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Neben der Identifizierung von Aromastoffen durch die molekulare Sensorik sind die Aufkldrung ihrer

Biosynthese sowie ihre biotechnische Produktion ins Zentrum der Aromastoffforschung geriickt.

@ Geruch und Geschmack vermit-
teln die Qualitdt eines Lebensmit-
tels. Den Geruch bestimmen fliich-
tige Aromastoffe, die heute vielen
industriell hergestellten Lebens-
mitteln zugesetzt werden, um her-
stellungsbedingte Verluste auszu-
gleichen oder das Aroma abzurun-
den. Der Verbraucher akzeptiert
dabei eher naturliche Aromen. Der
Begriff ,naturlich“ darf nach EU-
Recht allerdings nur dann zur Be-
zeichnung eines Aromas verwendet
werden, wenn es ausschliefSlich
Aromaextrakte oder natiirliche
Aromastoffe enthalt.V Dazu zahlen
biotechnisch erzeugte Aromastoffe,
die in puncto Nachhaltigkeit fur
Aromenhersteller eine Alternative
sind zu den klassischen naturli-
chen Aromen aus pflanzlichen
Rohstoffen wie atherischen Olen.
Biotechnische Verfahren dienen
vermehrt dazu, strukturell komple-
xe Aromastoffe billiger und in gro-
eren Mengen herzustellen, als
dies mit chemischen Synthesen

oder durch Pflanzenextraktion

moglich ist.?
Fortschritte in Enzymtechnik,
Gentechnik,

ring und Produktisolierung bieten

Bioprozess-Monito-

viel versprechende Moglichkeiten
fir biotechnische Aromastoffpro-
duktion.”
sind hierfiir aber nur dann weiter-

Spezifische Strategien

zuentwickeln, wenn Enzymologie
und Regulation der Aromastoffbio-
synthese auf molekularer Ebene
verstanden sind. Daher ist die bio-
chemische Forschung zur Aufkla-
rung von Biosynthesewegen in
Pflanzen ein wichtiger Bestandteil
der Aromabiotechnik.

Biosynthese des Weinaromas

@ Terpene, vor allem Mono- und
Sesquiterpene sowie die C,3;-Nor-
isoprenoide, sind wichtige Aroma-
stoffe in Fruchten und in Pflanzen,
die atherische Ole akkumulieren.
Bis vor wenigen Jahren war Lehr-
meinung, dass der universelle bio-
chemische Baustein aller Terpene,
Isopentenyldiphosphat  IPP, aus
Acetyl-Coenzym A im Mevalonsau-
re-Weg (MVA) entsteht. Erst in den
1990er Jahren wurde ein alternati-
ver Biosyntheseweg in Bakterien,
Algen und Pflanzen entdeckt. Die-
ser wird nach dem ersten spezifi-
schen Intermediat als Methylery-
thritol-4-phosphat-Weg (MEP) be-
zeichnet und enthalt oftmals die ge-
schwindigkeitsbestimmenden
zymatischen  Schlusselreaktionen
der Aromastoffbiosynthese (Abbil-
dung 1C, S. 346). Diese Entde-
ckung ebnet heute den Weg zu re-
kombinanten, = hochproduktiven
Pflanzen durch Uberexpression der
Schlusselenzyme und zur heterolo-

en-

gen Expression ganzer pflanzlicher
Biosynthesewege in Bakterien und
Hefen durch metabolic enginee-
ring.‘”

In der Weinpflanze Vitis vinifera
verursacht ein Einzelnukleotid-Po-
lymorphismus (single nucleotide
polymorphism, SNP) des Schliis-
selenzyms 1-Deoxy-D-xylulose-
5-phosphat-Synthase (VvDXS; Ab-
bildung 1 A) im MEP-Weg erhohte
Akkumulation der Monoterpenal-
kohole Linalool, Nerol und Gera-
niol in den Beeren der Muskat-Va-
rietaten.”

An Position 284 haben Muskat-
Varietaten Asparagin anstelle von

Lysin. Dies steigert die katalytische
Effizienz des Enzyms und erklart
das sortenspezifische blumig-stufSe
Aroma (Abbildung 1 B). Untersu-
chungen zur genomischen Organi-
sation, Phylogenie und Enzymolo-
gie der Terpensynthase-Genfamilie
(VVIPS) belegen ebenfalls die Be-
deutung der terpenoiden Verbin-
dungen far die Weinpflanze.” Die
Familie umfasst wahrscheinlich
mehr als 69 Mono- und Sesquiter-
pensynthasen, von denen 39 durch
heterologe Expression funktionell
charakterisiert wurden. Die VvIPS
ist somit eine der grofSten Genfa-
milien des Sekundarmetabolismus
der Weinpflanze, in der die TPS
zum Blatenduft, zur Aromabildung
in den Beeren und wahrscheinlich
auch zur Resistenz und Verteidi-
gung gegen Schadlinge beitragen.
Die Sesquiterpene entstehen selek-
tiv in der Beerenhaut und reichern
sich wahrend der Reifung in der
Cuticula an.” Die Sesquiterpensyn-
thase-Aktivitat steigt vor allem in
der letzten Reifephase,® wobei die
Rebsorten anhand ihrer Sesquiter-
penprofile unterscheidbar sind
(Abbildung 2).

Schliisselkomponenten
des Erdbeeraromas

@ Im Unterschied zum Aroma des
Weins wird das Erdbeeraroma ne-
ben verschiedenen Fruchtestern vor
allem durch zwei 3(2H)-Furanone
gepréigt. Den letzten und entschei-
denden Schritt der enzymatischen
Esterbildung, die Reaktion kurzket-
tiger Alkohole mit CoA-aktivierten
Fettsduren, katalysieren Alkohol-
Acyl-CoA-Transferasen.”'”  Diese
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Abb. 1. A) Dreidimensionale, modellierte Struktur der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS) aus der Weinrebe (Vitis vinifera),

B) Anderung des elektrostatischen Oberfldchenpotenzials durch die Asparagin-Lysin-Substitution (K284N). DXS ist ein dimeres Protein und
besteht aus drei Domdinen (1,i1,11) . Das Coenzym Thiaminpyrophosphat (TPP) wird zwischen den Domdnen | und Il im aktiven Zentrum
gebunden. Die Mutation K284N befindet sich in der roten Linkerregion zwischen zwei beta-Faltbldttern der Domdne 1. DXS katalysiert die
Bildung von 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP) aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat. C) MEP — Methylerythritol-4-phosphat,
IPP — Isopentyldiphosphat, GPP — Geranyldiphosphat, LIS — Linaloolsynthase
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Abb. 2. Headspace-GC-MS-Analyse der fliichtigen Verbindungen in Vitis vinifera (Rebsorte Syrah) von der Bliite (a), iiber den Beginn der

Reife (Véraison, b), bis zur vollen Reife (c). Bei fast allen detektierten Verbindungen handelt es sich um Sesquiterpenkohlenwasserstoffe mit

unterschiedlichen Grundstrukturen (e). Das Sesquiterpen-Profil dndert sich hierbei im Verlauf der Reifung stark und ist rebsortenspezifisch.”
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wurden in den letzten Jahren auch
in anderen Friichten, etwa in Ap-
feln und Melonen, intensiv unter-
sucht. Aufgrund ihrer geringen Ge-
ruchsschwelle (10 ppb) und relativ
hohen Konzentrationen in den
Fruchten (zirka 55 mg-kg™) zihlen
vor allem 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
-3(2H)-furanon (HDMF) und sein
Methylether  2,5-Dimethyl-4-me-
thoxy-3(2H)-furanon (DMMF) zu
den Schlusselsubstanzen des Erd-
beeraromas (Abbildung 3). In rei-
ner Form riechen diese 3(2H)-Fu-
ranone, je nach Enantiomer, kara-
mellartig oder fruchtig suf.'” Inte-
ressanterweise wird aus Erdbeeren
ausschliefSlich racemisches HDMF
und DMMF isoliert, als Grund da-
far gilt die rasche Keto-Enol-Tau-
tomerie und die damit einherge-
hende Racemisierung der HDMF-
Struktur (Abbildung 3).

Da HDMF tber die Maillard-Re-
aktion leicht aus Desoxyhexosen
entsteht, wurden diese Kohlenhy-
drate lange Zeit als biogenetische
Vorlaufer postuliert. Inzwischen ist
klar, dass D-Fructose-1,6-diphos-
phat das Kohlenstoffgertist von
HDMF liefert.'” Die phosphory-
lierte Ketose wird zunédchst tber
noch unbekannte Reaktionen zum
4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen3-
(2H)-furanon (HMMF) umgesetzt
und anschlieffend mit einer
NAD(P)H-abhangigen Enon-Oxi-
doreduktase (FaEO) zum HDMF
reduziert (Abbildung 3). FaEO und
das orthologe Enzym aus der To-
mate (SIEO) weisen hohe Selektivi-
tat gegenuber ihrem naturlichen
Substrat HMMF auf.'”

In den Fruchten methyliert eine
S-Adenosyl-L-Methionin abhangi-
ge O-Methyltransferase (FaOMT)
HDMF schlieflich zu DMME'"
Die Bedeutung von FaOMT fur die
Bildung von DMMF haben kurz-
lich genetische Analysen des Erd-
beerfruchtaromas bestatigt.'” Bei
der Suche nach Genabschnitten,
welche die naturliche Variation des
DMME-Gehaltes
Erdbeertypen beeinflussen, wurde
ein Sequenzabschnitt von 30 Ba-
senpaaren in der FaOMT-Promo-
torregion verschiedener Allele von

verschiedener
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Abb. 3. Biosynthese der 3(2H)-Furanone in der Erdbeerfrucht. a) Bildungsweg mit dem Intermediat 4-Hydroxy-5-
methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF), den Produkten 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF) und

2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon (DMM

F) sowie den beteiligten Enzymen Fragaria-x-ananassa-Enon-Oxi-

doreduktase (FaEQ) und F.-x-ananassa-O-Methyltransferase (FaOMT); b) Ausschnitt aus der FaOMT-Promotorregi-

on, gemeinsame cis-requlatorische Elemente sind in blauer Farbe dargestellt und Motive, die fiir die funktionell

aktiven Allele (4-5) spezifisch sind in Rot.

DMMF-reichen Genotypen identi-
fiziert, der zur starken Expression
des FaOMT-Gens und damit zu ho-
hen DMMF-Gehalten fithrt (Abbil-
dung 3). Basierend auf dieser Ent-
deckung lassen sich nun molekula-
re Marker entwickeln, um in
Zuchtprogrammen DMMF-reiche
Nachkommen vor der Fruchtreife
zu selektieren.

Neben den Schlusselkomponen-
ten des Erdbeeraromas spielen wei-
tere geruchsaktive Substanzen fir
die Unterschiede im Aroma ver-
schiedener Erdbeersorten eine Rol-
le. Wahrend die Erdbeerart Fraga-
ria vesca (Walderdbeere), deren
Genom kiirzlich sequenziert wur-

de 16)
Phenylpropens

aromarelevante Mengen des
Eugenol produ-
ziert, hat die Kulturerdbeere E x
ananassa diese Fahigkeit weitge-
hend eingebufSt. Jedoch ist die Kul-
turerdbeere immer noch in der La-
ge, aromawirksame Mengen an Eu-
genol zu synthetisieren, wenn sich
der Kohlenstofffluss vom Flavono-

Bereitgestel

id-Stoffwechsel weg hin zu den
Phenylpropenen verlagert.!”

Speisepilze als Enzymquelle
und Biogenesemodell

¢ Die jahreszeitlich eingeschrank-
te Verfigbarkeit, Spurenkonzentra-
tion von Enzymen und Intermedia-
ten sowie zahllose Storstoffe (Sau-
ren, Phenole, Pektin, Peptidasen
etc.) erschweren das Studium der
Aromabiogenese in Pflanzenzellen.
Eine mikrobielle Alternative sind
die hoheren Pilze mit ihrem ausge-
pragten Sekundarmetabolismus.
Basidiomycota, eine Abteilung
aus dem Reich der Pilze, umfassen
rund 30000 Arten. Davon sind et-
wa 150 fir den Menschen giftig,
zum Beispiel aus der Gattung Ama-
nita (etwa Amanita phalloides, der
grune Knollenblitterpilz). Mehr als
1000 Arten sind jedoch essbar, zum
Beispiel die Seitlinge (Gattung
Pleurotus), viele weitere sind natur-
heilkundlich relevant. Als Saprobi-
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Abb. 4. Transformation von (+)-Valencen zum Grapefruit-Schltisselaromastoff Nootkaton

durch eine Dioxygenase des Pilzes Pleurotus sapidus.

onten verfiigen sie tber ein breites
Spektrum einzigartiger Oxidasen,
Oxygenasen, Peroxidasen und Hy-
drolasen zum Abbau lebender und
toter tierischer und pflanzlicher
Substanz, also auch zum Ligninab-
bau. Diese katalytische Vielseitig-
keit ist sowohl fiir das Studium von
Biosynthesewegen als auch fur die
industrielle Biotechnik nutzbar.
Ein halbes Jahrhundert bevor die
Begriffe Nachhaltigkeit und Bio-
okonomie in Mode kamen, gab es
Versuche zur mikrobiellen Oxy-
funktionalisierung von anderweitig
nutzlosen Terpenkohlenwasserstof-
fen aus industriellen Nebenstro-
men (Citrusschalenole, Baumharze
etc.).'® In vielen Mikroorganismen
gut belegt, aber ausbeuteschwach
sind  CytochromP450-vermittelte
Funktionalisierungen. So galt die
Transformation von Limonen zu
Carveol/Carvon und Perilla-Ver-
bindungen und von a- und -Pinen
zu Verbenol/Verbenon, Myrtenol/
Myrtenal und Fenchol/Fenchon
durch Pelletkulturen und Lyophili-
sate von Pleurotus sapidus lange als
Monooxygenasereaktion. Die Alko-
hol/Carbonyl-Paare entstehen je-
doch durch eine Dioxygenase und
dem anschlieenden Zerfall der ge-
bildeten Hydroperoxide. Interme-
diare Hydroperoxide wurden erst-
mals bei der Transformation von
(+)-Valencen zu a- und B-Nootka-
tol und Nootkaton mit HPLC-AP-
CI-MS und Mikrochemie, kombi-
niert mit GC-MS identifiziert (Ab-
bildung 4).'” In der Folge gelang
es, allylische Hydroperoxide auch
bei der Transformation von o-Pi-

19)

nen’” und Car-3-en’" nachzuwei-
sen.

Die in der Aromastoffanalytik
iblichen Methoden erkennen Hy-
droperoxide nicht, weil diese selbst
nach kalter Injektion auf der GC-
Kapillare zerfallen; sie entziehen
sich auch den klassischen UV/Vis-
Detektoren der LC.

Die Transformation von Myrcen
durch  Dioxygenase  verknupft
Grundlagen- mit angewandter For-
schung. Das primir gebildete
1,4-Endoperoxid zerfallt zu einem
cyclisierbaren Hydroxyaldehyd, es
folgt die Aromatisierung des Halb-
acetal zu Perillen, einem geruchs-
aktivem Monoterpenether. Der
Nachweis samtlicher markierter In-
termediate aus Trideutero-Myrcen
hat nicht nur einen moglichen Bil-
dungsweg in der Perilla-Pflanze ge-
zeigt, sondern auch ein Verfahren
zur biotechnischen Gewinnung, >

Perillen ist das fluchtigste Pro-
dukt der Reaktion und kann in situ
durch Gas-Stripping aus dem Biore-
aktor ausgetrieben werden, wo-
durch sich das Bildungsgleichge-
wicht kontinuierlich zum Produkt
verschiebt. Das  Myrcen-Isomer
B-(E)-Ocimen setzt sich zu Rosen-
furan um, einer Schliisselkompo-
nente des Rosendufts. Mit der funk-
tionellen Expression der pilzlichen

2 steht nun

Dioxygenase in E. coli
ein Biokatalysator zur Verfiigung,
der lipophile Substrate effizient per-
oxidiert. Diese Biotransformation
hat das Interesse der Industrie ge-
weckt und ist inzwischen patentiert.

Tatsachlich ist die Dioxygenase

eine Typ-1-Lipoxygenase, wie Se-

quenzaligments und Substratassays
gezeigt haben.”¥ Am aktiven Zen-
trum sitzt ein stereodeterminieren-
der Alanylrest, der bei der Transfor-
mation von Linolsaure zu (13S)-
Hydroperoxy-(9Z,11E)-octadeca-
diensaure fithren sollte. Chirale
HPLC ergab einen ee von 94 % zu-
gunsten der (13S)-Form.

Zu den erstaunlichen Leistungen
von Pilzzellkulturen zihlt die kalte
Bildung von vermeintlich thermi-
schen Aromen, also Rost-, Brat- und
Backaromen, wie Pyrazinen, Fura-
nonen und Pyranonen. Wird Mycel
von Laetiporus sulphureus (Gemei-
ner  Schwefelporling, ,chicken
mushroom®) auf proteinreichen
Medien kultiviert, bildet es Peptida-
sen und in der Folge potente hetero-
cyclische Aromastoffe, darunter das
nach  Fleischbrithe  riechende
Sotolon (3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2-
[5H]-furanon). Precursor ist ver-
mutlich Isoleucin, denn Spurenkon-
zentrationen von (2S, 3R, 4)-Hydro-
xyisoleucin sind mit HPLC-FD und
LC-SIM-MS/MS  gemessen  wor-
den.”® Nicht nur der Aromastoff,
sondern auch das Intermediat 4-Hy-
droxyisoleucin ist von Interesse: Es
stimuliert die Insulinsekretion des
Menschen; als Extrakt aus Bocks-
hornklee (einer Currykomponente)
wird es zu hohen Preisen als Anabo-
likum gehandelt.

C,3-norisoprenoide Aromen wie
B-lTonon und B-Damascenon sind
Zielverbindungen der Aromabio-
technologie, denn ihre Geruchs-
schwellen liegen mit teilweise < 0,01
ppm extrem niedrig. Pflanzen bilden
diese Cy5-Norisoprenoide durch den
enzymatischen Abbau tetraterpenoi-
der Carotinoide, wobei die pflanzli-
chen Enzyme (carotenoid cleavage
oxygenases, CCO) die jeweiligen
Precursoren spezifisch an der
C(9,10)- oder C(910%)-Doppelbin-
dung des Polyengertsts spalten.

Aufgrund ihrer geringen Stabili-
tat eigneten sich die pflanzlichen
Enzyme bislang allerdings nicht fur
technische Prozesse. Extrazellulare
Enzyme aus Basidiomyceten sind
hingegen stabiler und bauen Caroti-
noide effizient oxidativ ab. In einem
Screening auf mit B-Carotin supple-
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mentierten Agarplatten bildete sich
um das Myzel des Knoblauch-
schwindlings Mycetinis scorodonius
ein Bleichungshof. Das dafur ver-
antwortliche Enzym, MsP1, wurde
aus Submerskulturen des Pilzes ge-
reinigt und kloniert.”® Anhand von
Sequenzvergleichen und der Ront-
genstrukturanalyse wurde MsP1 als
Peroxidase vom DyP-Typ (dye deco-
lorizing peroxidase) identifiziert.
Das native Ham-Enzym liegt im
Kulturiiberstand als Homodimer
mit einer Molmasse von zirka
130 kDa vor. Das Enzym ist hoch
glykosidiert; 24% der Molmasse
entfallen auf den Kohlenhydratan-
teil. Anders als pflanzliche CCOs er-
wies sich MsP1 als aufSergewohn-
lich prozessstabil. Erst oberhalb von
8000 bar und 60°C entfaltete sich
die Perxoidase und wurde inaktiv,
wie druck- und temperaturabhangi-
ge FTIR-Untersuchungen und pho-
tometrische Assays zeigten.””

Nach heterologer Expression in
Aspergillus niger baute MsP1 zahl-
reiche Carotine und Xanthophylle
bevorzugt zu den korrespondieren-
den C;3-Norisoprenoiden ab; als
Hauptprodukt der oxidativen Spal-
tung von B-Carotin entstand B-Io-
non (Abbildung 5).29

Mikrobielle Produktion von
terpenoiden Aromastoffen

¢ Fur die mikrobielle Produktion
von Terpenen gibt es grundsatzlich
zwei Strategien:
 Biokatalyse, ausgehend von na-
tarlichen und kostengtinstigen
Terpenvorstufen;
e De-novo-Biosynthese.
Das wichtigste Reaktionsprinzip
der ersten Strategie ist die bereits
angesprochene mikrobielle Oxy-
funktionalisierung von Terpenkoh-
lenwasserstoffen. Ein Beispiel ist
die Biokonversion von (+)-Limo-
nen zu (+)-Perillasiaure.>” Perilla-
saure ist aufgrund ihrer antimikro-
biellen Wirkung ein Kandidat fur
die natiirliche Konservierung kos-
metischer Produkte.
Die Reaktion verwendet einen
losungsmitteltoleranten Pseudomo-
nas-putida-Stamm und nutzt dabei
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Abb. 5. GC-MS-Chromatogramm der MsP1-katalysierten Umsetzung von [3-Carotin zu Nor-

isoprenoiden; (1) -Cyclocitral, (2) -lonon. IS = interner Standard a-lonon.
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Abb. 6. Biokonversion von Limonen zu Perillasciure tiber die Intermediate Perillaalkohol und
Perillaaldehyd mit Pseudomonas putida DSM 12264 (a).>”Ein rekombinanter P-putida-

Stamm wandelt dagegen Limonen vorzugsweise in Perillaalkohol um (b).>°

eine naturliche Stoffwechseleigen-
schaft dieses Bakteriums (drei En-
zymschritte) (Abbildung 6, Reakti-
onsweg a). Der Stamm erlaubt die
direkte Zugabe erhohter Mengen
des Edukts Limonen, das fur kon-
ventionelle Mikroorganismen to-
xisch ist, in das Fermentationsme-
dium (Abbildung 7). Dies wirkt der
Substratlimitierung, dem Problem
bei  Terpen-Biotransformationen,
effizient entgegen. Ein Anionen-
austauscher entfernt die Monoter-
pensaure selektiv aus dem Biopro-
zess. Dies verhindert die Inhibie-
rung durch das akkumulierende
Produkt. Ein Fed-batch-Verfahren
mit In-situ-Produktentfernung er-
reicht Produktkonzentrationen von
bis zu 30 g-L™" in sechs Tagen.

Ein dhnlicher Ansatz liefert Pe-
rillaalkohol, einen potenziellen An-
tikrebswirkstoff (Abbildung 6, Re-
aktionsweg b). Hierzu wurde das
Enzym CYP153A6 aus Mycobacte-
rium sp., das die gewtnschte Reak-
tion von (-)-Limonen zu (-)-Peril-

Abb. 7. Biokonversion von Limonen zu Peril-

lasciure im Laborreaktor. Der Mikroorganis-
mus toleriert erh6hte Volumenanteile ober-
halb der Léslichkeitsgrenze des Terpens, so-
dass sich beim Riihren im Bioreaktor eine

milchig-triibe Emulsion bildet.
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Abb. 8. Stereospezifische Oxyfunktionalisierung von (+)-Linalool mit Corynespora cassiicola

DSM 62475 zu furanoiden und pyranoiden Linalooloxiden als den jeweiligen Hauptprodukten.?
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Abb. 9. De-novo-Synthesen von Terpenen in gentechnisch optimierten Mikroorganismen
zeichnen sich durch einen erhéhten metabolischen Fluss in die gewiinschten Terpenvorstu-
fen Farnesyldiphosphat (FPP) oder Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) aus (a). Ein Beispiel
fiir solche mikrobielle Fabriken ist die Herstellung von Amorpha-4,11-dien, einer Vorstufe
des Antimalaria-Wirkstoffs Artemisinin. Durch Einbringen der entsprechenden pflanzlichen
Sesquiterpensynthase (b) in einen FPP-iiberproduzierenden Biickerhefestamm?® gelingt es,
die Substanz effizent zu produzieren. Durch die pflanzlichen Gene fiir Sesqui- und Diterpen-
synthasen (c,d1,d2) entstehen a-Santalen und Sclareol, sie sind Vorstufen der wichtigen

Aromastoffe a-Santalol und Ambrox.?

laalkohol katalysiert, in Pseudomo- nahmen verbessern Prozesse deut-

nas putida iberexprimiert. Das Ver-
fahren mit extraktiver In-situ-Pro-
duktentfernung erreicht Produkt-
konzentrationen von 4,3 gL in
24 Stunden.>”

Die Erfolge lassen erwarten, dass
ahnliche Bioprozesse auf Basis sol-
venttoleranter Bakterien, die spezifi-
sche Oxygenasen oder ganze Enzym-
kaskaden uberexprimieren, kunftig
dazu dienen, Terpene zu Aromastof-
fen zu funktionalisieren. Aber auch
einfache verfahrenstechnische Maf3-

lich, wie kurzlich die stereospezifi-
sche Oxyfunktionalisierung des Mo-
noterpenalkohols  (+)-Linalool zu
den lavendelartigen furanoiden und
pyranoiden Linalooloxiden mit dem
Pilz Corynespora cassiicola zeigte
(Abbildung 8).*”  Adsorberpartikel
im Bioreaktor, die in situ das Edukt
einbrachten und das Produkt ent-
fernten, fithrten zu einer Produkt-
konzentration von 4,6 gL'

Als Pionierarbeit fur Strategie 2,
die De-novo-Biosynthese, gilt ein

biotechnisches  Herstellverfahren
fur Artemisinin, einem Wirkstoff
gegen Malaria. Schlusselintermedi-
at dieser Synthese ist das Sesquiter-
pen Amorpha-4,11-dien, das in-
ziwschen in Konzentrationen von
tiber 40 gL' fermentativ aus Zu-
cker entsteht (Abbildung 9).3%
Zum Einsatz kommt ein Backerhe-
fe-Stamm  (Saccharomyces cerevi-
siae), in dem alle acht Gene des
wirtseigenen  MVA-Weges vom
Acetyl-Coenzym A bis zum Farne-
syldiphosphat (FPP) und das Gen
far die Sesquiterpensynthase, die
Armorphadiensynthase (ADS) aus
Artemisia annua, dem einjahrigen
Beifufl, tuberexprimiert wurden.
Gleichzeitig wurde die mit der ADS
um das FPP konkurrierende hefe-
eigene Ergosterolsynthese herabge-
regelt. Die wichtigste verfahrens-
technische Optimierung brachte
ein Fed-batch-Protokoll, das in der
Produktionsphase von Glucose auf
Ethanol als einzige C-Quelle um-
stellt. Durch 10 % (v/v) Methyloleat
wird das hydrophobe und fliichtige
Produkt extraktiv gefangen. Die
Ausbeute erreicht etwa 18% Cmol,
bezogen auf den verbrauchten Zu-
cker. Dies ist ein beachtlicher Wert,
da sich das Produkt nicht vom Zen-
tralstoffwechsel der Hefe ableitet.

Erste dhnliche Ansitze fur Aro-
mastoffe wurden kurzlich publi-
ziert: Das Sesquiterpen a-Santalen
ist die Vorstufe von a-Santalol, ei-
ner der Hauptkomponenten des
teuren ostindischen Sandelholzols.
a-Santalen ist nun erstmals in Kon-
zentrationen von annahernd 100
mg-L™" ausgehend von Glucose zu
gewinnen (Abbildung 9).*? Ent-
scheidend war das Einbringen ei-
ner pflanzlichen Santalensynthase
in einen FPP-tuiberproduzierenden
S.-cerevisiae-Stamm.

Solche mikrobiellen Fabriken
sind fur die Aromaindustrie ideale
Plattformen, um Terpene ausgehend
von heimischen nachwachsenden
Rohstoffen im Fermenter herzustel-
len. Jungstes Beispiel ist die Synthe-
se des Diterpens Sclareol in einem
gentechnisch optimierten Escheri-
chia-coli-Stamm  (Abbildung 9).*¥
Sclareol ist ein im Muskatellersalbei
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(Salvia sclarea) naturlich vorkom-
mender Diterpenalkohol, den die
Parfiimindustrie als Ausgangsmate-
rial fur die Synthese von Ambergris-
Riechstoffen wie Ambrox verwen-
det. Durch Konstruktion eines syn-
thetischen MVA-Weges wurde die
E.-coli-eigene  Terpen-Biosynthese
verstarkt und bis zum Geranylgera-
nyl-Diphosphat (GGPP) weiterge-
fuhrt. Nach Klonierung der beiden
pflanzlichen Gene, die fur die Scla-
reolsynthese aus GGPP verantwort-
lich sind, wurden sie in den E.-coli-
Stamm eingebracht und tberexpri-
miert. Mit Hochzelldichte-Fermen-
tation und einer organischen Ex-
traktionsphase erreichte die Pro-
duktkonzentration nach 3,5 Tagen
zirka 1,5 g-L™!, den hochsten bisher
publizierten Wert fiir ein heterolo-
ges Diterpen in einem mikrobiellen
Wirtsorganismus.
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