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2-KetQ-3-methyl-4-hydroxy-yalerians~ur~ 

Die Erfindung betrifft zwei neue, optisch aktive Form.en der 2-Keto-3-

5 methyl-4-hydroxy-valeriansaure der Form.el 

OH 0 *OH 
wobei das C-Atom 4 die (S)-Konfiguration aufweist. Das C-Atom 3 kann 

1D sowohl in der (R)- als auch der (8)-Konfiguration vorliegen. 

Die Erfindung betrifft auch ein mikrobiologisches Verfahren zur 

Herstell ung der Verbindungen I. 

l5 Dieses Verfa.hren ist dadurc.h gekennzeichnet, dass man 4-Hydroxy-

isoleucin (2S,3R,4S) (= L-4-Hydroxyisoleucin) der Form.el 

OH NH"'" - = 3 
~ . 
~o· 11 · 

ro mit Mikroorganismen, die L-Aminosaureoridase (EC 1.4.3.2.)-A . .k.tivitat 

besitzen, umsetzt oder mit einer L-Am.inosaureoxidase umsetzt. 

Die Verbindungen I sind interessante Zwischenprodukte zur 

Herstellung des optisch aktiven, des (5S)-3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-

25 furanons der Formel 

Ur/Ul 7.3.94 
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Das Racemat van III ist eine wic.htige Aromasubstanz mit einem 

e::rtrem tiefen Schwellenwert (H. Sulser, M. Habegger, W. Buehl, Z. 

5 Lebensm. Unters. Forsch. (1972), 148, 215). 

1D 

Das vorliegende Verfahren erlaubt also, III aus einem natiirlichen 

Rohmaterial mit HiJfe eines als natiirlich geltenden Prozesses 

herzustellen. 

Es gelang also, ein Verl'ahren zu entwickeln, das die Gewinnung 

dieser Substanz III auf biotechnologischem Weg erlaubt. 

Ala Rohmateria1 filr I bzw. ill eignen sich insbesondere Sam.en van 

15 Bockshornklee Trigonellum foenum graecum L. 

Da die Sa.men von Bockshomklee relativ grosse Mengen (5 g I kg 

Samen) freies L-4-Hydroxyisoleucin enthalten (L. Fowden, H.M. Pratt, A. 

Smith, Phytochemistry (1973), 12, 1707), kann die in den Samen van 

m Bockshornklee vorhandene freie Aminosaure II mit Hilfe des aufge­

fundenen Biotransformationssystems auf einfache Weise zunachst in I 

ubergefiihrt werden. 

Dies gelingt dadurch, dass man, wi.e vorn.e ausgefiihrt, II mit Mikro-

25 · orga.nismen, die L-Aminosaureox:i.dase (EC 1.4.3.2.) Aktivitat-besitzen, 

umsetzt oder L-4-Hydroxyisoleucin DJ.it einer L-Am.inosaureoxi@se selbst 

umsetzt. 

Die Umsetzung verlauft also wie folgt: 

Die dabei entstehenden diastereomeren Form.en von 2-Keto-3-methyl-

4-hydroxy-valeriansaure (I) konnen z.B auf einfache Weise als Metallsalze, 

35 wie die Alkalimetall- oder Erdalkalimet.allsalze, wie das Natrium.- oder 

Kaliumsalz, isoliert werden. Die freien Sauren sind namlich sehr labil und 
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zyklisieren.spontan zum optisch ft.ktiven Lakton III. ·- . . - . . . .. 

Fiir die Biotransformation van II eignen sich die verschiedensten 

Mikroorganismen, wie Bakterien und Pilze, und Algen, welche L-4-

5 Hydroxyisoleucin in I umwandeln ki::innen. 

Bevorzugte Organismen sind solche mit hoher Aktivitat an 

·. 

;.;. L-Aminosaureoxidase. Dazu gehoren Algen der Gattung Amphiroa, 
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Gymnogongrus u.a.; Pilze der Gattung Neurospora u.a.; Bakterien der 

i o Gattung Proteus, Providencia, Morganella, Corynebacterium u.a. 

1 5 

20 

Besonders gut geeignet sind Bakterien der Gattu.ng Proteus, Providencia 

und Morganella, z.B. 

Proteus uulgaris 

Proteus miro.bilis 

(DSM 2140,3265) 

(ATCC 15290) 

Providencia rettgeri (ATCC 9250) 

Morganella morganii (DSM 30117) 

oder Pilze der Gattung Neurospora wie z. B. 

Neurospora crassa (FGSC 988 und 2963); alle diese Mikro -

organismen sind der Oeffentlich.keit 

zuganglich 

Die Mikroorganismen werden var der eigentlichen Biotrans-

2 5 formation zweckmassigerweise in Subroerskultur auf einem geeigneten 

Nahrm.edium gezuchtet. Dazu konnen sowohl die ublich_en komplexen als 

·· auch chemisch definierten Medien verwendet werden, vorausgesetzt, es 

findet eine Neusynthese der flir die Biotransformation notigen L-Amino­

saureoxidase statt. Die entsprechende Techn.ik ist dem Fachmann auf dem 

3 o betreffenden Gebiet bekannt. Die Nahrmedien enthalten neben geeigneten 

Kohlenstoff- und Stickstoffquellen zweckmassigerweise anorganische 

Salze, Spurenelemente und freie Aminosauren. 

Als Kohlenstoffquellen verwendet man beispielsweise Zucker, 

3 5 vorzugsweise Glucose oder Saccharose. Als Stickstoffquelle kom.men 

sowohl anorganische wie organische Verbindungen in Betracht, 

beispielsweise Am.moniumsalze, vorzugsweise Ammoniumsulfat und 

Ammoniumnitrat, Nitrate, Hefeextrakt oder Peptone usw. 
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Ueblicherweise enthiilt das Nahnnedium noch Salze, z.B. Sulfate, Phosphate ode~ Chloride, ~besondere. de~ Elemente M·agnesium:·, Kali um.: und Calcium, sowie die Spurenelemente Eisen, Zink, Mangan, Bar, Kobalt, Kupfer und Molybdi:i.n. Im Fall von Neurospora crassa ist die Zugabe des 5 Vitamins Biotin unentbehrlich. 

Die verwendeten freien Aminosauren stammen zweck.massigerweise aus Proteinhydrolysaten, vorzugsweise aus Casein- und Soyaprotein­hydrolysaten oder bei einzelnen Am:inosauren aus entsprecbenden 10 Fermentationen. Bevorzugt sind dabei Leucin, Methionin und Phenylalanin. 

15 

20 

Das Mengenverhiiltnis der genannten Nabrstoffe hangt zweck­massigerweise von der Art der Fermentation ab und wird im Einzelfall zweckmass.igerweise in einer dem Fac.hmann bekannten Weise festgelegt. Beispielsweise eignen sich zur Durc.b.fiihrung des erfindungsgemassen Verfahrens Glu.kose- oder Saccharosekonzentrationen im. Bereich von ca. 5 bis ca. 50 g/L, bevorzu.gt sind Konzentrationen im Bereich van ca. 10 bis ca. 20 g/L. Das als Sticksto.ffquelle bevorzugte Ammoniu.msulfat oder Ammoniu.mnitrat setzt man im Bereich von ca. 0.03 bis ca. 5 g/L ein, besonders von ca. 0.06 bis ca. 2 g!L. 

Die verwendeten M.ineralsalze werden zweck.massigerweise im Bereich van ca. 0.05 bis ca. 10 g/L, insbesondere von ca. 0.1 bis ca. 5 g/L 25 eingesetzt. Die Spurenelemente verwendet man in der Regel in einem Konzentrationsbereich von jeweils ca. 0.005 bis ca. 20 m~, besonders van ·ca. 0.01 bis ca. 5 mg/L, z.B. eingesetzt als wassrige Losung. -

Die als Aminosaurenquelle verwendeten Proteinhydrolysate werden 30 zweck.massigerweise im Bereich von ca. 5 bis ca. 50 g!L, insbesondere von ca. 10 bis ca. 20 g/L eingesetzt. Den Zusatz von freien Aminosauren, wie Leucin, Methionin oder Phenylalanin wahl.t man zweckmassigerweise im Bereich van ca. 0.1 bis ca. 5 g/L, insbesondere von ca. 0.2 bis ca. 2 g/L. 
35 Das fur die Zuchtung von Neurospora crassa notwendige Vitamin Biotin setzt man zweckmassigerweise im Bereich von ca. 1 bis ca. 20 µg/L ein, besonders von ca. 2 bis ca. 5 µg/L. 
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Die Fermentati.onstemperatur hi:ingt in wesentlichen vom verwen­
deten Mikroorgansimus. ab ®d be~egt sich · z~eckmass.igerweise. im 
Bereich van ca. 10 bis ca. 50 ·c, insbesondere von ca. 20 bis ca. 37 ·c. Der pH­
Wert des NabrmediU.ID.B liegt normalerweise im Bereich van ca. 4 bis ca. 10, 

5 vorzugsweise von ca. 5 bis ca. 8. Die bevorzugte Fermentati.onsdauer -
~ niilrilich bis zur Beencligung des Wachstums - liegt zwiscb.en ca. 10 und ca. 

100 Stunden, insbesondere zwiscb.en ca. 18 und ca. 72 Stunden. 

Nach der Fermentation werden die Zellen zweckmassigerweise 
10 mechanisch vom Nahrmeclium getrennt, gewaschen und clirekt fiir die 

Transformation eingesetzt. Fiir die Umsetzung von L-4-Hydroxyisoleucin 
(II) konnen aber auch immobilisierte Zellen oder aus Zellen hergestellte 
Rohextrakte, sowie - z.B. isolierte - Prii.parate von L-Am.inosaureo:ridase in 
freier oder immobilisierter Form verwendet werden. Da der U msetzung ein 

15 oxidativer Prozess zugrunde liegt, wird das Reaktionsgemisch vorzugweise 
intensiv geschiittelt oder zusatzlicb. beli.iftet. 

Die Isolierung des Enzyms aus den Zellen, falls erwiinscht, kann in 
dem Fachmann bekannter Weise erfolgen, also z.B. mittels mechan:ischem 

ro Aufschluss, und Reinigung, z.B. Ionenaustauschchromatographie 
und/oder Adsorptionschromatographie, etc. 

Die Biotransform.ation wird vorzugsweise in einem pH-Bereich von 
ca. 4 bis ca. 8, insbesondere von ca. 5 bis ca. 7, durchgefuhrt. 

25 U eblicherweise erfolgt die erfi.ndungsgemasse U msetzung bei einer 
Temperatur von ca. 10 bis ca. 4o·c, vorzugsweise bei 20 bi~ 3TC. Das Edukt 
-L-4-Hydroxyisoleucin (II) wird in einer Menge von ca. 0.5 bis ca. 5 % (w/v), 
bevorzugt von ca. 1 bis ca. 2 %, in der ReaktionslOsung eingesetz.t.. 

2D Das Verhaltnis von II: Enzymmenge wird zweckmassigerweise so 
gewahlt, class die Reaktion nicht zu viel Zeit beansprucht, also z.B. ca. 6 -
ca. 24 Stunden nicht ilberschreitet, was mit wenigen Versuchen abgeklart 
werden kan.n. 

3.5 Nach abgeschlossener Umsetzung, deren Verlauf durch 
(konventionelle) Aminosaurenanalyse (auf die erfolge Konsumption von 
II)vezfolgt werden ka.nn, wird das Reaktionsgemisch in fur 
y-Hydroxysauren bekannter Weise lactonisiert, also zweckmassigerweise 
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mit Saure, z.B. mit verdlln.nter Phosphorsaure, auf einen pH-Wert von ca. 1 

· . bi; ca. 3, bevo~ von ~- i.5 bis c~. i5, angesauert mid anscbli~ssend ·~ 
durcb Erbitzen lactonisiert. Die Hitzebehandlung erfolgt zweckmassiger­

weise in einem Temperaturbereich zwischen ca. 70 bis ca. 95"C, vorzugs-

5 weise bei ca. so·c wab..rend ca. 20 bis ca. 90 Minuten, bevorzugt ca. 30 bis ca. 

60 Minuten. 

Die Losung k.ann mit einem organischen Losungsmittel wie einem 

Ester, besonders Essigsaureeethylester oder einem Ether wie Methyl-

lD tert.butylether nach bek.annten Methoden, beispielsweise in einer 

Gegenstromextrakt:i.onsanlage, extrahiert werden. Anschliessend wird das 

Losungsmittel zweckmassigerweise destillativ entfemt und das Produkt in 

einem in der Aromenindustrie gelaufigen Trager aufgenommen, wie dies 

z.B. Oele, vor allem Erdnii.ssoel oder z.B. Triethylcitrat, sind. 

15 

Das nach der biotechnologischen Umsetzung von (II) anfallende 

zellfreie Reaktionsgemisch mit einem Gehalt an I kann aber auch direkt 

mit einem Trager wie Maltodertrin oder einem a.nderen Starkederivat 

gemischt und (spriih)getrocknet werten. Dieses Produkt kann als Aromen-

20 vorlaufer von (ill) fiir die Aromat:i.sierung ausgesuchter Lebensmittel­

produkte eingesetzt werden. Es handelt sich dabei um Lebensmittel­

produkte, die einer thermischen Behandlung unterworlen werden. Eine 

Hitzebehandlu.ng (Kochen, Backen, Fritieren, Grillieren, R.Osten, 

Behandlung mit Mikrowellen usw.) erfolgt zweck.massigerweise in einem 

2.5 Temperaturbereich zwischen ca. 80 und ca. 250°C wah.rend ca. 2 bis ca. 30 

Minuten. Die Dosienmg des Vorlaufers (I) kann beispiel:;weise zwischen 

·ca. 1 ppb bis ca. 5 ppm (im Endprodukt) variiert werden. · 

35 

Die folgenden Beispiele erlautem die vorliegende Erfindung. 

B~is:oiel 1 

Iirnliernne- und Charakterisierune yon 2-KetQ-3-methy1-4-hvdroxv­

va1eriansaurn (= Hydroxy-3-methyl-2-keto-:pentansaure) (I} 

a) Isolierung von L-4-Hydroxyisoleucin (II) aus Sam.en von 

Bockshornklee Trigonella foenum graecum L. 
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Die Extraktion und Reinigung von L-4-Hydroxyisoleucin wurde nach 
L~ Fowden, HM. Pratt ~d A. smith. (Phyt0chemistry (1S73); 12, i707) -
durchgefilhrt. Aus 4 kg Samen von Trigonella foenum groecum L. wurden 

12 g gereinigtes L-4-Hydroxyisoleucin isoliert (Ausbeute 62 %). Reinheit: 
5 > 97 % (Aminos§.uren-analyse). Optische Drehung: [a]~= + 32.3 °(c 1 (d.h. 

1 g/100 ml)1 H20); Literaturwert: 31.0 •. 

JD 

b) Biotransformation van 1--4-Hydroxyisoleucin (Il) mit Morganella 
morganii 

Morganella morganii (DSM No. 30117) wurde im Nahrmedium A 
(Tabelle 1) in einem Fermenter bei pH 7 und einer Temperatur van 3o·c 
wahrend 20 Stunden kultiviert. Anschliessend wurden die Zellen 
zentrifugiert, mit 0.02 M Natriumphosphatpuffer (pH 7 .0) gewaschen und 

15 in 0.05 M Natriumphosphatpuffer pH 7.0 resuspendiert und es wurde auf 

eine optische Dichre von 20 bei 650 nm_ (bzw. O.D. 0,2 nach 100-facher 
Verdiln.nung) eingestellt. Diese Zellsuspension wurde in einen Schiittel­
kolben gegeben und mit 7. 7 mm.al L-4-Hydroxyisoleucin pro Liter versetzt. 
Nach einer Inkubation von 6 Stunden bei 30"C auf einer Schilttelmaschine 

20 war die vorgelegte Menge L-4-Hydroxyisoleucin vollstandig umgesetzt. Die 
Zellen wurden <lurch Zentrifugation vom Reaktionsgem.isch abgetrennt und 
der erhaltene Ueberstand lyophilisiert. 

Tabelle 1; Nahrmedium A 
25 

Glucose 10.0~ 

Caseinhydrolysa t 10.0 g/L -
Na2HP04 · 2H20 11.9 g/L 

KH2P04 4.5 g/L 

30 CNf4)2804 1.0 g/L 

MgS04 · 7H20 0.1 g!L 

CaC12 · 2H20 4 mg/L 

FeS04 . TH.20 0.5 mg/L 

l5 c) Isolierung des Natriumsalzes von 2-Keto-3-methyl-4-hydroxy-
vaieriansaure (I) 

Der gefriergetrocknete Riickstand wurde mit Methanol extrahiert 
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~d das Nat~umsalz V?n (I_) in ub~ch_er Weise durch Zugabe van Methyl-
tert.butylether ausgefiillt. Die biSher un~k.ann:te Subsuriiz zeigte-·die .. 

folgenden physikalischen Eigenscha.ften: 

Sch.melzpunkt: 

Optische Drehung: 

IR: 
1H-NMR: 

MS: 

144·c (Zera.) 

[a]~: +18.49° (c 0.84 in Methanol) 

1720 cm:1, 1630 cm.·1, 1390 cm·1, 1130 cm·1 

o = 4.18 ppm (2 x q), 3.18 (2 x q), 1.20 (2 x d), 

1.05 (2 x d) 

(Elektronenspray-Ionisa ti on) 

145.1 (M·), 101.1, 57.2 

313.1 (2M-Na+), 481.3 (3M-2Na+), 649.4 

(4M·3Na+), 817.6 (5M-4Na+), (Anionen­

Clusters). 

d) Umsetzung von 2-Keto-3-methyl-4-hydroxy-valeriansaure (I) in (5S)-

3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (IID 

840 mg des Natrium.salzes von (D Wl.U"den in 50 mL H20 gelost und 

ro mit verdiinnter Phosphorsaure auf pH 2.0 gebracht. Die Losung wurde 

wahrend 30 Minuten auf 85°C geh.alten und nach Erkalten mit 2 x 50 ml 

Essigsaureethylester extrahlert. Nach Entfernen des Losungsmittels fielen 

320 mg (Ausbeute 50%) von (III) an. Die mit praparativer Diinnschicht­

chromatographle (Kieselgel 60) gereinigte Substanz (Ill) zeigte eine 
25 optische Drehung von: [a]~: 21.66° (c 1.0 in Chloroform). 

Beispiel 2 

Zellen von Morganella morganii wurden, wie in Beispiel 1 

~ beschrieben, in einem Fermenter geziichtet, zentrifugiert, gewaschen und 

anschliessend auf eine Dichte von 20 (650 nm) eingestellt. Nach Zugabe von 

7.7 mmol L-4-Hydroxyisoleucin pro Liter wurde die Zellsuspension in einem 

Erlenmeyerkolben bei 30"C geschuttelt. Nach 18 Stunden war die vorgelegte 

Menge L-4-Hydroxyisoleucin vollstandig umgesetzt. Die Zellen wurden 

35 durch Zentrifugation vom Reaktionsgem.isch abgetrennt und der klare 

Ueberstand mit verdilnnter Phosphorsaure auf pH 2.5 eingestellt. Nach 

Erhitzen (30 Minuten, 80°C) wurde die Losung 2 mal mit dem halben 

Vo lumen von Essigsaureethylester extrahiert. N ach Entfernung des 
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Losungsmittel fiel ein gelbliches Oel an. Ausbeute von (Ill): 65%. 
.. 

Beispiel a 

5 Gemass Beispiel 1 wurden Zellen van Morganella morganii in einem 

Fermenter geziichtet, zentrifugiert und anschliessend mit Wasser 

gewaschen. Die Zellen wurden in 2% Natriumalginat resuspendiert und bei 
Rau.mtemperatur tropfenweise in eine geri.ibrte Losung von CaCl2 (2%) 

eingetragen. Die in kleinen Kugeln anfallenden immobilisierten Zellen 

10 wurden griincllich mit Wasser gewaschen und anschliessend fii:r die 

Umsetzung von L-4-Hydroxyisoleucin verwendet. Dabei wurde ein Teil 

sedimentierte, immobilisierte Zellen mit 2 Teilen einer Losung van L-4-

,~ Hydroxyisoleucin versetzt (11.25 mmoJJL) und bei 30*C in einem 

Erlenmeyerkolben geschuttelt. Nach 24 Stunden war war die vorgelegte 

15 Menge 4-Hyd.roxyisoleucin vollstandig umgesetzt. Die immobilisierten 

Zellen wurden uber eine Nutsche vom Rea.ktionsgemisch abgetrenn.t und 

mit Wasser sorgfaltig gewa.schen. Das klare Filtrat wurde wie in Beispiel 2 

weiter behandelt. Ausbeute an (ill): 60%. 

20 Beismel 4 

Providencia rettgeri (ATCC 9250) wurde im Nahrmedium A (Tabelle 

1) in einem Fermenter bei pH 7 und einer Temperatur von 3o·c wahrend 

20 Stunden geziichtet. Anschliessend wurden die Zellen zentrifugiert, mit 
25 0.02 M Natriumphosphatpuffer pH 7.0 gewasc.hen und in 0.1 M Natrium­

phosphatpuffer pH 7 .2 resuspendiert und eine optische Di0te van 20 bei 650 

·nm eingestellt. Diese Zellsuspension wurde in einen Schuttelkolben 

gegeben und mit 7.7 m.mol 4-Hydroxyisoleucin pro Liter versetzt._Nach 

einer Inkubati.on bei 30"C van 18 Stun.den auf einer Schuttelmaschine war 

3'.) die zugegebene Menge L-4-Hydroxyisoleucin vollstanclig umgesetzt. Die 

Zellen wurden durch Zentrifugation vom Reaktionsgemisch abgetrennt und 

der Ueberstand wie in Beispiel 2 weiter behandelt. Ausbeute an (III): 60%. 

35 

Beispiel 5 

Neurospora crassa (FGSC 988) wurde im Nahrmeclium B (Tabelle 2) 

in 2 Liter Schiittelkolben bei pH 6.0 und einer Temperatur van 25"C 

wahrend 48 Stunden gezilchtet. Das Mycel wurde durch 4 Lagen 
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B~umwollga.ze_ filtriert, mit Wasser.~t gewaschen und gefrierge_trocknet . 
und anschliessend mit ~ine~ Homogezrls~tor f~in pulve~sieit. 5 g 
Mycelpulver wurden mit 50 mL 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7.2 

vermischt und bei 4 ·c wfilirend 30 Minuten geriihrt. Die unloslichen 
5 Zellbestandteile wurden durch Zentr:ifugation entfernt und der klare 

Ueberstand mit 7.7 mmol L-4-Hydroxyisoleucin pro Liter versetzt. Nach 
einer Ink.ubationzeit von 18 Stunden bei 30"C war die vorgelegte Menge 
L-4-Hydroxyisoleucin vollsU!ndig umgesetzt. Die Umwancllung der 
gebildeten 4-Hydroxyketosaure CD in (Ill) erfolgte gemass Beispiel 2. 

10 Ausbeute: 60%. 

15 

25 

Tabelle 2~ 

Saccharose 
Natriumcitrat · 5 H20 

KH2P04 
(N14)N03 

Mg804·7H20 
CaC12 · 2H20 

L-Phenylalanin 

ZnS04 · 7H20 
FeCNJ:14)2(SO.qh · 6H20 

CuS04 · 5 H20 
MnS04 · lH20 

HaB03 
Na2Mo04 · 2 H20 

N Eihrmedium B 

Beis12iel 6 

20.0 g!L 
3.0 g/L 

5.0 g!L 

0.08 g/L 

0.2 g/L 

0.1 g/L 

0.73 g!L 
5.0 mg/L 

1.0 mg/L 

0.25 mg/L 

0.05 mg/L 

0.05 mg/L 

0.05 mg/L 

3J Der in Beispiel 5 bescbriebene Rohextrakt wurde zur kovalenten 
Immoblisierung van L-Aminosaureox:idase verwendet. 50 ml Extra.kt 
wurde gegen 1.0 M Kaliumphosphatpu:ffer pH 7.5 dialysiert und mit 10 g 
Acrylharzperlen Eupergit® (Rohm. Pharma, Weiterstadt, Deutschland) 

vermischt. Diese Suspension wurde wahrend 24 Stunden bei Raum-

3.5 temperatur stehengelasaen und das Harz anschliessend mit 2 L 0.1 M 
Kali umphosphatpuffer pH 7 .2 gewaschen. Das immobilisierte 

Enzympriiparat wurde, w1e in Beispiel 3 beschrieben, mit L-4-Hydroxy­

isoleucin (7.7 mM) wahrend 24 Stun.den bei 30"C umgesetzt. Die Trennung 



5 

- 11-

des immobilisierten Enzyms vom Reaktionsgemisch erfolgte dur~h 
Abnutscben, ~d der U~be~tand ~~ie ~-e -in· Beispiel. 2 be·schrieben 

weiter beh.andelt. Die Ausbeute an (ID) betrug 55%. 

Beis"Qiel 7 

Ahornsirul,laroma 

Zwei Ahornsiruparomen wurden gemass folgender Zusammen-

10 setzung hergestellt: 

GewiQhtfl:t~il ~ 

A. B 
Peru Balsam 5 5 

15 Vanilla Extrakt fD f;() 

Buttersaure (nattirlich) 5 5 

Furonol (natiirlich 15%) lD 10 
Rostbase (roast base) natii.rlich 5 5 

m (0,1 % in Triacetin.) 150 

20 gemass Beispiel 2 

Triacetin ~ m. 
1000 1000 

Ein Vergleich der obigen Aromen zeigt, daas die Anwesenheit von 

25 150 Teilen von (III) in B diesem Aroma den typischen sussen, karamell­

artigen wiirz:i.gen Charakter von Ahomsirup verleiht un.d zur Verstarkung 

·des Korpers wesentlich beitrli.gt. Dieses Aroma kann z.B. in eineni 

Milchdrin.k in einer Konzentration von 0,1 % eingesetzt werden~ 
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l3eisniel ~ 

Walnussaroma 

Kak.aoS{!halenextrakt 

V a.nillaextrakt 

Oels~ure 

Walnussba.se (natiirlich) 

m (0,1% in Triacetin) 

gemass Beispiel 2 

Propylenglykol 

Gewichtsteile 

A. B 
ro 
10 

ro 
10 

00 

10 
ro 
10 

120 

1000 1000 

Ein Vergleich der obigen Aromen zeigt, dass die Anwesenhei t von 

120 Teilen (III) in B diesem Aroma den typischen W alnussaromacharakter 

verleiht und zu.r Verstarkung der Nuss- und Fettnoten wesentlich beitragt. 

Dieses Aroma kann z.B. in einem Milchdrink in einer Konzentration van 

ro 0, l % eingesetzt werden. 
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HVP-freie Braune Sauce 

THIS ·SHEET HAS BEHJ 
REPLACED 

5 Eine HVP-freie braune Sauce wurde gemass folgender Zusam.men-

10 

15 

setzung hergestellt: 

}3estandteil 

Weissmehl 

Rinderfett 

Modi.fizierte Starke 

Hefeextrakt 

Kochsalz 
Tomatenpulver 

Maltodextrin 

Mononatriumgl utama t 

Karamelpulver 

Kurkuma 

20 Gewii:rzmischung {Spice'N'Easy®) 

(Zwiel?el-, Knoblauch- und 

Rosmarinextrak.t) 

Gewichtsteile 

mo 
145 
145 

ITT 
00 

ro 
53,7 

~ 

10 
4,5 

25 Beim Erhitzen der Sauce in Anwesenheit des Aromenvorlauf ers I 

(2 ppm) wird der Geschmack deutlich in Richtung F1eisch, Bouillon, HVP 

· u.nd Salz verstarkt. 



5 

10 

15 

Eestandteil 

Weissmehl 

PfJ.anzenfett 

Magermilchpul ver 

Puderzucker 

Sussmolkepulver 

!klismel 19 

Qrackera 

Hefeautolys.at 

Ammoniumbicarbonat 

Kochsalz 

Natriumhydrogenpyrophosphat 

Weisser Pfeffer 

Paprika 

Wasser 

Aromenvorlaufer (I) 

Gewi chtsteil e 

575 

150 

'37 

15 

10,.2 

10,0 

10,0 

10,0 

1,0 
0,4 

0,4 

181 
1 ppm 

Beim ;Backen des Crackerteigs (230°C, 10 Min.) in Anwesenheit des 

Aromenvorlaufers (I) wird daa Raum.aroma (room flavour) und der 

Geschmack des Produkts in Richtung wiirzig, bouillonartig und krautig 

verstiirkt. 
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f atentaus:i;n;Uche 

r S.SHEET liAS BEEN 
REPLACED 

====-=--=~-~=oJ 

1. 48-Hydroxy-3-methyl-2-ketopentans§uren der Form.el 

OH 0 *OH 
2. Verfahren Zill' Herstellung der Verbindungen gemass An­

spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man L-4-Hydroxyisoleucin 

(28,3R,48) mit einer L-Aminosaureo:ridase bzw. einem clieses Enzym 

JD enthaltenden Mikroorganismua umsetzt. 

s -
.. 

3. Ve:rfabren zur Herstellung von optisch aktivem (5S)-3-Hydroxy-4,5-

dimethyl-2(5H)-furanon 

15 

25 

~H 
0 0 

111 

dadurc.h ge.k;ennzeichnet, class man eine Verbindu.ng 

in an sich bekannter Weise lactonisiert. 

4. Verwendung der Verbindungen I gemass Anspruch 1 als 

Aromenvorlaufer. 

5. Verwendung des, insbesondere gemass Verfahren des Anspruchs 

3 hergestellten, Hydroxyfuranons III als Aromastoff. 

*** 


