vitamin K-Derivats 

wurde die heteromolekulare Kopplung des Enzymsubstrats 2-

Methylnaphthohydrochinon (1i) mit dem verzweigtkettigen Aminopartner Geranylamin 

(2m) untersucht. Die Transformationsversuche wurden in MtL- und PcL-katalysierten 

Reaktionssystemen (pH 7 bzw. pH 5) mit einem 1:5 mM Konzentrationsverhältnis der 

als methanolische Stammlösungen eingesetzten Edukte durchgeführt. In beiden 

Reaktionssystemen erfolgte unter enzymatischer Oxidation des Enzymsubstrats 1i die 

Bildung des in seiner Struktur als 2-Methylnaphthobenzochinon postulierten Produkts 

MNH-1,4-Q, welches eine gelb-orange Färbung der Reaktionsansätze bewirkte. Mit 

Abnahme von MNH-1,4-Q konnte eine verstärkte Bildung des heteromolekularen 

Kopplungsprodukts MNH-1,4-HQ-KKP1 (RfHPLC 16,5 min), unter simultaner Orange-

Färbung der Reaktionsansätze, ermittelt werden (Abb. 70). 
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Abb. 70: HPLC-Chromatogramm (220 nm) eines heteromolekularen Reaktionsansatzes von 2-
Methylnaphthohydrochinon (1i, 1 mM, v/v) mit Geranylamin (2m, 5 mM, v/v) katalysiert durch 
die Phenoloxidase PcL (1 μmoL mL-1) nach 60 min. Dargestellt sind das UV/VIS-
Absorptionsspektrum des Hauptproduktes MNH-1,4-HQ-KKP1 sowie der in zwei Phasen 
geteilte Reaktionsansatz. Inkubation bei RT, Schüttelfrequenz 200 rpm. HPLC-
Fließmittelgradient 1. 
 

Mit fortschreitender Inkubationszeit war in den Reaktionsgemischen die Ausbildung 

einer zweiten Phase zu verzeichnen, in welcher das orange-gefärbte Produkt MNH-1,4-

HQ-KKP1 konzentriert vorlag (Abb. 70). Dieser Umstand erschwerte die HPLC-

Analytik der wässrigen Transformationsansätze und machte eine Darstellung von 

Reaktionskinetiken, insbesondere eine Erfassung zeitabhängiger Quantitäten des 

Produkts MNH-1,4-HQ-KKP1, unmöglich.  

Aufgrund einer für dimere Hybridmoleküle typischen orange-roten Färbung und der 

ausgeprägten Lipophilie, konnte mit Vorliegen des heteromolekularen 

Kopplungsprodukts MNH-1,4-HQ-KKP1 von einer erfolgreichen Aminierung des 2-

Methylnaphthobenzochinons ausgegangen werden.  

In späteren Versuchen einer Produktisolation mittels Festphasenextraktion wurde eine 

starke Absorption von Produkt MNH-1,4-HQ-KKP1 an der Säulenmatrix der 

Festphasenkartuschen festgestellt. Eine Elution der Produktbande mit reinem Methanol 

konnte nicht realisiert werden. Weitere Versuche einer Produktisolation, mit dem Ziel 

einer strukturchemischen Charakterisierung, wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit 

zunächst nicht vorgenommen. Ein Strukturvorschlag für das Produkt MNH-1,4-HQ-

KKP1 ist in Kap. 4.2.2.2 der Diskussion gegeben. 
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3.10.2.4 Isolation und Strukturaufklärung der heteromolekularen 
Kopplungsprodukte aus Reaktionen des 2-Methoxy-3-
methylhydrochinons 

 

Für eine Anreicherung der Mitomycin-analogen Produkte aus heteromolekularen 

Kopplungsreaktionen des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) mit den 

Aminopartnern n-Octylamin (2f), Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t) wurden 

40-mL-Reaktionsansätze (2f bzw. 2m: 4 x 40 mL, 2t: 7 x 40 mL) in PCP (pH 7) erstellt, 

in welchen die Edukte als methanolische Stammlösungen in einem äquimolaren 

Konzentrationsverhältnis (2:2 mM) eingesetzt wurden. Die Ansätze wurden für 15 h bei 

Raumtemperatur lichtdicht verschlossen auf einem Schüttler inkubiert und die Produkte 

nachfolgend mittels Festphasenextraktion aus den Reaktionsgemischen isoliert. Da in 

der Flüssigchromatographie für die heteromolekularen Produkte 8f2, 10m2, 12t2 sowie 

für die Produkte 9f, 11m und 13t aufgrund ihrer Laufzeiten und UV/VIS-

Absorptionsspektren annähernd gleiche physiko-chemische Eigenschaften 

nachgewiesen werden konnten (vgl. Kap. 3.10.2.1, Tab. 60), wurde für deren Isolation 

dasselbe Reinigungsschema verwendet (vgl. Anhang, Tab. 7).   

Für strukturchemische Analysen konnten 16,3 mg (8f2), 1,4 mg (9f), 20,7 mg (10m2), 

2,6 mg (11m), 22,4 mg (12t2) und 3,1 mg (13t) gewonnen werden. Die Feststoffe der 

Produkte waren bei Raumtemperatur und bei 4 °C über einen Analysenzeitraum von 

3 Monaten stabil. In HPLC-Analysen der in Methanol gelösten Produkte wurden über 

eine Inkubationszeit von 24 h keine Zerfallsprodukte detektiert. Aufgrund der geringen 

Stoffmenge des Produkts 9f wurde dieses keinen weiteren Analysen zugeführt. Das 

Produkt 13t wurde ebenfalls nicht mittels NMR analysiert, es erfolgten jedoch HR-MS-

Messungen.   

 
Die aus einer Reaktion des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) mit dem 

Aminopartner Cyclooctylamin (2t) isolierten Syntheseprodukte 12t2 und 13t wurden 

mittels hochauflösender Massenspektrometrie analysiert. Für den 

Quasimolekülionenpeak [M+H]+ des Produkts 12t2 konnte eine Masse m/z = 278,17553 

(Fehler: 1,65 ppm) und für den Molekülionenpeak des Natriumaddukts [M+Na]+ die 

Masse m/z = 300,15701 (Fehler: 1,33 ppm) ermittelt werden. Die experimentellen 

Massen und auch die über Elementaranalysen für Produkt 12t2 ermittelte 

Summenformel (C15H23NO3) bestätigten somit die Struktur eines monoaminierten 2-

Methoxy-3-methylbenzochinons (theoretische Masse: 277 g moL-1).  
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In HR-MS-Analysen des höhermolekularen Syntheseprodukts 13t konnte ein Molpeak 

[M+H]+ mit einer Masse m/z = 373,28542 (Fehler: 1,25 ppm) sowie das Natriumaddukt 

[M+Na]+ mit einer Masse m/z = 395,26671 (Fehler: -0,48 ppm) detektiert werden. Die 

erhaltenen Massen stimmten jedoch nicht mit denen eines diaminierten Moleküls 

(Trimer) überein. Ein diaminiertes Produkt, bei welchem an das 2-Methoxy-3-

methylbenzochinon unter Abspaltung von insgesamt 6 Protonen zwei Cyclooctylamin-

Partner gekoppelt sind, besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 402 g moL-1. 

Zwar bestätigte die für Produkt 13t ermittelte Summenformel (C23H36N2O2) das 

Vorliegen einer durch die Anwesenheit von zwei Stickstoffatomen diaminierten 

Verbindung, jedoch konnten lediglich zwei Sauerstoffatome in dem Analytmolekül 

nachgewiesen werden. Die Summenformel von 13t deutete somit auf den Verlust eines 

der drei Sauerstoffatome des 2-Methoxy-3-methylbenzochinons hin, welches entweder 

den Dicarbonylgruppen oder dem OCH3-Substituenten angehörte. Zwar wurden mit 

dem Produkt 13t keine NMR-Analysen durchgeführt, jedoch konnten die nach HR-MS-

Messungen bestehenden Vermutungen über NMR-Analysen des höhermolekularen 

Produkts 11m (Kopplungsprodukt von 2-Methoxy-3-methylhydrochinon mit 

Geranylamin) bestätigt werden. Mit dem Ziel einer abschließenden Strukturaufklärung 

erfolgten NMR-Messungen auch mit weiteren isolierten Syntheseprodukte (Tab. 62).   

Tab. 62: 1H- und 13C-NMR-Daten der aus einer heteromolekularen Kopplungsreaktion von 2-
Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) mit den Aminopartnern n-Octylamin (2f), Geranylamin 
(2m) und Cyclooctylamin (2t) isolierten Syntheseprodukte 8f2, 10m2, 12t2 sowie 11m. 
Lösungsmittel d4-MeOH. 
Struktur & chemische Bezeichnung 
Produkt 8f2 
[Kopplung von 1g mit n‐Octylamin (2f)] 

1H‐NMRa 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC)b 

13C‐NMR 
(HSQC)b 

N
H

O

O

CH3

MeO H

1´

2´

3´

4´

5´

6´

7´

8´

12

3

4 5

6

1´´

2´´
 

 

2-Methoxy-3-methyl-5-(octylamino)- 
[1,4]-benzochinon 

0.90 t, J=6.8 Hz, 
J=7.2 Hz, 3H, H-
8’ 

23.4 C-7’, 32.7 C-6’ 14.3 C-8’ 

1.33 m, 10H, H-
7’, H-6’, H-5’, H-
4’, H-3’ 

14.3 C-8’, 23.4 C-7’, 
28.0 , 30.1 (C-5’, C-
4’, C-3’)c, 32.7 C-6’, 
43.3 C-1‘ 

23.4 C-7’, 28.0, 
30.1 (C-5’, C-
4’, C-3’), 32.7 
C-6’ 

1.62 m, J=6.9 Hz, 
J=7.3 Hz, 2H, H-
2’ 

28.0 , 30.1 (C-5’, C-
4’, C-3’), 43.3 C-1‘ 

28.8 C-2’ 

1.86 s, 3H, H-2’’ (61.8 C-1’’), 124.3 
C-3, 159.8 C-2, 
(182.8 C-1), 185.0 C-
4 

8.1 C-2’’ 

3.14 t,  J=7.3 Hz, 
2H, H-1’ 

28.0 C-, 28.8 C-2’, 
149.2 C-5 

43.3 C-1‘ 

4.04 s, 3H, H-1’’ 159.8 C-2 61.8 C-1‘‘ 
5.26 s, 1H, H-6 159.8 C-2, 185.0 C-4 - 
  124.3 C-3 

  149.2 C-5 
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  159.8 C-2 

  182.8 C-1 

  185.0 C-4 

Struktur & chemische Bezeichnung  
Produkt 10m2 

[Kopplung von 1g mit Geranylamin (2m)] 

1H‐NMR 

1H,13C‐
Korrelationen 

(HMBC) 

13C‐NMR 
(HSQC) 

N
H

O

O

CH3

MeO H

1´

2´
3´

10´

4´
5´

6´
7´

9´

8´

12

3

4 5

6

1´´

2´´
 

 
5-[[(2E)]-3,7-dimethylocta-2,6-dienyl]-
amino]-2-methoxy-3-methyl-[1,4]-
benzochinon 

1.61, s, 3H, H-9’ 25.47 C-8’, 124.45 
C-6’, 132.32 C-7’ 

17.54 C-9’ 

1.67, s, 3H, H-8’ 17.54 C-9’, 124.45 
C-6’, 132.32 C-7’ 

25.47 C-8’ 

1.74, s, 3H, H-10’ 40.15 C-4’, 41.16 C-
1’, 119.76 C-2’, 
140.83 C-3’ 

16.10 C-10’ 

1.87, s, 3H, H-2’’ (61.55 C-1’’), 124.20 
C-3, 159.62 C-2, 
184.89 C-4 

7.99 C-2’’ 

2.06, m, J = 7.3 
Hz, 2H, H-4’ 

(16.10 C-10’), 26.93 
C-5’, (41.16 C-1’), 
119.76 C-2’, (124.45 
C-6’), 140.83 C-3’ 

40.15 C-4’ 

2.13, m, J = 7.3 
Hz, J = 6.8 Hz, 
2H, H-5’ 

40.15 C-4’, 124.45 
C-6’, 132.32 C-7’, 
(140.83 C-3’),  

26.93 C-5’ 

3.77, d, J = 6.5 
Hz, 2H, H-1’ 

(16.10 C-10’), (26.93 
C-5’), ((40.15 C-4’)), 
((95.68 C-6)), 119.76 
C-2’, 140.83 C-3’, 
149.1 C-5, ((184.89 
C-4)) 

41.16 C-1’ 

4.05, s, 3H, H-1’’ 159.62 C-2 61.55 C-1’’ 

5.09, t, J = 7.0 Hz, 
J = 6.8 Hz, 1H, H-
6’ 

17.54 C-9’, 25.47 C-
8’, 26.93 C-5’, 
(40.15 C-4’),  

124.45 C-6’ 

5.21, t, J = 6.6 Hz, 
J = 6.8 Hz, 1H, H-
2’ 

16.10 C-10’, 40.15 
C-4’, 41.16 C-1’ 

119.76 C-2’ 

5.23, s, 1H, H-6 (149.1 C-5), 159.62 
C-2, (181.84 C-1), 
184.89 C-4 

95.68 C-6 

  124.20 C-3 

  132.32 C-7’ 

  140.83 C-3’ 

  149.1 C-5 

  159.62 C-2 

  181.84 C-1 

  184.89 C-4 
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Struktur & chemische Bezeichnung 
Produkt 11m 
[Kopplung von 1g mit Geranylamin (2m)] 

1H‐NMR 
1H,13C‐Korrelationen 

(HMBC) 

 13C‐NMR   
  (HSQC) 

       

NH

NH

OO

CH3

H

1´
2´

3´ 10´
4´

5´
6´

7´ 9´

8´

1

23

4
5 6

1´´´ 1´´

2´´

3´´10´´

4´´

5´´

6´´

7´´9´´

8´´

 
 
 
2,5-bis[[(2E]-3,7-dimethylocta-2,6-
dienyl]amino]-3-methyl-[1,4]- 
benzochinon 
 
 
 

1.61, s, 3H, H-9’ 26.01 C-8’, ((40.30 C-
4’)), 124.79 C-6’, 
132.66 C-7’ 

17.62 C-9’ 

1.62, s, 3H, H-9’’ 26.01 C-8’’, ((40.30 C-
4’’)), 124.79 C-6’’, 
132.66 C-7’’ 

17.62 C-9’’ 

1.67, s, 3H, H-8’ 17.63 C-9’, (40.30 C-
4’), 124.79 C-6’, 
132.32 C-7’ 

26.01 C-8’ 

1.68, s, 3H, H-8’’ 17.63 C-9’’, (40.30 C-
4’’), 124.79 C-6’’, 
132.32 C-7’’ 

26.01 C-8’’ 

1.71, s, 3H, H-10’’ 40.30 C-4’’, ((109.98 
C-)), 122.38 C-2’’, 
141.05 C-3’’ 

16.17 C-10’’ 

1.74, s, 3H, H-10’ 40.30 C-4’, 119.71 C-
2’, 141.42 C-3’ 

16.17 C-10’ 

2.07, s, 3H, H-1’’’ 103.20 C-3, 150.2 C-2, 
180.02 C-4 

10.02 C-1’’’ 

2.08, m, 2H, H-4’ (119.71 C-2’), ((124.79 
C-6’)), (141.42 C-3’), 

40.30 C-4’ 

2.09, m, J = 7.6 
Hz, 2H, H-4’’ 

(16.17 C-10’’), 27.01 
C-5’’, (122.38 C-2’’), 
(141.05 C-3’’) 

40.30 C-4’’ 

2.14, m, J = 7.1 
Hz, J = 7.3 Hz, 
4H, H-5’/H-5’’ 

40.30 C-4’/C-4’’, 
124.79 C-6’/C-6’’, 
132.66 C-7’/C-7’’, 
(141.05 C-3’’), (141.42 
C-3’)  

27.01 C-5’/C-5’’ 

3.82, d, J = 6.6 
Hz, 2H, H-1’ 

 (27.01 C-5’), ((40.30 
C-4’)), 119.71 C-2’, 
141.42 C-3’, 153.1 C-5,  

41.24 C-1’ 

4.21, d, J = 6.4 
Hz, 2H, H-1’’ 

 (27.01 C-5’’), ((40.30 
C-4’’)), 122.38 C-2’’, 
141.05 C-3’’, 150.20 
C-2  

43.51 C-1’’ 

5.09, m, 2H, H-
6’/H-6’’ 

17.62 C-9’/C-9’’, 26.01 
C-8’/C-8’’, 27.01 C-
5’/C-5’’, (40.30 C-
4’/C-4’’)  

124.79 C-6’/C-
6’’ 

5.22, s, 1H, H-6 ((103.20 C-3)), 150.2 
C-2, 180.02 C-4 

92.37 C-6 

5.23, t, 1H, H-2’ 16.17 C-10’, 40.30 C-
4’ 

119.71 C-2’ 

5.30, t, J = 6.4 Hz, 
1H, H-2’’ 

16.17 C-10’’, 40.30 C-
4’’, (43.51 C-1’’) 

122.38 C-2’’ 

  103.20 C-3 

  132.66 C-7’/C-
7’’ 

  141.05 C-3’’ 

  141.42 C-3’ 

  150.2 C-2 

  153.1 C-5 

  180.02 C-4 
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Struktur & chemische Bezeichnung  
Produkt 12t2 
 [Kopplung von 1g mit Cyclooctylamin (2t)] 

1H‐NMR 
1H,13C‐Korrelationen 

(HMBC) 

13C‐NMR  
(HSQC) 

N
H

O

O

CH3

MeO H

1´

2´

3´ 4´

5´
12

3

4

5

6

2´´

1´´

 
 
2-Methoxy-3-methyl-5-(cyclooctylamino)-
[1,4]-benzochinon 
 
 

1.85, s, 3H, H-2’’ 185.3 C-4, ((182.8 C-
1)), 160.0 C-2, 124.5 
C-3 

8.5 C-2’’ 

1.85-1.53, m, 14H, 
H-2’, H-3’, H-4’, 
H-5’ 

- 32.6 C-2’, 
28.0, 25.1 (C-
3’, C-4’), 27.0 
C-5’  

3.45, m, 1H, H-1’ ((147.8 C-5)) 53.9 C-1’ 

4.04, s, 3H, H-1’’ 160.0 C-2 62.0 C-1’’ 

5.19, s, 1H, H-6 185.3 C-4, ((147.8 C-
5)), 160.0 C-2, ((124.5 
C-3)) 

96.1 C-6 

  124.5 C-3 

  147.8 C-5 

  160.0 C-2 

  185.3 C-4 

  182.8 C-1 
a Chemische Verschiebung   [ppm] korrespondiert zu TMS-Signal (Kalibrierung erfolgte anhand der 

Lösungsmittelsignale:  MeOH-d4 = 3.31 (1H), 49.0 (13C)). Multiplizität, Kopplungskonstante J [Hz], Protonenzahl, 
Signalzuordnung. 

b Chemische Verschiebung δ [ppm], Signalzuordnung. 
c Kopplungen mit geringer Intensität. 
 
 
 

In Auswertung der NMR-Spektren der Produkte 8f2, 10m2 und 12t2 konnten die 

Strukturen von dimeren Kopplungsprodukten, bei welchen die Aminopartner n-

Octylamin (2f), Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t) in para-Position zur 

Methylgruppe (C-1´´) des Ringsystems gekoppelt hatten, bestätigt werden. Einen 

Beweis für die Besetzung der C-5-Position des aktivierten Aromaten ergab sich 

weiterhin durch die Kopplungen der H-1´-Protonen der Aminopartner mit dem C-5-

Atom des Ringsystems und durch die Kopplung des H-6 mit dem C-1´. Das Vorliegen 

1,4-benzochinoider Strukturen wurde anhand der 13C- und HMBC-Spektren bestätigt, 

da bei den Produkten 8f2, 10m2 und 12t2 charakteristische tieffeldverschobene 

Resonanzsignale im Bereich von 180 ppm (8f2: C-1 182,8, C-4 185,0; 10m2: C-1 181,8, 

C-4 184,8; 12t2: C-1 182,8, C-4 185,3) auftraten. Darüber hinaus erhärteten die in dem 

HMBC-Spektrum ermittelten Kopplungen der H-1´´-Protonen mit dem C-1-Atom, die 

Korrelationen des H-2´´-Protons mit dem C-4- und C-1-Atom und die des H-6-Protons 

mit dem C-4-Atom das Vorliegen 1,4-benzochinoider Verbindungen. 

 
Aus den HR-MS-Daten der Verbindung 13t wurde eine Diaminierung des 

Enzymsubstrats unter Eliminierung eines Sauerstoffatoms des Ringsystems 

angenommen. In Auswertung der NMR-Daten des Produkts 11m konnte eine 
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Diaminierung nachgewiesen werden, wobei die OCH3-Gruppe an dem C-2-Atom des 

Benzochinons durch den zweiten Aminopartner verdrängt wurde. Gleiches kann somit 

auch für die Produkte 13t und 9f angenommen werden. Einen Beweis für eine 

Verdrängung des OCH3-Substituenten unter Aminkopplung an der C-2-Position des 

aktivierten Aromaten lieferten die Kopplungen der H-1´´-Protonen der Aminopartner 

mit dem C-2-Atom des Ringsystems. Der zweite Aminopartner koppelte demnach in 

para-Position zum ersten Aminsubstituenten, welcher sich an dem C-5-Atom des 

Ringsystems befand. Weiterhin konnte eine Besetzung bzw. Verdrängung eines 

Sauerstoffatoms der Carbonylgruppen am Ringsystem ausgeschlossen werden, da die 

tieffeldverschobenen Resonanzsignale im Bereich von 180 ppm eindeutig den C-1- 

bzw. C-4-Atomen des 1,4-Benzochinons zugeordnet werden konnten.  

Die Rohdaten der HR-MS- und NMR-Analysen sind den Anhängen C und D zu 

entnehmen. 
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4. DISKUSSION 

 

Die Entwicklung und Etablierung biokatalytischer Syntheseverfahren erfuhr in den 

letzten Jahrzehnten, insbesondere im Sektor der Feinchemie, ein zunehmendes 

Forschungsinteresse. Gegenwärtig repräsentieren diese ein breites Spektrum effizienter 

Lösungsansätze und Alternativen für eine partielle Ablösung umweltbedenklicher 

konventioneller chemischer Synthesewege. Bereits in der Einleitung wurde in diesem 

Zusammenhang die katalytische Leistungsfähigkeit der zur Proteinfamilie der 

Multikupfer-Oxidasen zählenden Enzymklasse der Phenoloxidasen in organischen 

Synthesereaktionen hervorgehoben. Phenoloxidasen können über einen Aktivierungs- 

bzw. Radikalisierungsschritt des aromatischen Enzymsubstratmoleküls 

„biokombinatorische Verknüpfungsreaktionen“ mit einer unbegrenzten Vielzahl von 

Nicht-Enzymsubstraten initiieren. Diese Art der Synthese von Hybridmolekülen, so z.B. 

neuartigen bioaktiven Verbindungen mit pharmazeutisch-relevanten Pharmakophor-

Motiven, erfüllt den Grundgedanken der Weißen Biotechnologie. Das Spektrum an 

biotechnologisch nutzbaren Phenoloxidasen ist jedoch längst noch nicht ausgeschöpft. 

Bisherige Untersuchungen Phenoloxidase-vermittelter Kopplungsreaktionen 

konzentrierten sich vornehmlich auf den Einsatz eukaryotischer Phenoloxidasen, 

insbesondere denen von Weißfäulepilzen. Eine Identifizierung und Charakterisierung 

von neuartigen bakteriellen Phenoloxidasen könnte zu einer beträchtlichen Erweiterung 

der potentiellen Einsatzmöglichkeiten dieser Enzymklasse in biotechnologischen 

Verfahren beitragen.  

Unter diesem Aspekt bestand ein Anliegen der Dissertationsarbeit in der Untersuchung 

des zur Stickstofffixierung befähigten Bakterienisolats Azotobacter spec. SBUG 1484, 

bei welchem die Expression einer neuartigen bakteriellen Phenoloxidase aufgrund eines 

z.T. makroskopisch sichtbaren Färbungs- und Differenzierungsprozesses angenommen 

wurde. Neben einer weitreichenden Untersuchung physiologischer und 

morphologischer Stammmerkmale sowie einer abschließenden Identifizierung der 

vorliegenden Azotobacter-Art mittels 16S-rDNA-Analyse, erfolgte eine gezielte 

Prüfung von Kultivierungsparametern die eine solche Enzymaktivität induzierten. In 

Ergänzung zu einer primären Charakterisierung der Eigenschaften des 

neubeschriebenen Enzyms (u.a. pH-Optimum, Temperaturstabilität, Substrat- und 
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Inhibitorenspektrum, Lösungsmitteltoleranz, PAGE) wurden vergleichende 

Untersuchungen mit eukaryotischen Referenzenzymen vorgenommen.  

Neben der Identifizierung und anfänglichen Charakterisierung einer neuen bakteriellen 

Phenoloxidase, lag ein weiterer Schwerpunkt der Dissertationsarbeit in der 

Durchführung Phenoloxidase-vermittelter Kopplungsreaktionen. Diese erfolgten mit 

dem Ziel einer Synthese von neuartigen Hybridmolekülen, welche über eine Kopplung 

von primären Aminen an die aktivierten ortho- und para-dihydroxylierten 

Enzymsubstratmoleküle dargestellt wurden. Ergänzend zu Phenoloxidase-vermittelten 

Transformationsreaktionen von alkylsubstituierten Brenzkatechin- und Hydrochinon-

Derivaten mit linearen und verzweigtkettigen aliphatischen sowie alicyclischen 

Aminopartnern, wurden Derivatisierungsreaktionen an Mitomycin-, Vitamin K- und 

Ubichinon-Grundkörpern untersucht. Die Untersuchungen bezüglich grundlegender 

Reaktionsmechanismen in Abhängigkeit von den Reaktionsparametern wurden mit 

verschiedenen nativen und rekombinant exprimierten eukaryotischen sowie 

prokaryotischen Phenoloxidasen durchgeführt. Eine Evaluierung von Enzym-

katalysierten Reaktionen erfolgte mit dem chemischen Kopplungsvermittler 

Natriumiodat. 

 

4.1 Untersuchungen des stickstofffixierenden Prokaryoten Azotobacter 
chroococcum  

 

Das Bakterienisolat SBUG 1484 wurde in Versuchen einer selektiven Anreicherung von 

zur Stickstofffixierung befähigten Prokaryoten, insbesondere Vertretern der Gattung 

Azotobacter, mit einer Kieselgelplatten-Methode nach WINOGRADSKY (1926) aus 

Komposterde isoliert und in der Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie, 

Universität Greifswald, hinterlegt. Aufgrund charakteristischer gattungsspezifischer 

Eigenschaften wie der Befähigung zur Fixierung von molekularem Luftstickstoff in 

Verbindung mit einer ausgeprägten Schleimbildung und der bei langfristiger Inkubation 

einsetzenden Braunfärbung von Kolonien, wurde dieses Isolat in anfänglichen 

Bestimmungsversuchen der Gattung Azotobacter zugeordnet. Über 16S-rDNA-

Analysen wurde das Bakterienisolat als Azotobacter chroococcum identifiziert. Die 

16S-rDNA-Sequenz von A. chroococcum SBUG 1484 wurde in der EMBL-EBI-

Datenbank des European Bioinformatics Institutes (Cambridge, UK) unter der 

EMBL/GenBank/DDBJ-Nummer FR731999 veröffentlicht (HERTER et al., 2011c).  
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4.1.1 Untersuchungen zur Physiologie und Morphologie sowie zur 
Stickstofffixierung, Melanin- und Cystenbildung  

 

Bezüglich der Isolation des Bakterienisolats SBUG 1484 über eine Kieselgelplatten-

Methode nach WINOGRADSKY (1926) und dessen nachfolgenden Identifizierung als 

ein Vertreter der Art A. chroococcum soll an dieser Stelle eine kurze Diskussion zu 

Isolationsstrategien für eine gezielte Anreicherung von Vertretern der Gattung 

Azotobacter erfolgen. In einer Vielzahl von den in der Literatur beschriebenen 

Verfahren einer selektiven Anreicherung stickstofffixierender Azotobacter-Stämme 

wurden, seit erstmaliger Beschreibung eines Bakteriums der Gattung Azotobacter 

(BEIJERINCK, 1901), unzählige Medien bzw. Strategien entwickelt und angewendet 

(AUGIER, 1956; BROWN et al., 1962; BECKING, 1981). In Untersuchungen 

bezüglich des Vergleichs verschiedener Isolationsstrategien für eine Anreicherung von 

freilebenden stickstofffixierenden Bodenbakterien konnten AQUILANTI et al. (2004), 

unabhängig von den gewählten Isolationsparametern (Anreicherungsmedium, Standort, 

unkultivierte Böden/ Kulturböden, Jahreszeit), eine vorrangige Anreicherung von 

Bakterien der Art A. chroococcum über 16S-rDNA-Sequenzanalysen nachweisen. Dies 

steht in Übereinstimmung mit den von THOMPSON & SKERMAN (1979) sowie 

BECKING (1981) vorgenommenen Untersuchungen, in welchen A. chroococcum als 

die weitverbreitetste und demnach am häufigsten isolierte Art der Gattung Azotobacter 

angesehen wird. Da innerhalb der Arbeit der Fokus auf der Untersuchung eines nach 

primären Bestimmungsversuchen Azotobacter-ähnlichen Bakterienisolats lag, welches 

zudem eine Befähigung zur Bildung eines braun-schwarzen Pigments vorwies und dies 

als kennzeichnendes Art-Merkmal gewertet werden konnte (BECKING, 1981), zeigte 

sich somit eine Übereinstimmung zwischen den in der Literatur beschriebenen 

Ergebnissen und der hier vorgenommenen Identifizierung des Stammes als A. 

chroococcum.  

 
In mikroskopischen Untersuchungen von A. chroococcum konnte in Abhängigkeit von 

der verfügbaren Stickstoffquelle, den Kultivierungsbedingungen sowie dem Zellalter 

eine hohe Variabilität in der Zellmorphologie ermittelt werden. Die Analysen von 

Zellstadien unter Verwendung definierter Kultivierungsbedingungen und ein 

systematisches Vorgehen für die Gewinnung gleichartiger Zelltypen waren für 

nachgelagerte Enzymexperimente - insbesondere dem Nachweis einer Phenoloxidase-
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Aktivität - zwingend notwendig. Dies begründet sich allein damit, dass die Tendenz zu 

einem Pleomorphismus innerhalb der Gattung Azotobacter derart stark ausgeprägt ist, 

dass eine typische Morphologie auf normalen (N-haltigen) Medien nicht beschrieben 

werden kann (VAN SCHREVEN, 1962) und sich artspezifische charakteristische 

Zellformen ausschließlich in jungen Kulturen unter stickstofffixierenden Bedingungen 

ergeben. Diese Besonderheit führte in einer Vielzahl von früheren Abhandlungen sehr 

schnell zu dem Verdacht einer Kontamination der Reinkulturen (DEN DOOREN DE 

JONG, 1938; JENSEN, 1954), was in der vorliegenden Arbeit jedoch aufgrund der 

Kultivierung unter N-Mangel weitgehend ausgeschlossen werden konnte. Um in der 

folgenden Darstellung einen Zusammenhang zwischen den durchgeführten 

Untersuchungen hinsichtlich der Zellmorphologie in Verbindung mit den 

Kultivierungsbedingungen und dem angestrebten Nachweis einer Phenoloxidase-

Aktivität in A. chroococcum vermitteln zu können, sollen in Kapitel 4.1.1.1 und 4.1.1.2 

die in Abhängigkeit von einzelnen Umweltfaktoren feststellbaren morphologischen 

Besonderheiten dieser Bakterienart kurz diskutiert werden.  

 

4.1.1.1 Assimilation von exogenen Stickstoffquellen 

 
Bei Zellen von A. chroococcum, welche mit exogenen Stickstoffquellen inkubiert 

wurden, konnte innerhalb eines Analysezeitraums von 8 Tagen keine Differenzierung in 

das Cystenstadium festgestellt werden. Dies zeigte, dass eine Cystenbildung 

ausschließlich bei Stickstofffixierung, d.h. bei einer durch N-Mangel bedingten 

Nährstofflimitation, erfolgen kann (HERTER et al., 2011c). In Kulturen mit 

anorganischen bzw. organischen N-Quellen sowie mit Glucose als C-Quelle lagen 

zumeist langgestreckte vegetative Zellen vor, welche mit fortschreitender 

Inkubationszeit eine PHB-Akkumulation aufwiesen. Da eine PHB-Akkumulation in 

bakteriellen Zellen im Allgemeinen als Zeichen einer Inbalance des Stoffwechsels 

angesehen wird (oft bei C-Überschuss und N- oder P-Mangel), könnte dies als Hinweis 

dafür gelten, dass  - trotz der vorhandenen externen N-Quellen - diese möglicherweise 

nur ineffizient genutzt werden können. Möglicherweise kann dadurch auch die für die 

Gattung Azotobacter beschriebene Pleomorphie, d.h. eine hohe Variabilität der 

Zellmorphologien (JENSEN, 1954), und die osmotische Instabilität der Zellen bedingt 

sein. Eine besondere Morphologie von A. chroococcum SBUG 1484 ergab sich bei 

Kultivierung mit Pepton als alleiniger C-und Energiequelle sowie einem ergänzenden 
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Glucose-Zusatz (vgl. Kap. 3.3.3, Abb. 10). Bei Pepton-Assimilation traten 

spindelförmige Zellen auf, welche stark von der Zellmorphologie bei Inkubation mit 

anderen N-Quellen abwichen. VELA und ROSENTHAL (1972) beschrieben bei 

Azotobacter vinelandii ebenfalls einen, vom „normalen“ Kulturbild, abweichenden 

Pleomorphismus bei Kultivierung mit Pepton. Ähnlich wie A. chroococcum, wiesen die 

Zellen von Azotobacter vinelandii eine spindelförmige Gestalt bzw. ein Mycel-artiges 

Wachstum auf, welche außerdem in einer osmotischen Instabilität resultierten. Die 

Bildung dieser Zellformen wurde maßgeblich durch die in dem Pepton enthaltene 

Aminosäure Glycin induziert (VELA & ROSENTHAL, 1972). Bereits 1923 gingen 

LÖHNIS & SMITH aufgrund dieser Vielgestaltigkeit von A. chroococcum in 

Abhängigkeit der Kultivierungsparameter davon aus, dass es einen über die 

Stickstofffixierung hinaus existierenden, komplizierteren Lebenszyklus gibt und 

bezeichneten diesen als „life history“ (LÖHNIS & SMITH, 1923). Dieser wäre in der 

Bakteriologie relativ einzigartig (DEN DOOREN DE JONG, 1938). Eine 

überdurchschnittlich hohe morphologische Variabilität von A. chroococcum wurde auch 

in Studien von DE REGEL (1932) nachgewiesen.  

Innerhalb dieser Arbeit konnte bei Kultivierung von A. chroococcum in Gegenwart 

exogener Stickstoffquellen sowohl in Flüssigkultur als auch auf Nähragar festgestellt 

werden, dass eine langfristige derartige Kultivierung einen vollständigen Verlust der 

Befähigung zur N2-Fixierung und auch der Cysten- und Pigmentbildung bei 

stickstofffreier Kultivierung bedingen kann (vgl. Kap. 3.4.2). Aus diesem Grund 

erfolgte eine Zellanzucht von A. chroococcum in Flüssigkultur, in welcher Hefeextrakt 

als exogene N-Quelle eingesetzt wurde, nur für einen äußerst begrenzten Zeitraum von 

12 h. Eine starke Abweichung in der Zellgestalt, sichtbar durch schimmelpilzfädige, 

Amoebencysten- oder Sarcina ventriculi-ähnliche Kolonien in Verbindung mit einem 

Unvermögen zur N2-Fixierung und der Pigmentbildung wurde ebenfalls von DEN 

DOOREN DE JONG (1938) für sechs A.- chroococcum-Reinkulturen beschrieben. In 

den eigenen Untersuchungen konnte auch bei Überimpfen von stickstofffixierenden 

Zellen einer alten Plattenkultur ein Verlust der Befähigung zum stickstofffixierenden 

Wachstum festgestellt werden. Aus diesem Grund erfolgte nie eine längere 

Stammhaltung von A. chroococcum im Labor sondern stets die Verwendung frischer 

Kryokulturen. Eine vergleichbare Beobachtung wurde von PAGE & SHIVPRASAD 

(1991) bei Azotobacter salinestris DSM 11553 gemacht. Auch A. salinestris war nach 
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kurzzeitiger Lagerung als Schrägagar-Kultur (4 °C) bei erneutem Überimpfen auf 

stickstofffreies Kulturmedium nicht mehr zum Wachstum befähigt.   

 

4.1.1.2 Assimilation von Luftstickstoff 

 
Nach Inokulation Glucose-supplementierter, stickstofffreier Mineralsalzagarplatten mit 

dem aus einer Kryokultur stammenden Zellmaterial traten nach Anwachsen der Zellen 

zunächst durchsichtige schleimige Kolonien auf. Mit fortschreitender Inkubation setzte 

eine anfänglich ocker, später braun-schwarze Verfärbung des Zellmaterials ein. Diese 

begann am äußeren Rand der Kolonien und breitete sich nachfolgend zu dem in der 

Mitte einer Plattenkultur befindlichem Zellmaterial aus. Die dunkelgefärbten Kolonien 

erschienen zu diesem Zeitpunkt stark ausgetrocknet. In lichtmikroskopischen 

Untersuchungen dieser gealterten, braun-schwarz pigmentierten Kulturen konnten keine 

langgestreckten vegetativen Zellen, welche sich oftmals durch eine hohe Beweglichkeit 

auszeichneten (vgl. Kap. 3.3.1), erfasst werden. Korrespondierend zu dem 

makroskopischen Erscheinungsbild lagen aggregierte, unbewegliche und zudem 

abgerundete Zellkörper vor. Diese ruhenden Zellkörper wurden als Cysten, welche als 

typische morphologische Strukturen der Gattung Azotobacter angesehen werden 

(WINOGRADSKY, 1938; JENSEN, 1954; WYSS et al., 1961), identifiziert. 

Gegenüber vegetativen Zellen besitzen diese ruhenden, zumeist sphärischen Zellkörper 

ein hochvakuolisiertes konzentriertes Cytoplasma („Zentralkörper“), welches von einer 

doppelwandigen Zellwand („Multilayermembran-Mantel“) umschlossen wird 

(WINOGRADSKY, 1938; STEVENSON & SOCOLOFSKY, 1972). Der aus einem 

vielschichtigen Membransystem aufgebaute Cystenmantel besteht im Wesentlichen aus 

einer den Zentralkörper direkt umgebenden dickwandigen inneren Kapselschicht 

(Intine), welche mit einer dünneren äußeren Schicht (Exine) vernetzt ist. In 

Untersuchungen der chemischen Zusammensetzung des Cystenmantels konnten FUNA 

et al. (2006) meta-dihydroxylierte Aromaten, sogenannte Alkylresorcinole, als 

Hauptkomponenten dieser speziellen Zellumhüllung in Cysten von Azotobacter 

vinelandii identifizieren. Im Prozess der Cystenbildung konnte dabei ein Austausch der 

in den Membranen vegetativer Zellen vorliegenden Phospholipide durch Lipide mit 

Alkylresorcinol- und Alkylpyron-Struktur, an welchen C21 bis C23 ungesättigte 

Seitenketten angelagert sind, nachgewiesen werden (REUSCH & SADOFF, 1983; 

KOZUBEK et al., 1996). Die Biosynthese dieser ambiphilen Moleküle erfolgt in 
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Azotobacter vinelandii unter Expression einer Typ-III-Polyketid-Synthetase, welche 

Kondensations-, Ringbildungs- bzw. Lactonisierungsreaktionen an Acetatfragementen 

katalysiert (FUNA et al., 2006). 

Wie zuvor angemerkt, konnte innerhalb der eigenen Untersuchungen von A. 

chroococcum eine Cystenbildung ausschließlich unter N2-fixierenden Bedingungen 

nachgewiesen werden. In Kulturen, welche mit exogenen Stickstoffquellen 

anorganischer oder organischer Natur inkubiert wurden, traten Cysten zu keinem 

Zeitpunkt in Erscheinung. Für stickstofffixierende A.-chroococcum-Kulturen konnte ein 

detaillierter Lebenszyklus konstruiert werden, welcher durch verschiedene Zellstadien 

bzw. -morphologien gekennzeichnet war und eine daran gekoppelte Akkumulation bzw. 

Abreicherung zellinterner Speicherstoffe erkennen ließ (Abb. 72; vgl. Kap. 3.3).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Auf der Grundlage dieses Lebenszykluses, welcher regelmäßige und reproduzierbare 

Differenzierungsprozesse und -strategien erkennen ließ, konnte ein standardisiertes 

Vorgehen für den Nachweis einer Phenoloxidase-Aktivität in A. chroococcum SBUG 

1484 entwickelt werden. Der Übergang vegetativer Zellen in ruhende Cysten stellte 

dabei ein Schlüsselereignis dar. Innerhalb des Differenzierungsprozesses setzte bei den 

stäbchenförmigen Zellen junger A.-chroococcum-Kulturen mit fortschreitender 

Inkubationszeit eine Zellteilung unter Abschnürung paarweiser Tochterzellen ein (vgl. 

Kap. 3.3.2, Abb. 9). Begleitend dazu erfolgte eine Akkumulation feingranulärer, 

lichtbrechender Partikel, welche über Zellfärbeversuche als Poly-β-hydroxybuttersäure-

Abb. 71: Schematische 
Darstellung des Lebenszyklus 
von stickstofffixierenden A.-
chroococcum-Kulturen abge-
wandelt nach einem von 
STEVENSON & SOCOLOFSKY 
(1972) für die Azotobacter-Art A. 
vinelandii beschriebenen Zyklus. 
PHB: Poly-β-hydroxybuttersäure.
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Granula identifiziert werden konnten. Das Anlegen eines solchen intrazellulären 

Energiespeichers setzt i.d.R. dann ein, wenn eine Verbindung im Mangel ist. A. 

chroococcum wurde unter N-Mangel kultiviert, d.h. die Zellen mussten molekularen 

Luftstickstoff fixieren, jedoch stand gleichzeitig die C-Quelle (1 % Glucose, v/v) in 

ausreichender Menge zur Verfügung. Unter diesen Bedingungen reagierten die 

stickstofffixierenden Zellen mit einer Akkumulation energiereicher Poly-β-

hydroxybuttersäure-Granula, welche aus der überschüssigen C-Quelle synthetisiert 

wurden, um in Situationen einer ausreichenden Versorgung mit Stickstoff eine C-

Reserve für das Ausreifen der Cysten in vegetative Zellen zu besitzen. Diese globulären 

Granula wurden bereits in früheren Arbeiten als ein für die Cystenbildung angelegter 

und zudem essentieller Energiespeicher angesehen; das Fehlen dieser intrazellulären 

Energiereserve resultierte einerseits in einer Störung des Übergangs in das 

Cystenstadium (SOBEK et al., 1966; PARKER & SOCOLOFSKY, 1966). Bei den 

unter PHB-Mangel gebildeten Cysten wurde zudem ein Verlust der Resistenz 

gegenüber physikalischen und chemischen Einflüssen nachgewiesen (STEVENSON & 

SOCOLOFSKY, 1966). Jedoch kann, wie in den eigenen Untersuchungen gezeigt 

werden konnte, eine PHB-Akkumulation nicht die einzige Vorraussetzung für die 

Cystenbildung bei A. chroococcum sein (vgl. Kap. 4.1.1.1).  

 

4.1.2 Untersuchungen zur Phenoloxidase von Azotobacter chroococcum  

 

4.1.2.1 Nachweis einer Phenoloxidase-Aktivität  

 

Eine Phenoloxidase-Aktivität konnte in zellulären Fraktionen von stickstofffixierenden 

A.-chroococcum-Zellen nachgewiesen werden. Die Bedingungen für eine Bildung 

dieser neuen Phenoloxidase AcCL und deren mögliche physiologische Funktionen 

sollen nachfolgend diskutiert werden.    

Die Phenoloxidase AcCL war ausschließlich bei einem stickstofffixierendem Wachstum 

erfassbar und trat bei experimentell induzierter externer N-Limitation mit 

gleichzeitigem C-Überschuss auf (vgl. Kap. 3.6, HERTER et al., 2011c, d; HERTER et 

al., 2012). Diese Art der Limitation, welche eine Fixierung von atmosphärischem 

Stickstoff für eine ausreichende Versorgung der Kulturen mit einer N-Quelle erforderte, 

induzierte in A. chroococcum einen morphologischen Differenzierungsprozess der 
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makroskopisch durch eine Braunfärbung der Kulturen sichtbar wurde (Melaninbildung) 

und in mikroskopischen Untersuchungen einen Übergang in das Cystenstadium 

erkennen ließ. Die in Kulturen von A. chroococcum ermittelte simultan einsetzende 

Bildung der Phenoloxidase AcCL zeigt dabei Parallelen zur Expression von 

Phenoloxidasen innerhalb von Differenzierungsprozessen bei anderen Prokaryoten. 

Eine erste prokaryotische Phenoloxidase wurde in dem zur N2-Fixierung befähigten 

Bodenbakterium Azospirillum lipoferum beschrieben, welches - ähnlich wie A. 

chroococcum - in einer Assoziation mit der Rhizosphäre von Pflanzen lebt und eine 

Phenoloxidase-Expression in Verbindung mit einer Pigmentbildung aufweist 

(GIVAUDAN et al., 1993; FAURE et al., 1994). Auch in stickstofffixierenden Kulturen 

von Azotobacter salinestris DSM 11553 konnte eine Polyphenoloxidase-Aktivität 

(Catechol-Oxidase) nachgewiesen werden, die mit einer Pigmentbildung und einem 

morphologischen Wandel in ruhende Cysten einhergeht (SHIVPRASAD & PAGE, 

1991). Bei Vertretern der Gattung Bacillus, unter anderem Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis und Bacillus sphaericus, konnte mit einer Differenzierung vegetativer 

Zellen in das dormante Endosporen-Stadium eine Phenoloxidase-Aktivität in der 

Sporenhülle nachgewiesen werden, wobei die Kulturen im Zuge dieser 

morphologischen Wandlung ebenfalls eine Melaninbildung zeigten (HULLO et al., 

2001; MARTINS et al., 2002; KOSCHORRECK et al., 2008; CLAUS & FILIP, 1997). 

Allerdings konnten in dem zur Melaninbildung befähigten Stamm Bacillus HR03 neben 

der Expression einer Phenoloxidase weitere kupferhaltige Oxidasen, die der Gruppe der 

Polyphenoloxidasen angehören (Tyrosinase und Catechol-Oxidase), in 

Kulturüberständen nachgewiesen werden (DALFARD et al., 2006). 

Übereinstimmungen mit den für eine Phenoloxidase-Bildung in A. chroococcum 

erforderlichen Bedingungen sind auch in Differenzierungsprozessen von 

Streptomyceten feststellbar. So konnte bei Streptomyces griseus die extrazelluläre 

Ausscheidung eines Phenoloxidase-ähnlichen Enzyms (EpoA) im Zuge der 

Septenbildung von Lufthyphen, welche in der Generierung von aufgereihten Konidien 

resultierte, ermittelt werden (ENDO et al., 2002). Dieser morphologische Wandel 

wurde durch eine Nährstofflimitation und einer Vielzahl von weiteren Umweltsignalen 

induziert (ENDO et al., 2002). 

Auch bei Pilzen, so z.B. dem Weißfäulepilz Phanerochaete chrysosporium, kann eine 

Phenoloxidase-Expression durch Stickstofflimitation getriggert werden (KEYSER et 

al., 1978), wobei sich im Allgemeinen eine erhöhte Konzentration der 
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Kohlenstoffquelle gegenüber der N-Quelle begünstigend auf die Phenoloxidase-Bildung 

von Pilzen auswirken kann (KUNAMNENI et al., 2008a, b). Jedoch können u.a. auch 

hohe Stickstoffkonzentrationen eine frühzeitige und erhöhte Phenoloxidase-Bildung, so 

z.B. bei den basidiomycetalen Pilzen Panaeolus sphinctrinus, Panaeolus papilionaceus 

und Coprinus friesii sowie dem Weißfäulepilz Lentinula edodes, induzieren 

(BUSWELL et al., 1995; HEINZKILL et al., 1998). Im Gegensatz zu dem Nachweis 

von Phenoloxidasen in Bakterien, welcher in den eigenen Untersuchungen eine starke 

Verknüpfung von Nährstofflimitation und Differenzierungsprozessen (Melanin- und 

Cystenbildung) erkennen ließ und auch bei weiteren Bakterien mit diesen verbunden ist, 

ist die Phenoloxidase-Expression bei Pilzen im Allgemeinen nicht nur auf 

Mangelsituationen oder morphologische Veränderungen beschränkt. 

 

4.1.2.2 Phenoloxidase-Aktivität und Melaninbildung 

 

Das von A. chroococcum bei stickstofffixierendem Wachstum gebildete braun-schwarze 

Pigment wurde nach einem Extraktionsverfahren von WHITTAKER (1963) isoliert und 

als ein Brenzkatechin-Melanin identifiziert (vgl. Kap. 3.5.1; HERTER et al., 2011c). 

Wie bereits angemerkt, wurde die Pigmentbildung in A. chroococcum als ein 

artspezifisches Merkmal beschrieben, welches in Isolationsversuchen als ein erster 

Hinweis für eine erfolgreiche Anreicherung dieser Azotobacter-Art gewertet werden 

kann (DEN DOOREN DE JONG, 1938; THOMPSON & SKERMAN, 1979; 

BECKING, 1981). Im Gegensatz zu dem innerhalb dieser Arbeit untersuchten Stamm 

A. chroococcum SBUG 1484, beschrieb ANDERSON & JORDAN (1953) für einen 

anderen Vertreter der Art A. chroococcum die Bildung eines DOPA-Melanins. 

Hingegen konnte bei dem zu A. chroococcum artnahen Stamm Azotobacter salinestris 

DSM 11553 ebenfalls ein Brenzkatechin-Melanin identifiziert (SHIVPRASAD & 

PAGE, 1989; PAGE & SHIVPRASAD, 1991). Die O2-verbrauchende Melaninbildung 

wurde dabei als ein Mechanismus der Anpassung an zu hohe Sauerstoffkonzentrationen 

(gleichbedeutend mit einem Schutz der bei N2-Fixierung aktivierten 

sauerstoffempfindlichen intrazellulären Nitrogenase) angesehen (SHIVPRASAD & 

PAGE, 1989). Innerhalb der eigenen Untersuchungen wurde ebenfalls ein enger 

Zusammenhang zwischen der Pigmentbildung und einer Kultivierung unter N2-

Fixierungsbedingungen festgestellt. Zudem erfolgte die Melanisierung der Zellen von A. 
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chroococcum mit Einsetzen einer morphologischen Differenzierung vegetativer Zellen 

in Cysten (HERTER et al., 2011c). Die Synthese eines zellassoziierten Pigments konnte 

in einer Vielzahl von Prokaryoten zumeist in Verbindung mit einem zellulären 

Differenzierungsprozess gebracht werden. So erfolgt diese unter anderem in Vertretern 

der Gattungen Bacillus (ARONSON & WERMUS, 1965), Streptomyces (ARAI & 

MIKAMI, 1972), Rhizobium (BEYNON et al., 1980) und Azospirillum (SADASIVAN 

& NEYRA, 1987). Bei Pilzen, hauptsächlich Asco- und Basidiomyceten, erfolgt eine 

Melaninbildung im Allgemeinen als ein Schutzmechanismus, insbesondere im 

Zusammenhang mit einer daraus resultierenden Resistenz bzw. Langlebigkeit von 

Vermehrungseinheiten (LÜDEMANN et al., 1982; SUSSMAN, 1968). Jedoch wurde 

die Melaninbildung auch als ein Pathogenitätsfaktor, u.a. in der opportunistisch-

pathogenen Hefe Cryptococcus neoformans, beschrieben (IKEDA et al., 1993; 

WILLIAMSON, 1994; ZHU et al., 2001). Sie schützt die Hefe offenbar vor einem 

effektiven Angriff des Immunsystems ihrer Wirte.  

Die von Pro- und Eukaryoten gebildeten Melanine werden in Bezug auf die 

Polymerzusammensetzung in die drei Hauptgruppen der Eu-, Pheo- und Allomelanine 

eingestuft (PLONKA & GRABACKA, 2006). Das von A. chroococcum gebildete 

Brenzkatechin-Melanin kann der Gruppe der Allomelanine, welche die heterogenste 

Melaninklasse darstellt, zugeordnet werden. Ein in der äußeren Zellwand von 

Teliosporen des parasitischen Maisbrandpilzes Ustilago maydis nachgewiesenes 

Pigment wurde ebenfalls als ein Brenzkatechin-Melanin identifiziert (RAMBERG & 

MCLAUGHLIN, 1980; PIATELLI et al., 1963). Ähnlich wie die in zellfreien 

Kulturüberständen von A. chroococcum nachgewiesenen ortho-Diphenole 

Brenzkatechin und 3,4-Dihydroxybenzoesäure (vgl. Kap. 3.5.2, HERTER et al. 2011c; 

HERTER et al. 2012), konnte in Analysen der in dem Melaninpigment von Ustilago 

maydis enthaltenen Grundkörper neben diesen beiden ortho-dihydroxylierten 

Verbindungen auch 2-Hydroxybenzoesäure nachgewiesen werden. Aus den 

beschriebenen Zusammenhängen einer extrazellulären Ausscheidung ortho-

dihydroxylierter Verbindungen und der Identifizierung des zellassoziierten A.- 

chroococcum-Pigments als ein Brenzkatechin-Melanin kann nachfolgender 

Reaktionsmechanismus für die Melaninbildung bei A. chroococcum postuliert werden 

(Abb. 72).  
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Abb. 72: Mögliche Wege für die Bildung des Brenzkatechin-Melanins von A. chroococcum 
abgewandelt nach den von SWAN (1973) sowie DAWSON & TARPLEY (1963) beschriebenen 
Reaktionswegen für die (Phenoloxidase- und/oder Tyrosinase-vermittelte) Bildung von 
Brenzkatechin-Melaninen bei Pilzen. In den Fotos gezeigt sind eine 7d-alte stickstofffixierende 
melanogene Plattenkultur von A. chroococcum SBUG 1484 und die mit fortschreitender 
Inkubation (0 h - 96 h) einsetzende Melaninbildung in Flüssigkulturen. AK: Autokatalytische 
Bildung von Benzochinonen. 
 

Die Melaninsynthese von A. chroococcum erfolgt vermutlich aus freien Semichinon-

Radikalen bzw. Benzochinon-Brenzkatechin-Addukten des in den Kulturüberständen in 

hohen Konzentrationen nachgewiesenen Brenzkatechins. In Modellversuchen mit einer 

pilzlichen Tyrosinase konnten DAWSON & TARPLEY (1963) die in Abb. 72 

dargestellten Brenzkatechin-Dimere als Produkte einer Brenzkatechin-Oxidation 

identifizieren. Infolge von Polymerisationsreaktionen der C-C- bzw. C-O-gekoppelten 

Dimere wurde schließlich das Melaninpigment gebildet (PIATELLI et al., 1963; BELL 

& WHEELER, 1986). An dieser Stelle sei angemerkt, dass in Enzymexperimenten mit 

Präparaten von A. chroococcum keine Tyrosinase-Aktivität nachgewiesen werden 

konnte. Das innerhalb dieser Arbeit als eine Phenoloxidase identifizierte Enzym AcCL 

ist jedoch ebenfalls zu einer oxidativen Aktivierung des ortho-dihydroxylierten 

Melanin-Präkursors Brenzkatechin befähigt (vgl. Kap. 3.7.6.2, HERTER et al., 2011c, 

d). Somit wurde in Anlehnung an die dargestellten Mechanismen einer Brenzkatechin-
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Melaninbildung davon ausgegangen, dass diese in A. chroococcum in einem engen 

Zusammenhang mit der Expression der Phenoloxidase AcCL stehen könnte (Abb. 72). 

Auch die in Kulturüberständen stickstofffixierender A.-chroococcum-Zellen 

nachgewiesene 3,4-Dihydroxybenzoesäure kann an der Pigmentbildung beteiligt sein. 

Eine Pigmentbildung aus extrazellulär akkumulierten Ringspaltungsprodukten, welche 

aus ortho-dihydroxylierten aromatischen Säuren gebildet wurden, erfolgt u.a. bei 

Serratia marcescens und Cryptococcus neoformans (CHASKES & TYNDALL, 1975; 

TRIAS et al., 1988).  

 
In Kultivierungsversuchen unter Limitation der für eine optimale bzw. ungestörte N2-

Fixierung essentiellen Metallionen Na2MoO4 und FeSO4 konnte eine deutliche 

Beeinflussung der Melaninbildung bei A. chroococcum festgestellt werden (vgl. Kap. 

3.5.2.2). In FeSO4-supplementierten Kulturen, die unter Mangel an Na2MoO4 wuchsen, 

konnte - im Vergleich zu Standardkulturen - ebenfalls die Bildung des braun-schwarz 

gefärbten Brenzkatechin-Melanins ermittelt werden. Kulturen die jedoch unter FeSO4-

Mangel oder unter einem Mangel beider Metalle (Na2MoO4 und FeSO4) kultiviert 

wurden, zeigten eine gestörte Melanogenese, welche sich in der Bildung eines rötlichen 

Pigments äußerte (HERTER et al., 2012). Dieses für A. chroococcum untypische 

Pigment wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht näher charakterisiert. Auch bei 

Pilzen, so z.B. Gaeumannomyces graminis und Hortaea acidophila, wurde bei gezielter 

Störung der Melaninsynthese durch Zusatz eines spezifischen Hemmstoffes 

(Tricyclazol) anstelle des schwarzen Melanins ein rötlich-braunes Pigment produziert 

(CAESAR-TONTHAT et al., 1995).  

In A.-chroococcum-Kulturen, die in der Melaninbildung gestört waren, konnte keine 

Phenoloxidase-Aktivität nachgewiesen werden. Dies erhärtete die zuvor aufgegriffene 

Verknüpfung der Melaninbildung mit der in A. chroococcum nachgewiesenen 

Phenoloxidase-Aktivität. Da Melanin als eine Art „Schwammgewebe“ bzw. 

„mikrobielles Schutzpolymer“ angesehen wird, welches eine durch äußere Einflüsse 

induzierte Zellschädigung abpuffert und kompensiert (BELL & WHEELER, 1986), 

kann die Expression einer Phenoloxidase somit als ein Überlebensvorteil von A. 

chroococcum bzw. dessen Cysten gewertet werden. Diese Annahme begründet sich 

nicht zuletzt darin, da Phenoloxidasen sauerstoffverbrauchende Enzyme darstellen und 

bei der Radikalisierung von Enzymsubstraten - so auch Brenzkatechin - unter Bildung 

eines Melanins die Sauerstoffkonzentration im Kulturmedium senken. Somit könnte die 
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Phenoloxidase-katalysierte Melaninbildung in A. chroococcum auch als ein zusätzlicher 

Mechanismus für den Schutz eines in stickstofffixierenden Zellen aktiven O2-sensitiven 

Nitrogenase-Komplexes angesehen werden (HERTER et al., 2011c, d; HERTER et al., 

2012). 

 
Der Einfluss einer zusätzlichen Kupfersupplementierung auf die Pigmentbildung und 

extrazelluläre Ausscheidung von Substanzen mit ortho-Diphenol-Grundkörpern wurde 

ebenfalls geprüft (vgl. Kap. 3.5.2.3). Dabei konnte ab einer 10 µM CuSO4-

Konzentration eine Wachstumsinhibition von A. chroococcum unter 

stickstofffixierenden Bedingungen festgestellt werden. Die toxische Wirkung erhöhter 

CuSO4-Konzentrationen auf das Wachstum von Bakterien wurde bereits vielfach 

beschrieben (ZEVENHUISEN et al., 1979; KOZDROJ & PIOTROWSKA-SEGET, 

1995). In moderaten Konzentration von CuSO4 reagierten die Zellen von A. 

chroococcum mit einer frühzeitigeren optisch wahrnehmbaren Bildung des 

zellassoziierten Brenzkatechin-Melanins (HERTER et al., 2012). Somit kann indirekt 

auch eine optimale Kupferversorgung der Zellen eine verbesserte Melaninbildung 

bewirken. Jedoch kann die gesteigerte Melaninbildung gleichwohl als ein zellulärer 

Schutzfaktor gegen oxidative und reduktive Einflüsse, welche von Kupferionen 

ausgehen können,  angesehen werden.  

Neben einer intensivierten Pigmentierung bei erhöhten Kupferkonzentrationen konnte 

ebenfalls eine erhöhte Phenoloxidase-Bildung nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.6.3). 

Dieser Zusammenhang bekräftigt zum einen erneut die Annahme einer Funktion der 

Phenoloxidase AcCL bei der Melaninbildung. Zum anderen kann die gesteigerte 

Phenoloxidase-Bildung bei hohen CuSO4-Konzentrationen als eine weitere - wenn auch 

nicht primäre - Funktion von Zellen und Cysten des Stammes A. chroococcum 

gegenüber diesen zellschädigenden Schwermetallionen angesehen werden (HERTER et 

al., 2012). Sowohl eine gesteigerte Phenoloxidase-Expression als auch die Induktion 

einer Phenoloxidase-Aktivität als „mikrobielle Antwort“ auf erhöhte 

Metallionenkonzentrationen im Prozess der Selbstregulation (Homeostase) wurde u.a. 

für Aquifex aeolicus (FERNANDES et al., 2007), Streptomyces coelicolor 

(MACHCZYNSKI et al., 2004), Escherichia coli (GRASS & RENSING, 2001) und 

Bacillus halodurans (RUIJSSENAARS & HARTMANS, 2004) beschrieben. Auch bei 

Pilzen, so z.B. dem Weißfäulepilz Trametes pubescens und dem Ascomyceten 

Gaeumannomyces graminis, führt eine Kupfersupplementierung zu einer gesteigerten 
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Phenoloxidase-Produktion in Verbindung mit einer intensivierten Melaninbildung und 

wurde auch hier als ein Schutzmechanismus gegen cytotoxische Konzentrationen dieses 

Metalls gewertet (CAESAR-TONTHAT et al., 1995; GALHAUP & HALTRICH, 

2001).  

 

4.1.2.3 Phenoloxidase-Aktivität und Cysten sowie Lokalisation der Phenoloxidase 

 
 
Ein Nachweis der A.-chroococcum-Phenoloxidase AcCL erfolgte ausschließlich unter 

Bedingungen einer Nährstofflimitation (Stickstofffixierung) sowie nach Einsetzen des 

in Kap. 4.1.1.2 dargestellten morphologischen Differenzierungsprozesses von 

vegetativen Zellen in Cysten. Dies legte die Vermutung nahe, dass das Enzym AcCL im 

normalen Metabolismus von A. chroococcum, welcher keine N2-Fixierung bedingt, 

physiologisch irrelevant ist (HERTER et al., 2011c). Neben der bei 

stickstofffixierenden Zellen postulierten Beteiligung der AcCL an der Melaninbildung 

(vgl. Kap. 4.1.2.2) kann daher ebenfalls eine Schutzfunktion bei der Cystenbildung bzw. 

in den ruhenden Cysten angenommen werden. Zwar liegt bei der Stickstofffixierung 

generell eine hohe intrazelluläre Respirationsrate, welche einem stark 

energieverbrauchenden Prozess entspricht, zum Schutz der O2-empfindlichen 

Nitrogenase vor (POOLE & HILL, 1997). Jedoch könnte neben der intensiven Atmung 

auch die Expression einer O2-verbrauchenden Phenoloxidase bei der Differenzierung 

von Zellen in Cysten zellschädigende Einflüsse abschwächen. Ähnlich wie bei A. 

chroococcum ermittelt, steht die Phenoloxidase-Expression auch bei anderen Bakterien, 

so z.B. Streptomyces griseus, Stenotrophomonas maltophilia und verschiedenen 

Bacillus-Arten (HULLO et al., 2001; ENDO et al., 2002; MARTINS et al., 2002; 

KOSCHORRECK et al., 2008; GALAI et al., 2009), in einem engen Zusammenhang 

mit der morphologischen Differenzierung vegetativer Zellen in Ruhestadien, 

insbesondere Sporen.  

Eine Funktion der AcCL bei der morphologischen Differenzierung begründet sich nicht 

zuletzt darin, dass in Untersuchungen der zellulären Lokalisation der Phenoloxidase 

stets eine starke Assoziation mit unlöslichen Membran-haltigen Zellfraktionen 

festzustellen war (vgl. Kap. 3.6.2, HERTER et al., 2011d). In 

Solubilisierungsexperimenten mit der partikulären Zelltrümmern, welche Zell- und 

Cystenwände enthielten, konnte eine gesteigerte Freisetzung von AcCL mit dem 
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anionischen Chelatbildner EDTA und dem nicht-ionischen Agens Triton X-100 erreicht 

werden (vgl. Kap. 3.6.2). Die höchste Proteinfreisetzung erfolgte mit EDTA und deutete 

darauf hin, dass die Phenoloxidase AcCL als ein peripheres Protein mit elektrostatischer 

bzw. ionischer Wechselwirkung mit den Membranlipiden - so z.B. an der Cytoplasma-

Membran, der äußeren Hüllmembran oder Bestandteilen der Cystenwände - vorkommt, 

wobei diese Interaktion durch Metallionen (z.B. Ca2+-Ionen), vermittelt werden kann 

(HERTER et al., 2011d). Auch in Untersuchungen des Einflusses von EDTA auf 

Cysten und Membranfraktionen von Azotobacter vinelandii wurde eine gesteigerte 

Freisetzung von Lipopolysacchariden, welche durch divalente Kationen (Ca2+, Mn2+, 

Mg2+) stabilisiert werden, ermittelt (GOLDSCHMIDT & WYSS, 1966). Dies wurde auf 

eine gesteigerte Proteinfreisetzung unter Ausbildung von EDTA-Metallion-Komplexen 

zurückgeführt. Da innerhalb der eigenen Untersuchungen auch eine erhöhte Freisetzung 

der Phenoloxidase AcCL mit Triton X-100 ermittelt werden konnte, wurde ein weiterer 

Anhaltspunkt für deren Assoziation mit hydrophoben Zellkompartimenten, 

insbesondere den Phospholipid-Anteil der Membranen, gewonnen. REISINGER & 

EICHACKER (2006) beschrieben für Triton X-100 eine hohe Affinität zu diesen 

Zellbestandteilen und ermittelten eine effektive Bindung und nachfolgende 

Solubilisierung von Phospholipiden der Membranen aus Zellwandfragmenten 

gramnegativer Bakterien. Eine Assoziation der Phenoloxidase mit Zellkompartimenten 

bzw. eine intrazelluläre Lokalisation dieser Enzyme konnte auch bei anderen 

Prokaryoten nachgewiesen werden. Ähnlich zu der nachgewiesenen starken Assoziation 

der A. chroococcum-Phenoloxidase AcCL mit den Zell- bzw. Cystenwandungen, 

konnten die Phenoloxidase CotA von Bacillus subtilis sowie die Phenoloxidase von 

Bacillus sphaericus als Endosporenhüllen-assoziierte Proteine identifiziert werden 

(MARTINS et al., 2002; CLAUS & FILIP, 1997). Eine intrazelluläre Lokalisation von 

Phenoloxidasen und Phenoloxidase-ähnlichen Enzymaktivitäten wurde auch in 

Stenotrophomonas maltophilia (CopA), Thermus thermophilus, Sinorhizobium meliloti, 

Azospirillum lipoferum und Pseudomonas desmolyticum nachgewiesen (FAURE et al., 

1994; CASTRO-SOWINSKI et al., 2002; MIYAZAKI, 2005; KALME et al., 2009; 

GALAI et al., 2009). Phenoloxidase-bildende Stämme der Gattung Streptomyces 

nehmen bezüglich der zellulären Lokalisation der Phenoloxidasen innerhalb der 

Prokaryoten jedoch eine Sonderstellung ein. So konnte die Phenoloxidase EpoA von 

Streptomyces griseus sowohl als ein Luftmycel-assoziiertes als auch ein in 

Kulturüberstände freisetzbares Enzym identifiziert werden (ENDO et al., 2002). Die 
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Phenoloxidasen SLAC von Streptomyces coelicolor sowie SilA von Streptomyces 

ipomoea stellen ausschließlich extrazelluläre Enzyme dar (MACHCZYNSKI et al., 

2004; MOLINA-GUIJARRO et al., 2009).  

Entgegen dem in A. chroococcum ermittelten sowie in weiteren Bakterien vorliegenden 

zellassoziierten Vorkommen von Phenoloxidasen, erfolgt in Pilzen überwiegend eine 

extrazelluläre Ausscheidung dieser Enzyme (THURSTON, 1994; MOROZOVA et al., 

2007). Eine intrazelluläre Lokalisation pilzlicher Phenoloxidasen konnte jedoch - wenn 

auch nur mit Anteilen von 2 bis 5 % der Gesamtaktivität - zumeist in Weißfäulepilzen 

(BLAICH & ESSER, 1975), so z.B. Phanerochaete chrysosporium (WOOD, 1980) 

sowie den Pilzen Agaricus bisporus (DITTMER et al., 1997) und Suillus granulatus 

(GÜNTHER et al., 1998), nachgewiesen werden. Jedoch ist es fraglich, ob diese 

intrazellulär lokalisierten pilzlichen Phenoloxidase-Anteile als aktive funktionsfähige 

Proteine im Cytoplasma agieren.  

Obwohl in Pilzen für die extrazellulären Phenoloxidasen andere Funktionen 

angenommen werden (u.a. Ligninolyse), gibt es auch Hinweise dafür, dass pilzliche 

Phenoloxidasen - ähnlich wie bakterielle Phenoloxidasen - in Sporen lokalisiert sein 

können und hier an einer Transformation niedermolekularer phenolischer Verbindungen 

beteiligt sind. Auch diese resultiert in der Synthese von Melaninen und weiteren 

Substanzen, die als Schutzpolymere an fungalen Zellwänden fungieren können 

(GALHAUP & HALTRICH, 2001; MOROZOVA et al., 2007).  

 

4.1.3 Enzymcharakterisierung 

 

Obwohl in Kap. 4.1.2.1 gezeigt werden konnte, dass Phenoloxidasen in Bakterien und 

Pilzen unter vergleichbaren Bedingungen exprimiert werden, existieren dennoch 

erhebliche Unterschiede bezüglich der Enzymeigenschaften, welche sich nicht zuletzt in 

präferierten Enzymsubstraten, Reaktionsparametern und damit auf das Spektrum 

potentieller Einsatzmöglichkeiten in Transformationsreaktionen auswirken. 

Insbesondere in Untersuchungen prokaryotischer Phenoloxidasen konnten 

Enzymeigenschaften ermittelt werden, welche nicht nur denen einer Phenoloxidase 

zuzuordnen waren und mit Merkmalen von Tyrosinasen überlappten (SANCHEZ-

AMAT et al., 2001). Unter dem Aspekt einer Charakterisierung der Phenoloxidase 
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AcCL von A. chroococcum, welche mithin einer Zuordnung zu den Multikupfer-

Oxidasen dienen sollte, wurden verschiedene Enzymeigenschaften geprüft.  

 

4.1.3.1 pH-Optimum und Temperaturstabilität 

  

In Untersuchungen des pH-Optimums für eine ABTS-Oxidation konnte unter Einsatz 

verschiedener Puffersysteme für die Phenoloxidase AcCL eine Präferenz für schwach 

saure Reaktionssysteme (pH 4,5; 0,1 M NaAC) ermittelt werden (vgl. Kap. 3.7.1, 

HERTER et al., 2011d). Dies stand in Übereinstimmungen mit den pH-Optima der in 

den Endosporenhüllen von Bacillus-Arten lokalisierten Phenoloxidase CotA sowie den 

von Streptomyceten exprimierten Phenoloxidasen, welche für eine ABTS-Oxidation 

ebenso schwach saure pH-Werte von 4,0 (Bacillus subtilis, Streptomyces coelicolor), 

4,2 (Bacillus licheniformis) und 4,5 (Streptomyces cyaneus) präferieren (ARIAS et al., 

2003; DURAO et al., 2008; DUBE et al., 2008; KOSCHORRECK et al., 2008). 

Darüber hinaus konnte auch für pilzliche Phenoloxidasen, so z.B. den nativen Enzymen 

PcL von Pycnoporus cinnabarinus und TvL von Trametes versicolor sowie den 

rekombinant exprimierten Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, TvL5 und TvL10 - bei 

Verwendung von ABTS in einem Natrium-Acetat-Puffersystem - pH-Optima zwischen 

pH 4,0 - 4,5 nachgewiesen werden (SIGOILLOT et al., 2004; HERTER et al., 2011a). 

Jedoch zeigten diese pilzlichen Phenoloxidasen im ABTS-Assay ein weiteres pH-

Optimum in einem Phosphat-Puffersystem bei einem pH-Wert von 2,0 (HERTER et al., 

2011a).  

Hinsichtlich der Verwendung des nicht-phenolischen Redoxindikators ABTS für eine 

Bestimmung des pH-Optimums muss somit angemerkt werden, dass - in Verbindung 

mit dem pH-Wert des Reaktionsmilieus und den darin enthaltenen Puffersalzen - nicht 

zuletzt die chemische Natur des in Aktivitäts-Assays eingesetzten Substrates sowie 

dessen Oxidationsprodukte einen Einfluss auf die gemessen Enzymaktivitäten haben. 

So konnten LI et al. (2008) in vergleichenden Untersuchungen bezüglich der Substrate 

für eine Messung der Phenoloxidase-Aktivität (ABTS, ortho-Dianisidin, Guajacol) die 

höchsten Aktivitäten mit ABTS ermitteln und beschrieben den ABTS-Assay als die 

sensitivste Methode für eine Aktivitätsbestimmung. Eine Messung geringerer 

Aktivitäten bei Einsatz phenolischer Redoxindikatoren - jedoch gleichen pH-Werten - 

konnte auf eine Enzyminhibition durch die aus dem Substrat gebildeten 
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Oxidationsprodukte zurückgeführt werden (ROBLES et al., 2000; LIERS et al., 2007), 

wobei sich große Unterschiede bei dem Einsatz verschiedener Substrate auch auf der 

Ebene unterschiedlicher Redoxpotentiale zwischen dem Enzym und dem Substrat 

ergeben können (REINHAMMAR & MALMSTRÖM, 1981). Bezüglich der 

dargestellten Problematik einer spektralphotometrischen Messung der Aktivität kann 

somit festgehalten werden, dass eine Aussage zum pH-Optimum ausschließlich auf dem 

verwendeten Redoxindikator und dem verwendeten Puffersystem basieren kann und 

daher nicht auf andere Substrate und Reaktionssysteme übertragbar ist.  

 
In Untersuchungen der Temperaturstabilität von AcCL wurde ermittelt, dass das Enzym 

bei 30-minütiger Inkubation bis zu einer Temperatur von 35 °C stabil war und bei einer 

Temperatur von 50 °C noch bis zu 70 % der Ausgangsaktivität besaß (vgl. Kap. 3.7.2, 

HERTER et al., 2011d). Der Temperaturbereich in dem AcCL keine Aktivitätsverluste 

zeigte, wurde ebenfalls als eine optimale Temperatur für die prokaryotische 

Phenoloxidase von Pseudomonas putida (30 °C) beschrieben (MCMAHON et al., 

2007); auch die Phenoloxidase von Streptomyces griseus bevorzugt einen ähnlichen 

Temperaturbereich (40 °C) (ENDO et al., 2003). Für bakterielle Phenoloxidasen konnte 

im Allgemeinen eine ausgeprägte thermische Stabilität nachgewiesen werden - diese ist 

bei den Phenoloxidasen SLAC von Streptomyces coelicolor sowie CotA von Bacillus 

licheniformis und Bacillus pumilus bis zu einer Temperatur von 70 °C gegeben (DUBE 

et al., 2008; KOSCHORRECK et al., 2008; REISS et al., 2011). Eine 

Temperaturstabilität zwischen 40 bis 60 °C konnte auch für die pilzlichen 

Phenoloxidasen von Marasmius querophilus (FARNET et al., 2002) und Pleurotus 

ostreatus (PALMIERI et al., 1993) ermittelt werden. Die relativ hohen 

Temperaturstabilitäten der Phenoloxidasen ergeben sich offenbar aus einem 

beträchtlichen Glycosylierungsgrad dieser Proteine, welcher durch kovalent verknüpfte 

Kohlenhydrate bedingt ist und in Abhängigkeit von der Art des Mikroorganismus oder 

dem Expressionswirt zwischen 10 und 50 % des Gesamtgewichts des Enzymmoleküls 

ausmacht (KUNAMNENI et al., 2008a, b). Somit können die Temperaturoptima und -

stabilitäten von Phenoloxidasen in Abhängigkeit von dem Glycosylierung stark von 

einem Mikroorganismus zum anderen bzw. innerhalb verschiedener Expressionswirte 

variieren. 
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4.1.3.2 Beeinflussung der Enzymaktivität durch Lösungsmittel 

 

Da eine Gewinnung von Feinchemikalien über Enzym-vermittelte Synthesen als eine 

effektive und zudem bevorzugte Alternative gegenüber chemischen Synthesewegen 

angesehen wird, kann - vor allem unter dem Aspekt einer Erweiterung der 

Einsatzmöglichkeiten von Biotransformationsreaktionen im industriellen Maßstab - die 

sogenannte nicht-wässrige Enzymologie im Bereich des Medium-Engineerings als eine 

weitere effektive Optimierungsmöglichkeit angesehen werden (STÖCKLEIN & 

SCHELLER, 1995; CARREA & RIVA, 2000). Da das Medium-Engineering eine 

Anwesenheit organischer Lösungsmittel bedingt, wurde der Einfluss diverser protischer 

sowie aprotisch unpolarer bzw. polarer Lösungsmittel, welche häufig in Biokatalysen 

eingesetzt werden, auch auf die Aktivität der Phenoloxidase AcCL von A. chroococcum 

geprüft (vgl. Kap. 3.7.3). Dabei konnte mit dem Lösungsmittel DMSO als Co-Solvenz 

bis zu einer Konzentration von 20 % (v/v) eine beträchtliche Erhöhung der AcCL-

abhängigen 2,6-DMP-Oxidation nachgewiesen werden (HERTER et al., 2011d). Auch 

in Untersuchungen der Phenoloxidase-Aktivität von Trametes spec. in wässrig-

organischen Reaktionssystemen konnte eine Erhöhung der Substratoxidation in 

Anwesenheit von DMSO festgestellt werden, die offenbar mit einer Verbesserung der 

aktiven Konformation dieser Phenoloxidase einhergeht (TOMINGA et al., 2004). Der 

größte Aktivitätsverlust der Phenoloxidase AcCL lag in Gegenwart von Acetonitril 

(15 %, v/v) vor, obgleich dieses Lösungsmittel - ebenso wie DMSO - den aprotisch 

polaren Lösungsmitteln angehört. Eine sehr geringe Inhibition von AcCL wurde durch 

Methanol bzw. Ethanol hervorgerufen. Für die Sporenhüllen-assoziierte Phenoloxidase 

CotA von Bacillus subtilis wurde in der vorliegenden Arbeit hingegen eine stärkere 

Inhibition durch Methanol (15 %, v/v) ermittelt (vgl. Kap. 3.7.3). Auch die hierin 

untersuchte native Phenoloxidase PcL sowie das rekombinant exprimierte 

Phenoloxidase-Isoenzym PcL35 des Weißfäulepilzes Pycnoporus cinnabarinus zeigen 

eine mit ansteigenden Methanol-Konzentrationen verbundene Aktivitätsabnahme - diese 

ist bei dem rekombinanten Enzym ausgeprägter und wurde auf Unterschiede im 

Glykosylierungsgrad zurückgeführt (HERTER et al., 2011a). Im Gegensatz dazu 

reagiert die native Phenoloxidase TvL von Trametes versicolor mit einer gesteigerten 

ABTS-Oxidation bis zu einer MeOH-Konzentration von 30 % (v/v); gleiches konnte für 

die Phenoloxidase MtL des Pilzes Myceliophthora thermophila ermittelt werden 

(HERTER et al., 2011a).  
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Eine durch die Anwesenheit organischer Lösungsmittel bedingte Aktivitätsminderung 

von Phenoloxidasen wurde auf die für organische Lösungsmittel frei zugängliche 

Substratbindungsstelle zurückgeführt, wobei in Abhängigkeit von der Hydrophobizität 

des Lösungsmittels eine konkurrierende Verdrängungsreaktion mit dem Enzymsubstrat 

um die Substratbindungsstelle vorliegt (SOLOMON et al., 1996). Somit kann die 

Hydrophobizität des Lösungsmittels als ein Schlüsselkriterium für den Grad einer 

Denaturierung des Enzyms angesehen werden, da dieses eine Verdrängung des in dem 

Enzymmolekül anwesenden Wassers bedingen und eine Veränderung dessen nativen 

Konformation hervorrufen kann (MOZHAEV et al., 1989; RODAKIEWICZ-NOWAK 

et al., 2000).  

 

4.1.3.3 Beeinflussung der Enzymaktivität durch Metallionen 

 

Eine Prüfung diverser Schwermetallionen auf die Aktivität von AcCL, zeigte eine starke 

Inhibition durch Fe2+-Ionen (0,1 mM FeSO4, v/v), wobei diese in Gegenwart von Fe3+-

Ionen (FeCl3) nicht vorlag. Eine Steigerung der AcCL-abhängigen 2,6-DMP-Oxidation 

konnte u.a. durch den Zusatz von Mg2+- und Cu2+-Ionen ermittelt werden (vgl. Kap. 

3.7.5). Insbesondere Kupfer wurde vielfach als ein Aktivator der pilzlichen 

Phenoloxidase-Aktivität und auch der Phenoloxidase-Expression beschrieben 

(PALMIERI et al., 2000; LEONOWICZ et al., 2001; BALDRIAN & GABRIEL, 2002). 

Auch bei einer zusätzlichen CuSO4-Supplementierung stickstofffixierender A.-

chroococcum-Kulturen konnte, vergleichbar mit Phenoloxidase-exprimierenden Pilzen 

und Bakterien, eine verstärkte Bildung der Phenoloxidase AcCL ermittelt werden 

(HERTER et al., 2012) und wurde bereits im Kap. 4.1.2.2 näher betrachtet. Eine 

Aktivierung inaktiv-exprimierter bakterieller Phenoloxidasen sowie Phenoloxidase-

ähnlicher Enzymaktivitäten, so z.B. bei Stenotrophomonas maltophila und Thermus 

thermophilus, konnte jedoch erst durch eine entsprechende Kupfersupplementierung der 

Kulturmedien erreicht werden (GALAI et al., 2009; MIYAZAKI, 2005). Desweiteren 

bewirken Cu2+-Ionen auch bei prokaryotischen Phenoloxidasen, welche von dem 

jeweiligen Organismus als aktive Enzyme konstitutiv exprimiert werden, eine Erhöhung 

der Enzymaktivität und der damit verbundenen Substratoxidation (ENDO et al., 2002). 

In Bezug auf eine Definition und Klassifizierung von bakteriellen Phenoloxidasen 

sowie Enzymen mit Phenoloxidase-ähnlichen Motiven und Aktivitäten nahmen 
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SOLANO et al. (2001) eine Einteilung dieser in Gruppen vor und legten dafür die 

Kupferabhängigkeit der enzymatischen Substratoxidation zugrunde. Demnach stellen 

„echte“ Phenoloxidasen Enzyme dar, die zu einer Oxidation des Enzymsubstrats (2,6-

DMP) ohne eine vorangehende Aktivierung durch Kupfer befähigt sind. Andererseits 

gehören Enzyme, die eine Substratoxidation erst nach Kupferzusatz zeigen, zu den 

„Pseudo-Phenoloxidasen“. Zu diesen Pseudo-Phenoloxidasen gehören beispielsweise 

die Enzyme CueO von Escherichia coli und CopA von Pseudomonas syringae sowie 

Xanthomonas campestris (SOLANO et al., 2011). Da in Versuchen des Nachweises 

einer Phenoloxidase-Aktivität in stickstofffixierenden Zellen von A. chroococcum keine 

Enzymaktivierung durch den vorherigen Zusatz einer Kupferquelle in das Kulturmedien 

bzw. in den Aktivitäts-Assays erforderlich war (vgl. Kap. 3.6), konnte die AcCL, gemäß 

den von SOLANO et al. (2001) beschriebenen Kriterien, als eine echte Phenoloxidase 

eingestuft werden (HERTER et al., 2011c, d).  

 

4.1.3.4 Beeinflussung der Enzymaktivität durch Inhibitoren 

 

Untersuchungen einer Inhibition bzw. Aktivierung der 2,6-DMP-Oxidation von AcCL 

durch den Zusatz anorganischer oder organischer Agentien wurden vor allem im 

Vergleich mit der pilzlichen Phenoloxidase PcL des Weißfäulepilzes Pycnoporus 

cinnabarinus und der pilzlichen Polyphenoloxidase (Tyrosinase) AbT von Agaricus 

bisporus vorgenommen (vgl. Kap. 3.7.6.1). Diese erfolgten unter dem Aspekt einer 

Einordnung des von A. chroococcum exprimierten Enzyms AcCL in die Gruppe der 

Multikupfer-Oxidasen, da die getesteten Agentien z.T. als spezifische Inhibitoren - 

einerseits für Phenoloxidasen und andererseits für Polyphenoloxidasen - beschrieben 

wurden. Dabei konnten hohe Übereinstimmungen bei der Beeinflussung der Oxidation 

des phenolischen Enzymsubstrats 2,6-DMP zwischen AcCL und der pilzlichen 

Phenoloxidase PcL festgestellt und eindeutig von der Polyphenoloxidase AbT 

abgegrenzt werden (HERTER et al., 2011d). Als ein starker Inhibitor beider 

Phenoloxidasen wurde NaN3 identifiziert. Eine Inhibition durch NaN3 konnte auch bei 

anderen pilzlichen Phenoloxidasen, so z.B. von Lentinula edodes (D´ANNIBALE et al., 

1996) und Trametes versicolor (MISHRA & KUMAR, 2009) sowie der bakteriellen 

Phenoloxidase von Streptomyces psammoticus (NILADEVI et al., 2008), ermittelt 

werden. Eine NaN3-Inhibition der Polyphenoloxidase AbT über eine 
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spektralphotometrisch messbare Reduzierung der Absorptionsveränderung in der 

Brenzkatechin-Oxidation konnte dagegen nicht erfasst werden. Dies war jedoch mit 

einer zunehmenden Rotfärbung der, durch die Bildung des ortho-Benzochinons 

eigentlich gelb-gefärbten, Ansätze verbunden (vgl. Kap. 3.7.6.1). Da in Inhibitorstudien 

mit AbT, im Gegensatz zu Untersuchungen der Enzyme AcCL und PcL, stets 

Brenzkatechin als Enzymsubstrat eingesetzt wurde, kann die in diesem Test 

bestimmbare Aktivität jedoch nicht mit dem Ausbleiben einer Inhibition gleichgesetzt 

werden. Es ist vielmehr anzunehmen, dass nach AbT-vermittelter Aktivierung des 

Brenzkatechins unter Bildung des korrespondierenden gelb-gefärbten ortho-

Benzochinon eine Aminierungsreaktion mit dem NaN3 stattfand, welche eine 

Rotfärbung der Ansätze bedingte (Abb. 73).  

 

                 

Abb. 73: Postulierter Reaktionsmechanismus für das in Assays mit der Polyphenoloxidase AbT 
von A. bisporus eingesetzten Enzymsubstrats Brenzkatechin (1) mit Natriumazid (NaN3) unter 
Bildung des rot-gefärbten aminierten Produkts 4. Dargestellter Reaktionsmechanismus 
abgewandelt nach einem von NEMATOLLAHI et al. (2006) beschriebenen Mechanismus bei 
elektrochemischer Brenzkatechin-Oxidation in Gegenwart von NaN3. Verbindungen in 
Klammern kennzeichnen Intermediate. 
 

Über eine elektrochemische Oxidation des Brenzkatechins kann ebenfalls eine Reaktion 

mit Azid-Ionen initiiert werden, die in der Bildung des in Abb. 73 dargestellten 

Produkts 4 resultiert (NEMATOLLAHI et al., 2006). Diese Produktstruktur kann auch 

für das in Inhibitionsversuchen mit der Tyrosinase AbT entstandene rot-gefärbte 
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benzendiole (3, 3a, 3b), welche über eine intramolekulare Oxidation-Reduktions-

Reaktion und Ausbildung eines Imino-Intermediats (3d) in das Produkt 4 (4-Amino-

[1,2]-benzochinon) transformiert werden (Abb. 73; NEMATOLLAHI et al., 2006).  Da 

das Produkt 4 ein mit dem aktivierten ortho-Benzochinon vergleichbares UV/VIS-

Absorptionsmaximum (λmax 450 nm) besitzt, ist davon auszugehen, dass in 

spektralphotometrischen Untersuchungen einer NaN3-Inhibtion der Polyphenoloxidase 

AbT, ein linearer Anstieg der Absorptionsänderung auch auf dessen Bildung 

zurückgeführt werden muss. Aufgrund der gemeinsamen Eigenschaft von 

Phenoloxidasen und Polyphenoloxidasen, eine Radikalisierung ortho-dihydroxylierter 

Verbindungen zu katalysieren (XU, 1996), ist dieses Ergebnis jedoch nicht auf die 

hierin untersuchte Polyphenoloxidase AbT zu beschränken, sondern kann 

wahrscheinlich auch auf die Phenoloxidasen AcCL und PcL übertragen werden.  

Wie bereits erwähnt, zeigten sich in Gegenwart zahlreicher Enzyminhibitoren hohe 

Übereinstimmungen in der Aktivitätsbeeinflussung des von A. chroococcum 

exprimierten Enzyms AcCL mit der pilzlichen Phenoloxidase PcL, wobei keine 

signifikante Inhibition dieser Enzyme durch typische Polyphenoloxidase-Inhibitoren, 

wie z.B. para-Cumarsäure, Kojisäure oder Arbutin (KIM & UYAMA, 2005; KHAN et 

al., 2006) festgestellt werden konnte. Somit kann auch auf der Basis des ermittelten 

Spektrums wirksamer AcCL-Inhibitoren, das der Phenoloxidase PcL ähnelt und klar 

von dem der Polyphenoloxidase (Tyrosinase) AbT abgegrenzt werden konnte, die 

AcCL-Aktivität als die einer Phenoloxidase eingestuft werden.  

 

4.1.3.5 Substratspektrum der Phenoloxidase 

 

Mit dem Ziel, das von A. chroococcum gebildete Enzym AcCL hinsichtlich seines 

Substratspektrums zu charakterisieren und damit möglicherweise eine weitere 

Zuordnung zu der Enzymklasse der Phenoloxidasen vornehmen zu können, erfolgten 

Untersuchungen bezüglich einer AcCL-vermittelten Oxidation mit über 40 

verschiedenen potentiellen Substraten. Der enzymatische Umsatz durch die pilzliche 

Phenoloxidase PcL und die Polyphenoloxidase (Tyrosinase) AbT wurde zum Vergleich 

ebenfalls geprüft (vgl. Kap. 3.7.6.2).  

Die höchsten Aktivitäten der AcCL konnten mit 2,6-DMP und ABTS gemessen werden 

- Substrate bei denen mit der Phenoloxidase PcL ebenfalls höchste Umsatzraten erzielt 
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werden konnten. Allein diese Übereinstimmung deutete erneut auf das Vorliegen einer 

Phenoloxidase-Aktivität hin. Bei einer Oxidation des phenolischen Substrats 2,6-DMP 

konnte für die AcCL eine relative Aktivität von 128 % im Vergleich zu der einer ABTS-

Oxidation ermittelt werden. Eine erhöhte Präferenz für 2,6-DMP liegt auch bei der 

Phenoloxidase von Streptomyces psammoticus vor, wobei die 2,6-DMP-Aktivität 214 % 

der relativen Aktivität einer ABTS-Oxidation beträgt (NILADEVI et al., 2008). Der 

Redoxindikator 2,6-DMP wurde bereits von SOLANO et al. (2001) als ein geeignetes 

Substrat für den Nachweis von Phenoloxidase-Aktivitäten in Prokaryoten beschrieben. 

Trotz der möglichen, vergleichsweise hohen, 2,6-DMP-Oxidation von AcCL und der 

pilzlichen Phenoloxidase PcL ergaben sich Unterschiede bei beiden Enzymen bezüglich 

der Aktivierung von Vanillinazin und dem als ein typisches Phenoloxidase-Substrat 

angesehenen Syringaldazins (HARKIN et al., 1974). Sowohl Vanillinazin als auch 

Syringaldazin wurden durch AcCL nicht umgesetzt. Diese mehrkernigen Verbindungen, 

die sich strukturell von dem methoxy-aktivitierten 2,6-DMP ableiten, besitzen eine 

Azin-Brücke an dem C-4-Atom der Aromaten. Das Unvermögen der AcCL das 

geläufige Phenoloxidase-Substrat Syringaldazin nicht umsetzen zu können, muss jedoch 

nicht gegen das Vorliegen einer Phenoloxidase sprechen. Generell bestimmt das 

Redoxpotential der Typ-I-Kupferseite der Phenoloxidasen den Umsatz bestimmter 

Substrate bzw. dessen katalytische Effizienz (KUNAMNENI et al., 2008a, b). So kann 

im Falle von Substraten, welche am C-2 bzw. am C-2- und C-6-Atom des Aromaten 

methoxyliert sind, eine Substitution mit elektronenziehenden Gruppen in einer 

verringerten Elektronendichte an der Phenoxy-Gruppe (C-1-Atom) resultieren. 

Demnach ist eine enzymatische Oxidation erschwert, da eine geringere Reaktivität 

einen erschwerten Elektronenübergang zu dem Typ-I-Kupfer der Phenoloxidase bedingt 

(XU, 1996). Jedoch kann ebenfalls eine sterische Hinderung bei der Bindung des im 

Vergleich zu 2,6-DMP größeren Syringaldazin-Moleküls (bzw. Vanillinazin-Moleküls) 

an dem aktiven Zentrum der AcCL bzw. dessen Typ-I-Kupferzentrums angenommen 

werden, da nicht zuletzt die Größe bzw. Tiefe der Substratbindungstasche eine 

Substrataufnahme erst ermöglicht (XU, 1996). Die für AcCL ermittelte hohe Präferenz 

für das vergleichsweise kleine 2,6-DMP-Molekül könnte diese Annahme bekräftigen. 

Verbindungen mit einem Carboxy-Substituenten in para-Position zur OH-Gruppe des 

2,6-DMP-Moleküls wurden ebenso als Nicht-Enzymsubstrate von AcCL identifiziert. 

Hingegen stellten strukturanaloge Verbindungen des 2,6-DMPs, welche in para-

Stellung eine Methyl-, Methylen- oder Hydroxy-Gruppe tragen, AcCL-Substrate dar. 
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Dies zeigt erneut, dass zum einen elektronische Eigenschaften der Substituenten und 

zum anderen die Molekülgrößen der eingesetzten Substrate Oxidations-bestimmende 

Faktoren darstellen. Wie bereits angemerkt, wird der erste Elektronenübergang 

zwischen dem Substrat und der Phenoloxidase durch die Aktivierungsenergie bestimmt, 

welche ihrerseits durch die Differenz der Redoxpotentiale der Typ-I-Kupferseite des 

Enzyms und des Substrates reguliert wird (MARCUS & SUTIN, 1985). Obgleich 

Phenoloxidasen hinsichtlich ihrer Primärsequenz hohe Homologien aufweisen 

(MESSERSCHMIDT & HUBER, 1990), existieren dennoch signifikante Unterschiede 

in deren molekularen und enzymatischen Eigenschaften, wie z.B. dem Redoxpotential 

und der Substrat-Inhibitor-Spezifität. In Aktivitäts-Assays mit dem Enzym AcCL 

konnten lediglich geringe Aktivitäten gegenüber para-dihydroxylierten Verbindungen 

erfasst werden. Dies war zunächst verwunderlich, da die für AcCL postulierte Aktivität 

einer Phenoloxidase, in Bezug auf das Oxidationsvermögen von para-dihydroxylierten 

Verbindungen eindeutig von Catechol-Oxidasen und Tyrosinasen abgegrenzt werden 

kann (XU, 1996). In Untersuchungen mit der als Referenzenzym eingesetzten pilzlichen 

Phenoloxidase PcL konnte jedoch ebenso eine vergleichsweise minimale Oxidation der 

para-dihydroxylierten Substrate festgestellt werden. Diese niedrigen Oxidationsraten 

könnten mit dem bei para-Diphenolen vorliegenden niedrigen molaren 

Absorptionskoeffizienten im sichtbaren Bereich und einer hohen Instabilität der 

Oxidationsprodukte begründet werden, welche diese als ungeeignet für eine 

spektralphotometrische Aktivitätsbestimmung erscheinen lassen (SOLANO et al., 

2001). Zudem wurden innerhalb der Untersuchungen des Substratspektrums alle 

Verbindungen stets in gleichen Konzentrationen (5 mM, v/v) eingesetzt, was eine 

Substratinhibition der getesteten Enzyme nicht gänzlich ausschließt.  

Zu Beginn der Untersuchungen bestand die Annahme, dass die Phenoloxidase-Aktivität 

von A. chroococcum möglicherweise an der Vernetzung von meta-dihydroxylierten 

Alkylresorcinolen beteiligt sein könnte, welche im Zuge des morphologischen 

Überganges in Cysten synthetisiert und in die Cystenwandungen integriert werden (vgl. 

Kap. 4.1.1.2). In Testungen des Substratspektrums der AcCL (und auch der 

Phenoloxidase PcL) konnte jedoch keine Aktivität gegenüber meta-dihydroxylierten 

Verbindungen (Resorcinol, Orcinol und Olivetol) ermittelt werden, wobei diese 

aufgrund ihres erhöhten Redoxpotentials (+ 0,8 bis + 1,10 V) generell als Nicht-

Enzymsubstrate von Phenoloxidasen angesehen werden (FAURE et al., 1995; MAI et 

al., 2001). Auch bezüglich der Oxidation von ortho-dihydroxylierten Substraten 
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grenzten sich die Enzyme AcCL und PcL eindeutig von der Aktivität einer 

Polyphenoloxidase (AbT) ab, für welche überaus hohe Aktivitäten gegenüber den 

eingesetzten Brenzkatechin-Derivaten ermittelt wurden (vgl. Kap. 3.7.6.2). Beide 

Enzyme (AcCL und PcL) waren jedoch prinzipiell auch zu einer Aktivierung der ortho-

dihydroxylierten Verbindungen befähigt, wobei die AcCL relativ hohe Aktivitäten im 

Vergleich zu anderen getesteten Modell-Substraten zeigte. Somit wurde für die AcCL 

ein weiteres Merkmal, das zwar für Phenoloxidasen bekannt ist, aber noch stärker bei 

Polyphenoloxidasen (Tyrosinasen, Catechol-Oxidasen) in Erscheinung tritt (XU, 1996; 

THURSTON, 1994), nachgewiesen.  

Da in Aktivitäts-Assays - im Gegensatz zur Polyphenoloxidase AbT - mit AcCL keine 

Oxidation der Substrate Tyrosin oder para-Kresol messbar war, rechtfertigte dies erneut 

eine Zuordnung in die Gruppe der Phenoloxidasen (HERTER et al., 2011c, d) und eine 

Abgrenzung der AcCL zu den Polyphenoloxidasen (Tyrosinase- und Kresolase-

Aktivität).  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Phenoloxidase AcCL - auch im 

Vergleich zu dem Substratspektrum anderer prokaryotischer Phenoloxidasen, so z.B. 

von Azospirillum lipoferum (FAURE et al., 1995), Marinomonas mediterranea 

(SOLANO & SANCHEZ-AMAT, 1999) und Streptomyces griseus (ENDO et al., 

2002), - bemerkenswerten Unterschiede zu pilzlichen Phenoloxidasen aufwies und 

daher als eine „nicht gewöhnliche“ Phenoloxidase angesehen werden kann, die das 

Spektrum an Einsatzmöglichkeiten dieser Enzymklasse erweitern könnte. Die eigenen 

Untersuchungen bezüglich der durch AcCL umsetzbaren potentiellen Substrate, 

charakterisierten dieses Enzym als einen geeigneten Biokatalysator für eine 

Biotransformation von mono- bzw. dimethoxylierten sowie ortho-dihydroxylierten 

Verbindungen.  

Azotobacter chroococcum gehört einer sehr gut untersuchten Gattung von 

Bodenbakterien an, welche in der Wurzelrhizosphäre in einer lockeren Interaktion mit 

Pflanzen leben und durch eine nicht-symbiontische N2-Fixierung sowie über eine 

Sezernierung wachstumsregulierender Faktoren deren Wachstum unterstützen 

(BROWN & GARR, 1984). Diesbezüglich kann der AcCL - aufgrund der ermittelten 

Präferenz für einen Umsatz methoxy-substituierter Substanzen - eine mögliche weitere 

Funktion in A. chroococcum zugeordnet werden, da Pflanzen vielfach methoxylierte 

phenolische und polyphenolische Verbindungen als antimikrobielle oder antioxidative 

Sekundärstoffe freisetzen (NAKATANI, 1997; BORS et al., 2001). Auch der 
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Phenoloxidase des in einer engen Assoziation mit der pflanzlichen Wurzelrhizosphäre 

lebenden Bodenbakteriums Azospirillum lipoferum wird als physiologische Funktion 

eine Nutzung bzw. Detoxifizierung phenolischer Pflanzenbestandteile zugeschrieben 

(FAURE et al., 1994).  

 

4.1.3.6 Gelelektrophoretische Untersuchungen 

 

Über Aktivitätsfärbungen nativer Gele mit den Phenoloxidase-Substraten ABTS und 

2,6-DMP erschienen bis zu drei aufeinanderfolgende aktivgefärbte AcCL-spezifische 

Proteinbanden deren Molekulargewicht anhand eines mitgeführten Proteinmarkers 

(denaturierte Proteine) auf ca. 130 kDa geschätzt wurde (vgl. Kap. 3.7.8.2, HERTER et 

al., 2011c). In ergänzenden Untersuchungen bezüglich einer Bestimmung des relativen 

Molekulargewichts der Phenoloxidase AcCL nach FERGUSON (1964), konnte die 

Annahme eines unter nativen Bedingungen vorliegenden aktiven Homotrimers erhärtet 

werden (vgl. Kap. 3.7.8.2, HERTER et al., 2011d). Für das Monomer der 

Phenoloxidase AcCL wurde ein Molekulargewicht von 45 kDa ermittelt (HERTER et 

al., 2011c, d).   

Durch gelelektrophoretische Untersuchungen prokaryotischer Phenoloxidasen ergeben 

sich häufig Hinweise auf das Vorkommen von hochmolekularen Proteinaggregaten und 

Multimer-Komplexen. Jedoch besteht nach den bisherigen Untersuchungen vielfach 

noch Unstimmigkeit bezüglich der Größe des vermeintlichen Enzymkomplexes und der 

des aktiven Proteins (CLAUS, 2003). Bislang wurden in der Literatur nur wenige 

„echte“ bakterielle Phenoloxidasen beschrieben, weshalb eine Analyse der nativen 

Enzyme von Wildtyp-Stämmen mittels PAGE nur selten vorgenommen wurde. Die 

Mehrzahl der in Prokaryoten analysierten Enzyme, welche Phenoloxidase-ähnliche 

Motive bzw. Aminosäuresequenzen und ein mit Phenoloxidasen vergleichbares 

Substrat- und Inhibitorenspektrum aufweisen, wurde hinsichtlich ihrer Primärfunktion 

überwiegend als Metall-oxidierende Proteine eingestuft. Darüber hinaus erfolgten 

PAGE-Analysen vornehmlich mit den rekombinant exprimierten Proteinen. Da 

rekombinant gewonnene Proteine jedoch eine von dem nativen Protein abweichende 

Glycosylierung und damit ein verändertes Molekulargewicht besitzen können, ist es 

schwer, die aus gelelektrophoretischen Untersuchungen der Phenoloxidase AcCL 
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erhaltenen Ergebnisse in Bezug auf die voran genannten Proteine zu diskutierten und es 

ist nur ein begrenzter Vergleich möglich.  

Nach semi-denaturierender PAGE von Proben der äußeren Zellumhüllung 

stickstofffixierender Zellen von A. chroococcum konnten bis zu drei aktivgefärbte 

Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Bei einer nachfolgenden SDS-PAGE konnte 

für die extrahierten Proteine ein annähernd gleiches Molekulargewicht (45 ± 3 kDa), 

welches dem AcCL-Monomer zugeordnet wurde, ermittelt werden (vgl. Abb. 34, 

S. 141). Die Phenoloxidase AcCL von A. chroococcum liegt, ähnlich wie die von 

Azospirillum lipoferum gebildete Phenoloxidase, als ein multimerer Enzymkomplex in 

PAGE-Analysen vor. Unter semi-denaturierenden Bedingungen konnten auch bei der 

Phenoloxidase von Azospirillum lipoferum drei aktive Proteinbanden mit 

Molekulargewichten von 48,9 kDa, 97,8 kDa und 179,3 kDa nachgewiesen werden 

(DIAMANTIDIS et al., 2000). SDS-PAGE-Analysen der aus dem Gel extrahierten 

aktiven Proteine führten jedoch zu der Erkenntnis, dass die Azospirillum-lipoferum-

Phenoloxidase aus einer kleinen katalytischen Polypeptid-Untereinheit (16,3 kDa) und 

ein bis zwei größeren regulatorischen Ketten mit einem Molekulargewicht von jeweils 

81,5 kDa besteht (DIAMANTIDIS et al., 2000). Das aktive Monomer der 

Phenoloxidase von Streptomyces psammoticus besitzt dagegen ein Molekulargewicht 

von 43 kDa (NILADEVI et al., 2008) - eine mit dem Monomer der Phenoloxidase 

AcCL vergleichbare Größe. Für das Monomer der Phenoloxidase von Sinorhizobium 

meliloti konnten ROSCONI et al. (2005) ein Molekulargewicht von 45 kDa bestimmen, 

wobei dieses Enzym, ähnlich wie die AcCL von A. chroococcum, auch als ein aktives 

Homodimer in PAGE-Analysen auftreten kann. Andererseits liegt die Phenoloxidase 

EpoA von Streptomyces griseus selbst nach SDS-PAGE als ein Homotrimer vor, wobei 

das EpoA-Monomer ebenso ein relativ kleines Molekulargewicht von 38 kDa besitzt 

(ENDO et al., 2002). Die bislang kleinste prokaryotische Phenoloxidase stellt SLAC 

von Streptomyces coelicolor dar, wobei das Molekulargewicht des rekombinant 

exprimierten Monomers 32 kDa beträgt (MACHCZYNSKI et al., 2004). Unter den 

prokaryotischen Phenoloxidasen ist die von Bacillus subtilis exprimierte CotA-

Phenoloxidase (65 kDa-Monomer) das am besten Enzym, bei welchem zudem eine 

hohe Sequenzhomologie zu eukaryotischen Phenoloxidasen festgestellt werden konnte 

(HULLO et al., 2001; MARTINS et al., 2002). In PAGE-Analysen weiterer bakterieller 

Proteine - die aufgrund ihrer Aktivität und Aminosäuresequenz als Phenoloxidase-

ähnliche Enzyme gelten, wie z.B. das für eine Mn(II)-Oxidation exprimierte Protein von 
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Bacillus SG-1 (VAN WAASBERGEN et al., 1996) oder CumA von Pseudomonas 

putida (FRANCIS & TEBO, 2001) - konnten ebenso z.T. aktive, hochmolekulare 

Proteinkomplexe bzw. Multimere nachgewiesen werden. Dies konnte auch für die 

Phenoloxidase-ähnlichen Proteine CopA von Pseudomonas syringae (MELLANO & 

COOKSEY, 1988) und PcoA von Escherichia coli (BROWN et al., 1995), welche 

bezüglich ihrer Kupferbindungsseiten eine Homologie mit Multikupfer-Oxidasen 

aufweisen und für eine Kupferresistenz exprimiert werden, belegt werden.  

Aus den bisherigen Analysen der Molekulargewichte und der aktiven Konformation 

bakterieller Phenoloxidasen lässt sich ableiten, dass diese mit einem Molekulargewicht 

von bis zu 50 kDa - im Vergleich zu pilzlichen Phenoloxidasen - eine Gruppe relativ 

kleiner Enzyme darstellt. Die Molekulargewichte der zumeist als Monomere 

sezernierten pilzlichen Phenoloxidasen liegen zwischen 60 bis 70 kDa (KUNAMNENI 

et al., 2008a, b), wobei rekombinant exprimierte Isoenzyme, so zum Beispiel von 

Aspergillus niger oder Aspergillus oryzae, auch als 100 kDa-Monomere vorliegen 

können (SIGOILLOT et al., 2003). Darüber hinaus werden die extrazellulären 

Phenoloxidasen der Pilze häufig konstitutiv als multiple Isoenzyme exprimiert. Die 

Isoenzyme stellen entweder Proteine mit unterschiedlichen Glycosylierungsgraden und 

Expressionsprodukte eines Gens dar oder deren Expression wird durch verschiedene 

Gene kodiert (DONG et al., 2005; LORENZO et al., 2006). Andererseits kann eine 

Expression pilzlicher Isoenzyme auch durch bestimmte Kultivierungsbedingungen 

induziert werden (SODEN & DOBSON, 2001).  

 

4.2 Phenoloxidase-vermittelte Transformationsreaktionen 

 

4.2.1 Homomolekulare Transformationsreaktionen von ortho- und para-
dihydroxylierten Verbindungen 

 

Homomolekulare Transformationsansätze wurden zunächst auf das Vorkommen von 

Eigenreaktionsprodukten der innerhalb dieser Arbeit eingesetzten Enzymsubstrate 

geprüft. Die Eigenreaktionsprodukte sind Verbindungen, welche durch eine Reaktion 

von Enzymsubstratmolekülen miteinander oder eines Enzymsubstratmoleküls mit 

anderen Substanzen, welche nicht dem eigentlichen Kopplungspartner (Amin) 

entsprechen, jedoch auch im Reaktionsmilieu vorkommen (Lösungsmittel), gebildet 
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werden. Eine Analyse von Eigenreaktionsprodukten war daher erforderlich, um diese 

von den Produkten in nachgelagerten heteromolekularen Kopplungsreaktionen 

abgrenzen zu können. Zudem konnten die Eigenreaktionsprodukte für eine Aufklärung 

prinzipieller Reaktionsmechanismen herangezogen werden. In homomolekularen 

Transformationsreaktionen der ortho- und para-dihydroxylierten Verbindungen wurden 

unterschiedliche Substratumsatzgeschwindigkeiten und Produktmuster in Abhängigkeit 

von den am aromatischen Ringsystem befindlichen Substituenten, den pH-Werten der 

Reaktionssysteme und den eingesetzten Katalysatoren ermittelt. Da die Art der 

Dihydroxylierung des Ausgangssubstrates (ortho- bzw. para-Stellung) einen 

wesentlichen Einfluss auf den Verlauf der Reaktionen nahm, sollen die Ergebnisse der 

homomolekularen Transformation von Brenzkatechin- und Hydrochinon-Derivaten im 

Nachfolgenden zunächst getrennt voneinander betrachtet werden.  

 

Die ortho-dihydroxylierten Verbindungen 3-Methlybrenzkatechin (1a), 3-

Methoxybrenzkatechin (1b) und 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) wurden durch alle 

eingesetzten eukaryotischen und prokaryotischen Phenoloxidasen umgesetzt. Die 

Aktivierung von ortho-dihydroxylierten Verbindungen (Brenzkatechinen) ist ein 

Merkmal von Phenoloxidasen, das sie mit den Enzymklassen der Tyrosinasen und 

Catechol-Oxidasen (Polyphenoloxidasen) teilen (THURSTON, 1994). Die 

Aktivierungsenergien für eine Phenoloxidase-vermittelte Radikalsierung von 

Brenzkatechin-Molekülen und die nachfolgende Bildung von Polymerisationsprodukten 

sind mit denen anderer Phenoloxidase-Substrate vergleichbar (AKTAS et al., 2003). 

Somit stellen Phenoloxidasen durchaus auch geeignete Enzyme für eine Entfernung von 

Brenzkatechinen aus Abwässern und für die Gewinnung von technisch nutzbaren 

Polymeren (AKTAS et al., 2003).  

Eine enzymatische Oxidation der Brenzkatechin-Derivate 1a-c resultierte in einer 

primären Bildung von hydrophilen Produkten, unter simultaner Verfärbung der 

Reaktionsansätze. In allen Reaktionen konnte dabei eine anfänglich gelbe bis orange 

Verfärbung festgestellt werden. Die bei der Oxidation von (Di)phenolen auftretenden 

Verfärbungen sind auf die chromophoren Eigenschaften der gebildeten chinoiden 

Systeme zurückzuführen (FALBE & REGITZ, 1999). Mit fortschreitender 

Inkubationszeit lag bei den Reaktionsansätzen des 3-Methyl- und 3-

Methoxybrenzkatechins eine rot-braune Färbung vor. Mittels HPLC-Analyse konnten 

dabei z.T. höhermolekulare Produkte detektiert werden, welche maßgeblich diese 
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Verfärbung bedingten und auf eine Bildung von Di-, Tri-, Oligo- oder Polymeren der 

niedermolekularen Produkte hindeuteten. Insbesondere die Chinone der Brenzkatechine 

sind durch eine sehr hohe Instabilität gekennzeichnet und reagieren zügig zu braun-

gefärbten Polymerisationsprodukten (JACKSON & KENDAL, 1949). In 

vorangegangen Kapiteln der Diskussion wurde diesbezüglich bereits die Bildung eines 

braun-schwarz gefärbten mikrobiellen Polymerstoffes (Melanin) aus Brenzkatechin-

Derivaten bei stickstofffixierenden Zellen von A. chroococcum näher betrachtet (vgl. 

Kap. 4.1.2.2).  

Bei den Phenoloxidase-vermittelten Umsätzen der ortho-dihydroxylierten 

Enzymsubstrate 1a-c konnten, in Abhängigkeit von dem pH-Wert der 

Reaktionssysteme, unterschiedliche Produktmuster und nicht zuletzt andere 

Haupttransformationsprodukte erfasst werden. Der pH-Wert der Puffersysteme 

entsprach dem jeweiligen pH-Optimum der eingesetzten Enzyme. Im Allgemeinen ist 

die Oxidation von Brenzkatechinen mit ansteigenden pH-Werten begünstigt, wobei die 

Oxidationsprodukte, insbesondere bei hohen pH-Werten, eine ausgeprägte Affinität zu 

(Eigen)Kopplungsreaktionen aufweisen (HAGHBEEN & TAN, 1998). Ein durch den 

pH-Wert des Reaktionssystems variierendes Produktmuster konnte auch bei anderen 

Phenoloxidase-Substraten nachgewiesen werden. So liegt in Phenoloxidase-vermittelten 

Eigenreaktionen der methoxylierten Monophenole Syringa- und Vanillinsäure bei 

einem pH-Wert zwischen 3 und 6 überwiegend eine Bildung monomerer Chinone vor; 

bei pH-Werten von 6 bis 8 ist eine Bildung di- und trimerer Verbindungen und somit 

eine Oligomerisierung begünstigt (LEONOWICZ et al., 1984). Die Reaktivität der 

innerhalb dieser Arbeit untersuchten Brenzkatechine bzw. deren 

Transformationsprodukte wird jedoch nicht nur durch den pH-Wert des 

Reaktionsmilieus bestimmt. Auch die am aromatischen Ringsystem befindlichen 

Substituenten (-CH3, -OCH3, -C(CH3)3) sowie deren Position haben einen erheblichen 

Einfluss auf die Reaktivität und das Redoxpotential der Verbindungen. Diese 

beeinflussen eine mögliche Oxidation durch Phenoloxidasen, wobei die Art und 

Stellung der Substituenten hierbei einen wesentlichen Einfluss ausübt (GIANFREDA et 

al., 1999; DEC & BOLLAG, 1994). Der erste Elektronenübergang von dem 

Enzymsubstrat auf das Typ-I-Kupfer der Phenoloxidase ist begünstigt, sofern das 

Substrat ein relativ niedriges Redoxpotential besitzt (MARCUS & SUTIN, 1985; XU, 

1996). Dieses ist sowohl bei ortho- als auch para-dihydroxylierten Verbindungen (+ 0,5 

V bzw. + 0,6 V) gegeben, wobei Verbindungen mit einem Redoxpotential über + 0,8 V, 
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so zum Beispiel meta-dihydroxylierte Verbindungen, keine geeigneten Enzymsubstrate 

für Phenoloxidasen darstellen (KERSTEN et al., 1990). Phenoloxidasen radikalisieren 

bevorzugt Verbindungen, die eine hohe Elektronendichte am aromatischen Ringsystem 

aufweisen. Bei den innerhalb dieser Arbeit eingesetzten Enzymsubstraten ist dies durch 

die vorhandenen OH-Gruppen gegeben. Diese stellen stark elektronenabgebende 

Substituenten dar, welche aktivierende Effekte auf den Benzolring ausüben und dessen 

Redoxpotential erniedrigen (BREITMAIER & JUNG, 1994), was wiederrum eine 

(enzymatische) Oxidierbarkeit begünstigt bzw. erhöht. Die Effekte, welche durch die 

Dihydroxylierung der Enzymsubstrate gegeben sind, überlagern sich jedoch mit den 

elektronischen Effekten die durch die Alkylsubstituenten hervorgerufen werden. 

Bezüglich der Substitution der eingesetzten ortho-dihydroxylierten Verbindungen 1a-c 

mit CH3-, OCH3- und C(CH3)3-Gruppen können so auch Rückschlüsse auf die 

ermittelten Stabilitäten, Substratumsatzgeschwindigkeiten und die ermittelten 

Produktmuster gezogen werden. Das größte Spektrum an Eigenreaktionsprodukten 

wurde in Reaktionsansätzen des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) erfasst, welches 

innerhalb der Stabilitätsuntersuchungen der alkylsubstituierten Brenzkatechine ebenso 

die höchste Autokatalyse aufwies. Der OCH3-Substituent stellt eine stark 

elektronenabgebende Gruppe dar, bei welcher der +(M)-Effekt den -(I)-Effekt dominiert 

und somit eine stark aktivierende Wirkung auf das aromatische Ringsystem ausübt 

(BEYER & WALTER, 1998). Dies bedingt eine Herabsetzung des Redoxpotentials und 

begünstigt somit eine Phenoloxidase-vermittelte Oxidation, die insbesondere bei einem 

pH-Wert von 7 beschleunigt war. Bei den CH3- bzw. C(CH3)3-substituierten 

Brenzkatechinen 1a und 1c besteht hingegen ausschließlich ein durch die Substituenten 

vorhandener +(I)-Effekt (BEYER & WALTER, 1998). Diese Substituenten sind 

schwach elektronenabgebende Gruppen und üben lediglich eine mäßig aktivierende 

Wirkung auf die ortho-Diphenole aus. Dies führt somit nur zu einer leichten Erhöhung 

von deren Redoxpotentialen und kann wiederrum auf die ermittelten höheren 

Stabilitäten und vergleichsweise langsameren Substratumsätzen, insbesondere des 4-

tert-Butylbrenzkatechins (1c), zurückgeführt werden. Die in Reaktionen des 4-tert-

Butylbrenzkatechins erfasste verlangsamte Substratoxidation kann jedoch auch auf der 

Konformation des aktiven Zentrums der Enzyme beruhen. Eine enzymatische Oxidation 

am Ring wird mit ansteigender Länge bzw. zunehmenden Verzweigungsgrad der an 

einem Enzymsubstrat befindlichen Alkylsubstituenten erschwert. So beschrieb XU 

(1996) eine sterische Hinderung für die Bindung von Substraten mit längerkettigen oder 
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verzweigten Substituenten, so z.B. dem 2,6-Di-tert-butylphenol, was sich in einer 

verminderten Oxidationsrate durch die untersuchten Phenoloxidasen niederschlug. 

    
Die Brenzkatechin-Derivate 1a-c wurden in allen Reaktionen stets als methanolische 

Stammlösungen eingesetzt. In strukturchemischen Analysen der gebildeten 

Eigenreaktionsprodukte konnten keine Anhaltspunkte für das Vorliegen der zu den 

Ausgangsverbindungen korrespondierenden ortho-Benzochinone gewonnen werden 

(vgl. Kap. 3.8.5). Die Präsenz solcher ortho-Benzochinone wäre allein schon durch eine 

anfängliche Rotfärbung der Reaktionsansätze, welche für ortho-

Dicarbonylverbindungen typisch ist (BREITMAIER & JUNG, 1994), signalisiert 

worden. Die unter Abnahme der Enzymsubstrate 1a-c zuerst gebildeten 

Eigenreaktionsprodukte waren jedoch stets gelb gefärbt. In LC-MS-Analysen dieser 

Eigenreaktionsprodukte wurden Pseudomolekülionen detektiert, deren molare Massen 

auf mono-methoxylierte ortho-benzochinoide Verbindungen hindeuteten. In 

massenspektrometrischen Analysen der Eigenreaktionsprodukte des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) wurden zudem Massen detektiert, welche eine 

Dimethoxylierung (Produkt M-1,2-HQ-ERP4) sowie die Anbindung eines reaktiven 

Sauerstoffradikals (Produkt M-1,2-HQ-ERP2) an das 3-Methyl-[1,2]-benzochinon 

annehmen ließen. Die an die aktivierten Enzymsubstrat-Moleküle angebunden 

niedermolekularen Substituenten stammten aus dem im Reaktionsmilieu befindlichen 

Methanol (Stammlösung der Edukte) bzw. Wasser (wässriges Puffersystem). In 

Untersuchungen der in Phenoloxidase-vermittelten Transformationsreaktionen 

gebildeten Eigenreaktionsprodukte von para-dihydroxylierten Verbindungen, konnten 

MANDA et al. (2006) nucleophile Additionsreaktionen von CH3OH- und H2O-

Molekülen an die enzymatisch generierten para-Benzochinone nachweisen. Die 

Lösungsmittelmoleküle wurden dabei über nicht-enzymatische Kopplungsreaktionen 

unter Ausbildung kovalenter C-O-Bindungen an die para-Benzochinone gebunden. 

Generell besitzen die über eine Radikalisierung der dihydroxylierten Verbindungen 

gebildeten Benzochinone aufgrund ihrer Elektronenarmut eine hohe Neigung für 

Reaktionen mit Nucleophilen (FIGUEROA-ESPINOZA et al., 1998), welche über eine 

Micheal 1,4-Addition mit den Benzochinonen reagieren (PAPOUCHADO et al., 1972). 

Das Oxidationspotential der gebildeten Additionsprodukte ist, in Abhängigkeit von der 

Art des nucleophilen Substituenten, erhöht bzw. verringert. Sofern das 

Oxidationspotential verringert ist, können weitere Oxidations- und damit verbundene 
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Additionsreaktionen erfolgen (WANZLICK, 1964). Bei einer elektrochemischen 

Oxidation von Brenzkatechin und alkylsubstituierten Derivaten, wie z.B. 3- bzw. 4-

Methylbrenzkatechin, 4-tert-Butylbrenzkatechin, 2,3-Dihydroxybenzaldehyd sowie 3,4-

Dihydroxybenzaldehyd, konnte die Bildung von mono- und dimethoxylierten ortho-

Benzochinon-Derivaten nachgewiesen werden (NEMATOLLAHI & GOLABI, 1996, 

2001; GOLABI & NEMATOLLAHI, 1997). Die jeweiligen ortho-Benzochinone 

unterlagen dabei einem nucleophilen Angriff durch Methoxy-Ionen des methanolischen 

Reaktionsmilieus. Da eine nucleophile Additionsreaktion eine vorangehende 

Aktivierung des dihydroxylierten Aromaten bedingt, und eine solche auch in 

Phenoloxidase-Reaktionen erfolgt, kann nachfolgender Reaktionsmechanismus für eine 

nicht-enzymatische Bildung der mono- bzw. dimethoxylierten Eigenreaktionsprodukte 

M-1,2-HQ-ERP3 und -ERP4 des 3-Methylbrenzkatechins (1a) postuliert werden (Abb. 

74A, B).  
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Abb. 74: Postulierte Reaktionsmechanismen für die Bildung des aus Transformationsansätzen 
von 3-Methylbrenzkatechin (1a) isolierten mono-methoxylierten Eigenreaktionsproduktes M-
1,2-HQ-ERP3 (A) und des dimethoxylierten Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP4 (B). 
Dargestellte Reaktionsmechanismen abgewandelt nach einer von NEMATOLLAHI & GOLABI 
(1996) bei elektrochemischer Oxidation von Brenzkatechinen beschriebenen Bildung 
methoxylierter ortho-Benzochinone. 
 
  
Die Bildung der mono-methoxylierten Produkte MO-1,2-HQ-ERP2 und tertB-1,2-HQ-

ERP2, welche in Reaktionen des 3-Methoxy- und 4-tert-Butylbrenzkatechins (1b und 

1c) nachgewiesen wurden (vgl. Kap. 3.8.5.2, Kap. 3.8.5.3), könnte analog zu dem in 

Abb. 74A dargestellten Mechanismus erfolgen. HORNER & GÖWECKE (1961) 

beschrieben darüber hinaus einen säurekatalysierten Reaktionsmechanismus von ortho-

Benzochinonen (u.a. 4-Methylbenzochinon und 3-Methoxybenzochinon), in dem 

Methanol an einer der elektronenreichen Carbonylgruppen angelagert wird. Diese 1,2-

Anlagerung führt, im Gegensatz zu dem in Abb. 74 dargestellten 

Reaktionsmechanismen, zur Bildung von Halbketalen, welche über eine 

Allylumlagerung zu methoxylierten para-Benzochinonen reagieren. Neben einer 
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Additionsreaktion von Methanol an (elektro)chemisch generierte ortho-Benzochinone, 

konnten ebenfalls C-O-Kopplungsreaktionen mit anderen Nucleophilen bzw. 

Lösungsmitteln, wie z.B. Ethanol (GOLABI & NEMATOLLAHI, 1997), nachgewiesen 

werden. 

In nachgelagerten Versuchen einer heteromolekularen Kopplung der Brenzkatechine 

1a-c mit diversen Aminopartnern, nahmen die mono-methoxylierten benzochinoiden 

Eigenreaktionsprodukte M-1,2-HQ-ERP3, MO-1,2-HQ-ERP2 und tertB-1,2-HQ-

ERP2 eine zentrale Rolle ein, welche in Kap. 4.2.2.1 nähere Betrachtung finden soll 

wird. 

 

In Abwesenheit von anderen Nucleophilen erfolgt in einem wässrigen Reaktionssystem 

eine simultan mit Entstehung von ortho-Benzochinonen ablaufende nucleophile 

Addition von Hydroxid-Ionen (NEMATOLLAHI & GOLABI, 1996). Die ortho-

Benzochinone reagieren in wässrigen Reaktionssystemen bei saurem pH-Wert nur 

sukzessive zu Hydroxy-Addukten (FIESER & PETERS, 1931). Demgegenüber sind 

Additionsreaktionen im Alkalischen stark beschleunigt (PAPOUCHADO et al., 1972), 

was auch innerhalb der eigenen Untersuchungen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) 

nachgewiesen werden konnte. In MtL-katalysierten Reaktionsansätzen (PCP, pH 7) 

erfolgte - im Gegensatz zu Reaktionen mit der Phenoloxidase PcL (NaAC, pH 5) - eine 

signifikante Bildung des Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2. Das in LC-MS-

Analysen des Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 detektierte Pseudomolekülion 

[M+H]+ mit einer Masse m/z = 138,1 deutete jedoch darauf hin, dass sich keine OH-

Gruppe an dem ortho-Benzochinon befinden kann. Aufgrund der Masse des 

Pseudomolekülions von M-1,2-HQ-ERP2 wurde daher eine Substitution des 3-Methyl-

[1,2]-benzochinons mit einem Sauerstoffradikal (-O-) postuliert (Abb. 75).  
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Abb. 75: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Bildung des mit einem O--Radikal 
substituierten Eigenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 in MtL-katalysierten Reaktionen (pH 
7, PCP) des 3-Methylbrenzkatechins (1a) abgewandelt nach einem von SCHUCHMANN et al. 
(1998) beschriebenen Mechanismus für die Bildung des Hydroxy-Anions des 1,4-
Benzochinons: I: Phenoloxidase-vermittelte Radikalisierung des 3-Methylbrenzkatechins (1a). II: 
Addition eines Hydroxylradikals an das 3-Methyl-[1,2]-benzochinon (M-1,2-Q). III: Hydroxy-
Adduktradikal 2 unterliegt zügiger, durch das wässrige Reaktionssystem unterstützter, Keto-Enol-
Tautomerisierung unter Bildung des 1,5-Dihydroxyphenoxyl-Radikals 3a. Danach kann eine Bildung des 
Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 über die Reaktionswege IVa oder IVb erfolgen. IVa: Produkt 
3a dissoziiert in das korrespondierende Semichinon-Anionradikal 3b (weitere Reaktion über 
Reaktionsschritt VII, s.u.). IVb: Das 1,5-Dihydroxyphenoxyl-Radikals 3a wird durch 3-Methyl-[1,2]-
benzochinon oxidiert. Es erfolgt die Bildung des Semichinon-Anionradikals 4a und des neutralen 
hydroxylierten 3-Methyl-[1,2]-benzochinons 5a. V: Semichinon-Anionradikal 4a wird bei neutralem pH 
des Reaktionsmilieus (pH 7) deprotoniert. Es erfolgt die Bildung des Produkts 4b. VI Hydroxyliertes 3-
Methyl-[1,2]-benzochinon 5a wird bei neutralem pH (pH 7) ebenfalls sukzessive deprotoniert. Es erfolgt 
die Bildung des korrespondierenden Anions (Produkt M-1,2-HQ-ERP2, 5b). VII: Semichinon-
Anionradikal 3b wird durch 3-Methyl-[1,2]-benzochinon oxidiert, es erfolgt die Bildung des Semichinon-
Anionradikals 4b und des Anions eines hydroxylierten 3-Methyl-[1,2]-benzochinons (Produkt M-1,2-
HQ-ERP2, 5b).  
 

Eine Begründung für die Bildung der anionischen Form des hydroxylierten 3-Methyl-

[1,2]-benzochinons könnte sich in dem pH-Wert des Reaktionssystems (pH 7) finden. 

SCHUCHMANN et al. (1998) beschrieben eine physikalisch-chemisch katalysierte 

Hydroxylierungsreaktion des 1,4-Benzochinons, bei welcher eine nucleophile Addition 
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von OH-Radikalen aus dem wässrigen Reaktionsmilieu erfolgte. Die Bildung eines zu 

dem hydroxlierten 1,4-Benzochinon korrespondierenden Anions (-O-) war bei 

neutralem pH-Wert begünstigt (SCHUCHMANN et al., 1998). In Versuchen zur 

elektrochemischen Synthese von mono-hydroxylierten Naphthobenzochinonen wiesen 

PETROVA et al. (1990) ebenfalls Produkte nach, die durch einen Protonenverlust der 

angelagerten Hydroxy-Gruppe gekennzeichnet waren. Die anionische Form der zuvor 

addierten OH-Gruppe trat insbesondere bei pH-Werten größer 4,15 auf und wurde mit 

einer Alkalisierung des Reaktionsmilieus verstärkt. Auch in weiteren Enzym-

katalysierten Reaktionen, so z.B. der Tyrosinase-vermittelten Oxidation von 

Brenzkatechin, wurden Hydroxylierungsreaktionen an dem nicht-radikalisierten 

Enzymsubstrat sowie dem enzymatisch gebildeten Benzochinon nachgewiesen 

(JACKSON & KENDAL, 1949; TRAUTNER & ROBERTS, 1950). Entgegen den 

eigenen Ergebnissen wurde für diese jedoch die protonierte Form der addierten 

Hydroxylgruppe beschrieben.  

Das mit einer reaktiven Sauerstoff-Spezies substituierte 3-Methyl-[1,2]-benzochinon 

(M-1,2-HQ-ERP2) stellte in heteromolekularen Kopplungsreaktionen ein 

Nebenreaktionsprodukt dar, auf dessen Rolle in späteren Kapiteln der Diskussion näher 

eingegangen werden soll. In Ergänzung zu der von MANDA et al. (2006) 

nachgewiesenen Adduktbildung von aktivierten para-Benzochinonen mit 

Lösungsmittelbestandteilen des Reaktionsmilieus in Phenoloxidase-vermittelten 

homomolekularen Transformationsreaktionen, wurde in der vorliegenden Arbeit 

erstmals die Bildung von Lösungsmitteladdukten in homomolekularen Reaktionen mit 

ortho-dihydroxylierten Verbindungen nachgewiesen. Die bislang in der Literatur 

beschriebenen homomolekularen Umsätze mit Phenoloxidasen konzentrierten sich 

vorrangig auf die Identifizierung und Charakterisierung von höhermolekularen 

Eigenkopplungsprodukten (Di-, Tri-, Oligo- oder Polymere), so z.B. den Dimeren der 

3,4-Dihydroxyzimtsäure (KOSCHORRECK et al., 2008) oder den Di- bzw. Polymeren 

des Brenzkatechins (BROWN, 1967; AKTAS & TANYOLAC, 2003).  

 

Im Vergleich zu den von Pilzen exprimierten Enzymen, wurden für die bislang 

identifizierten bakteriellen Phenoloxidasen zumeist niedrigere Redoxpotentiale bei dem 

für die Substratbindung verantwortlichen Typ-I-Kupfers (< +0,5 V) beschrieben 

(ALCADE, 2007; SANTHANAM et al., 2011). Da bereits in vorangegangenen 

Abschnitten der Diskussion auf das Redoxpotential als ein limitierender Faktor in der 
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Oxidierbarkeit von Substraten verwiesen wurde, war es von Interesse, ob die Enzyme 

CotA von Bacillus subtilis und SLAC von Streptomyces coelicolor ebenso zu einer 

Biotransformation der ortho-dihydroxylierten Verbindung 3-Methylbrenzkatechin (1a) 

befähigt sind. In den Reaktionsansätzen mit CotA und SLAC konnte, trotz der niedrigen 

Gesamtaktivitäten, ein adäquater Umsatz des Substrats 1a nachgewiesen werden. Das 

mittels HPLC-Analytik detektierte Produktmuster entsprach im Wesentlichen dem der 

pilzlichen Enzyme. KOSCHORRECK et al. (2008) beschrieben für die Phenoloxidase 

CotA von Bacillus licheniformis ebenfalls eine Aktivität gegenüber der ortho-

dihydroxylierten Verbindung 3,4-Dihydroxyzimtsäure (Kaffesäure), wobei der CotA-

vermittelte Umsatz zu einer Bildung von homomolekularen Dimeren führte. Eine 

Aktivität gegenüber Brenzkatechin und Dopamin wurde auch bei der von Streptomyces 

psammoticus exprimierten Phenoloxidase nachgewiesen (NILADEVI et al., 2008). 

Darüber hinaus ist das Phenoloxidase-ähnliche Enzym von Streptomyces griseus zu 

einer Oxidation der ortho-dihydroxylierten Aminosäure 3,4-Dihydroxyphenylalanin 

befähigt (ENDO et al., 2003). Innerhalb der eigenen Untersuchungen konnte eine 

Aktivierung von Brenzkatechin, dessen alkylsubstituierten Derivaten 1a-c sowie 

weiteren ortho-Diphenolen durch die von dem stickstofffixierenden Bodenbakterium A. 

chroococcum exprimierte Phenoloxidase AcCL nachgewiesen werden (vgl. Kap. 

3.7.6.2, Kap. 3.8.1.2; HERTER et al., 2011c, d).  

 

In Ergänzung und zum Vergleich zu einer PcL- bzw. MtL-katalysierten 

homomolekularen Transformation der ortho-dihydroxylierten Brenzkatechin-Derivaten 

1a-c wurde ferner eine Oxidation der para-dihydroxylierten Verbindungen 1d-f, 

welche ebenso mit CH3-, OCH3- und C(CH3)3-Gruppen substituiert waren, untersucht. 

Die als Phenoloxidase-Substrate eingesetzten Verbindungen Methylhydrochinon (1d), 

Methoxyhydrochinon (1e) und tert-Butylhydrochinon (1f) unterlagen einem, im 

Vergleich zu den korrespondierenden Brenzkatechinen, schnelleren Umsatz. Dies 

kennzeichnete abermals die bereits in vorherigen Abschnitten der Diskussion für die 

Enzymklasse der Phenoloxidase hervorgehobene Eigenschaft einer ausgeprägten 

Präferenz für die Aktivierung para-dihydroxylierter Verbindungen, wobei diese 

ausschließlich durch jene, der Gruppe der Multikupfer-Oxidasen angehörenden, 

Enzyme katalysiert wird (THURSTON, 1994). Mit Oxidation der para-dihydroxylierten 

Substrate 1d-f konnte eine simultane Bildung von Produkten ermittelt werden, welche 

auch hier eine Verfärbung der Reaktionsansätze bedingten. Die Farbreaktionen wichen 
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jedoch stark von denen der jeweilig gleichartig substituierten Brenzkatechine ab. Dies 

ist nicht nur auf die zuvor beschriebene Bildung von gelbgefärbten Methoxy-Addukten, 

der im unsubstituierten Zustand eigentlich rotgefärbten ortho-Benzochinone 

(BREITMAIER & JUNG, 1994), zurückzuführen (vgl. S. 284). Das unsubstituierte 

para-Benzochinon und auch die alkylsubstituierten Derivate, so z.B. das 

Methylbenzochinon, Methoxybenzochinon und tert-Butylbenzochinon, sind eigentlich 

gelb gefärbte Verbindungen (BREITMAIER & JUNG, 1994; LEONOWICZ et al., 

1984). 

Im Gegensatz zu Reaktionen der Brenzkatechine konnte bei den hydrochinoiden 

Verbindungen eine primäre Bildung von para-Benzochinonen nachgewiesen werden. 

Diese stellten stets Haupttransformationsprodukte dar. Entgegen der bereits 

angemerkten typischen Gelbfärbung von para-Benzochinonen (siehe oben), konnte in 

den eigenen Untersuchungen eine davon abweichende Verfärbung der Reaktionsansätze 

beobachtet werden. So trat mit Bildung des Benzochinons in Reaktionen des 

Methylhydrochinons (pH 5 bzw. pH 7) eine rosa Färbung ein, wohingegen in 

Reaktionsansätzen des tert-Butylhydrochinons (pH 5) keine Verfärbung einsetzte. 

Vermutlich begründete sich dies mit einer Lageverschiebung der Absorptionsmaxima, 

welche durch die Art des Lösungsmittels bzw. die Zusammensetzung der 

Reaktionssysteme hervorgerufen wurde. In Abhängigkeit von diesen können 

andersfarbige Tautomere und Gleichgewichte vorliegen (GOLDSCHMIDT & GRAEF, 

1928).  

Weitere Unterschiede, die in vergleichenden Untersuchungen bezüglich der PcL- und 

MtL-katalysierten Reaktionen von para- und ortho-dihydroxylierten Verbindungen 

festgestellt werden konnten, sind nachfolgend zusammengefasst (Tab. 63).  
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Tab. 63: Zusammenfassung der in homomolekularen Reaktionen mit alkylsubstituierten ortho- 
und para-dihydroxylierten Verbindungen ermittelten Stabilitäten, Substratumsätze und 
Produktbildungen in Abhängigkeit von den Substituenten und dem pH-Wert des 
Reaktionsmilieus. 
 Brenzkatechin‐Derivate  

 
OH

OH

R

 
 
 

R: ‐CH3 (1a), ‐OCH3 (1b), ‐C(CH3)3 (1c) 

Hydrochinon‐Derivate  

 

OH

OH

R

 
 

R:  ‐CH3 (1d), ‐OCH3 (1e), ‐C(CH3)3 (1f) 

Stabilität in Puffer (unkatalysiert) in Abhängigkeit von: 

Substituenten   C(CH3)3 (1c) > CH3 (1a) > OCH3 (1b) C(CH3)3 (1f) > CH3 (1d) > OCH3 (1e) 

 pH‐Werta  pH 5 > pH 7 pH 5 > pH 7 

Hydroxylierungsposition  geringere Stabilität höhere Stabilität 

Substratumsatz in Phenoloxidase‐Reaktionen in Abhängigkeit von:  

Substituenten   OCH3 (1b) ≥ CH3 (1a) > C(CH3)3 (1c) OCH3 (1e) > CH3 (1d) ≥ C(CH3)3 (1f) 

 pH‐Wert 
pH 5 > bzw. = pH 7 (CH3, 1a bzw. (CH3)3, 1c) 

pH 7 > pH 5 (OCH3, 1b) 
pH 7 > pH 5 

Hydroxylierungsposition  langsamerer Umsatz schnellerer Umsatz 

Produktbildung in Phenoloxidase‐Reaktionen in Abhängigkeit von: 

Substituenten  OCH3 (1b) > CH3 (1a) > C(CH3)3 (1c) OCH3 (1e) > CH3 (1d) > C(CH3)3 (1f) 

pH‐Wert  pH 7 > pH 5 pH 7 > pH 5 

Hydroxylierungsposition  größere Produktanzahl kleinere Produktanzahl 

Primär gebildete Produkte  Mono-methoxylierte ortho-Benzochinone para-Benzochinone 

Anzahl der Hauptprodukte  viele Hauptprodukte wenige Hauptprodukte 

Stabilität der Eigenreaktionsprodukte 

Methanol (RT)  geringere Stabilität höhere Stabilität 

Lyophilisation   Detektion von Zerfallsprodukten (HPLC) 
= instabil 

n.d.b 

GC‐MS‐Analysec  
 

Detektion von ringoffenen Dicarbonsäuren 
= instabil 

Detektion von hydro-/benzochinoiden 
Eigenreaktionsprodukten 

= stabil 

LC‐MS‐Analysed  stabil stabil 
a pH 5  NaAC (0,02 M, katalysierte Reaktionen mit der Phenoloxidase PcL von P. cinnabarinus); pH 7  PCP 
(katalysierte Reaktionen mit der Phenoloxidase MtL von M. thermophila). b n.d. nicht determiniert. c methanolische 
Extrakte, Analyt(gemisch) unmittelbar nach Extraktion vermessen. d methanolische Extrakte oder MeOH-/A. bidest.-
Gemische, Analyt(gemisch) unmittelbar nach Extraktion vermessen. 

 

Sowohl die Brenzkatechin- als auch die Hydrochinon-Derivate waren in einem 

Reaktionssystem mit pH 5 stabiler als bei einem mit pH 7 (Tab. 63). Eine mit 

ansteigenden pH-Werten einsetzende Instabilität von ortho- und para-dihydroxylierten 

Verbindungen geht mit einer verstärkten Deprotonierung der Hydroxylgruppen einher. 

Diese führt zu der Bildung von Anion-Radikalen, welche autokatalytisch sukzessive zu 
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Semichinon-Radikalen und  Benzochinonen sowie über Reaktionen mit Nucelophilen 

u.a. zu hydroxylierten Produkten reagieren (VAN MAANEN et al., 1988). Insbesondere 

bei alkalischen pH-Werten ist das Gleichgewicht in Richtung der Benzo- bzw. 

Semichinone verschoben (ALEGRIA et al., 1996; ROGINSKY et al., 1998).  

In Abhängigkeit von den Substituenten konnten für beide Verbindungsklassen die 

gleichen Stabilitätsreihen ermittelt werden (Tab. 63). Die experimentell 

nachgewiesenen Stabilitäten beruhen auf den verschiedenen elektronischen Effekten, 

welche von den Alkylsubstituenten auf die aromatischen Systeme ausgeübt werden. 

Diese wurden bereits in vorherigen Abschnitten diskutiert (vgl. ortho-dihydroxylierte 

Verbindungen). In Umsatzversuchen mit Brenzkatechin-Derivaten konnte ein größeres 

Spektrum an Hauptprodukten im Vergleich zu Transformationsreaktionen mit 

strukturanalogen Hydrochinon-Derivaten erfasst werden (Tab. 63). Dies ist damit zu 

begründen, dass die enzymatisch generierten ortho-Benzochinone energiereichere und 

damit reaktivere Verbindungen darstellen als die korrespondierenden para-

Benzochinone (BEYER & WALTER, 1998).  

Die Reaktivität beider Verbindungsklassen war im alkalischen Reaktionsmilieu (PCP, 

pH 7) erhöht und führte gegenüber einem Reaktionssystem mit pH 5 (0,02 M NaAC) 

zur Bildung einer größeren Anzahl von Eigenreaktionsprodukten (Tab. 63). Dies 

entsprach der von HAGHBEEN & TAN (1998) beschriebenen pH-abhängige Tendenz 

von Benzochinonen Folgereaktionen einzugehen und steht in Übereinstimmung mit den 

bereits dargestellten verminderten Substrat-Stabilitäten bei einem pH-Wert von 7 (siehe 

oben). Zudem ist das Redoxpotential der eingesetzten Verbindungen, neben den durch 

die Substituenten bedingten Effekten, stark pH-abhängig (STORCK & MANECKE, 

1975). 

Die Eigenreaktionsprodukte der Brenzkatechine 1a-c unterschieden sich in Bezug auf 

ihre Stabilitäten erheblich von denen der Hydrochinone 1d-f (Tab. 63). Die in Methanol 

bzw. in einem Methanol-Essigsäure/A. bidest.-Gemisch angereicherten Eigenreaktions-

produkte der Brenzkatechin-Derivate waren von einer hohen Instabilität 

gekennzeichnet, was sich in einer relativ zügigen Farbveränderung der Extrakte und der 

Detektion von Zerfallsprodukten in HPLC-Analysen bemerkbar machte. Zudem wurden 

in GC-MS-Analysen der ortho-benzochinoiden Eigenreaktionsprodukte ausschließlich 

Produktpeaks detektiert, deren Massen sowie Fragmentierungsmuster auf ringoffene 

Dicarbonsäuren hindeuteten und somit eine thermische Instabilität indizierten. In 

vergleichenden Untersuchungen hinsichtlich geeigneter Analyseverfahren (u.a. HPLC- 
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und GC-Analysen) für ortho- und para-dihydroxylierte Verbindungen wurde vielfach 

beschrieben, dass eine GC-Analyse des ortho-Benzochinons äußerst problematisch ist 

und vielfach zu der Detektion von Zerfallsprodukten führt, da sich diese Verbindung 

bereits bei 60-70 °C zersetzt (VAN DER POL et al., 1993). Da die Injektor-Temperatur 

bei den innerhalb dieser Arbeit durchgeführten GC-MS-Analysen in etwa der 

Zersetzungstemperatur von ortho-Benzochinonen und vermutlich auch denen der 

Eigenreaktionsprodukte entsprach, könnte sich die Detektion von ringoffenen 

Verbindungen damit begründen lassen. Auch LOMNICKI et al. (2008) beschrieben für 

GC-MS-Analysen des ortho-Benzochinons eine Detektion von Alkenen mit 

diterminalen Aldehyd-Gruppen und führten dies auf eine thermische Spaltung der C-C-

Bindung zwischen den Carbonylgruppen im ortho-Benzochinon-Molekül zurück. Im 

Gegensatz dazu konnte das para-Benzochinon stets detektiert werden (LOMNICKI et 

al., 2008). Aus den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen lässt sich diesbezüglich 

ableiten, dass eine instrumentelle Analyse von ortho-benzochinoiden 

Eigenreaktionsprodukten umgehend nach deren Isolation bzw. Anreicherung erfolgen 

muss und eine Flüssigchromatographie, wie z.B. die LC-MS-Analytik, einem 

gaschromatographischen Analyseverfahren vorzuziehen ist. 

 

4.2.2 Heteromolekulare Transformationsreaktionen von ortho- und para-
dihydroxylierten Verbindungen 

 

Da in der Literatur überwiegend Phenoloxidase-vermittelte Aminierungsreaktionen an 

para-dihydroxylierten Verbindungen beschrieben sind, war es von Interesse, diese auch 

auf die Ebene der ortho-dihydroxylierten Brenzkatechin-Derivate auszuweiten. 

Entgegen der überwiegend veröffentlichten heteromolekularen Kopplung von 

Phenoloxidase-Substraten mit aromatischen Aminen, wurden innerhalb dieser Arbeit 

aliphatische lineare und verzweigtkettige sowie alcyclische Amine als Aminopartner 

eingesetzt. Bereits in vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die ortho-

dihydroxylierten Verbindungen geeignete Enzymsubstrate für Phenoloxidasen 

darstellen, sich jedoch beträchtliche Unterschiede zu den strukturanalogen para-

dihydroxylierten Substanzen ergeben können.  
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4.2.2.1 Aufklärung der Reaktionsmechanismen für Phenoloxidase-vermittelte 
Aminierungsreaktionen in wässrig-organischen Lösungsmittelsystemen 

 

In strukturchemischen Analysen der in Transformationsreaktionen mit Brenzkatechin- 

bzw. Hydrochinon-Derivaten gebildeten Eigenreaktionsprodukte, konnten deutliche 

Unterschiede bezüglich der primär gebildeten Produkte und deren Sekundärreaktionen 

ermittelt werden.  

In Reaktionen der Brenzkatechine 1a-c wurden zu keinem Zeitpunkt die 

korrespondierenden ortho-Benzochinone detektiert. Vielmehr unterlagen die aktivierten 

Enzymsubstratmoleküle einer simultanen nucleophilen Reaktion mit 

Lösungsmittelmolekülen, was sich in einer primären Bildung von ortho-benzochinoiden 

Methoxy-Addukten äußerte. In heteromolekularen Kopplungsreaktionen konnte mit 

Phenoloxidase-vermittelter Oxidation der ortho-dihydroxylierten Verbindungen 

dasselbe Spektrum an Eigenreaktionsprodukten erfasst werden, d.h. die methoxylierten 

ortho-Benzochinone wurden auch hier zuerst gebildet. Über die Aufnahme von 

Reaktionskinetiken mittels HPLC-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die 

Zunahme des sekundären Amins (monoaminiertes Kopplungsprodukt) an die Abnahme 

der methoxylierten Eigenreaktionsprodukte gekoppelt war.  

Demnach verlief der Reaktionsmechanismus einer heteromolekularen Kopplung mit 

den Brenzkatechin-Derivaten 1a-c über einen Austausch der OCH3-Gruppe durch die 

NH2-Gruppe der eingesetzten Aminopartner. Der postulierte Reaktionsmechanismus für 

die Synthese von sekundären Aminen mit den ortho-dihydroxylierten Verbindungen 1a-

c ist beispielhaft anhand der heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methyl-

brenzkatechins (1a) dargestellt (Abb. 76).  
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Abb. 76: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Synthese monoaminierter 
Kopplungsprodukte (sekundäre Amine) in Phenoloxidase-katalysierten Transformations-
reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins (1a) mit primären Aminen in einem wässrig-
organischen Reaktionsmilieu. Produkte in Klammern nicht nachgewiesen. 
 

Aminierungsreaktionen, bei welchen die an einem Molekül befindliche Methoxy-

Gruppe durch die NH2-Gruppe eines Amindonors verdrängt bzw. ausgetauscht wird, 

wurden auch für chemisch-katalysierte Reaktionen beschrieben (ANASTASSIOU et al., 

1977; TEN HOEVE et al., 1993). Ferner kann eine Verdrängung von Methoxy-Gruppen 

durch Hydroxid-Ionen erfolgen (DURAI MANICKAM et al., 2002). In Auswertung der 

Reaktionskinetiken konnte eine solche Verdrängungsreaktion an dem methoxylierten 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP3 des 3-Methylbrenzkatechins festgestellt 

werden und führte zur Bildung des mit einem O--Radikal substituierten benzochinoiden 

Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2 (Abb. 76). Das Eigenreaktionsprodukt M-

1,2-HQ-ERP2 besaß ein mit den sekundären Aminen identisches UV/VIS-

Absorptionsspektrum, aufgrund des niedermolekularen Substituenten jedoch 

hydrophilere Eigenschaften. M-1,2-HQ-ERP2 unterlag keiner Austausch- bzw. 
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Verdrängungsreaktion mit dem im Reaktionssystem enthaltenen Amindonoren. Somit 

bestand eine konkurrierende Reaktion der primären Amine mit dem im 

Reaktionssystem befindlichen Wasser bzw. Hydroxid-Ionen um die Besetzung des mit 

einer OCH3-Gruppe -vermutlich am C-5-Atom - substituierten 3-Methyl-[1,2]-

benzochinons. In MtL-katalysierten Reaktionen (pH 7,0) stellte das Produkt M-1,2-HQ-

ERP2 ein „echtes“ Nebenreaktionsprodukt dar, dessen Entstehung die Ausbeute an 

sekundärem Amin maßgeblich dirigierte bzw. reduzierte. Hingegen erfolgte die Bildung 

von M-1,2-HQ-ERP2 in PcL-katalysierten Reaktionen (pH 5,0) nur in vergleichsweise 

geringen Mengen. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die Affinität des 

methoxylierten Eigenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP3 eine nucleophile 

Verdrängungsreaktion mit OH-Ionen einzugehen, bei schwach saurem pH-Wert 

unterdrückt wird und daher ein Austausch der OCH3-Gruppe mit der NH2-Gruppe - 

zugunsten einer Produktbildung und erhöhten Ausbeute - überwiegt (HERTER et al., 

2011a).  

Derartige Verdrängungsreaktionen für eine Phenoloxidase-vermittelte Synthese 

sekundärer Amine mit Brenzkatechin-Derivaten wurden bislang noch nicht beschrieben. 

MIKOLASCH et al. (2002) konnten bei der heteromolekularen Kopplung von 

Hydrokaffeesäure mit 4-Aminobenzoesäure bzw. n-Hexylamin ebenfalls 

Nebenreaktionen des ortho-dihydroxylierten Enzymsubstrats ermitteln, welche jedoch 

zur Bildung homomolekularer Produkte führten. Nucleophile Additionsreaktionen von 

Lösungsmittelbestandteilen an aktivierte para-Benzochinone wurden von MANDA et 

al. (2006) beschrieben. Die dabei generierten Produkte, u.a. auch methoxylierte para-

Benzochinone, stellten - entgegen dem hier beschriebenen Reaktionsmechanismus der 

ortho-dihydroxylierten Verbindungen - Nebenreaktionsprodukte dar und unterlagen 

keinem Austausch der aus dem Lösungsmittel stammenden OCH3-Gruppe mit der NH2-

Gruppe der Aminopartner (MANDA et al., 2006). Auch innerhalb der eigenen Arbeit 

konnte eine durch die Anwesenheit von Methanol bedingte Bildung von methoxylierten 

Eigenreaktionsprodukten in GC-MS-Analysen eines homomolekularen 

Reaktionsansatzes des Methylhydrochinons (1d) nachgewiesen werden (vgl. Kap. 

3.8.5.4). In Auswertung der Reaktionskinetiken von heteromolekularen 

Kopplungsreaktionen der para-dihydroxylierten Enzymsubstrate 1d-f zeigte sich 

jedoch, dass diese primär zu den korrespondieren para-Benzochinonen reagierten und 

unter Abnahme der Benzochinone eine Bildung der sekundären Amine erfolgte (Abb. 

77).  
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Abb. 77: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Synthese monoaminierter 
Kopplungsprodukte (sekundäre Amine) in Phenoloxidase-katalysierten Transformations-
reaktionen der para-dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon (1d), 
Methoxyhydrochinon (1e) und tert-Butylhydrochinon (1f) mit dem primären Amin n-
Hexylamin (2d) in einem wässrig-organischen Reaktionsmilieu.  
 
Demnach stellen methoxylierte Eigenreaktionsprodukte in Reaktionen der 

Hydrochinon-Derivate keine Präkursoren für eine Aminkopplung dar. Eine Reaktion 

mit anderen Nucleophilen des Reaktionsmilieus (z.B. MeOH) war daher als eine 

Sekundärreaktion anzusehen, welche zur Bildung von Nebenreaktionsprodukten führte. 

 

4.2.2.2 Einfluss der Stellung der Hydroxylgruppen und der Alkylsubstituenten 
auf die Aminierungsposition  

 
Die Position eines Zweitsubstituenten, so auch die der Aminopartner, wird durch die an 

den aromatischen Ringsystemen bzw. benzochinoiden Oxidationsprodukten 

befindlichen Erstsubstituenten dirigiert und ist weiterhin von den energetisch 

begünstigten Übergangszuständen bzw. Zwischenprodukten abhängig (BEYER & 

WALTER, 1998). Die Erstsubstituenten werden entsprechend ihren elektronischen 

Effekten zwei Gruppen zugeordnet, den Substituenten der 1. Ordnung (z.B. -NR2, -

NHR, -NH2, -CH3, -OR, -OH) die den Zweitsubstituenten in ortho- bzw. para-Stellung 

dirigieren und den Substituenten der 2. Ordnung (z.B. -NR3
+, -NO2, -COR, -COOH) die 

einen solchen in meta-Stellung dirigieren (BREITMAIER & JUNG, 1994). Innerhalb 

der eigenen Untersuchungen von ortho- und para-dihydroxylierten Verbindungen 
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der Aminopartner an den alkylsubstituierten Benzochinonen nachgewiesen werden. 

Diese zeigten sich zudem auch auf Ebene der Hydroxylierungsposition der 

Phenoloxidase-Substrate in 1,2- bzw. 1,4-Stellung (Tab. 64). 

 
Tab. 64: Übersicht über die Kopplungspositionen der Aminopartner in Abhängigkeit von den 
Alkylsubstituenten der ortho-dihydroxylierten Phenoloxidase-Substrate 3-Methylbrenzkatechin 
(1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b), 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) sowie der para-
dihydroxylierten Substrate Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e) und tert-
Butylhydrochinon (1f). 
  Brenzkatechin‐Derivate  Hydrochinon‐Derivate 

CH3‐Substituent 
O
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Syntheseprodukte  n.d.c 7d 
a nach MIKOLASCH et al. (2008); b Postulierte Struktur für ein heteromolekulares Kopplungsprodukt des  4-tert-
Butylbrenzkatechins (Aminkopplung unter Eleminierung einer Carbonylgruppe). c n.d. - nicht determiniert, eine 
Zuordnung zu den mittels HPLC detektierten Produkten zu den in LC-MS-Analysen detektierten Produktpeaks war 
nicht möglich. 
 
 

Die Aminierung des 3-Methylbrenzkatechins (1a) erfolgte stets in meta-Position 

(Produkte 3a-l, 3n-s), obgleich die Methylgruppe in ortho- bzw. para-Stellung dirigiert 

(BREITMAIER & JUNG, 1994). Nach NEMATOLLAHI et al. (2009) wäre eine 

Aminierung des 3-Methylbrenzkatechins prinzipiell sowohl in ortho- als auch meta-

Stellung zu der elektronenabgebenden CH3-Gruppe möglich, was zur Bildung von zwei 

verschiedenen aminierten Produkten führen würde. Die experimentellen Befunde 

zeigten jedoch, dass eine Aminierung ausschließlich in meta-Position erfolgt 
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(NEMATOLLAHI et al., 2009), was auch innerhalb der eigenen Arbeit nachgewiesen 

werden konnte (HERTER et al., 2011a). Somit überwiegt der -I-Effekt der an den 

Carbonylgruppen befindlichen Sauerstoffatome den +I-Effekt der CH3-Gruppe und 

bedingt daher vermutlich die Aminierung des 3-Methylbrenzkatechins in meta-Position. 

  
Innerhalb der eigenen Arbeit konnte eine Bildung von monoaminierten Regioisomeren 

in Aminierungsreaktionen des Methylhydrochinons (1d) anhand von zeitnah 

zueinander eluierenden Kopplungsprodukten (5d1/2) mit identischem UV/VIS-

Absorptionsspektren in der HPLC-Analyse nachgewiesen werden. Eine Aminierung 

wurde außerdem über GC-MS- und HR-MS-Analysen bestätigt. Die Auswertung der 

NMR-Daten mit einer abschließenden Zuordnung der Aminierungspositionen konnte 

nicht vorgenommen werden, da die Produkte 5d1/2 als ein Gemisch vermessen wurden. 

MIKOLASCH et al. (2008) beschrieben für die Reaktion des Methylhydrochinons mit 

4-Aminobenzoesäure eine Bildung von zwei monoaminierten Regioisomeren (meta- 

und para-Stellung zur CH3-Gruppe). Eine Aminierung des para-Methylbenzochinons in 

meta- und para-Position zum CH3-Substituenten wurde auch von YOGO et al. (1991) 

beschrieben. Entsprechend der Literatur ist es sehr wahrscheinlich, dass auch bei den 

innerhalb dieser Arbeit isolierten Produkten 5d1/2 der Aminopartner n-Hexylamin (2d) 

in meta- und para-Stellung zur CH3-Gruppe des Methylbenzochinons gekoppelt hatte.  

 
Für das Produkt 4d, welches aus einer Reaktion des 3-Methoxybrenzkatechins (1b) 

mit n-Hexylamin isoliert wurde, konnte über NMR-Analysen eine Kopplung des 

Aminopartners in meta-Position zur Methoxygruppe nachgewiesen werden. Somit ergab 

sich erneut eine von der theoretischen Aminierungsposition (ortho-/para-Stellung) 

abweichende Kopplung des Aminopartners. Für die elektrochemische Oxidation des 3-

Methoxybrenzkatechins in Anwesenheit eines Amindonors wurde ebenfalls eine 

Aminkopplung in meta-Position beschrieben (NEMATOLLAHI et al., 2009).  

Die experimentellen Befunde einer Aminierung des Methoxyhydrochinons (1e) in 

para-Position zum OCH3-Substituenten (Produkt 6d) stimmten mit den theoretischen 

Erwartungen überein. Die Kopplungsposition des Aminopartners n-Hexylamin wich 

damit von der des methoxylierten ortho-Isomers (3-Methoxybrenzkatechin, siehe oben) 

ab. Auch MIKOLASCH et al. (2008) wiesen eine Kopplung der 4-Aminobenzoesäure 

an das Methoxybenzochinon in para-Position nach, wobei eine Substitution in ortho-
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Position zur Methoxygruppe vermutlich aufgrund einer sterischen Hinderung nicht 

erfolgen kann (MATTHIES, 2006). 

 
Bei Produkt 7d einer heteromolekularen Kopplung von tert-Butylhydrochinon (1f) mit 

n-Hexylamin (2d) konnte eine Aminierung mittels GC-MS-, HR-MS- und NMR-

Analysen nachgewiesen werden. Die Kopplung des n-Hexylamins (2d) in meta-Position 

zur C(CH3)3-Gruppe weicht jedoch von der ortho- bzw. para-dirigierenden Wirkung 

des Erstsubstituenten (+I-Effekt, BREITMAIER & JUNG, 1994) ab. NIEDERMEYER 

et al. (2005) beschrieben ebenfalls für heteromolekulare Reaktionen des tert-

Butylhydrochinons eine Aminkopplung in meta-Stellung zum Alkylsubstituenten.  

 
In LC-MS-Analysen eines Gesamtextraktes der heteromolekularen Kopplung der ortho-

dihydroxylierten Verbindung 4-tert-Butylbrenzkatechin (1c) konnten Anhaltspunkte 

für eine, von den in C-3-Position alkylsubstituierten Brenzkatechinen (3-Methyl- bzw. 

3-Methoxybrenzkatechin), abweichende Aminierungsreaktion gewonnen werden. Das 

Pseudomolekülion [M+H]+ eines dominierenden Produktpeaks deutete auf eine 

Aminkopplung unter Eliminierung eines den Carbonylgruppen angehörenden 

Sauerstoffatoms hin. HORNER und DRÜCKHEIMER (1967) beschrieben eine 

Iminbildung des in C-4-Position mit einer C(CH3)3-Gruppe substituierten 

Brenzkatechins. Demnach reagieren ortho-Benzochinone mit einem 4-ständigen 

Alkylsubstituenten, so auch das 4-tert-Butylbrenzkatechin, bevorzugt an der mit dem 

Substituenten nicht konjugierten Carbonylgruppe. Im Gegensatz dazu werden die 

mesomeren und induktiven Effekte durch die in C-3-Position befindlichen 

Alkylsubstituenten (3-Methylbrenzkatechin bzw. 3-Methoxybrenzkatechin) durch 

sterische Wechselwirkungen überspielt, sodass eine Aminierung der ortho-

Benzochinone vornehmlich in meta-Stellung zu einer der Carbonylgruppen erfolgt 

(HORNER & DRÜCKHEIMER, 1967). Dies kann auch auf die innerhalb dieser Arbeit 

nachgewiesenen Kopplungspositionen der Aminopartner an das 3-Methylbenzochinon 

(Produkte 3a-l, 3n-s) und das 3-Methoxybenzochinon (Produkt 4d) in meta-Stellung zur 

CH3- bzw. OCH3-Gruppe übertragen werden.  

 
Die festgestellten Unterschiede bezüglich der Aminierungspositionen der mono-

substituierten einkernigen Brenzkatechin- und Hydrochinon-Derivate können 

maßgeblich auf die Position der Hydroxyl- bzw. Carbonylgruppen und einer sich daraus 

ergebenden andersartigen Überlagerung der elektronischen Effekte mit den 
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Erstsubstituenten zurückgeführt werden. Weiterhin befinden sich die Carbonylgruppen 

der ortho- bzw. para-benzochinoiden Oxidationsprodukte in jeweils unterschiedlicher 

Konjugation mit den Alkylsubstituenten, was den elektropositiven Charakter der 

Kohlenstoffatome und damit die Elektronendichte an den Sauerstoffatomen andersartig 

beeinflusst und verschiedene mesomere Grenzstrukturen auftreten lässt.  

 
Ein weiterer Aspekt dieser Dissertationsarbeit fand sich in der Phenoloxidase-

vermittelten Darstellung von heteromolekularen Kopplungsprodukten mit Ubichinon-

10-, Vitamin-K- und Mitomycin-ähnlichen Strukturen. Die Strukturen der Naturstoffe 

sowie der biologisch aktiven Strukturmotive sind in der Einleitung (vgl. Kap. 1) 

dargestellt.  

In Kopplungsreaktionen mit dem Phenoloxidase-Substrat 2,3-Dimethoxy-5-

methylhydrochinon (1h) und dem Aminopartner Geranylamin (2m), welche zu einem 

Ubichinon-10-ähnlichen Produkt transformiert werden sollten, konnten 

heteromolekulare Produkte nur in äußerst geringe Mengen detektiert werden (vgl. 

Kap. 3.10.2.2). Vermutlich begründet sich dies mit einer sterischen Hinderung der 

Aminkopplung, welche durch die Anzahl und auch die Stellung der Alkylsubstituenten 

am hydrochinoiden Enzymsubstrat bedingt ist. Denn letztlich wäre prinzipiell nur das 6-

ständige C-Atom des Ringsystems für eine Kopplung des Geranylamins frei. Eine 

Möglichkeit für die Gewinnung eines Ubichinon-10-Derivates über Phenoloxidase-

katalysierte Reaktionen könnte sich mit einem anderen Enzymsubstrat mit geringerer 

Anzahl von Alkylsubstituenten, so z.B. dem 2,3- bzw. 2,6-Dimethoxyhydrochinon, 

ergeben und wäre zu prüfen.  

Sowohl in MtL- als auch PcL-katalysierten Reaktionen des Vitamin-K-analogen 

Enzymsubstrats 2-Methylnaphthohydrochinon (1i) mit Geranylamin (2m) wurde 

anhand der in Kap. 3.10.2.3 dargestellten Ergebnisse von einer erfolgreichen 

Aminierung - und damit der Bildung eines Vitamin-K-Derivates (Produkt MNH-1,4-

HQ-KKP1) - ausgegangen. Folglich konnte gezeigt werden, dass eine Synthese dieser 

pharmazeutisch wertvollen Verbindung in Phenoloxidase-katalysierten Reaktionen 

prinzipiell möglich ist. Die Versuche einer Produktisolation mittels 

Festphasenextraktion wiesen auf ein Produkt mit stark hydrophoben Eigenschaften hin, 

was zum einen das Vorliegen eines lipophilen Vitamin-K-analogen Syntheseprodukts 

erhärtete und zum anderen dessen Reinigung bzw. Anreicherung erschwerte. Da an dem 

hydro- bzw. benzochinoiden Teil des Enzymsubstratmoleküls ausschließlich das 3-
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ständige C-Atom für eine Aminkopplung frei ist und die Methylgruppe (am C-2-Atom) 

zudem in ortho-Stellung dirigiert, wäre eine Besetzung des C-3-Atoms am enzymatisch 

gebildeten 2-Methylnaphthobenzochinon wahrscheinlich (Abb. 79).  

 

 

Eine Möglichkeit für die Anreicherung des Syntheseproduktes MNH-1,4-HQ-KKP1 

und damit einer abschließenden Strukturaufklärung könnte sich in der Produktisolation 

mittels präparativer HPLC finden. Dies würde eine Verdünnung des 

Reaktionsgemisches mit einem geeigneten Lösungsmittel erfordern, um so das 

beschriebene Zwei-Phasen-System (vgl. Kap. 3.10.2.3) zu einer annähernd homogenen 

Phase umzuwandeln.  

Neben einer Darstellung von Ubichinon-10- und Vitamin-K-Derivaten wurde in der 

vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Phenoloxidase-vermittelte Synthese von Mitomycin-

ähnlichen Verbindungen untersucht. In MtL- und PcL-katalysierten 

Transformationsreaktionen des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) konnten sowohl 

mono- als auch diaminierte Produkte mit den Aminopartnern n-Octylamin (2f), 

Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t) gewonnen werden (vgl. Kap. 3.10.2.1). 

Eine Monoaminierung des aktivierten Enzymsubstrat-Moleküls war bei äquimolarer 

Konzentration der Edukte begünstigt. In Reaktionsansätzen mit der Phenoloxidase MtL 

(pH 7) wurden zwei regioisomer monoaminierte Produkte detektiert, wobei eine 

Reinigung von jeweils nur einem dieser Produkte (8f2, 10m2, 12t2) möglich war. Über 

strukturchemische Analysen konnte bei diesen monoaminierten Produkten eine 

Kopplung des Aminopartners in para-Position zu der Methoxy- bzw. in meta-Position 

zur Methylgruppe nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.10.2.4; Abb. 79).  
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Abb. 78: Postulierte Struktur für das Produkt
MNH-1,4-HQ-KKP1 einer Phenoloxidase-
katalysierten Kopplungsreaktion des 2-
Methylnaphthohydrochinons (1i) mit
Geranylamin (2m).
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Abb. 79: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Synthese von mono- und diaminierten 
Kopplungsprodukten mit Mitomycin-ähnlichen Strukturen in MtL-katalysierten Reaktionen 
(pH 7) des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) mit den Aminopartnern n-Octylamin (2f), 
Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t). In MtL-katalysierten Reaktionsansätzen erfolgte 
ebenfalls die Bildung von korrespondierenden Regioisomeren der dargestellten dimeren 
Produkte, in PcL-katalysierten Reaktionen (pH 5) wurden ausschließlich diese Regioisomere 
generiert (Aminkopplung vermutlich am C-6-Atom; nicht dargestellt).  
 

Im Gegensatz dazu erfolgte in PcL-katalysierten Reaktionen (pH 5) ausschließlich die 

Bildung eines dazu regioisomeren Dimers (Aminierung vermutlich in para-Position zur 

Methylgruppe bzw. in meta-Position zur Methoxygruppe), d.h. nur eines dieser zwei 

monoaminierten Produkte wurde gebildet. Dies deutete auf eine in Abhängigkeit von 

den pH-Werten des Reaktionsmilieus dirigierte Bildung von monoaminierten 

Regioisomeren hin - bei pH 5 (PcL) wird nur ein Isomer gebildet, bei pH 7 (MtL) 

entstehen hingegen zwei Isomere.  

Eine Diaminierung, d.h. die Bildung von trimeren Kopplungsprodukten (9f, 11m, 13t), 

erfolgte stets mit überschüssig eingesetzten Aminopartnern. In MtL-katalysierten 

Reaktionsansätzen koppelten die Aminopartner dabei jedoch nicht an dem noch 

unbesetzten C-6-Atom des 2-Methoxy-3-methyl-1,4-benzochinons, d.h. in ortho-

Position zum ersten Aminsubstituenten, sondern unter Eliminierung der OCH3-Gruppe 
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am C-2-Atom des Benzochinons (Abb. 79). Die Stellung eines Zweitsubstituenten wird 

durch die am Ringsystem befindlichen Erstsubstituenten dirigiert (vgl. Kap. 4.2.2.2). 

Der bei einer Monoaminierung des 2-Methoxy-3-methylbenzochinons angebundene 

Aminsubstituent, welcher bei der Bildung diaminierter Produkte als ein Erstsubstituent 

anzusehen ist, dirigiert gemäß den elektronischen Effekten der NH-Gruppe sowohl in 

ortho- als auch para-Position (BEYER & WALTER, 1998). Anhand der NMR-Daten 

des diaminierten Produkts 11m konnte geschlussfolgert werden, dass die Besetzung in 

para-Position zur NH-Gruppe unter Verdrängung der OCH3-Gruppe gegenüber einer 

Besetzung der ortho-Position dominiert. Auch für das diaminierte Produkt 13t konnte 

mittels HR-MS-Analyse eine Aminkopplung unter Eliminierung der OCH3-Gruppe 

nachgewiesen werden. Gleiches trifft mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf das trimere 

Produkt 9f zu.  

Die innerhalb dieser Arbeit nachgewiesene nucleophile Verdrängungsreaktion der 

OCH3-Gruppe durch einen zweiten Aminopartner (Diaminierung) wurde auch in 

NaIO3-katalysierten Diaminierungsreaktionen von alkylsubstituierten Hydrochinonen 

nachgewiesen (SCHÄFER & AGUADO, 1971). Darüber hinaus konnte in den eigenen 

Untersuchungen der Aminkopplung an das 3-Methylbrenzkatechin (1a), das 

Eigenreaktionsprodukt M-1,2-HQ-ERP3 als ein Präkursor identifiziert werden, bei 

welchem - unter Eliminierung bzw. Verdrängung der OCH3-Gruppe durch die NH2-

Gruppe - eine Bildung monoaminierter Produkte einsetzte (vgl. Kap. 4.2.2.1; HERTER 

et al., 2011a). 

 

4.2.2.3 Einfluss von Reaktionsparametern auf die Gewinnung heteromolekularer 
Kopplungsprodukte 

 

Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommenen heteromolekularen 

Kopplungsreaktionen wurden sowohl mit Phenoloxidasen als biologische Katalysatoren 

als auch mit Natriumiodat (NaIO3) als chemischen Kopplungsvermittler anhand einer 

Modellreaktion durchgeführt. Eine Voraussetzung für die Aminierung der eingesetzten 

ortho- und para-dihydroxylierten Verbindungen war deren vorangehende Aktivierung, 

d.h. eine Bildung von benzochinoiden Molekülen, welche durch alle der eingesetzten 

Katalysatoren realisiert werden kann. Bei den Aminierungsreaktionen waren 

unabhängig davon jedoch noch weitere Parameter zu berücksichtigen, da in 

Abhängigkeit von diesen nicht zuletzt die Ausbeuten der entsprechenden 
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Zielverbindungen (monoaminierte Kopplungsprodukte) erhöht bzw. minimiert werden. 

In vorherigen Abschnitten wurden diesbezüglich bereits Einflüsse, die sich aus den pH-

Werten der Reaktionssysteme sowie der Substitution der Phenoloxidase-Substrate 

und deren Hydroxylierungsposition ergeben, erörtert. Weitere ausgewählte 

Reaktionsparameter sollen nachfolgend betrachtet werden. 

  

Neben den pilzlichen Phenoloxidasen PcL und MtL wurden in dieser Arbeit erstmals 

prokaryotische Phenoloxidasen (CotA, SLAC, AcCL) auf ihre katalytische 

Leistungsfähigkeit in heteromolekularen Kopplungsreaktionen geprüft. Dabei konnten 

keine prinzipiellen Unterschiede bezüglich des Produktmusters im Vergleich zu 

Synthesereaktionen mit den pilzlichen Phenoloxidasen ermittelt werden. Unterschiede 

ergaben sich ausschließlich auf Ebene niedrigerer Aktivitäten der in 

Transformationsreaktionen eingesetzten bakteriellen Phenoloxidasen, welche eine 

langsamere Oxidation der Enzymsubstrate bedingten und dadurch längere 

Inkubationszeiten für ein Gewinnung vergleichbarer Mengen an monoaminierten 

Kopplungsprodukten erforderten. Ein prinzipieller Vorteil für den Einsatz von 

bakteriellen Phenoloxidasen in industriellen Anwendungen ergibt sich nach 

SANTHANAM et al. (2011) aus den Eigenschaften, die Bakterien mit sich bringen. 

Zum einen weisen Bakterien höhere Wachstumsraten als Pilze auf. Zum anderen sind 

diese Mikroorganismengruppe und ihre Enzyme im Bereich des Protein-Engineerings 

leichter zugänglich für Modifikationen, so z.B. auf Ebene der Aktivitäten, der 

Selektivitäten sowie dem Expressionslevel. Die bakteriellen Phenoloxidasen zeigen im 

Allgemeinen höhere thermische Stabilitäten und sind auch im stark Alkalischen stabiler 

als pilzliche Phenoloxidasen (HELD et al., 2005). Auch die in dieser Dissertation 

untersuchten Phenoloxidasen CotA und SLAC sind äußerst temperaturstabile Enzyme 

(MARTINS et al., 2002; DUBE et al., 2008). Gleiches konnte für die Phenoloxidase 

AcCL von A. chroococcum gezeigt werden (HERTER et al., 2011d). Die bislang 

beschriebenen und biochemisch charakterisierten bakteriellen Phenoloxidasen weisen 

im Vergleich zu pilzlichen Enzymen jedoch niedrigere Redoxpotentiale auf, was deren 

Einsatz in biotechnologischen Verfahren - insbesondere eine Oxidation von Substraten 

mit hohem Redoxpotential - begrenzt (SANTHANAM et al., 2011). Trotz dieser 

Tatsache, erwiesen sich die Phenoloxidasen CotA und SLAC sowie die hierin 

neubeschriebene Phenoloxidase AcCL von A. chroococcum als durchaus geeignete 
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Enzyme für eine Aminierung der ortho-dihydroxylierten Modellverbindung 3-Methyl-

brenzkatechin (1a).  

Eine Darstellung sekundärer Amine in Reaktionen der ortho-dihydroxylierten 

Verbindung 3-Methylbrenzkatechin konnte auch mit dem chemischen 

Kopplungsvermittler NaIO3 vorgenommen werden. NaIO3 oxidiert dihydroxylierte 

Aromaten über einen Zwei-Elektronenschritt zu den korrespondierenden 

Benzochinonen (HOLLEMANN & WIBERG, 1995). In NaIO3- bzw. Tyrosinase-

katalysierten Oxidationsreaktionen von Brenzkatechin-Derivaten, u.a. dem 4-

Methylbrenzkatechin, erfolgt primär eine Bildung desselben benzochinoiden 

Oxidationsprodukts (CABANES et al., 1987).  

In NaIO3-katalysierten homomolekularen Kopplungsreaktionen des 3-Methyl-

brenzkatechins (1a) konnten Unterschiede in Bezug auf die Anzahl und Quantität der in 

Reaktionen mit den Phenoloxidasen PcL bzw. MtL detektierten Produkte ermittelt 

werden. Zudem wurden in NaIO3-katalysierten Reaktionen Produkte detektiert, welche 

in Transformationsreaktionen mit Phenoloxidasen nicht auftraten. Für NaIO3-

katalysierte homomolekulare Kopplungsreaktionen der para-dihydroxylierten 

Verbindungen 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid beschrieb MANDA (2006) 

ebenfalls ein von der Phenoloxidase-Reaktion abweichendes Spektrum an 

Eigenreaktionsprodukten. In vergleichenden Untersuchungen von NaIO3- und 

Phenoloxidase-katalysierten Aminierungsreaktionen wurden vielfach die Vorteile der 

enzymatisch katalysierten Reaktionen hervorgehoben. So verlief die Produktbildung in 

NaIO3-vermittelten Kopplungsreaktionen mit para-dihydroxylierten Verbindungen 

langsamer und führte zudem zu geringen Ausbeuten als die Phenoloxidase-Reaktionen 

(MIKOLASCH et al., 2008). Im Gegensatz dazu beschrieben NIEDERMEYER & 

LALK (2007) eine vergleichbare Produktbildung bei der NaIO3- und Phenoloxidase-

katalysierten Aminierung von para-dihydroxylierten Verbindungen und 

schlussfolgerten, auf der Basis von Vor- und Nachteilen beider Verfahren, dass der 

chemische Kopplungsvermittler dem biologischen vorzuziehen sei.  

Innerhalb der eigenen Arbeit wurde das Potential des chemischen Kopplungsvermittlers 

NaIO3 im Vergleich zu der Phenoloxidase MtL anhand einer Aminierungsreaktion von 

3-Methylbrenzkatechin (1a) mit n-Hexylamin (2d) in Abhängigkeit von den 

Katalysatoraktivitäten bzw. -konzentrationen untersucht. Eine Steigerung der 

Konzentrationen des chemischen Katalysators NaIO3 (6 mM bis 100 mM) war mit einer 

Erhöhung der Ausbeuten des monoaminierten Kopplungsprodukts 3d verbunden. 
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Jedoch führten ansteigende NaIO3-Konzentration auch zu der Bildung eines zu dem 

heteromolekularen Produkt 3d regioisomeren Produkts (3d*). Regioisomere 

Kopplungsprodukte wurden in Reaktionen mit der Phenoloxidase MtL nicht gebildet. 

Eine Erhöhung der Aktivitäten der Phenoloxidase MtL (0,5 U bis 10 U) war jedoch an 

eine simultane Abnahme der Ausbeuten an 3d gekoppelt. Mit dieser erfolgte 

gleichzeitig eine Konzentrationssteigerung des mit einem O--Radikal substituierten 

Nebenreaktionsprodukts M-1,2-HQ-ERP2 (vgl. Abb. 76, S. 294). Ansteigende 

Enzymaktivitäten führten somit zu einer gesteigerten Affinität des methoxylierten 

benzochinoiden Präkursors M-1,2-HQ-ERP3 (vgl. Abb. 76, S. 294) mit Nucleophilen 

des Reaktionsmilieus, so z.B. OH-Ionen, Nebenreaktionen einzugehen (HERTER et al., 

2011a). Bereits in vorherigen Abschnitten wurde darauf verwiesen, dass eine 

konkurrierende Reaktion der primären Amine mit dem im Reaktionssystem 

befindlichen Wasser bzw. Hydroxid-Ionen um die Besetzung des mit einer OCH3-

Gruppe substituierten 3-Methyl-[1,2]-benzochinons besteht.  

In heteromolekularen Kopplungsreaktionen für eine Aminierung von para-

dihydroxylierten Verbindungen ist eine Erhöhung der Phenoloxidase-Aktivitäten mit 

einer Steigerung der Produktausbeuten verbunden (MANDA, 2006; MATTHIES, 

2006). Dies ist jedoch auch nur im Bereich bestimmter Enzymaktivitäten gültig, da mit 

ansteigenden Aktivitäten ebenfalls eine erhöhte Bildung von trimeren Produkten 

(zweifache Aminierung) nachgewiesen werden konnte. Auch in homomolekularen 

Reaktionen des Brenzkatechins führen erhöhte Enzymaktivitäten zu einer gesteigerten 

Polymerisation von Oxidationsprodukten (AKTAS & TANYOLAC, 2003). Innerhalb 

der eigenen Untersuchungen führten diese, neben der Konzentrationserhöhung des 

niedermolekularen Nebenreaktionsproduktes M-1,2-HQ-ERP2, zu einer verstärkten 

Bildung von höhermolekularen Kopplungsprodukten (M-1,2-HQ-KKP2 bzw. M-1,2-

HQ-KKP3). Die mittels HPLC-Analyse erfasste Ausbeute an monoaminiertem 

Kopplungsprodukt erreichte bei der niedrigsten MtL-Aktivität (0,5 µmoL; 0,6 mg 

Protein) 85 % der in Reaktionen mit 100 mM NaIO3 (v/v; 98,9 mg NaIO3) erfassten 

Produktmengen. Anhand dieser Gegenüberstellung wird deutlich, dass unter 

ausgewählten Reaktionsbedingungen - trotz geringfügig niedrigerer Produktausbeuten 

in der Phenoloxidase-Reaktion - eine Enzym-katalysierte Reaktion der chemischen 

Katalyse durchaus vorgezogen werden kann. Allein die Tatsache, dass Phenoloxidasen, 

im Gegensatz zu NaIO3, innerhalb des katalytischen Zykluses nicht verbraucht werden 

(RIVA, 2006), kann diese Aussage bekräftigen.   
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Innerhalb der Untersuchungen wurde auch die Konzentration der Edukte auf die 

Bildung von Nebenreaktionsprodukten und die Ausbeuten der monoaminierten 

Zielverbindungen geprüft. Im Vergleich zu einer äquimolaren Konzentration von 

Phenoloxidase-Substrat und Amindonor, reduzierte ein im Überschuss eingesetzter 

Aminopartner die Eigenreaktionen des betreffenden Phenoloxidase-Substrates erheblich 

und führte zu einer beträchtlichen Konzentrationssteigerung der aminierten Produkte. 

Eine Erhöhung der Konzentration des primären Amins erhöht in diesem Falle die 

Wahrscheinlichkeit, dass die bei einer Phenoloxidase-vermittelten 

Substratradikalisierung gebildeten Semichinon-Radikale auf Amin-Moleküle treffen 

und reduziert somit Eigen- bzw. Nebenreaktionen dieser Radikale mit anderen 

Nucleophilen des Reaktionsmilieus. Eine verminderte Eigenreaktion der 3,4-

Dihydroxyphenylpropionsäure bzw. der enzymatisch gebildeten Semichinon-Radikale 

in heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit dem Aminopartner L-Tyrosin-

methylester wurden ebenso mit einer Konzentrationserhöhung des Aminopartners 

erwirkt (MANDA, 2006). Auch TRAUTNER und ROBERTS (1950) konnten in 

Tyrosinase-vermittelten Kopplungsreaktionen des Brenzkatechins mit Glycin höhere 

Produktbildungsraten mit Konzentrationserhöhung der Aminosäure nachweisen.  

In Phenoloxidase-vermittelten Aminierungsreaktionen von para-dihydroxylierten 

Enzymsubstraten wurden die Ausbeuten an monoaminierten Kopplungsprodukten 

ebenfalls mit einer Erhöhung der Aminkonzentrationen gesteigert, jedoch führte dies ab 

einer bestimmten Aminkonzentration zur gesteigerten Bildung von diaminierten 

Produkten (HAHN et al., 2009; MIKOLASCH et al., 2010). Dies traf innerhalb der 

eigenen Untersuchungen auch für heteromolekulare Kopplungsreaktionen mit der para-

dihydroxylierten Verbindung 2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) zu, welche unter 

dem Aspekt einer Gewinnung von Mitomycin-Derivaten (vgl. Kap. 3.10.2.1) mit 

diversen primären Aminen umgesetzt wurde. Bei äquimolarer Konzentration von 1g mit 

den Aminopartnern n-Octylamin (2f), Geranylamin (2m) und Cyclooctylamin (2t) 

dominierte die Bildung der monoaminierten Kopplungsprodukte (Dimere), mit 

Überschuss der Aminopartner die von diaminierten Produkten (Trimere). Jedoch muss 

bei der Wahl der Eduktkonzentration in Phenoloxidase-katalysierten Reaktionen auch 

berücksichtigt werden, dass die Enzyme selbst durch die im Reaktionsmilieu 

enthaltenen Reaktanden sowie den gebildeten Semichinon-Radikalen inhibiert werden 

können (ROBLES et al., 2000; LIERS et al., 2007). In Abhängigkeit von der 

eingesetzten Phenoloxidase und deren Substrataffinität kann eine 
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Substratüberschusshemmung (unkompetitive Hemmung) einsetzen, welche zu einer 

Verminderung der Enzymaktivität führt und demnach die Substratradikalisierung 

herabsetzt. Eine Inhibition der Phenoloxidasen kann auch bei erhöhten Konzentrationen 

der in heteromolekularen Reaktionen eingesetzten Aminopartner erfolgen. Obgleich 

gezeigt werden konnte, dass sich eine Konzentrationserhöhung im Allgemeinen 

begünstigend auf die Produktausbeuten auswirkt, führte diese beispielsweise mit dem 

Amindonor 2-Amino-5-methylhexan (2k, 40 mM) zu einer verminderten 

Substratoxidation und auch Produktbildung in MtL-katalysierten Reaktionen (vgl. Kap. 

3.9.4). Eine Inhibition von Phenoloxidasen durch Amine wird häufig bei deren 

biochemischen Charakterisierung geprüft. So erfolgt eine signifikante Inhibition der 

Phenoloxidasen von Pycnoporus sanguineus (GARCIA et al., 2007) und Daedalea 

quercina (BALDRIAN, 2004) durch die Aminosäure L-Cystein. Gleiches gilt für das 

kurzkettige Hydroxylamin bei den Phenoloxidasen von Trametes versicolor (MISHRA 

& KUMAR, 2009) und Streptomyces griseus (ENDO et al., 2003). Somit ist für die 

erfolgreiche Durchführung von biokatalytischen Synthesereaktionen nicht nur eine 

optimale Eduktkonzentration in Hinblick auf die Verminderung bzw. Vermeidung von 

Nebenreaktionen der Reaktanden entscheidend, sondern auch das Wissen über und die 

Berücksichtigung von biochemischen Eigenschaften der eingesetzten Enzyme. 

Der Einsatz von Lösungsmitteln wurde bereits in vorangegangenen Kapiteln 

hinsichtlich der Enzyme und Reaktionsmechanismen diskutiert (vgl. Kap. 4.1.3.2, Kap. 

4.2.2.1) und soll an dieser Stelle nicht nochmals aufgegriffen werden. 

 

4.2.2.4 Abschätzung des möglichen Wirkungsspektrums ausgewählter 
Kopplungsprodukte  

 

Die innerhalb dieser Arbeit eingesetzten Brenzkatechine und deren Benzochinone sind 

pharmazeutisch wertvolle Substanzen mit analgetischer Wirkung (AKINTONWA, 

1985) und werden aufgrund weiterer interessanter physiologischer Aktivitäten als 

Pharmakophore in einer Vielzahl von biologisch aktiven Substanzen eingesetzt (INSAF 

& WITIAK, 2000). Ortho-Benzochinone agieren zum einen als Oxidantien und zum 

anderen als Elektrophile. Somit sind sie Verursacher von oxidativem Stress, können 

kovalente Addukte mit zellulären Makromolekülen bilden und interkalieren auch mit 

DNA-Molekülen (CAVALIERI et al., 2002).  
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In Phenoloxidase-vermittelten Kopplungsreaktionen wurden Brenzkatechin-Derivate, 

welche als alleinige Moleküle bereits hochwirksame Verbindungen darstellen und ein 

breites Spektrum von Anwendungsbereichen abdecken (SCHWEIGERT et al., 2001), 

zu sekundären Aminen transformiert. Sekundäre Amine und Arylalkylamine sind 

Motive in verschiedenen medizinisch indizierten Präparaten, so z.B. β-Blockern und 

Halluzinogenen (GLENNON, 1999). Verbindungen mit einer sekundären Aminogruppe 

besitzen ebenso antidepressive Wirkungen und werden daher als Wirkstoffe in 

Arzneimitteln für eine Behandlung von Nervenkrankenheiten eingesetzt 

(U´PRICHARD et al., 1978).  

In der vorliegenden Arbeit wurden die alkylaminierten Transformationsprodukte 3a-g 

(vgl. Kap. 3.9.2), welche aus heteromolekularen Kopplungsreaktionen des 3-

Methylbrenzkatechins (1a) mit linearen aliphatischen Aminen (2a-g) isoliert wurden, 

hinsichtlich ihrer logPow-Werte mittels HPLC-Analyse untersucht (vgl. Kap. 3.9.3). In 

Abhängigkeit von der Alkylkettenlänge der an das 3-Methyl-[1,2]-benzochinon 

gekoppelten Amine konnte, im Vergleich zu der Ausgangsverbindung 1a, eine 

verminderte bzw. erhöhte Lipophilie der monoaminierten Kopplungsprodukte ermittelt 

werden. Der logPow dient einer quantitativen Beschreibung der Lipophilie und wird als 

eine Schlüsseldeterminante für die pharmakokinetischen Eigenschaften einer 

Verbindung, gemäß ihres Verteilungsverhaltens zwischen lipophilen Biomembranen 

und wässrigem Cytosol, angesehen (GULYAEVA et al., 2002). Zudem ist der logPow 

ein wichtiger Parameter in QSAR-Studien (quantitative structure-activity relationships) 

und in Bereichen des Wirkstoffdesigns, da bei diesem eine enge Verknüpfung mit der 

Wirkstoffabsorption, Bioverfügbarkeit, der Metabolisierung und der Toxizität besteht 

(WANG & LIEN, 1980). Die an den untersuchten heteromolekularen 

Kopplungsprodukten 3a-g angebundenen Amine tragen, in Abhängigkeit von ihrer 

Alkylkettenlänge und der sich daraus ergebenden Lipophilie, zu einer verbesserten 

Aufnahme von Wirkstoffen bei. Einerseits konnte bereits nachgewiesen werden, dass 

über eine Ionen-Paarung von Salicylsäure-Derivaten mit den primären aliphatischen 

Aminen n-Butylamin (2b), n-Hexylamin (2d) und n-Octylamin (2f) eine erhöhte 

Wirkstoffaufnahme bzw. Membrangängigkeit aufgrund erhöhter logPow-Werte erfolgt 

(KAMAL et al., 2006). Salicylsäure-Derivate können somit in ihrer ionischen Form von 

der Haut resorbiert werden (KAMAL et al., 2006). Andererseits kann auch eine 

gesteigerte Zersetzung von Cholesteringallensteinen in Anwesenheit von n-Hexylamin 
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(2d) bzw. n-Octylamin (2f) bewirkt werden, da die Amine eine Herabsetzung in der 

Mizellbildung der negativ geladenen Gallensäure bewirken (PATEL et al., 1979).  

Auch über eine Derivatisierung diverser Hydrozimtsäuren (3-Phenylpropansäuren) mit 

n-Hexylamin (2d) werden lipophile Antioxidantien, welche die Blut-Hirn-Schranke 

passieren können, gewonnen (ROLEIRA et al., 2009). Eine hohe Wirksamkeit dieser 

alkylaminierten Hydrozimtsäuren gegen neurodegenerative Erkrankungen wurde 

nachgewiesen. Eine zu dem innerhalb dieser Arbeit synthetisierten sekundären Amin 3b 

(3-Methyl-5-(butylamino)-[1,2]-benzochinon) strukturanaloge Verbindung kann als 

Cofaktor der Lysyloxidase fungieren (AKAGAWA & SUYAMA, 2001) und so einer 

Quervernetzung von Kollagenmolekülen zur Vorbeugung von Skeletterkrankungen 

(Osteolathyrismus) dienen (DAWSON et al., 2004). BURZIO & WAITE (2000) 

untersuchten die heteromolekulare Kopplung von 4-Methyl- und 4-Ethylbrenzkatechin 

mit verschiedenen Aminosäuren, welche durch Tyrosinase, in Analogie zu der in dem 

Fußdrüsensekret (Byssus) von Muscheln befindlichen Catechol-Oxidase, katalysiert 

wurde. Die gebildeten sekundären Amine, mit struktureller Ähnlichkeit zu den 

innerhalb dieser Arbeit aminierten Brenzkatechinen, stellen synthetische Muschel-

adhäsive Proteinanaloga dar (BURZIO & WAITE, 2000).  

Anhand der angeführten Beispiele kann angenommen werden, dass auch die 

alkylaminierten Brenzkatechin-Derivate 3a-g prinzipiell ein sehr breites 

Wirkungsspektrum aufweisen. Ferner könnte diese Annahme auch für die dimeren 

Kopplungsprodukte 3j-l (vgl. Kap. 3.9.5), welche über eine heteromolekulare Kopplung 

von 3-Methylbrenzkatechin mit verzweigtkettigen Hexylamin-Derivaten ((R)-2-

Aminohexan (2j), 2-Amino-5-methylhexan (2k) und 2-Ethyl-1-hexylamin (2l)) 

dargestellt wurden, zutreffen. Weitere der in dieser Arbeit für eine Derivatisierung des 

3-Methylbrenzkatechins eingesetzten Aminopartner, so z.B. (R)-(+)-Bornylamin 

(2o),  (-)-cis-Myrtanylamin (2q) und (1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopinocampheylamin (2r), 

besitzen u.a. eine hohe Wirkung gegen Tuberkulose und werden als Pharmakophore bei 

mycobakteriellen Infektionskrankheiten eingesetzt (PROTOPOPOVA et al., 2005; 

BOGATCHEVA et al., 2006). Über Phenoloxidase-katalysierte Reaktionen konnten 

ortho-benzochinoide Transformationsprodukte, an welchen die voran genannten 

bicyclischen Amine gekoppelt waren (vgl. Kap. 3.9.7), mit Ausbeuten von 45 % 

(Produkt 3o), 27 % (Produkt 3q) und 36 % (3r) gewonnen werden und stellen somit 

durchaus einen Ausgangspunkt für weitere Testungen dar. Bereits in der Einleitung 
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wurden diesbezüglich die vielfältigen Einsatzmöglichkeiten derartiger 

Kopplungsprodukte, so z.B. bei der Behandlung von Influenza A, hervorgehoben. 

 
Die innerhalb dieser Arbeit erstmals über Phenoloxidase-vermittelte Reaktionen 

dargestellten Mitomycin-Derivate (vgl. Kap. 3.10.2.4) zählen aufgrund ihrer 

Strukturmotive zu antineoplastisch wirksamen Substanzen. Es konnte gezeigt werden, 

dass mit den Phenoloxidasen MtL und PcL sowohl mono- als auch diaminierte Produkte 

synthetisiert werden können. Mitomycine sind antitumorale Antibiotika, welche gegen 

grampositive und gramnegative Bakterien wirksam sind (WOLKENBERG & BOGER, 

2002). Darüber hinaus werden sie für die Bekämpfung von verschiedenartigen festen 

Tumoren und u.a. auch bei der Chemotherapie von Krebserkrankungen eingesetzt 

(CARTER & CROOKE, 1979). In Streptomyces lavendulae erfolgt die Biosynthese 

eines Mitomycins aus 3-Amino-5-hydroxybenzoesäure, D-Glucosamin und 

Carbamoylphosphat - Mitomycine sind demnach eigentlich Naturstoffderivate bzw. 

biosynthetische Intermediate (MAO et al., 1999).  

Über die innerhalb dieser Arbeit vorgenommenen Derivatisierungsreaktionen des 2-

Methoxy-3-methylhydrochinons (1g) mit den Aminopartnern n-Octylamin (2f), 

Geranylamin (2m) sowie Cyclooctylamin (2t) konnte gezeigt werden, dass das 

(Wirkungs)Spektrum bekannter und medizinisch indizierter Mitomycine über Enzym-

vermittelte Reaktionen durchaus erweitert werden kann. Bereits in der Einleitung 

wurden diesbezüglich die bioaktiven Eigenschaften, welche allein schon die 

eingesetzten Aminopartner besitzen, vorgestellt. Die Syntheseprodukte 8f2 (Dimer) 

bzw. 9f (Trimer), welche Kopplungsprodukte mit n-Octylamin-Substituenten darstellen, 

könnten neben einer antitumoralen Wirkung auch eine - durch die aliphatischen 

Aminsubstituenten bedingte - verbesserte Membrangängigkeit besitzen. Weiterhin 

könnten die Produkte 10m2 (Dimer) und 11m (Trimer) signifikant hohe antitumorale 

Wirkungen aufweisen, da die gekoppelten Geranylamin-Substituenten bereits alleinig 

eine Unterdrückung des Wachstums von Krebstumoren bewirken (AKIYAMA et al., 

2005). Darüber hinaus kann für die Produkte 12t2 (Dimer) und 13t (Trimer) einer 

heteromolekularen Kopplung des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons mit 

Cyclooctylamin, aufgrund der nachgewiesenen Wirksamkeit des Amins gegen 

Influenza A (ELEFTHERATOS et al., 2010), auch eine antivirale Aktivität 

angenommen werden.  
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Anhand der getroffenen Beispiele bezüglich des möglichen Wirkungsspektrums der 

synthetisierten Mitomycin-Derivate ist von einer biologischen Aktivität auszugehen. 

Diese wäre zu prüfen und stellt somit einen Ausgangspunkt für fortführende Arbeiten 

dar.   
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die Ziele der vorliegenden Arbeit ergaben sich aus zwei Arbeitsschwerpunkten - dem 

Nachweis einer neuartigen prokaryotischen Phenoloxidase bei dem Bakterienisolat 

Azotobacter chroococcum SBUG 1484 und der Durchführung Phenoloxidase-

katalysierter Biotransformationsreaktionen zur Derivatisierung von ortho- bzw. para-

dihydroxylierten Verbindungen. Der zunächst unbekannte, eine neue Phenoloxidase 

bildende, Bakterienstamm sollte mittels morphologischer und physiologischer Tests 

sowie 16S-rDNA-Analysen einer Art zugeordnet werden. Da die Expression der 

Phenoloxidase nur unter bestimmten Bedingungen auftrat sollten die in Abhängigkeit 

von verschiedenen Kultivierungsparametern zahlreich auftretenden 

Zelldifferenzierungsprozesse des Stammes untersucht und eine standardisierte 

Kultivierungsmethode zur Erzielung hoher Phenoloxidase-Aktivitäten entwickelt 

werden. Die Untersuchung wesentlicher Eigenschaften der neubeschriebenen 

Phenoloxidase war für eine Zuordnung in die Gruppe der Multikupfer-Oxidasen und 

eine Prüfung der Eignung des Enzyms für biotechnologische Anwendungen eine 

unbedingte Voraussetzung. In Phenoloxidase-katalysierten Reaktionen sollte die 

Aminierung von einfach alkylsubstituierten Brenzkatechinen und Hydrochinonen sowie 

mehrfach-substituierten ein- bzw. zweikernigen dihydroxylierten Aromaten mit 

aliphatischen sowie alicyclischen Amindonoren untersucht werden. Im Mittelpunkt der 

Betrachtungen standen dabei die Aufklärung von Reaktionsmechanismen bei homo- 

und heteromolekularen  Kopplungsreaktionen sowie die Prüfung des Einflusses 

verschiedener Reaktionsparameter (u.a. Hydroxylierungspositionen der 

Enzymsubstrate, Substituenten, Eduktkonzentrationen, Katalysatoren, pH-Werte der 

Reaktionssysteme, Lösungsmittel) auf die Nebenreaktionen und Ausbeuten der 

anvisierten Zielverbindungen (sekundäre Amine). Eine strukturchemische Analyse der 

Syntheseprodukte war dazu unerlässlich.  

Die Ergebnisse lassen sich - gegliedert nach den Arbeitsschwerpunkten - im Einzelnen 

wie folgt zusammenfassen:  

 

Untersuchungen des Stammes Azotobacter chroococcum SBUG 1484 

 
1. In Isolationsversuchen für eine Anreicherung von zur Stickstofffixierung 

befähigten Bodenbakterien wurde das Bakterienisolat SBUG 1484 als 
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Reinkultur gewonnen. Eine taxonomische Zuordnung des Bakterienisolats zu 

der Gattung Azotobacter wurde über klassische mikrobiologische bzw. 

biochemisch-physiologische Testverfahren ermöglicht. Ein zusätzlicher 

Nachweis für dessen Zugehörigkeit zu den Azotobacteriaceae konnte über die 

Sequenzierung der isolierten 16S-rDNA erbracht werden. Mit dieser Methode 

gelang auch die Zuordnung zur Art Azotobacter chroococcum (HERTER et al., 

2011c).  

 
2. Bei der Testung geeigneter C-Quellen für eine Biomasseproduktion erwies sich 

nur ein begrenztes Spektrum an Zuckersubstraten als verwertbar. Das stärkste 

Wachstum unter stickstofffixierenden Bedingungen (d.h. ohne exogene N-

Quelle) war mit Glucose in einer 1 %-igen Endkonzentration (v/v) zu 

verzeichnen.  

 
3. Die Zellen von A. chroococcum bildeten bei Wachstum unter 

stickstofffixierenden Bedingungen mit fortschreitender Inkubationszeit bzw. 

Altern der Kulturen ein braun-schwarz gefärbtes Pigment. Bei Kultivierung auf 

stickstofffreiem Mineralsalzagar war dieses Pigment zellassoziiert; die 

Verfärbung des Zellmaterials auf Festmedium wurde am äußeren Rand der 

Kolonien eingeleitet und setzte sich sukzessive zu dem in der Mitte befindlichen 

Zellmaterial fort. In Flüssigkulturen erfolgte die Sezernierung eines braunen 

Farbstoffes auch in das Kulturmedium. Die Farbintensität war abhängig von der 

eingesetzten C-Quelle. Bei Glucose-kultivierten Zellen verfärbte sich die 

Biomasse innerhalb von 72 h von Ocker über Dunkelbraun nach Schwarz. 

 
4. Das braun-schwarz gefärbte zellassoziierte Pigment wurde über 

strukturchemische Analysen als ein Brenzkatechin-Melanin identifiziert. Das 

Vorliegen eines derartigen mikrobiellen Polymerstoffes konnte auch über 

vergleichende physiko-chemische Untersuchungen auf der Basis des 

Löslichkeitsverhaltens mit synthetisiertem Brenzkatechin- und DOPA-Melanin 

bestätigt werden. Der bei stickstofffreier Kultivierung in das umgebende 

Flüssigmedium ausgeschiedene Farbstoff wurde ebenfalls als ein extrazelluläres 

Brenzkatechin-Melanin identifiziert (HERTER et al., 2011c). Neben diesem 

konnten in den Kulturüberständen Brenzkatechin und 3,4-

Dihydroxybenzoesäure nachgewiesen werden. Brenzkatechin wurde stetig und 
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auch nach Erreichen der stationären Wachstumsphase extrazellulär akkumuliert, 

die 3,4-Dihydroxybenzoesäure nur temporär ausgeschieden (HERTER et al., 

2011c; HERTER et al., 2012).  

 
5. Das stickstofffixierende Wachstum und die Melaninbildung waren stark von den 

im Kulturmedium verfügbaren Metallionen, insbesondere jenen die bei einer N2-

Fixierung die uneingeschränkte Funktionsfähigkeit der O2-empfindlichen 

Nitrogenase gewährleisten, abhängig. Eine Kultivierung mit FeSO4-Ionen, 

jedoch ohne Na2MoO4-Ionen, reduzierte zwar die Biomassebildung, die Zellen 

waren aber dennoch zur Bildung des Brenzkatechin-Melanins befähigt. Mit 

Na2MoO4, jedoch ohne FeSO4, sowie unter Mangel beider Metallverbindungen, 

waren lediglich eine marginale Biomasseproduktion und nur die Bildung eines 

rötlichen Pigments zu verzeichnen. Der Gesamtgehalt an extrazellulär 

sezernierten Brenzkatechin-Siderophoren sowie dem spezifischen Eisenchelator 

Azotobactin war in Kulturen mit FeSO4-Mangel drastisch erhöht. Eisenionen 

nehmen somit eine zentrale Rolle bei der N2-Fixierung und Melaninbildung von 

A. chroococcum ein (HERTER et al., 2012). 

 
6. Begleitend zu der Melanisierung erfolgte ein morphologischer Prozess der 

Zelldifferenzierung, welcher sich in einem spezifischen Lebenszyklus äußerte. 

In jungen Kulturen lagen langgestreckte vegetative bewegliche Zellen vor, 

welche eine intrazelluläre Akkumulation von Poly-β-hydroxybuttersäure 

erkennen ließen und einer sukzessiven Zellverkürzung unterlagen. Diese 

resultierte in ruhenden abgerundeten und in ihrer Größe stark reduzierten 

Zellkörpern, welche als Cysten identifiziert wurden (HERTER et al., 2011c). 

Eine Cystenbildung war in Flüssigmedium - im Vergleich zu einer Kultivierung 

auf Festmedium - intensiviert.  

 
7. Eine Kultivierung von A. chroococcum in Gegenwart verschiedener exogener 

Stickstoffquellen anorganischer oder organischer Natur, welche eine N2-

Fixierung unterdrückte, führte zu keinem Zeitpunkt zur Bildung melanisierter 

Biomasse oder dem Übergang von vegetativen Zellen in das Cystenstadium 

(HERTER et al., 2011c). Auf die Anwesenheit exogener N-Quellen reagierten 

die Zellen dagegen mit einer beträchtlichen Pleomorphie und Variation der 

Zellformen. Generell waren sowohl die lag- als auch die exponentielle 



316  ZUSAMMENFASSUNG   
     

Wachstumsphase der Zellen bei einer Kultivierung mit exogenen 

Stickstoffquellen kürzer als bei einer N2-Fixierung. Anorganische NO3
--

Verbindungen waren geeignete N-Quellen, wogegen NH4+-Verbindungen das 

Wachstum kaum unterstützten. Bei einer Kultivierung mit organischen N-

Quellen war die höchste Biomasseproduktion zu verzeichnen.  

 
8. Eine langfristige Kultivierung in Gegenwart exogener N-Quellen führte 

regelmäßig zu einem Verlust der Befähigung zum stickstofffixierendem 

Wachstum sowie der morphologischen Differenzierung in das Cystenstadium 

bzw. der Melaninbildung. Gleiches erfolgte bei mehrmaligem Überimpfen von 

stickstofffixierendem Zellmaterial auf frischen Mineralsalzagar sowie einer 

dauerhaften Aufbewahrung von bewachsenen Kulturplatten bei 4 °C oder 

Raumtemperatur. Zudem konnte eine Melaninbildung in stickstofffreiem 

Kulturmedium nur forciert werden, wenn das Inokulum melanisiert war. Aus 

diesem Grunde wurden für alle Versuche stets Kryokulturen verwendet und 

ausschließlich mit braun-schwarz gefärbter Biomasse weitergearbeitet. 

 
9. Der Nachweis einer Phenoloxidase-Aktivität (AcCL) bei A. chroococcum konnte 

nur unter bestimmten Bedingungen erbracht werden: (I) Der Stamm wurde in 

stickstofffreiem Mineralsalzmedium mit 1 % Glucose (v/v) als alleinige C- und 

Energiequelle kultiviert, welches die Aktivierung einer Nitrogenase für ein 

stickstofffixierendes Wachstum bedingt. (II) Der Stamm reagierte dabei mit 

einem morphologischen Übergang von vegetativen Zellen in Cysten unter 

Bildung eines zellassoziierten sowie extrazellulär sezernierten Brenzkatechin-

Melanins und von Brenzkatechin (HERTER et al., 2011c). 

 
10. Die physiologische Funktion der bei stickstofffixierendem Wachstum von A. 

chroococcum exprimierten Phenoloxidase AcCL könnte folgende Bereiche 

betreffen: (I) Die Phenoloxidase als ein sauerstoffverbrauchendes Enzym kann 

zu einer Verminderung der O2-Konzentration und damit zu einem Schutz der 

O2-empfindlichen intrazellulären Nitrogenase beitragen - insbesondere im Zuge 

des beschriebenen morphologischen Differenzierungsprozess (vegetative Zelle - 

Cyste) - welcher eine massive Umlagerung der Zellumhüllung mit sich bringt. 

(II) Das Enzym ist zu einer oxidativen Aktivierung des in das Kulturmedium 

ausgeschiedenen Brenzkatechins befähigt und kann die Melaninbildung aus 
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Semichinonradikalen initiieren. Melanin ist ein mikrobielles Schutzpolymer, 

welches eine Barriere gegenüber cytotoxischen O2-Radikalen, Agentien und 

Austrocknung darstellt - die Expression einer Phenoloxidase gewährt somit 

einen Überlebensvorteil von A. chroococcum bzw. dessen Cysten. (III) Die 

Phenoloxidase erfüllt gleichzeitig beide Funktionen (I und II), zumal für einen 

hohen O2-Verbrauch eine große Menge eines geeigneten Substrats zu einem 

Produkt umgewandelt werden muss und dieses offenbar zu Beginn der 

exponentiellen Wachstumsphase noch nicht in ausreichender Menge zur 

Verfügung steht. 

 
11. Eine zusätzliche CuSO4-Supplementierung stickstofffixierender Kulturen 

bewirkte innerhalb nicht kritischer Konzentrationen eine frühzeitigere Bildung 

des zellassoziierten Melanins und induzierte eine bis zu 5-fach höhere 

Phenoloxidase-Aktivität (HERTER et al., 2012). 

 
12. Die Phenoloxidase AcCL steht in einer engen Assoziation mit dem partikulären 

Zellmaterial (Zell- und/oder Cystenwandungen). Mit fortschreitender 

Inkubationszeit nahm die in Suspensionen unzerstörter Zellen messbare 

Aktivität - möglicherweise im Zuge des Differenzierungsprozesses, d.h. des 

Verlustes der originären Zellwand- und Membrankonstitution und der 

zunehmenden Ausbildung einer mehrschichtigen Cystenhülle - ab. Die 

Gesamtaktivität nach Zerstörung der suspendierten Zellen nahm allerdings nicht 

ab, sondern zu. In zellfreien Kulturüberstanden konnte keine Phenoloxidase-

Aktivität nachgewiesen werden (HERTER et al., 2011c). Eine gesteigerte 

Phenoloxidase-Aktivität konnte nach Behandlung der partikulären Fraktion 

(Zell- und Cystenwandtrümmer, unlösliche Komponenten der äußeren 

Hüllmembran) mit EDTA gemessen werden. Eine Interaktion der Phenoloxidase 

AcCL als ein peripheres Protein mit elektrostatischer bzw. ionischer 

Wechselwirkung, welche durch divalente Kationen (Ca2
+) vermittelt werden 

kann, mit den Lipiden der äußeren Membranen und Bestandteilen der Zell- oder 

Cystenwände wurde diskutiert (HERTER et al., 2011d). 

 
13. Die erstmals in Azotobacter chroococcum beschriebene Phenoloxidase AcCL 

besitzt bei ABTS-Oxidation ein pH-Optimum bei pH 4,5 und ist bis zu einer 

Temperatur von 35 °C innerhalb einer Messzeit von 30 min stabil. Bei 50 °C 
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lagen zwischen 60 % bis 70 % Restaktivität vor. Die lösungsmittelabhängige 

Aktivität wurde mit ansteigenden Konzentrationen diverser 

Lösungsmittelgruppen geprüft. DMSO (15 %, v/v) führte zu einer 42%-igen 

Steigerung der 2,6-DMP-Oxidation (60 min Inkubation). Mit MeOH und EtOH 

(15 %, v/v) lag nach 20 min keine Inhibition vor; nach 60 min besaß AcCL eine 

Restaktivität von 63 bzw. 77 % (HERTER et al., 2011d).  

 
14. Der Einfluss von diversen Metallionen (0,01, 0,1, 1 und 2 mM) wurde geprüft. 

Die stärkste Inhibition erfolgte mit FeSO4, mit trivalenten Fe-Ionen (FeCl3) in 

derselben Konzentration trat keine Inhibition auf. Ebenfalls keine bzw. eine 

marginale Inhibition erfolgte mit 0,1 - 1,0 mM (v/v) MgSO4, MnCl2, CoCl2, 

NiCl3 und Na2MoO4. Der Zusatz von CuSO4 (1 mM) steigerte die 

Phenoloxidase-Aktivität um 30 % (HERTER et al., 2011d). 

 
15. Das Inhibitoren- und Substratspektrum von AcCL wurde im Vergleich zu 

eukaryotischen Referenzenzymen, der pilzlichen Phenoloxidase PcL von 

Pycnoporus cinnabarinus und der Polyphenoloxidase AbT (Tyrosinase) von 

Agaricus bisporus, untersucht. Das bakterielle Enzym AcCL zeigte in 

Gegenwart von Enzyminhibitoren und chelatbildenden Agentien mit der 

pilzlichen Phenoloxidase PcL vergleichbare Sensitivitäten, differierte jedoch 

deutlich von der Polyphenoloxidase AbT. Eine starke Inhibition von AcCL und 

PcL erfolgte u.a. mit NaN3, DTE, DDC und Tropolon. Eine Aktivitätsminderung 

durch Polyphenoloxidase-Inhibitoren wie Kojisäure, Arbutin und Acetylaceton, 

welche zu einer Inhibition der Aktivität von AbT führten, konnte bei den 

Phenoloxidasen nicht ermittelt werden (HERTER et al., 2011d). 

 
16. In vergleichenden Untersuchungen des Substratspektrums von AcCL mit der 

Phenoloxidase PcL und der Polyphenoloxidase AbT wurden insgesamt 40 

verschiedene Substrate, welche 7 Modellverbindungs-Klassen zugeordnet 

wurden, getestet. Die bakterielle Phenoloxidase AcCL zeigte ein mit der 

pilzlichen Phenoloxidase PcL weitestgehend übereinstimmendes 

Substratspektrum, welches von dem der Polyphenoloxidase AbT deutlich 

abwich. AcCL besitzt keine Aktivität gegenüber Tyrosin und para-Kresol, 

womit eine Tyrosinase- sowie Kresolase-Aktivität ausgeschlossen werden 

konnte. Die höchste AcCL-Aktivität lag gegenüber 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-
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DMP) vor. Sich von dem 2,6-DMP strukturell ableitende höhermolekulare 

Verbindungen wie Syringaldazin oder Vanillinazin, welche von der PcL 

umgesetzt wurden, sowie phenolische Substrate mit einer Carboxylgruppe 

stellten keine AcCL-Substrate dar. Eine präferierte Oxidation wurde bei mono- 

und dimethoxylierten Phenolen sowie ortho-dihydroxylierten Verbindungen 

(u.a. Melanin-Präkursoren) ermittelt (HERTER et al., 2011d).  

 
17. Über eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unter semi-denaturierenden 

Bedingungen konnte über eine Aktivitätsfärbung mit Phenoloxidase-

spezifischen Substraten für das Monomer der Phenoloxidase AcCL ein 

Molekulargewicht von ca. 45 kDa und für das dimere Protein ein 

Molekulargewicht von ca. 90 kDa ermittelt werden. AcCL erschien nach 

Aktivitätsfärbung nativer Gele als ein multimerer Proteinkomplex (Trimer). 

Über die Bestimmung des relativen Molekulargewichts nach FERGUSON 

konnte für das AcCL-Trimer ein Molekulargewicht von 142 kDa ermittelt 

werden. Die Ergebnisse nativer, semi-denaturierender und vollständig 

denaturierender PAGE-Analysen deuteten auf ein aktives Homotrimer hin 

(HERTER et al., 2011c, d). 

 

Phenoloxidase-vermittelte Kopplungsreaktionen 

 
Homomolekulare Kopplungsreaktionen 

 
1. In homomolekularen Kopplungsreaktionen wurden alle der innerhalb dieser 

Arbeit eingesetzten ortho- und para-dihydroxylierten Verbindungen durch die 

geprüften Phenoloxidasen umgesetzt. Unterschiede ergaben sich jedoch auf 

Ebene der Substratumsatz- Geschwindigkeiten, dem Produktspektrum sowie der 

Produktanzahl und -quantität. Diese konnten auf die unterschiedlichen 

Dihydroxylierungspositionen der Aromaten sowie einer Überlagerung der 

elektronischen Effekte der Hydroxylgruppen mit weiteren Erstsubstituenten      

(-CH3, -OCH3, -C(CH3)3) und den daraus differierenden Redoxpotentialen der 

Verbindungen zurückgeführt werden. Bedingt durch die pH-Optima der 

geprüften Phenoloxidasen kamen Puffersysteme mit unterschiedlichen pH-

Werten zum Einsatz, welche die Stabilität der Enzymsubstrate und damit deren 
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Oxidierbarkeit und auch die Stabilitäten der aktivierten Enzymsubstratmoleküle 

sowie weiterer Intermediate beeinflussten.  

 
2. Sowohl der Reaktionsmechanismus als auch die Strukturen der bei dem 

Phenoloxidase-vermittelten Umsatz der ortho-dihydroxylierten Verbindungen 3-

Methylbrenzkatechin, 3-Methoxybrenzkatechin und 4-tert-Butylbrenzkatechin 

primär gebildeten Produkte konnte aufgeklärt werden. Die nach Phenoloxidase-

Radikalisierung gebildeten ortho-Benzochinone unterlagen einer direkten 

Reaktion mit dem im Reaktionsmilieu befindlichen Methanol, welches unter 

Ausbildung einer C-O-Bindung an diese koppelte und zur Bildung 

methoxylierter ortho-benzochinoider Eigenreaktionsprodukte führte. Darüber 

hinaus konnte in Reaktionen des 3-Methylbrenzkatechins eine 

Verdrängungsreaktion des OCH3-Substituenten durch OH-Radikale des 

Reaktionsmilieus nachgewiesen werden, welche in der Bildung eines mit einem 

O--Radikal substituierten ortho-Benzochinons resultierte (HERTER et al., 

2011a). Die Bildung eines dimethoxylierten benzochinoiden 

Eigenreaktionsprodukts wurde ebenso nachgewiesen. 

 
3. Bei den para-dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon, 

Methoxyhydrochinon und tert-Butylhydrochinon erfolgte nach Phenoloxidase-

vermittelter Oxidation eine primäre Bildung der para-Benzochinone. Auch in 

Untersuchungen der Eigenreaktionsprodukte des Methylhydrochinons konnte 

eine Sekundärreaktion des para-Benzochinons mit Lösungsmittel-Molekülen, 

welche zu methoxylierten Produkten führte, nachgewiesen werden. 

 
4. In Reaktionen der ortho-dihydroxylierten Verbindungen wurden mehr 

Eigenreaktionsprodukte gebildet als bei gleichartig substituierten para-

dihydroxylierten Aromaten. In Abhängigkeit von den Alkylsubstituenten 

konnten gleiche Stabilitätsreihen ermittelt werden, wobei die Verbindungen bei 

pH 5 stabiler waren, jedoch auch langsamer oxidiert wurden, als bei pH 7. Die 

Eigenreaktionsprodukte der para-dihydroxylierten Verbindungen waren stabiler 

als die der mit korrespondierenden Alkylsubstituenten substituierten ortho-

dihydroxylierten Verbindungen.  
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Heteromolekulare Kopplungsreaktionen 

 
5. In heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit ortho- und para-

dihydroxylierten Verbindungen konnte eine Vielzahl von aminierten 

Kopplungsprodukten (sekundäre Amine) nachgewiesen werden. In 

Abhängigkeit von der Dihydroxylierung der Enzymsubstrate in 1,2- bzw. 1,4-

Position war trotz gleicher Alkylsubstituenten die Kopplungsposition der 

Aminopartner stets verschieden. Der Aminierungsmechanismus entsprach einer 

Michael-Addition unter nucleophilem Angriff der NH2-Gruppe an die 

benzochinoiden Substratmoleküle unter Ausbildung kovalenter C-N-Bindungen. 

Von den synthetisierten sekundären Aminen konnten 24 in ihrer Struktur 

aufgeklärt werden. 

 
6. Die Aminierung der ortho-dihydroxylierten Verbindungen 3-Methyl- und 3-

Methoxybrenzkatechin erfolgte über eine Verdrängungsreaktion der an den 

ortho-Benzochinonen befindlichen OCH3-Gruppe durch die NH2-Gruppe der 

Aminopartner. Demnach waren die Methoxy-Addukte, welche durch eine 

nucleophile Additionsreaktion des im Reaktionsmilieus befindlichen Methanols 

entstanden, die Präkursoren für eine Aminkopplung (HERTER et al., 2011a). 

Eine Aminierung erfolgte in meta-Stellung zur CH3-Gruppe des 3-Methyl- bzw. 

der OCH3-Gruppe des 3-Methoxybrenzkatechins. Die Aminkopplung in 

Reaktionen des 4-tert-Butylbrenzkatechins erfolgte aller Wahrscheinlichkeit 

nach an der mit dem Substituenten nicht konjugierten Carbonylgruppe unter 

Eliminierung des Sauerstoffatoms.   

 
7. Bei den para-dihydroxylierten Verbindungen Methylhydrochinon, 

Methoxyhydrochinon und tert-Butylhydrochinon waren die enzymatisch 

gebildeten para-Benzochinone stets Präkursoren für C-N-Kopplungsreaktionen - 

methoxylierte Eigenreaktionsprodukte stellten somit Nebenreaktionsprodukte 

dar. Die Aminierung erfolgte in meta- und para-Stellung zur CH3-Gruppe 

(Regioisomere), in para-Stellung zur OCH3-Gruppe und in meta-Stellung zur 

C(CH3)3-Gruppe.  

 
8. Die heteromolekularen Kopplungsprodukte der para-dihydroxylierten 

Verbindungen waren in Methanol stabiler als die der ortho-dihydroxylierten 
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Verbindungen und konnten auch mittels GC-MS analysiert werden. Hingegen 

waren die ortho-benzochinoiden Kopplungsprodukte thermisch instabil. Die 

lyophilisierten Produkte beider Verbindungsklassen waren jedoch über einen 

langen Zeitraum stabil (> 12 Monate). 

 
9. Phenoloxidase-vermittelte Derivatisierungsreaktionen für eine Darstellung von 

Ubichinon-10-Derivaten mit dem Phenoloxidase-Substrat 2,3-Dimethoxy-5-

methylhydrochinon waren von äußerst geringen Produktausbeuten 

gekennzeichnet und wiesen auf eine durch die Erstsubstituenten bedingte 

sterische Hinderung bei der Aminkopplung hin. Die Synthese eines Vitamin K-

Derivates aus 2-Methylnaphthohydrochinon mit dem Aminopartner 

Geranylamin konnte dagegen erfolgreich vorgenommen werden. Durch die 

ausgeprägte Lipophilie des Kopplungsproduktes war eine Reinigung mit den 

innerhalb dieser Arbeit angewandten Methoden jedoch zunächst noch nicht 

möglich. 

 
10. In Reaktionen des 2-Methoxy-3-methylhydrochinons mit den Aminopartnern n-

Octylamin, Geranylamin und Cyclooctylamin konnten sowohl dimere als auch 

trimere Hybridmoleküle mit Mitomycin-ähnlichen Strukturen synthetisiert 

werden. Es erfolgte eine Bildung regioisomerer Dimere. Mit MtL (pH 7) wurden 

zwei Dimere (Verhältnis 1:2) gebildet, mit PcL (pH 5) ausschließlich ein Dimer, 

welches in Reaktionen mit MtL in geringeren Konzentrationen detektiert wurde. 

Bei den in MtL-katalysierten Reaktionen quantitativ dominierenden Dimeren 

konnte eine Monoaminierung in para-Position zur OCH3-Gruppe nachgewiesen 

werden. Eine Trimerbildung, d.h. die Diaminierung, bedingte die Verdrängung 

der OCH3-Gruppe und erfolgte in ortho-Position zur CH3-Gruppe bzw. in para-

Position zum ersten Aminsubstituenten. Die Monoaminierung überwog bei 

äquimolarer Eduktkonzentration, eine Diaminierung mit den im Überschuss 

eingesetzten Aminopartnern. 

 
11. Eine Steigerung der Ausbeuten an dimeren Kopplungsprodukten konnte durch 

eine Erhöhung der Amindonorkonzentrationen sowie der Optimierung der 

Phenoloxidase-Aktivität erzielt werden. Mit überschüssig eingesetzten 

Aminopartnern wurden die Nebenreaktionen der benzochinoiden Intermediate 

zugunsten der Produktbildungsraten unterdrückt. Insbesondere in Reaktionen 
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des 3-Methylbrenkatechins führte dies bei konkurrierender Reaktion von OH-

Radikalen und Amindonoren um eine Verdrängung bzw. Besetzung der am 

aktivierten Benzochinon befindlichen OCH3-Gruppe zu einer Verschiebung des 

Gleichgewichts in Richtung Aminierung und der Unterdrückung einer Bildung 

von mit O--Radikalen substituierten Nebenreaktionsprodukten (HERTER et al., 

2011d). Mit Erhöhung der Enzymaktivitäten wurde die Produktausbeute 

erheblich minimiert und die Bildung niedermolekularer Nebenreaktionsprodukte 

verstärkt. 

 
12. Auch die in Biotransformationsreaktionen eingesetzten bakteriellen 

Phenoloxidasen CotA (B. subtilis), SLAC (S. coelicolor) und AcCL (A. 

chroococcum) sowie die rekombinant exprimierten pilzlichen Phenoloxidase-

Isoenzyme PcL35, TvL5 und TvL10 waren in der Lage Aminierungsreaktionen 

der ortho-dihydroxylierten Verbindung 3-Methylbrenzkatechin mit aliphatischen 

Aminen zu katalysieren. Das Produktspektrum und der Reaktionsmechanismus 

mit bakteriellen Phenoloxidasen und rekombinanten Phenoloxidase-Isoenzyme 

wichen, unter Berücksichtigung der eingesetzten Puffersysteme und deren pH-

Werte, nicht von denen der pilzlichen Phenoloxidasen PcL und MtL ab. 

 
13. Mit dem chemischen Katalysator NaIO3 zeigten sich deutliche Unterschiede zu 

einer Phenoloxidase-vermittelten Kopplungsreaktion. Neben einem von der 

Phenoloxidase-Reaktion abweichenden Spektrum an Eigenreaktionsprodukten in 

homomolekularen Transformationsansätzen, wurden in NaIO3-vermittelten 

Aminierungsreaktionen des 3-Methylbrenzkatechins mit ansteigender 

Katalysatorkonzentration unerwünschte regioisomere Dimere gebildet. Im 

Vergleich zu NaIO3-katalysierten Reaktionen konnten mit der Phenoloxidase 

MtL prinzipiell gleichartig hohe Produktausbeuten erreicht werden.   
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ANHANG A: Ergänzungen zu Material und Methoden 
 

Tab. 1: Stamm- und Arbeitslösungen für eine Differential- und cytologische Färbung von A.- 
chroococcum-Zellen.  
  Substanz  Menge  

Färbung von Bakterienzellen nach GRAM  
Safranin-Stammlösung Safranin O 3,4 g 
 Ethanol 100 mL 
Safranin-Arbeitslösung Safranin-Stammlösung 10 mL 
 A. dest. 100 mL 
Lugolsche Lösung (Indikatorlösung) KI 2 g 
 I 1 g 
 A. dest. ad 300 mL 
Endosporenfärbung nach WIRTZ (1908)a  
Malachitgrün-Arbeitslösung Malachitgrün 5 g 
 A. dest. 100 mL 
Geißelfärbung nach KODAKA  et al. (1982)  
Lösung A (Beizmittel) Tannin 10 g 
 wässrige Phenollösung (5 %-ig) 50 mL 
 wässrige Lösung von KAl(SO4)2 x 12 H2O 

(ca. 60 g L-1) 
50 mL 

Lösung B (Farbstofflösung) Ethanolisches Kristallviolett  10 mL 
Färbung von Polyphosphat‐Granula mit Toluidinblau  
Toluidinblau-Arbeitslösung Toluidinblau O 1 g 
 A. dest. 100 mL 
Färbung von Lipiden und PHB‐Granula mit Sudanschwarz  
Sudanschwarz B-Arbeitslösung Sudanschwarz B 0,3 g 
 Ethanol (70 %-ig) 100 mL 
Färbung von Speicherpolysacchariden mit Lugolscher Lösung  

vgl. Färbung von Bakterienzellen nach GRAM 
 
 

a verändert nach SCHAEFFER & FULTON (1933). 
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Tab. 2: Arbeitsschritte für eine Isolation der 16S-rDNA aus A.- chroococcum-Zellen, der DNA-
Reinigung mit dem TRI Reagent® Protokoll, der Reinigung von PCR-Produkten und der 
Plasmid-Präparation. 
DNA‐Isolation nach dem TRI REAGENT®Protokoll 

  Arbeitsschritte 

1  Inkubation der Proben bei Raumtemperatur (5 min). 

2  Zusatz von 200 µL Chloroform; Schütteln für 15 sec mit der Hand. 

3  Inkubation der Proben bei Raumtemperatur (15 min). 

4  Zentrifugation (4 °C, 12.000 x g, 15 min); Ausbildung von 3 Phasen. 

5  Abnehmen und Verwerfen der oberen Phase (wässrig); Abnehmen der Interphase (DNA-haltig) 
mittels Pipette und Überführung in ein sauberes Eppendorfreaktionsgefäß; Zusatz von 300 µL 
Ethanol pro mL-1 TRI Reagent®. 

6  Vortexen und Inkubation für 2 -3 min bei Raumtemperatur. 

7  Zentrifugation (4 °C, 2.000 x g, 5 min). 

8  Abpippetieren des Überstandes; Waschen des verbliebenen DNA-Pellets(2-mal mit 1 mL 
Waschlösung (100 mM Natriumcitrat, 10 % Ethanol) bei 4 °C, 5.000 x g für 10 min); Zwischen 
den Waschschritten Inkubation bei Raumtemperatur (30 min). 

9  Resuspension des gewaschenen DNA-Pellets in 1,5 mL Ethanollösung (75 %-ig);  
Inkubation bei Raumtemperatur (15 min). 

Reinigung der PCR‐Produkte 

  Arbeitsschritte 

1  Zusatz einer 5-fachen Menge an Bindungspuffer (Buffer BP, binding buffer) zu den Proben;  
Übertragung des Probengemisches auf QIAquick® Spin columns. 

2  Zentrifugation (25 °C, 7.000 x g, 1 min). 

3  Zusatz der 5-fachen Menge ethanolischen Waschpuffers (Buffer PE, wash buffer).  

4  Zentrifugation (25 °C, 7.000 x g, 1 min). 

5  Übertragen des QIAquick®Spin column Filters auf ein steriles Reaktionsgefäß;  
Zusatz von 10 µL temperierten sterilem A. dest. (95 °C). 

6  Zentrifugation (25 °C, 7.000 x g, 3 min). 

7  Aufbewahrung des Eluats bei -20 °C. 

Plasmid‐Präparation 

  Arbeitsschritte 

1  Suspension des Biomasse-Pellets in 250 µL Resuspensionspuffer.  

2  Zusatz von 250 µL Lysierlösung (4-6-mal Schütteln) und nachfolgender Zusatz von 350 µL 
Neutralisationspuffer (4-6-mal Schütteln). 

3  Zentrifugation (25 °C, 13.000 x g, 10 min). 

4  Auftragen des Überstandes auf GeneJetTM Spin columns. 

5a  Zentrifugation (25 °C, 13.000 x g, 1min). 

6  Verwerfen des Filtrats und Zusatz von 500 µL Waschlösung.  

7  Zentrifugation (25 °C, 13.000 x g, 3 min). 

8  Verwerfen des Filtrats und GeneJetTM Spin columns-Filter auf ein steriles Reaktionsgefäß 
setzen. 

9  Zusatz von 50 µL temperiertes steriles A. dest. (95 °C) und Inkubation für 2 min bei 
Raumtemperatur. 

10  Elution der Plasmid-DNA mittels Zentrifugation (25 °C, 13.000 x g, 2min). 

11  Inkubation des Filtrats in Thermoeinheit für 2 h bei 95 °C. 
a Arbeitsschritte 5 und 6 zweimal durchgeführt. 
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Tab. 3: Temperaturprogramme für die Gradienten- und Colony-PCR. 
Temperaturprogramm für die Gradienten‐PCR 

Temperatur   Dauer 

95 °C 5 min 
95 °C 30 sec 
45 °C (Annealing-Temperatur)a 30 sec 
72 °C 90 sec 
72 °C 5 min 
4 °C  Herunterkühlen 
Anzahl der Zyklen 30 
Dauer 109 min 

Temperaturprogramm für die Colony‐PCR 

Temperatur   Dauer 

95 °C 5 min 
95 °C 30 sec 
55 °C (Annealing-Temperatur) 30 sec 
72 °C 90 sec 
72 °C 5 min 
4 °C  Herunterkühlen 
Anzahl der Zyklen 25 
Dauer 109 min 

a Variante I 45 °C, Variante II 51,9 °C, Variante III 58,8 °C, Variante IV 65 °C. 

 
 
Tab. 4: Übersicht über die Eigenschaften der in Biotransformationsreaktionen eingesetzten 
rekombinant exprimierten bakteriellen Phenoloxidasen CotA und SLAC sowie der pilzlichen 
Phenoloxidase-Isoenzymen PcL35, TvL5 und TvL10.  

Enzym  Rekombinante Herstellung Präparat Lagerung 

CotA 

Das Gen CotA wurde aus B. subtilis DSM 4393 
amplifiziert und sequenziert. Mittels eines T7-
basierten Expressionssystems (E. coli) wurde die 
Phenoloxidase sowohl unmodifiziert als 
Fusionsprotein mit verschiedenen Löslichkeits-
vermittelnden Fusionspartnern (z.B. Maltose-
Bindeprotein (MBP) aus E. coli) überexprimiert.  
Proben die aus einer cytoplasmatischen 
Expression von CotA in B. subtilis stammten, 
wurden ebenso in die Untersuchungen mit 
einbezogen. 
Durch Aufkonzentration der Präparate wurden 
Enzymproben mit einer Aktivität von etwa 3 U 
mL-1 (45 °C, ABTS-Assay) für nachfolgende 
Untersuchungen bereitgestellt. 
Herkunft: BRAIN AG, Zwingenberg 

A  
Glycerol-stabilisierter Extrakt (50 % 
Glycerol, v/v) 
 
B 
Unbehandelter Extrakt 
(0,1 % NaN3, w/v) 
 
Ca 
Glycerol-stabilisiertes Lyophilisat  
(50 % Glycerol, v/v) 
 
D 
Unbehandeltes Lyophilisat 

 
4 °C 

 
 
 

- 20 °C 
 
 
 

4 °C 
 
 
 

4 °C 

SLAC 

Eine cytoplasmatische Expression des SLAC-
Gens ohne Signalsequenzen bzw. als Fusion mit 
vier verschiedenen Löslichkeits-vermittelnden 
Proteinen (u.a. MBP, GST, SUMO) erfolgte in E. 
coli Tuner (DE3)-Zellen.  
Die aus einer Fermentation im 1,5 L Maßstab 
stammenden Enzymproben wurden mit einer 
Aktivität von ca. 3,5 U mL-1 (45 °C, 2,6-DMP-
Assay) zur Verfügung gestellt. 
Herkunft: BRAIN AG, Zwingenberg 

A  
Glycerol-stabilisierter Extrakt (50 % 
Glycerol, v/v) 
 
B 
Unbehandeltes Lyophilisat 
 

 
 

4 °C 
 
 
 

4 °C 
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PcL35 
 
 
 
TvL5 
 
 
 
TvL10 

Die aus den Stämmen Pycnoporus cinnabarinus 
SBUG-M 1044 und Trametes versicolor SBUG-M 
1050 isolierten Laccase-Gene wurden ohne 
natürliche Signalsequenz in den 
Expressionsvektor pGAZalphaB kloniert, wobei 
ein N-terminaler His-tag und ein Myc-Epitop 
verwendet wurden. Eine konstitutive Expression 
erfolgte in Pichia pastoris SMD 1168H mit Hilfe 
eines alpha-Faktors von Saccharomyces 
cerevisiae, welcher eine Sekretion der Proteine im 
Kulturüberstand ermöglichte.  
Von dem Isoenzym PcL35 wurden Proben mit 
einer Aktivität von ca. 2 U mL-1 (30 °C, ABTS-
Assay) bereitgestellt, wohingegen die Aktivitäten 
von TvL5 und TvL10 maximal 1 U mL-1 (30 °C, 
ABTS-Assay) betrugen. 
Herkunft: AG Biotechnologie & Enzymkatalyse, 
Institut für Biochemie, Universität Greifswald 

Unbehandelte Extrakte aus der 
Fermentation von P. pastoris SMD 
1168H 

- 20 °C 

a  0,1 g der CotA-Präparationen C und D in 1 mL A. dest. gelöst.  
 

 
Tab. 5: Übersicht über die Zusammensetzung der verwendeten Marker 1-5 für eine SDS- und 
semi-denaturierende PAGE sowie des Markers 6 für die FERGUSON-Analyse (native PAGE). 

Marker 1: Roti®Mark STANDRAD  
(CARL ROTH GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Marker 3: Sigma MarkerTM Low Molecular Weight 
Range (SIGMA‐ALDRICH, Steinheim) 

Markerproteine  MW (kDA)  Markerproteine  MW (kDA) 

Lysozym (Huhn) 14 Aprotinin (Rinderlunge) 6,5 

Trypsin Inhibitor (Soja) 20 α-Lactalbumin (Rindermilch) 14,2 

Carbonanhydrase 29 Trypsin Inhibitor (Soja) 24,0 

Ovalbumin (Huhn, glykosyliert) 4 Carbonanhydrase (Rindererythrozyten) 29,0 

Serumalbumin (Rind, glycosyliert) 66 
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(Hasenmuskel) 

36�0 

β-Galaktosidase (rekombinant, E. coli) 118 Ovalbumin (Hühnerei) 45,0 

Myosin (Rind) 212 Serumalbumin (Rind) 66, 
 

Marker 2: Roti®Mark BICOLOR 
(CARL ROTH GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Markerproteine  MW (kDA) 

Lysozym (Huhn 17 

Trypsin Inhibitor (Soja) 23 

Rekombinantes Protein  25 (rot) 

Carbonanhydrase 33 

Ovalbumin (Huhn, glycosyliert) 50 

Rekombinantes Protein 55 (rot) 

Serumalbumin (Rind, glycosyliert) 95 

β-Galaktosidase (rekombinant, E. coli) 123 

Myosin (Rind) 245 

Marker 4: PageRulerTM Prestained Protein Ladder 
(Fermentas, St. Leon‐Rot)a 

Markerproteine  MW (kDA) 

10 rekombinante, hochreine 
vorgefärbte Markerproteine 

10 (grün), 17, 26, 34, 43, 
55, 72 (orange) 95, 130, 
170 

 
 

 

Marker 5: PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
(Fermentas, St. Leon‐Rot)b 

Markerproteine  MW (kDA) 

9 rekombinante, prokaryotische 
vorgefärbte Markerproteine 

11, 17, 28 (rot), 36, 55, 
72 (rot), 95, 130, 250 
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Marker 6: Nondenatured Protein Molecular Weight Marker Kit (SIGMA‐ALDRICH, Steinheim) für die 
Analyse nach FERGUSON (1964) 

Nr.  Markerproteine  MW (kDA)  Anmerkung 

1  α-Lactalbumin (Kuhmilch) 14,2 Monomer 

2  Carbonanhydrase (Rindererythrozyten) 29,0 Monomer 

3  Albumin (Hühnerei) 45,0 Monomer 

4  Serumalbumin (Rind) 
66,0 Monomer 

132,0 Dimer 

5  Urease (Jackbohne) 
272,0 Trimer 

545,0 Hexamer 
a,b keine Herstellerangaben zur Herkunft der Markerproteine. 

 

 
Tab. 6: Arbeitsschritte für eine Silberfärbung von SDS-Gelen mit dem PageSilverTM Silver 
Staining Kit. 

Arbeitschritte  Vorgehen 

Fixierung I  Entfernen des Gels aus Elektrophoresekammer und gründliches Waschen mit 
A. bidest. Zusatz von 100 mL der Fixierlösung I und Behandlung des Gels 
(abgedeckt) in Mikrowelle für 30 sec. Behutsame Inkubation des Gels auf 
einem Gelschüttler (Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach) für 10 min. Danach Abdekantieren der Fixierlösung I. 

Fixierung II und 
Waschena 

Zusatz von 100 mL der Fixierlösung II und Behandlung des Gels 
(unabgedeckt) in Mikrowelle für 30 sec. Behutsame Inkubation des Gels auf 
Gelschüttler für 10 min. Abdekantieren der Fixierlösung II. Zusatz von 100 
mL A. bidest. und Inkubation für 20 sec auf Gelschüttler. Danach 
Abdekantieren des A. bidest´s.  

Sensitivierung und 
Waschenb 

Zusatz von 100 mL der Sensitizing-Lösung und Inkubation des Gels für 1 
min auf Gelschüttler. Abgießen der Sensitizing-Lösung. Waschen des Gels 
mit 100 mL A. bidest unter vorsichtigem Schütteln für 20 sec. 

Färbung und Waschenc Zusatz von 100 mL Färbelösung und Inkubation für 20 min auf Gelschüttler. 
Adekantieren der Färbelösung. Waschen des Gels mit 100 mL A. bidest. 
unter vorsichtigen Schütteln für 20 sec. 

Entwickeln Zusatz von 100 mL Entwickler-Lösung und Inkubation für ca. 4 min bis zur 
Darstellung gut entwickelter Banden. Abgießen der Entwickler-Lösung. 

Termination Zusatz von 100 mL Stop-Lösung und Inkubation unter behutsamem 
Schütteln für 5 min. Abgießen der Stop-Lösung. 

a Fixierungs- und Waschschritt 2-mal vorgenommen; b,c Waschschritt 2-mal durchgeführt. 
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Tab. 7: Reinigungsschemata für die Gewinnung von heteromolekularen Kopplungsprodukten aus Transformationsreaktionen mit den Phenoloxidase-Substraten 
3-Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b), Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e), tert-Butylhydrochinon (1f) und 2-Methoxy-3-
methylhydrochinon (1g) mittels Festphasenextraktion (Probenvolumen pro Säulenvolumen: max. 50 mL).  

Produkt  Ansatz  Spülen  Eluieren 

3a 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Propylamin (2a) 40 mL: 30 % MeOH:70 % CH3COOHa 
20 mL: 40 % MeOH:60 % CH3COOH 

50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 

3b 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Butylamin (2b) 40 mL: 30 % MeOH:70 % CH3COOH 
20 mL: 40 % MeOH:60 % CH3COOH 

70 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 

3c 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Pentylamin (2c) 50 mL: 30 % MeOH:70 % CH3COOH 
30 mL: 40 % MeOH:60 % CH3COOH 

60 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3d 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Hexylamin (2d) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

70 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3e 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Heptylamin (2e) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

80 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3f 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Octylamin (2f) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3g 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Nonylamin (2g) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

120 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

M‐1,2‐HQ‐KKP2
n.d.b 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Hexylamin (2d) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 
70 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

30 mL: 100% MeOH 

M‐1,2‐HQ‐KKP3
n.d. 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : n-Hexylamin (2d) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 
70 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

50 mL: 100% MeOH 

3j 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : (R)-2-Aminohexan (2j) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

80 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3k 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : 2-Amino-5-methylhexan (2k) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

80 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3l 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : 2-Ethyl-1-hexylamin (2l) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

80 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3n 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : exo-2-Aminonorbornan (2n) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

90 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH
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3o 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : (R)-(+)-Bornylamin (2o) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3p 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : 2-Amino-2-norbornan-
carboxylsäure (2p) 

50 mL: 30 % MeOH:70 % CH3COOH 
30 mL: 40 % MeOH:60 % CH3COOH 

50 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH

3q 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : (-)-cis-Myrtanylamin (2q) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

3r1 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) :  (1S,2S,3S,5R)-(+)-Isopino-
campheylamin (2r) 

50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

90 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH

3s 
Dimer 

3-Methylbrenzkatechin (1a) : (S)-(+)-1-Cyclohexyl- 
ethylamin (2s) 

50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

90 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH

4d 
Dimer 

3-Methoxybrenzkatechin (1b) : n-Hexylamin (2d) 80 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
 

80 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH

5d1/2 
Dimer 

Methylhydrochinon (1d) : n-Hexylamin (2d) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOHa 
30 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

60 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

6d 
Dimer 

Methoxyhydrochinon (1e) : n-Hexylamin (2d) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH  
30 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

70 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

7d 
Dimer 

tert-Butylhydrochinon (1f) : n-Hexylamin (2d) 50 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
40 mL: 70 % MeOH:30 % CH3COOH 

70 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

8f2 
Dimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : n-Octylamin (2f) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

10m2 
Dimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : Geranylamin (2m) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

12t2 
Dimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : Cyclooctylamin (2t) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 

100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

9f 
Trimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : n-Octylamin (2f) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 
100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

70 ml: 100 % MeOH 

11m 
Trimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : Geranylamin (2m) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 
100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

70 ml: 100 % MeOH 

13t 
Trimer 

2-Methoxy-3-methylhydrochinon (1g) : Cyclooctylamin (2t) 60 mL: 50 % MeOH:50 % CH3COOH 
60 mL: 60 % MeOH:40 % CH3COOH 
100 mL: 85 % MeOH:15 % CH3COOH 

70 ml: 100 % MeOH 

a 0,1 % Essigsäure (v/v) in A. bidest.; b Struktur nicht aufgeklärt (vermutlich Trimere). 
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Tab. 8: Strukturen der Verbindungen bei Testung von AcCL-, PcL- und AbT-Substraten. 

Monomethoxylierte Monophenole ( Gruppe 1)  

OCH3

OH

 
 
 

OCH3

OH

O H  

OCH3

OH

O

H

 

OCH3

OH

O

OH  

OCH3

OH

OH  

Guajacol para-Vanillin ortho-Vanillin Vanillinsäure Vanillinalkohol 

OH

OCH3

N
N

OCH3

OH

OCH3

OH

OH

CH3  

OCH3

OH

CH3 

OCH3

OH

CH3  

OCH3

OH

CH3

Vanillinazin 4-Hydroxy-3-methoxy-
α-methylbenzylalkohol 

2-Methoxy-6-
methylphenol

2-Methoxy-4-
methylphenol

2-Methoxy-4-
propylphenol

OH

O

H3CO

 

OH

O

H3CO  

OH

OCH3

CH2

 

OH

OCH3

O

OH  

 

2-Hydroxy-6-
methoxybenzaldehyd 

2-Hydroxy-5-
methoxybenzaldehyd 

Eugenol Ferulsäure  

Dimethoxylierte Monophenole (Gruppe 2) 

OH

OCH3

OCH3 

OH

OCH3

H3CO

 

OH

OCH3

OCH3
O

OH  

OH

OCH3

OCH3
O

 

OH

OCH3

CH3 OCH3 

2,6-Dimethoxyphenol 
(2,6-DMP) 

2,3-Dimethoxy-
phenol 

Syringasäure Syringaldehyd 4-Methyl-2,6-
dimethoxyphenol

OH

OCH3

N
N

OCH3

OH

H3CO

OCH3

 

CH3

OH

CH3 

   

Syringaldazin 2,6-Dimethylphenola    

ortho‐dihydroxylierte Verbindungen (Gruppe 3) 

OH

OH 

OH

OH

CH3

 

OH

OH

CH3

 

OH

OH

CH3

CH3

CH3
 

OH

OH

OCH3

 

Brenzkatechin 3-Methylbrenz-
katechin 

4-Methylbrenz-
katechin 

tert-Butylbrenz-
katechin 

3-Methoxybrenz-
katechin 

OH

OH

CH3CH3

 

OH

OH
OH

O
 

   

3-Isopropylbrenz-
katechin 

Dihydrokaffeesäure    
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a dimethylierte Verbindung. 
b L-DOPA, Dopamin, 3,4-Dihydroxybenzoe- und phenylessigsäure sind ortho-dihydroxylierte Verbindungen 
  (Gruppe 3). 

 

 

 

 

 

para‐dihydroxylierte Verbindungen (Gruppe 4) 

OH

OH  

OH

OH

CH3

 

OH

OH

H3CO

 

OH

OH

CH3

CH3

CH3

 

OH

OH

CH3

CH3

 

Hydrochinon 2-Methylhydro-
chinon 

2-Methoxyhydro-
chinon

tert-Butylhydro- 
chinon

2,3-Dimethylhydro-
chinon 

OH

OH

H3CO OCH3

 

    

2,6-Dimethoxyhydro-
chinon 

    

Melanin‐Präkursoren und ‐analoga (Gruppe 5) 

N
H

OH

 

OH

OH

OH

O

NH2

 
OH

OH

O

NH2

 

OH

OH
NH2

 

OH

OH

OH

O

 

4-Hydroxyindol 3-(3,4-Dihydroxy-
phenyl)-L-alanin 

(L-DOPA)b 

Tyrosin Dopamin 3,4-Dihydroxybenzoe-
säure 

OH

OH

O

OH
 

    

3,4-Dihydroxyphenyl-
essigsäure 

    

meta‐dihydroxylierte Verbindungen (Gruppe 6) 

OH

OH 

OH

OHCH3  

OH

OHCH3

  

Resorcinol Orcinol Olivetol   

Weitere Verbindungen (Gruppe 7) 

OH

OH

OH 

OH

CH3

NH2

NH2

  

Pyrogallol para-Kresol 
 

para-Phenylen-
diamin
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ANHANG B: HPLC‐ und GC‐MS‐Daten 
 

Tab. 9: Übersicht über die UV/VIS-Absorptionsspektren und HPLC-Retentionszeiten der 
Phenoloxidase-Substrate sowie der enzymatisch gebildeten chinoiden Produkte.  
Enzymsubstrat  UV/VIS‐Spektrum/

Rf (HPLC)
a 

Chinoide
Enzymsubstrat‐

moleküle 

UV/VIS‐Spektrum/ 
Rf (HPLC) 

3-Methylbrenz-
katechin (1a) 

 
7,3 min 

M-1,2-HQ-ERP3 
(Monomethoxyliertes  

3-Methyl-[1,2]-
benzochinon) 

 
5,4 min 

3-Methoxybrenz-
katechin (1b) 

 
5,7 min 

MO-1,2-HQ-ERP2 
(Monomethoxyliertes  

3-Methoxy-[1,2]-
benzochinon) 

 
3,0 min 

4-tert-Butylbrenz-
katechin (1c) 

 
8,9 min 

tertB-1,2-HQ-ERP2 
(Monomethoxyliertes  

4-tert-Butyl-[1,2]-
benzochinon) 

 
6,6 min 

Methylhydro-
chinon (1d) 

 
4,2 min 

M-1,4-Q 
(Methyl-[1,4]-
benzochinon) 

 
6,0 min 

Methoxyhydro-
chinon (1e) 

 
3,5 min 

MO-1,4-Q 
(Methoxy-[1,4]-

benzochinon) 

 
4,6 min 

tert-Butylhydro-
chinon (1f) 

 
7,4 min 

tertB-1,4-Q 
(tert-Butyl-[1,4]-

benzochinon) 

 
9,9 min 

Spectrum at time 7,38 min.

nm
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Spectrum at time 5,30 min.
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Spectrum at time 5,77 min.
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Spectrum at time 3,00 min.
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Spectrum at time 9,07 min.
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Spectrum at time 6,70 min.
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Spectrum at time 4,30 min.

nm
250 300 350 400

m
A

U

0

200

400

600

m
A

U

0

200

400

600

Spectrum at time 6,39 min.
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Spectrum at time 3,61 min.
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Spectrum at time 4,81 min.
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Spectrum at time 7,49 min.
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Spectrum at time 9,95 min.
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2-Methoxy-3-
methylhydrochinon 
(1g) 

 
2,8 min 

MMO-1,4-Q 
(2-Methoxy-3-methyl-

[1,4]-benzochinon) 

 
6,0 min 

2,3-Dimethoxy-5-
methylhydrochinon 
(1h) 

 
6,8 min 

DMOM-1,4-Q 
(2,3-Dimethoxy- 
5-methyl-[1,4]-
benzochinon) 

 
8,2 min 

2-Methylnaphtho-
hydrochinon (1i) 

 
11,8 min 

MNH-1,4-Q 
(2-Methylnaphtho- 
[1,4]-benzochinon) 

 
10,7 min 

2,6-Dimethoxy-
phenol (2,6-DMP) 

 
5,0 min 

2,2´,6,6´-Tetra-
methoxydibenzo-1-1´-

dichinon 
(C-C-Kopplungs-
produkt aus zwei 
Molekülen 2,6-

Dimethoxybenzo-
chinon) 

 
 

6,5 min (Tailing) 
a Phenoloxidase-Substrate (und chinoide Produkte): 1a, 1b, 1d, 1e, 1h, 1i, 2,6-DMP - HPLC-Fließmittelgradient 1;  

1c, 1f, 1g - HPLC-Fließmittelgradient 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spectrum at time 2,91 min.
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Tab. 10: Übersicht über die UV/VIS-Absorptionsspektren, HPLC-Retentionszeiten und 
Strukturen heteromolekularer Kopplungsprodukte aus Transformationsreaktionen mit den 
Phenoloxidase-Substraten 3-Methylbrenzkatechin (1a), 3-Methoxybrenzkatechin (1b), 
Methylhydrochinon (1d), Methoxyhydrochinon (1e), tert-Butylhydrochinon (1f), 2-Methoxy-3-
methylhydrochinon (1g), 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochin (1h) und 2-Methyl-
naphthohydrochinon (1i). 
Kopplungs‐ 
produkt 

UV/VIS‐Spektrum/ 
Rf (HPLC)

a 
Struktur 

3a* 

 
7,0 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

1

 

3b 

 
8,8 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

1

 

3c 

 
10,2 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

1

 

3d 

 
11,6 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

1

 

3e 

 
12,7 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

1

 

3f 

 
13,6 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

8´ 

1
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3g 

 
14,3 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

7´ 

8´ 

9´ 

1

 

3j 

 
10,7 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

2

1

6

54 1´
2´

3´
4´ 5´ 

6´ 

3

 

3k 

 
11,3 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

3

2

1

6

54 1´
2´

3´
4´ 5´ 

6´ 

7´  

3l 

 
11,4 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´

3

2

1

6

54

1´
2´

3´

4´ 

5´ 

7´ 8´ 

6´ 

 

3n 

 
10,0 min 

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2

1

6

54

5´1´

7´

6´
2´

3´

4´

 

3o 

 
12,1 min 

N
H

CH3

O

O

H

H

1´´
3

2

1

6

54

10´

8´

9´
7´

6´

5´

1´2´

3´
4´

 

3p* 

 
9,3 min 

N
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O

O

H

H

O
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Spectrum at time 11,55 min.
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3q 

 
12,9 min 

CH3
CH3

N
H

O

CH3

O

H

H

1´´

3

2

1

6

54

5´

1´

7´6´

2´

3´

4´

8´ 9´

10´

 

3r1 

 
11,2 min 

N
H

O

O

CH3

H

H1´´
3

2

1

6

54

4´
5´

1´
7´ 6´

2´3´

8´

9´

 

3s 

 
11,2 min 

CH3

N
H

CH3

O

O

H

H1´´
3

2

1

6

54

5´

1´

6´

2´

3´
4´

 

4d 

 
10,6 min 

N
H

O

O

H

H

MeO
1´´

3

2 6

5
4

1´

2´

3´

4´ 

5´ 

6´ 

1

 

5d1/2
* 

 
12,9 min (5d1), 13,2 min (5d2) 

N
H

O

O

H

HCH3

 
 

N
H

O

O

H

CH3

H

 

6d 

 
12,3 min 

N
H

O

O

MeO

H

H

1´

2´

3´

4´

5´

1

2

345

6
6´

1´´

 

Spectrum at time 12,90 min.
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7d 

 
13,8 min 

N
H

O

O

HH

CH3

CH3

CH3
1´

2´

3´

4´

5´

1

2

345

6
6´

CMe3  

8f2 

 
14,9 min 

N
H

O

O

CH3

MeO H

1´

2´

3´

4´

5´

6´

7´

8´

12

3

4 5

6

1´´

2´´
 

9f * 

 
17,0 min 

N
H

N
H

O

O

CH3

H

1´

2´

3´

4´

5´
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7´

8´

12
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4 5
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10m2 

 
14,5 min 

N
H

O

O

CH3

MeO H

1´
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3´

10´
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9´

8´

12

3

4 5
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1´´

2´´
 

11m 

 
16,7 min 

N
H

N
H

O

O

CH3

H

1´

2´3´

10´

4´
5´

6´
7´

9´

8´

1 2

34
5

6
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9´´

8´´

 

12t2 

 
13,7 min 

N
H

O

O

CH3

MeO H
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2´
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5´
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3

4
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6

2´´

1´´

 

Spectrum at time 13,83 min.
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13t 

 
15,5 min 

N
H

N
H

O

O

CH3

H

1´

2´

3 4´

5´
12

3

4

5

6

1´´´

1´´

3´´4´´

5´´ 2´´

 

DMOM-1,4-
HQ-KKP1/-
KKP2 

 
12,6 min (DMOM-1,4-HQ-KKP1) 
12,9 min (DMOM-1,4-HQ-KKP2) 

 

- 

MNH-1,4-
HQ-KKP1* 

 
16,5 min 

N
H

O

O

CH3

 

* Postulierte Strukturen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spectrum at time 16,41 min.
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Tab. 11: Retentionszeiten und Massenspektren der bei GC-MS-Analyse eines 
methanolischen Gesamtextraktes (underivatisiert) einer Reaktion von 3-Methyl-
brenzkatechin (1a) mit MtL (pH 7) detektierten Eigenreaktionsprodukte im Vergleich zu 
Massenspektren und Strukturvorschlägen der Massenspektren-Bibliothek.  

RfGC‐MS [min] 
Massenspektrum der Analytmoleküle (A) und von Referenzverbindungen der
Massenspektren‐Bibliothek (B) 

 
4,553 

  

  

5,623    

   

6,410      

     
 

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

Abundance
39.1

113.1

85.1

144.1

60.0

m/z

A

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

m/z

Abundance
59.0

85.0
15.0

113.0

38.0

144.0

OH

O

O

O

B

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

Abundance 39.1
68.1

124.1

97.0 150.1

m/z

A

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

Abundance 39.0

68.0

18.0

112.0

m/z

OH

OH

O

O

B

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

Abundance
39.1

86.1
112.060.0

154.1133.0

m/z

A

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0

2000

4000

6000

8000

Abundance
39.0

86.0
112.060.0

m/z

OH
O

O

OH

B



A 18   ANHANG 
 

Tab. 12: Retentionszeiten und Massenspektren der bei GC-MS-Analyse detektierten Peaks eines 
underivatisierten sauren Extrakts (pH 1,8) des Kulturüberstandes von A. chroococcum (56-h-
alte stickstofffixierende Kultur). 

RfGC‐MS [min]  Massenspektren 

 
13,943 
Brenzkatechin 

 

  

16,698 

  
   

24,978 

    

     27,357 
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ANHANG C: LC‐MS und HR‐MS‐Spektren 
 

 

Abb. 1: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3b. 
 

 

Abb. 2: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3c. 
 

 

Abb. 3: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3d. 
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Abb. 4: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3e. 
 

 

Abb. 5: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus)  des Produktes 3f. 
 

 

Abb. 6: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3g. 
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Abb. 7: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3j. 
 

 

Abb. 8: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3k. 
 

 

Abb. 9: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3l. 
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Abb. 10: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3n. 
 

 

Abb. 11: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3o. 
 

 

Abb. 12: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3q. 
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Abb. 13: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3r1. 
 

 

Abb. 14: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 3s. 
 

 

Abb. 15: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 4d. 
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Abb. 16: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktgemisches 5d1/2. 
 

 

Abb. 17: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 6d. 
 

 

Abb. 18: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 7d. 
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Abb. 19: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 12t2. 
 

 

Abb. 20: LC-TOF-Massenspektrum (ESI, positiv Modus) des Produktes 13t. 
 
 

 

Abb. 21: LC-MS-Chromatogramme (Massen- und UV-Detektion) eines methanolischen 
Gesamtextraktes gewonnen aus einer MtL-katalysierten Reaktion des 4-tert-
Butylbrenzkatechins mit n-Hexylamin nach einer Reaktionszeit von 100 min. LC-MS-Fließ-
mittelgradient 2. 
 

 

 

 

 



A 26   ANHANG 
 

Tab. 13: Strukturvorschläge für detektierte Peaks eines methanolischen Gesamtextraktes 
gewonnen aus einer MtL-katalysierten Reaktion des 4-tert-Butylbrenzkatechins mit n-
Hexylamin nach einer Reaktionszeit von 100 min (vgl. Abb. 21).  

RfLC‐MS  [min]a 
[M+H]+ 
[m/z] 

Vorschläge für mögliche strukturähnliche Verbindungen 
(Massendifferenz Mdiff zu detektierten Pseudomolekülionen [M+H]+ 
in Klammern) 
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ANHANG D: NMR‐Spektren 
 

 

Abb. 22: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3b (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 23: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 24: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
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Abb. 25: Ausschnitt aus dem 13C-DEPT-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 26: HH COSY-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 27: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
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Abb. 28: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3c (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 29: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3d (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 30: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3d (d4-MeOH). 
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Abb. 31: Ausschnitt aus dem 13C-DEPT-NMR-Spektrum des Produktes 3d (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 32: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3d (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 33: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3e (d4-MeOH). 
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Abb. 34: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3f (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 35: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3g (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 36: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3j (d4-MeOH). 
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Abb. 37: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 3j (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 38: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3j (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 39: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3k (d4-MeOH). 
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Abb. 40: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 3k (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 41: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3k (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 42: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3l (d4-MeOH). 
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Abb. 43: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 3l (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 44: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3l (d4-MeOH). 

 

Abb. 45: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3n (d4-MeOH).  
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Abb. 46: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3n (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 47: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3o (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 48: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 3o (d4-MeOH). 
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Abb. 49: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 3o (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 50: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3q (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 51: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3q (d4-MeOH).  
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Abb. 52: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3r1 (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 53: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3r1 (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 54: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 3s (d4-MeOH). 
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Abb. 55: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 3s (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 56: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 4d (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 57: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 4d (d4-MeOH).   
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Abb. 58: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 6d (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 59: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 6d (d4-MeOH).  
 
 

 
Abb. 60: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 7d (d4-MeOH). 
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Abb. 61: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 7d (d4-MeOH).  
 

 

Abb. 62: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 8f2 (d4-MeOH). 
  

 

Abb. 63: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 8f2 (d4-MeOH). 
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Abb. 64: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 9f (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 65: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 10m2 (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 66: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 10m2 (d4-MeOH). 
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Abb. 67: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 10m2 (d4-MeOH).  
 

 

Abb. 68: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 11m (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 69: HSQC-NMR-Spektrum des Produktes 11m (d4-MeOH).  
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Abb. 70: HMBC-NMR-Spektrum des Produktes 11m (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 71: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Produktes 12t2 (d4-MeOH). 
 

 

Abb. 72: Ausschnitt aus dem 13C-NMR-Spektrum des Produktes 12t2 (d4-MeOH). 
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