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)i 1 Einleitung

1 Einleitung

,Grun ist eine kihle Farbe. Typisch fur grine Maschinen ist, dal} sie die hohen
Temperaturen grauer Maschinen und ihrer Kraftwerke nicht ndtig haben,
abgesehen davon, dal sie die 5.500 Grad Celsius heilde Oberflache der Sonne
als hochkaratigen Energielieferanten nutzen. [...] Die Farbe muf3te man nicht
allzu wortlich nehmen. Der Physiker Freeman Dyson druckte es so aus:
»Fabriken sind grau, Garten sind grun. Physik ist grau, Biologie ist grun.
Plutonium ist grau, Pferdeéapfel sind griin ...«"'

Erkenntnisse der Grundlagenforschung aus Forschungszweigen wie der
Bioinformatik, Verfahrenstechnik, Biochemie, protein engineering und Genetik
fuhren vermehrt zu neuen Produkten, die okonomische und Okologische
Mehrwerte schaffen. Die Biowissenschaften, die sich in den letzten Jahrzehnten
mehr und mehr von beobachtenden und beschreibenden Wissenschaften hin
zu einer synthetischen, interdisziplinaren Wissenschaft bewegt haben, sind
inzwischen, neben Bereichen der Ingenieurwissenschaften, Grundlage fur eine
Industrie, die Biotechnologie genannt wird und in mehrere Teilbereiche
aufgeteilt ist:

Die Weille Biotechnologie — auch Industrielle Biotechnologie genannt —
verwendet beispielsweise nach Definition der europaischen
Industrievereinigung EuropaBio die Werkzeuge der Natur in der industriellen
Produktion?. Im Jahr 2006 wurden mit Verfahren, auf die diese Definition zutrifft,
etwa 5% aller chemischen Erzeugnisse hergestellt (AnTrRanikian und HEIDEN,
2006). Bis 2010 ist mit einem Anstieg auf 10 - 20 % zu rechnen?®, was einen
Umsatz von 300 Mrd. Euro entspricht. Neben der Produktion von Biomasse zur
Substitution fossiler Energietrager werden Antibiotika, Hormone, Vitamine,
Aminosauren und weitere Biomolekille, die Uber eine chemische Synthese
aufgrund ihrer chiralen Information nur schwer zuganglich sind, inzwischen im
Kilotonnenmal3stab mit den Methoden der WeilRen Biotechnologie produziert

(Heioen, 2006). Biokatalysatoren finden in Form von Waschmittelenzymen sowie

1 Nigel Calder (1989): Der Zukunft eine Chance: die Biotechnologische Herausforderung [Aus
dem Engl. Ubers. von Norber W6lf], Ullstein, Berlin

2 http://www.europabio.org/Industrial_biotech/; Abruf der Seite 18.02.2009

3 Nach einer Erhebung von McKinsey & Company, 2006, Riese lecture on world congress in
industrial biotechnology and bioprocessing; www.mckinsey.com
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Enzymen fur die Textil- und Papierindustrie breite Anwendung (Maurer, 2006).
Auch in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie finden neben klassischen
biotechnologischen Verfahren, wie der Wein- oder Kaseherstellung vermehrt
moderne biotechnologische Verfahren Verwendung.

Eine Herausforderung der nachsten Jahre fur Forschung und Technik wird die
Identifizierung und Etablierung neuer Biokatalysatoren sein, die den
Ansprichen an Diversitat und Verflgbarkeit fir industrielle Anwendungen
genugen.

Diese Arbeit befasst sich mit der biotechnologischen Erschliefung von Farb-
und Aromastoffquellen fir die Lebensmittel- und Kosmetikindustrie. Hierzu
sollten Enzyme aus dem Speisepilz Pleurotus sapidus identifiziert, isoliert,
molekularbiologisch charakterisiert und Uber gentechnische Methoden in hohen
Konzentrationen bereitgestellt werden. Uber natirliche Vorstufen sollten
schliel3lich terpenoide Farb- und Aromastoffe mittels biokatalytischer Verfahren

dargestellt werden.

1.1 Terpene und Terpenoide: Vorkommen, Gewinnung, Verwendung

In der Literatur finden sich mehr als 40.000 Strukturen, die zu den Terpenen
[(CsHs)s] und Terpenoiden* zu zahlen sind (Fuemann und Abam, 1997). Sowohl im
Tierreich, speziell in der Klasse Insecta, vor allem aber im Pflanzenreich
kommen Terpene und Terpenoide vor. Auch aus einigen Prokaryoten konnten
terpenoide Strukturen isoliert werden (Ourisson et al., 1987). Die biologische
Wirkungsweise ist allerdings nur fur einen Teil dieser Substanzen beschrieben.
Neben Hormonen und Pheromonen sind auch Terpene und Terpenoide
beschrieben, die ihrem Produzenten als Infektions- und Fral3schutz dienen
(Breirmaier, 2005). Terpenoide sind zudem oft Schlisselaromastoffe pflanzlicher
atherischer Ole (OHLoFF, 1994).

Das Kohlenstoffgertst der Terpene lalt sich durch Verkntpfung von Isopren-
Einheiten (Cs) aufbauen. Terpene werden anhand der Anzahl der
Isopreneinheiten klassifiziert: Terpene, die durch Dimerisierung von Isopren

uber Geranylpyrophosphat entstehen, werden nach dieser Nomenklatur als

4 \on Terpenen abgeleitete Alkohole, Aldehyde, Ketone und Ester sowie von Terpenen
abstammende schwefel- und halogenhaltige Verbindungen, nicht jedoch von Terpenen
abgeleitete Sickstoffverbindungen.



3 1 Einleitung

Monoterpene (Ci,) bezeichnet. Sesquiterpene (Cis) sind aus drei, Diterpene
(Ca0) aus vier, Triterpene (Cso) aus sechs und Tetraterpene (C4) aus acht
Isopreneinheiten aufgebaut. Als Polyterpene werden Isoprenoide bezeichnet,
die aus mehr als acht Isopreneinheiten aufgebaut sind.

Die Biosynthese der Terpene verlauft nicht direkt Uber Isopren. Vielmehr
werden  Isopentenyl-pyrophosphat  beziehungsweise  (3,3-Dimethylallyl)-
diphosphat im Cytosol Uuber den Acetat/(R)-Mevalonat-Weg und in
Pflanzenorganellen Uber den so genannten Desoxyxylulosephosphatweg
gebildet (Lynen, 1967; Ronmer, 1999). Durch Kondensation von Isopentenyl-
pyrophosphat und (3,3-Dimethylallyl)diphosphat entsteht Geranylpyrophosphat.
Weitere Kondesations-, Cyclisierungs-, Substitutions- und Oxidationsreaktionen
ermoglichen die enorme Diversitat dieser Verbindungsklasse.

Terpene werden hauptsachlich aus pflanzlichem Material gewonnen. Hierbei
kommen neben einer groflen Anzahl verschiedener Pflanzenarten wie z.B.
Nadelholzer, Cirtusfriichte, Koreander, Lavendel, Nelken, Rosen und Veilchen
auch verschiedene Pflanzenorgane als Quelle in Frage. Die Terpene und
Terpenoide werden durch Anritzen der Pflanzen, durch
Wasserdampfdestillation oder durch Extraktion gewonnen (Bremmaier, 2005).
Diese als atherische Ole bekannten Extrakte oder Destillate, bei denen es sich
zum uberwiegenden Teil um komplexe Substanzmischungen handelt, dienen
als natlrliche Rohstoffe fur Produkte der Lebensmittel-, Kosmetik- und
Pharmaindustrie. Abfall- und Nebenstrome der holzverarbeitenden und der
Lebensmittelindustrie stellen zusatzlich eine Quelle fir Terpene dar. So werden
beispielsweise a- und B-Pinen aus Kiefernrohharz gewonnen, welches einen
Abfallstoff der Zellstoffindustrie darstellt. Aus dieser Quelle kbnnen pro Jahr
etwa 160 Kilotonnen a-Pinen sowie 26 Kilotonnen B-Pinen gewonnen werden
(OnLorr, 1994). Diese werden hauptsachlich als Lésungsmittel in der Farben-
und Lackindustrie eingesetzt, lediglich 25% dienen als Ausgangsmaterial fur die
chemische Riechstoffsynthese (OwnLorr, 1994). (+)-Valencen fallt in grofden
Mengen bei der Orangensaftproduktion in Form von Orangenschalendl an. (+)-
Valencen kann unter anderem durch Oxidation mit Chromaten in (+)-Nootkaton,
einen typischen Geruchstrager des Grapefruitaromas, Uberfuhrt werden (Cane
et al., 1990) (siehe Kapitel 1.5.2).
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Carotinoide, Tetraterpene, die Uberwiegend durch chemische Synthese oder
durch Extraktion pflanzlichen Materials gewonnen werden, finden als lipophile
Farbstoffe breite Anwendung. Sie werden als Farbtrager in Nahrungsmitteln,
Futtermitteln und Kosmetika eingesetzt. Oxyfunktionalisierte Carotinoide
werden als Xantophylle bezeichnet. Neben farbgebenden Eigenschaften weisen
diese antioxidatives Potenzial auf (Perez-GALvez und MiNcuez-Mosauera, 2002;
HicasHi-Okal et al., 2001).

Neben dem Einsatz von Terpenen und Terpenoiden als Farb- oder
Aromastoffe finden diese auch bei der Herstellung von pflanzlichen
Arzneimitteln — so genannten Phytopharmaka - sowie in Insektiziden
Verwendung. Medizinische Preparate nutzen meist die antimikrobiellen
beziehungsweise antineoplastischen Eigenschaften einiger Terpenoide (Sikkema
et al.,, 1995; CroweLt, 1999). Als Vitamin-A-Vorstufen finden Carotinoide in
pharmazeutischen Produkten Anwendung. Sie werden auch aufgrund ihrer
antioxidativen Wirkung beispielsweise in der Therapie von kardiovaskularen
und einigen Krebserkrankungen eingesetzt (Ntanios und DucHateau, 2002; Okito
et al., 2002). In Insektiziden wird die Pheromonwirkung einiger Monoterpenoide
auf Insekten ausgenutzt, indem diese in entsprechenden Fallen dargeboten
werden (ZHu et al., 2003).

1.2 Transformation von Terpenen: Biotechnologische Ansatze

1.2.1 Aroma- und Duftstoffe

Industriell hergestellte Aroma- und Duftstoffe hatten im Jahr 2007 ein
Marktvolumen von 20 Mrd. US-$°. Aroma- und Duftstoffe, die zu den
verschiedensten chemischen Verbindungsklassen gehdéren, werden durch
Extraktion oder mittels chemischer oder biokatalytischer Synthese hergestelit.
Wurden Aromastoffe zunachst ausschlielBlich Uber Extraktion gewonnen,
wurden erste Vertreter, wie Coumarin (1868) und Vanillin (1874) bereits im 19.
Jahrhundert erfolgreich chemisch synthetisiert (Bauer et al., 2002).

Der Einsatz biokatalytischer Verfahren zur Synthese von Aroma- und

Duftstoffen hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Neben dem Vorteil der

5 http://www.leffingwell.com/top_10.htm; Abruf der Seite 18.03.2009
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Chemo-, Regio- und Enantioselektivitat enzymatischer Umsetzungen, wird
dieser Trend durch die seit den achtziger Jahren steigende Nachfrage nach
naturlichen Geschmacks- und Duftstoffen von Seiten des Verbrauchers
unterstutzt (ScHreier, 1997).

Zur Kennzeichnung von Aromen®, die fiir den Endverbraucher bestimmt sind,
durfen Worter wie ,naturlich oder gleichsinnige Angaben nur verwendet
werden, wenn die aromatisierenden Bestandteile des Aromas ausschliel3lich
aus naturlichen Aromastoffen oder Aromaextrakten bestehen. Aromen kdnnen
als naturlich vertrieben werden, wenn sie auf folgende Weise gewonnen
werden: Sie konnen entweder aus Pflanzenmaterial extrahiert werden, sie
kénnen biotechnologisch mit Hilfe von Mikroorganismen (de novo Synthese)
produziert werden (EnceL et al., 1989) oder uber Biokonversion von naturlichen
Ausgangsstoffen produziert werden (WEeLsH et al., 1989). Die Entwicklung neuer
biotechnologischer Verfahren zur Produktion von Aromastoffen ist also nicht nur
von wissenschaftlichem, sondern auch von groliem wirtschaftlichen Interesse
(Berger, 1995). Zusatzlich kann die erfolgreiche Etablierung biokatalytischer
Verfahren bei der Aroma- und Duftstoffsynthese zu einer Reduktion der
Prozesskosten fluhren. Ein von der BASF entwickeltes biotechnologisches
Verfahren zur Produktion von y- Decalacton, der aromagebenden Komponente
von Pfirsich, bei dem unter Verwendung von Ricinolsaure als Substrat mittels
Candida spp. eine Produktkonzentration von 10 g I erreicht werden konnte,
fuhrte beispielsweise innerhalb weniger Jahre zu einer Verringerung des y-
Decalacton-Preises um den Faktor 30 (Schwas und ScHreier, 2002). Neben
Fruchtestern, die revershydrolytisch durch den Einsatz von Lipasen in
organischen Losungsmitteln hergestellt werden (Doroick, 1989; Faser, 2000)
und Oligopeptiden, die durch Hydrolyse von Proteinen durch Proteasen
gewonnen werden (MaeHasHi et al. 1999), stellen Terpene und Terpenoide eine
weitere wichtige Klasse der Aroma- und Duftstoffe dar’. So werden
insbesondere Terpenoide in Kosmetika, Nahrungsmitteln, Haushaltsartikeln und
Pharmaka verwendet (ScHraper und Bercer, 2001). Natlrliche Ressourcen

kommen als Quelle meist nicht in Frage, da eine Reinigung der gewinschten

6 Siehe EU-Aromenrichtlinie 88/388 EWG vom 22. Juni 1988 sowie Aromenverordnung vom
22.12.1981 (zuletzt gedndert am 30.09.2008)

7 Einen Uberblick iber fermentative und enzymtechnologische Verfahren zur Darstellung von
Duft- und Aromastoffen liefern Serra et al. (2005) sowie Lonco und SanromAN (2006) in
aktuellen Ubersichtsartikeln.
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Substanzen aus atherischer Olen, in der Regel komplexe Substanzmischungen,
nur in den wenigsten Fallen wirtschaftlich ist. Der Grolteil der Terpenoide wird
daher chemisch aus leichter zuganglichen Terpenen, wie den Pinenen und (+)-
Valencen, synthetisiert (siehe Kapitel 1.1). Biotechnologische Anwendungen zur
Produktion terpenoider Aromastoffe gewinnen aufgrund der genannten

O0konomischen und ékologischen Vorteile zunehmend an Bedeutung.

Aufgrund der Tatsache, dass Terpenoide meist intensivere
Aromaeigenschaften aufweisen als reine Kohlenwasserstoffe, kommt
Oxidoreduktasen, neben Hydrolasen, Hydratasen und Racemasen eine
besondere Bedeutung unter den terpentransformierenden Enzymen zu. So
konnen  beispielsweise = Monooxygenasen zur  Epoxidierung  sowie
Hydroxylierung von Terpenen eingesetzt werden oder Alkoholdehydrogenasen
zur spezifischen Oxidation von Alkoholgruppen dienen (van per WEerr et al.,
1997). Auch Peroxidasen werden zur Oxyfunktionalisierung von Terpenen
verwendet (ScHeBNER et al., 2008).

Die meisten aromaaktiven Terpenoide, die fermentativ dargestellt werden
konnen, werden durch filamentose Pilze produziert (LomascoLo et al., 1999 ;
Vanbamme, 2003), was eine ErschlieBung des biokatalytischen Potenzials dieser
Pizklasse zur Terpentransformation aussichtsreich erscheinen lasst (siehe
Kapitel 1.3).

1.2.2 Lipophile Farbstoffe

Die lebensmittelrechtlichen Bestimmungen flr Lebensmittelfarbstoffe weisen
im Gegensatz zu denen fur Aromastoffe keine Unterscheidung von naturlichen,
naturidentischen und kunstlichen Farbstoffen auf. In der ,Verordnung Uber die
Zulassung von Zusatzstoffen zu Lebensmitteln zu technologischen Zwecken®
vom 29.01.19988 sind unter Anlage 1 zu § 3 Abs. 1 und § 7 die Zusatzstoffe
aufgelistet, die zum Farben von Lebensmitteln oder zum Erzielen von
Farbeffekten bei Lebensmitteln zugelassen sind. Die Art der Gewinnung dieser
Lebensmittelfarbstoffe ist hierbei zumindest rechtlich unerheblich. So kénnen

diese Uber chemische Synthese gewonnen werden. Sie weisen in der Regel

8 zuletzt gedndert am 30.09.2008



7 1 Einleitung

einen hoheren Reinheitsgrad gegenuber per Extraktion gewonnenen
Farbstoffen auf. Letztere beinhalten zum Teil stark variierende Gehalte an
Begleitsubstanzen. Fir viele als Zusatzstoffe zugelassene Farbstoffe sind
jedoch beide Strategien wirtschaftlich.

So wird beispielsweise der wichtigste fettlosliche Lebensmittelfarbstoff, (-
Carotin, sowohl grof3technisch durch chemische Synthese dargestellt (PommeR,
1977) als auch aus Carotin-reichen Pflanzenteilen als Rohcarotin durch
Extraktion gewonnen. Durch chromatographische Reinigung konnen aus
Rohcarotin B-Carotin-Reinpraparate erhalten werden. Als weitere a- und -
Carotinquelle eignen sich speziell gezlichtete Kulturen der Grinalge Dunaliella
salina (SpoLAorE et al., 2006). Auch fermentative Verfahren zur Herstellung von
B-Carotin sind beschrieben, jedoch aufgrund geringer Raum-Zeit-Ausbeuten
nicht wirtschaftlich®.

Xanthophylle kénnen biotechnologisch durch Saccharomyces cerevisiae
hergestellt werden (Renvm et al., 1998). Zahlreiche prokaryotische und
eukaryotische B-Carotinhydroxylasen, die verschiedene
Oxyfunktionalisierungen von Carotin katalysieren, sind auf molekularer Ebene
beschrieben (MarTin et al., 2008). Die BASF lie3 sich einige
Carotinhydrolasesequenzen patentieren, die fur proteinbiotechnologische
Verfahren zur Herstellung von Xantophyllderivaten geeignet sind (Linoen und
SanomanN, 1999). Ein pflanzenbiotechnologischer Ansatz besteht in der
Optimierung von Biosynthesewegen zur Produktion spezieller Sauerstoff-
haltiger Carotinoide mittels ,Metabolic Engineering“ (GuiLiano et al., 2008).

Als typische pflanzliche Xanthophyllquellen sind Oleoresine von Trametes
erecta und Capsicum annuum zu nennen. Der Bedarf an Xanthophyllen aus
Pflanzenextrakten liegt im Kilotonnenmaldstab (BuckenHuskes, 1999). Da
Xanthophylle in den typischen pflanzlichen Rohstoffqellen annahernd
ausschlieflich in veresterter Form als Xanthophyllmono- und Xanthophylldiester
vorliegen, jedoch aufgrund einer besseren Bioverfugbarkeit bevorzugt freie
Xanthophylle als Farbstoffe verarbeitet werden, missen diese zunachst verseift
werden (Hencken, 1992). Dies geschieht traditionell durch alkalische Hydrolyse

bei 80 °C fur 24 h mit konzentrierter Kalilauge. Dieses Verfahren ist mit

9 Mit gentechnisch veranderten Pilzen der Gattung Phycomyces kénnen 25 mg S-Carotin pro
Gramm Biotrockenmasse produziert werden (Durossg, 2006).
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Produktverlusten von bis zu 40 %, Produktschadigungen sowie einem hohen
Energie- und Arbeitsschutzaufwand verbunden, weshalb auch hier
biotechnologische Prozessalternativen diskutiert werden. So lasst sich der
Hydrolyseschritt mit geeigneten Hydrolasen bewerkstelligen, welches die fur die
chemische Verseifung genannten Nachteile beseitigt (Zorn et al., 2003; Zorn et
al., 2005a).

1.3 Enzyme aus Basidiomyceten: Biochemisches Potenzial

Bei der Suche nach Biokatalysatoren, die zur industriellen Transformation von

Terpenen und Terpenoiden geeignet erscheinen, bieten sich Standerpilze als
Enzymquelle an. Sie sind sessil und aufgrund ihrer saprophytischen
beziehungsweise parasitischen Lebensweise oftmals optimal an terpenhaltige
Lebensrdume angepasst.

Die einzigartige Enzymausstattung der Sekretome von Basidiomyceten
befahigt diese zur Degradation von Lignin und anderen Biopolymeren. So
wurden Dbereits zahlreiche Oxidoreductasen, wie Ligninperoxidasen,
Manganperoxidasen, Versatile Peroxidasen, Alkoholdehydrogenasen und vor
allem Laccasen, sowie Hydrolasen, wie Lipasen, Carboxylesterasen und
Peptidasen aus dem Exoproteom von Basidiomyceten charakterisiert (Bouws et
al.,, 2008). Bioinformatorische Methoden lassen beispielsweise auf 1769
codierende Sequenzen fur Exoproteine innerhalb des 37,5 Mb umfassenden
Genom von Coprinopsis cineria schlieBen. Einige Basidiomyceten
synthetisieren eine grolle  Anzahl an medizinisch relevanten
Sekundarmetaboliten. Basidiomyceten produzieren ein breites Spektrum an
terpenoiden Aroma- und Duftstoffen (LomascoLo et al., 1999; Vanpbamme, 2003).
Die ldentifizierung und Charakterisierung extra- und intrazellularer Enzyme tragt
somit zur ErschlieBung dieses biochemischen Potenziales und somit zur
Entwicklung biotechnologischer Verfahren zur Veredelung terpenoider
Precusoren zu naturlichen Aroma- und Duftstoffen bei. Das enorme Potenzial

neuartiger Enzyme aus Basidiomyceten ist bisher nur wenig erforscht.
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1.4 ErschlieBung sequenzneuer Enzyme aus Basidiomyceten

Sowohl Screeningverfahren als auch Selektionsverfahren, beispielsweise
durch Mangelmedien eignen sich zur Erschlielung sequenzneuer Enzyme.

Durch sequenzbasierte, bioinformatorische Screeningverfahren, die durch
immer preiswerter werdende Sequenzierung ganzer Eukaryotengenome den
Zugang zu neuen Enzymaktivitdten Uber Sequenzhomologieanalyse suchen,
konnen eine Vielzahl neuer Enzyme mit interessanten Eigenschaften
identifiziert werden. Es folgt eine Charakterisierung der entsprechenden
Enzymaktivitat und Spezifitdt Gber die heterologe Expression der
entsprechenden Sequenz in einem geeigneten Wirtsorganismus. Eine
Bestatigung der Aktivitat-Sequenz-Kausalitat ist auch Uber Deletion des
entsprechenden Gens moglich. Verglichen mit der hohen Verfligbarkeit von
Genomsequenzen anderer eukaryotischer Klassen, wurden bisher nur wenige
Basidiomycetengenome veroffentlicht. Neben den bereits verdffentlichten
Genomsequenzen von Coprinopsis cineria, Cryptococcus neoformans,
Phanerochaete chrysosporium und Ustilago maydis wird an der Sequenzierung
und Annotierung 10 weiterer Basidiomycetengenome™ gearbeitet, darunter
Pleurotus ostreatus, einem nahen Verwandten von P. sapidus (GonzaLez et al.,
2000), welcher als Enzymquelle fur diese Arbeit herangezogen wurde. Bis dato
wurden eine Genomkarte, sowie die vollstindige mtDNA-Sequenz von P.
ostreatus publiziert (LArRrRAYA et al., 2000; WanG et al., 2008). Sequenzbasierte
Verfahren zur ErschlieBung des biokatalytischen Potenzials von P. sapidus
hinsichtlich der Terpenbiotransformation sind somit aufgrund der momentanen

Datenlage nur bedingt zielflihrend.

Uber aktivitdtsbasierte Screeningverfahren lassen sich hingegen, ausgehend
von der Identifizierung eines Organismus, der die gesuchte Aktivitat aufweist,
die entsprechenden Enzyme isolieren und charakterisieren. Uber PCR-
Sceeningmethoden, die mit abgeleiteten Primern von zuvor gewonnenen ESI-
MS/MS- und Edmann-Sequenzen durchgeflhrt werden, lassen sich schliel3lich
via Primerextension die gesuchten Gene aus einer cDNA-Bank heraus
amplifizieren. Auch dieser Ansatz fordert letztlich eine Charakterisierung der

entsprechenden Enzymaktivitat: beispielsweise uber die heterologe Expression

10 http://www.basidiomycetes.org/geno.htm Aufruf der Seite 25.01.2009
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der entsprechenden Sequenz und Charakterisierung des entsprechenden

rekombinanten Proteins.

1.4.1 Pleurotus sapidus: Enzymquelle fur die ,,WeilRe Biotechnologie*

Der Weillfaulepilz P. sapidus produziert eine Vielzahl an intra- und
extrazellularen Enzymen, die fur biotechnologische Prozesse herangezogen
werden konnen. So sekretiert er beispielsweise Hydrolasen, ligninolytische
Enzyme, Peroxidasen und Laccasen (Zorn et al., 2005b). Von einigen dieser
Exo-Enzyme sind cDNA Sequenzinformationen vorhanden (Linke et al., 2005a;
Zorn et al., 2005a). An intrazellularen Enzymen aus P. sapidus sind bis dato
lediglich einige Monooxygenasen sowie eine Dioxygenase auf molekularer
Ebene charakterisiert worden (Bouws, 2007; Fraatz, 2007). Dem gegenuber
stehen eine Reihe von Arbeiten zum Sekundarstoffwechsel dieses Pilzes, die
eine Vielzahl von zum Teil neuen terpenoiden Metaboliten beschreiben (OnkeN
und Bercer, 1999; Duetz et al., 2003; Kaspera et al., 2005a; Guo et al., 2007),
was ein breites bisher nicht erforschtes Arsenal an neuartigen Enzymen zur
Terpentransformation nahe legt.

Durch seine submerse Kultivierbarkeit in Medien mit verschiedensten
Kohlenstoffquellen (DaucuLis und Bone, 1977; AksayiN et al., 1998; Iramma et al.,
1999; PeLAez et al., 2008) bei guten Raum-Zeit-Ausbeuten an Biomasse, ist die
Produktion von Enzym-Rohextrakten wenig =zeit- und kostenintensiv.
Aufschlussmethoden zur Gewinnung intrazellularer Enzyme aus P. sapidus
Zellen sind beschrieben (Taskova et al., 2006). Auch Methoden zur Isolierung
extra- und intrazellularer Enzyme stehen zur Verflugung (Zorn et al., 20053a;
Linke et al., 2005b). Eine Herausforderung stellt die Identifizierung und
Strukturaufklarung weiterer - fur industrielle Verfahren und Produkte
interessanter - Sekundarmetabolite sowie die Aufklarung der entsprechenden
Biosynthesewege dar. Auf diesem Wissen aufbauend lassen sich
Aktivitatsassays zur Detektion entsprechender Enzyme entwickeln, die
schlielllich  zur Isolierung und Charakterisierung der gesuchten
Enzymaktivitaten fuhren. Diese Enzyme konnen anschlieRend far

biotechnologische Verfahren herangezogen werden.
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Ein enzymatisches Verfahren kann allerdings nur dann wirtschaftlich
uberzeugen, wenn es gelingt, entsprechende Enzyme in ausreichender
Konzentration und mit hinreichenden Aktivitdten zu gewinnen. Gentechnische
Methoden konnen - sofern Sequenzinformationen des korrespondierenden
Gens vorliegen - durch Expression des entsprechenden Proteins in einem
geeigneten Wirtsorganismus und Sequenzoptimierung mittels
Mutageneseverfahren dazu beitragen, ein enzymatisches Verfahren
wirtschaftlich attraktiver zu machen, vorausgesetzt, dieses ist mit den
Anspriuchen der Verbraucher vereinbar. Immer effizienter werdende
Expressionssysteme und eine zunehmende  Automatisierung von
Aktivitatsscreeningverfahren kénnen so die Produktion des gewlinschten
Biokatalysators in ausreichender Menge und Qualitat sicherstellen. Systeme zur
heterologen Expression von Esterasen aus Basidiomyceten sind bisher nicht

beschrieben.

1.5 Fragestellungen und Zielsetzungen

Mit dieser Arbeit sollten Enzyme aus dem Speisepilz Pleurotus sapidus
identifiziert, isoliert, molekularbiologisch charakterisiert und tber gentechnische
Methoden in hohen Konzentrationen bereitgestellt werden, die zur
biotechnologischen ErschlieBung von terpenoiden Farb- und Aromastoffen fur
die Lebensmittel- und Kosmetikindustrie geeignet sind. Die vorliegende Arbeit
befasst sich speziell mit der Biokonversion des Monoterpens -Myrcen und der
Biotransformation des Sesquiterpens Valencen durch Oxidoreduktasen zu den
aromaaktiven Verbindungen Perillen beziehungsweise (+)-Nootkaton sowie mit
der heterologen Expression einer Lipase zur Hydrolyse von Xanthophyllestern.
Die Fragestellungen und Zielsetzungen sowie ein kurzer Uberblick Gber Stand
von Forschung und Technik sind im Einzelnen in den folgenden Unterkapiteln

dargestellt:

11 Siehe beispielsweise biotechnologische Produktion von 7-Aminocephalosporansaure
(Hepen, 2006)
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1.5.1 Biokonversion des Monoterpens 3-Myrcen zum Perillen

Perillen [3-(4-Methyl-3-pentenyl)-furan] ist ein Furanoterpen, welches eine
cirtusartige, blumige Duftnote aufweist (OHLorr, 1994) und neben Rosenketon,
Rosenfuran, B-Damascon und B-Damascenon charakterbildend flr Rosendle ist
(Breirvaier, 2005). Es besteht ein betrachtliches wirtschaftliches Interesse,
diese Verbindung als natirlichen Aromastoff in Citrusaromen zu verwenden'.

Perillen kann Uber Wasserdampfextraktion aus Rosendl gewonnen werden,
was aber — aufgrund der aufwendigen Ernte von Rosenblutenkdpfen — dullerst
kostenintensiv ist". Die Erstisolierung und Identifizierung des Naturstoffes
Perillen gelang bereits zu Beginn des vergangenen Jahrhunderts durch Konpo
und YamacucHi (1919) aus dem etherischen Ol der aus dem asiatischen Raum
stammenden Heil- und Gewiirzpflanze Perilla citriodora. In etherischen Olen
zahlreicher weiterer Pflanzen konnte Perillen bisher nachgewiesen werden:
Auszugsweise seien neben Rosendl (KnabzHiEva et al., 1978) die etherischen
Ole der Gattungen Artemisia (Hu et al., 1985), Cannabis (Henoriks et al., 1978),
Lomatium (Baramian et al., 2004), Seseli (Baper et al., 2003), Tabacco (CHipba et
al., 2003) genannt. Die industrielle Gewinnung von Perillen aus etherischen
Olen dieser Pflanzen ist jedoch auf Grund der niedrigen Perillenkonzentrationen
unwirtschaftlich (Honoa et al., 1994).

Zahlreiche Synthesestrategien zur chemischen Darstellung von Perillen sind
beschrieben. So lasst sich Perillen beispielsweise Uber Paladium-katalysierte
Cycloisomerisierung von (Z)-2-en-4-yn-1-olen (GaerieLe und SaLerno, 1997)
sowie via reduktiver Cyclisierung von 1,1,1-Trichlorethylpropargyl (Barma et al.,
2002) darstellen. Auch eine Synthese, bei der S-Myrcen als Edukt Verwendung
findet, ist beschrieben (VeseLovsky et al.,, 1993). Diese Synthesestrategien
wurden allerdings nicht in technische Verfahren uUbersetzt, da chemische
Verfahren einer Klassifizierung des Produktes als naturlichen Aromastoff
entgegenstehen.

Perillen ist als Abwehrpheromon von Insekten bekannt. So konnten in Milben
(Acaridae) Furanoterpenoide wie Perillen und Rosenfuran nachgewiesen
werden (LeaL et al., 1989; Duseagek et al., 1998; Hiraoka et al., 2003). Auch in

12 Auskunft der Erich Ziegler GmbH (Aufsel3, Deutschland)

13 Zur Gewinnung von 1 kg Rosendl werden mehrere Tonnen Rosenblitenkdpfe bendtigt, die
zudem in den Morgenstunden geerntet werden muissen, um einen optimalen
Riechstoffgehalt im Ol zu erhalten (OnLorr und DemoLe, 1987).
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den Mandibulardrisen der Taillenwespen (Apocrita) Alloxysta pleuralis (HusNER
et al., 2002), Lasius fulginosus (BernarDi et al., 1967) und Tetramorium
angulinode (LoneHursT et al., 1979) wurde Perillen identifiziert. Insekten
kommen aber als Perillenquelle fur industrielle Zwecke nicht in Betracht.

Eine vielversprechende Alternative, Uber die Perillen als naturlicher Aromastoff
im ausreichenden MalRe zuganglich gemacht werden kann, bieten
biotechnologische = Ansatze (sieche Kapitel 1.3). Ein etabliertes
biotechnologisches Verfahren zur Perillenherstellung ist jedoch bis dato nicht
vorhanden.

Einen pflanzenbiotechnologischen Ansatz bietet Perilla frutescens. Der
Biosyntheseweg von Perillen in P. frutescens ist beschrieben (Yusa et al.,
1995). Jungst wurden entsprechende cDNA-Sequenzen aus P. citriodorea und
P. frutescens kloniert und aktiv in E. coli exprimiert (Ito und Honpa, 2006). Die
Autoren diskutieren die mdgliche Optimierung der Perillenkonzentration im
etherischen Ol von Perilla spp. Uber Metabolic Engineering.

In dem Basidiomyceten Phallus impudicus konnte Perillen vor 25 Jahren
isoliert und identifiziert werden (Kikuchi et al., 1984). Von Brauer (2004) wurde
biotechnologisch erzeugtes Perillen beschrieben, welches mit Hilfe von
submers kultivierten Pleuroten dargestellt werden konnte. B-Myrcen diente
hierbei als Substrat. Dieses Monoterpen ist im ausreichenden Malie
zuganglich™. Technisch wird B-Myrcen bereits zur chemischen Synthese von
Citronellal, Citronellol, Geraniol und anderen Aromastoffen verwendet. Auch zur
Synthese der fettldoslichen Vitamine A und E wird B-Myrcen eingesetzt
(EiseneranD, 2006). Die Verwendung von Basidiomycetenkulturen zur
Oxyfunktionalisierung von B-Myrcen wurde 1994 von Busmann und BERGER
beschrieben.

Die Biogenese von Perillen wurde in den letzten Jahren am Modellorganismus

Pleurotus ostreatus untersucht und weitgehend aufgeklart (siehe Abbildung 1).

14 Beispielsweise bildet es mit 63 % die Hauptkomponente das etherische Ol des Hopfens
(OHLoFF et al., 1994)
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Abbildung 1: Biosynthese von Perillen mit P. ostreatus (nach Haretta, 2006)

Uber Supplementierungsversuche konnten a-(Z)-Acaridiol, a,a-Acarilactol, a,B-

Acarilactol sowie 3,10-Epoxy-B-myrcen als  Zwischenstufen der

Perillenbiosynthese identifiziert werden (Krings et al., 2008a; Krings et al.,
2008b). Epoxydierte B-Myrcene und Terpenlactone konnten zudem identifiziert
und Seitenwegen zugeordnet werden. a-(Z)-Acaridiol wurde im Bioreaktor
nahezu quantitativ zu Perillen umgewandelt (Krines und Bercer, 2008c).
Limitierende enzymatische Schritte in der Perillensynthese konnten durch diese
Arbeiten auf die Stufe der Epoxydierung des 3-Myrcens sowie auf die Hydrolyse
des 3,10-Epoxy-B-Myrcens zum a-(Z)-Acaridiol eingegrenzt werden. Bisher sind
weder biochemische noch molekularbiologische Charakteristika der an der
Biogenese von Perillen beteiligten Enzyme bekannt.

Vorversuche mit lyophilisierter Biomasse von P. sapidus lieRen auf einen
weiteren Bildungsweg von Perillen Uber Myrcenendoperoxide schliel3en (siehe
Abbildung 2).



15 1 Einleitung

HO,

/O OH o)

AN N
—

Abbildung 2: Postulierte Perillen Bildung tiber Myrcenendoperoxide (nach Krings et al., 2008d)

Mit dieser Arbeit sollten die an der Biokonversion von B-Myrcen zu Perillen
beteiligten Metabolite identifiziert sowie entsprechende Enzyme isoliert und
charakterisiert werden. Hierzu wurden Lyophilisate verschiedener Pleurotus
Arten herangezogen, deren Perillenbildungsrate Uber Aktivitatsscreenings zu
bestimmen war. Zur Bestatigung oder Korrektur des fir P. ostreatus
postulierten Perillenbiogeneseweges sollten isotopenmarkierte Substrate zum
Einsatz kommen. Zusatzlich sollte durch Synthese und Supplementierung von
Myrcenendoperoxiden deren Bedeutung innerhalb des Biosyntheseweges
untersucht werden. Ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen sollten
Methoden zur Visualisierung entsprechender Enzymaktivitaten entwickelt
werden. Mit biochemischen und molekularbiologischen Arbeiten zur Isolierung
der entsprechenden Biokatalysatoren auf Protein- und DNA-Ebene sollte das

Projekt zum Abschluss geflhrt werden.

1.5.2 Biotransformation des Sesquiterpens Valencen

(+)-Nootkaton [4,4a-dimethyl-6-prop-1-en-2-yl-3,4,5,6,7,8-hexahydronaphtha-
len-2-on] ist ein Sesquiterpenoid, das einen bitteren Geschmack aufweist und
nach Grapefruit duftet. Es findet Verwendung als Riech- und Duftstoff in
Kosmetikartikeln und Arzneimitteln sowie als Aromastoff in Lebensmitteln. Auch
wird seine Wirkung als Repellent diskutiert (Mivazawa et al., 2000). (+)-
Nootkaton besitzt - gelost in Wasser - einen sehr niedrigen
Geruchsschwellenwert von 1 ug I'' (HarinG et al., 1972), ist jedoch trotz seiner
hohen Haftdauer fir viele Anwendungen zu teuer (KrarT et al., 2000).

Isoliert wurde Nootkaton erstmals aus Chamaecyparis nootkatensis (ERbTMAN

und Hirosge, 1962), einem Zypressengewachs, das in Nordamerika beheimatet
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ist. Auch in Grapefruit (Citrus paradisi) (MacLeop und Buices, 1964) und anderen
Zitrusfrichten (Sawamura und Kurivama, 1988; Orturo et al., 1995) kommt
Nootkaton vor. Der (+)-Nootkatongehalt in Grapefruitdl betragt ca. 0,5 %. Er ist
damit fur eine okonomische Isolierung aus dieser Quelle zu niedrig.

Die Darstellung von (+)-Nootkaton Uber die Oxidation von (+)-Valencen,
welches bei der Orangensaftproduktion in Form von Orangenschalendl anfallt,
ist in zahlreichen Publikationen und Patenten beschrieben. (+)-Nootkaton ist
uber chemische wie auch biochemische Verfahren aus diesem Substrat
zuganglich.

Die chemosynthetische Herstellung von (+)-Nootkaton erfolgt hierbei meist
durch Verwendung starker Oxidationsmitteln wie t-Butylchromat (Hunter und
Broepen, 1965), Natriumdichromat (Sharrer et al., 1975) oder t-Butylperacetat
(WiLson und SHaw, 1978). t-Butylhydroperoxid eignet sich als Oxidationsmittel
bei Verwendung eines immobilisierten Metallkomplex-Katalysators (SaLvabor
und Crark, 2002).

Durch Photooxygenierung von Valencen ist unter Verwendung geeigneter
Sensibilisatoren wie Bengalrosa die Darstellung von Nootkaton maoglich
(ScHuLTe-ELTE et al., 1970; OnLorr, 1971). Um eine vollstandige Umsetzung der
entstehenden Hydroperoxide zum Nootkaton zu erzielen, konnen diese mit
starken anorganischen Basen behandelt werden. Zur Peroxidspaltung eignen
sich auch Salze von Schwermetallen, beispielsweise Cu(l)-Salze (ScHuLTe-ELTE
et al., 1970). Des weiteren sind eine Vielzahl von Synthesestrategien
beschrieben, die von anderen Edukten als Valencen ausgehen (Pesaro et al.,
1968; Dastur, 1973; MarsHaLL und Rupen, 1971; Yanami et al., 1980; Toru et al.,
1982; MaJeTicH et al., 1985; Sauer et al., 2006).

Uber biotechnologische Ansétze kann (+)-Nootkaton als natirlicher Aromastoff
zuganglich gemacht werden (siehe Kapitel 1.3). Zahlreiche biokatalytische
Verfahren, die eine Darstellung von (+)-Nootkaton aus Valencen ermoglichen
sind beschrieben. Publiziert wurden Verfahren, bei denen prokaryotische oder
eukaryotische Ganzzellsysteme sowie isolierte (rekombinate) Enzyme
eingesetzt werden:

Beschrieben sind Biotransformationen mit Enterobacter- (DHavikArR und
AieroscHeIT, 1973) und Rhodococcus- Arten (Okuba et al., 1994), mit

Grlinalgenarten wie Chlorella (Furusawa et al., 2005) sowie zahlreiche
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biokatalytische Verfahren, bei denen Zellkulturen hohere Pflanzen wie
beispielsweise Grapefruit (Citrus paradisi) (DrawerT et al., 1984), weitere Citrus-
Arten (peL Rio, et al. 1991) sowie Zichorienwurzeln (Cichorium intybus) (pe
Kraker et al., 2003) eingesetzt werden. In einer aktuellen Arbeit von Sakamaki
et al. (2005) werden Pflanzenzellkulturen von Gynostemma pentaphyllum,
Caragana chamlagu und Hibiscus cannabinus verwendet. Durch
Submerskultivierung des Ascomyceten Chaetomium globosum sowie mit
lyophylisierten Pilzmyzel des Basidiomyceten P. sapidus konnte (+)-Nootkaton
biotechnologisch durch hohere Pilze dargestellt werden (Kasrera et al., 2005b;
KaspPera, 2004).

Arbeiten mit isolierten Enzymen beschreiben Laccasen (Huanc et al., 2001),
P450cam- Enzyme (Sowpen et al., 2005), Lipoxygenasen (MuLLer et al., 1998)
und Ligninperoxidase (WiLLersHauseN und Grar, 1991), die zur spezifischen
Oxidation von Valencen genutzt werden kénnen.

Die meisten bisher beschriebenen Verfahren liefern sehr niedrige molare
Ausbeuten oder bendétigten sehr lange Transformationszeiten™, weshalb es
bislang nicht gelungen ist, ein biotechnologisches Verfahren zur
Nootkatonproduktion im industriellen MalRstab zu etablieren. Pressemitteilungen
der jungen Biotechnologieunternehmen Allylix und IsoBionics ist zu entnehmen,
dass diese die Bereitstellung von Nootkaton mittels rekombinanter
Mikroorganismen planen (Fritz, 2008; www.isobionics.com/pagina11.htmi'®).

Im Vergleich zu allen bislang bekannten biotechnischen Produktionssystemen
werden mit Lyophilisaten von P. sapidus bei molaren Umsatzraten von bis zu
45 % die hochsten Raum-Zeitausbeuten an Nootkaton erzielt (Fraatz, 2007).
Neben Nootkaton werden bei dieser nebenproduktarmen Oxidation des
Sesquiterpenkohlenwasserstoffs Valencen (70 %ig aus Orangenschalendl)
hauptsachlich die Valencenalkohole a-und p-Nootkatol gebildet (siehe
Abbildung 3).

15 Fur einen detaillierten Vergleich der verschiedenen Transformationssysteme siehe auch
Fraatz, 2007
16 Aufruf der Seite: 19.01.2009
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Abbildung 3: Biotransformation von (+)-Valencen zum (+)-Nootkaton mit Lyophilisaten des
Basidiomyceten P. sapidus (GC-FID-Chromatogramm, Methode nach Fraatz, 2007).

Die Darstellung von (+)-Nootkaton aus (+)-Valencen mittels P. sapidus erfolgt
in einem mehrstufigen Prozess: Zunachst wird durch submerse Kultivierung des
Pilzes Biomasse produziert und durch Ernte und Lyophilisierung der
Biokatalysator bereitgestellt und lagerfahig (-20°C) gemacht. Anschliel3end wird
die Transformation des Substrates in Anwesenheit des Biokatalysators in einem
Puffersystem durchgefuhrt. Die Abtrennung der Zielprodukte erfolgt mittels
Extraktion mit organischen Losungsmitteln (siehe Abbildung 4).

Jeder dieser Schritte verflgt Uber Optimierungspotenzial, von denen bereits
einige durchgefuhrt werden konnten. Durch Arbeiten von Fraatz (2007) konnte
beispielsweise das verwendete Vollmedium im Hinblick auf die Kosten, durch
Substitution der Kohlenstoffquelle Glucose durch Palantinose™-Melasse und

der Stickstoffquelle r-Asparagin durch Ammoniumnitrat, um 70 % reduziert

werden.
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Abbildung 4: FlieRschema des mehrstufigen Prozess zur Darstellung von (+)-Nootkaton aus
(+)-Valencen mittels P. sapidus.

2007 konnte das entsprechende (+)-Valencen oxidierende Enzym uUber eine
dreistufige chromatographische Trennung mittels FPLC gereinigt werden und
durch de novo Sequenzierung mittels ESI-MS/MS Peptidsequenzen mit
Homologien zu Lipoxygenasen aus Aspergillus ochraceus, Aspergillus
2007).

Inzwischen konnte die gesamte cDNA-Sequenz kloniert und sequenziert

fumigatus und Gibberella moniliformis erhalten werden (Fraatz,
werden (Fraatz et al., 2009). Die Ubersetzte Proteinsequenz zeigte eine
Homologie von 44% zu einer Lipoxygenase aus dem Ascomyceten Gibberella
moniliformis. Mit dieser Arbeit sollte die Biotransformation von (+)-Valencen zu
(+)-Nootkaton mit Lyophilisaten von P. sapidus hinsichtlich der Raum-Zeit
Ausbeuten an (+)-Nootkaton optimiert werden. Hierzu war die Kenntnis
modglicher  nichtflichtiger  metabolischer  Zwischenstufen  erforderlich.
Homologiestudien zu dem klonierten Gen des Enzyms legen die Bildung des

Nootkatons Uber Hydroperoxide nahe (siehe Abb. 5).
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OOH

Ab_bildung 5: Hypotetische er_wzymatische Bildung von Nootkaton Uber Hydroperoxide.

Uber chromatografische Verfahren (DC, HPLC) sollten nicht fliichtige
Biotransformationsprodukte isoliert und anschlie®end uUber spektrometrische
(GC-MS, LC-MS, HPLC-DAD, NMR) wund chemische (spezifische
Farbereagenzien, Derivatisierung, Oxidation) Verfahren identifiziert werden. Ein
verbessertes Verstandnis des Transformationssystems sollte schlieRlich zur
Optimierung der Umsatzrate genutzt werden. Zudem sollte der energie- und
zeitintensive Schritt der Lyophilisierung durch Okonomischere
Aufschlussmethoden ersetzt werden. Ein weiteres Ziel bestand in der
Entwicklung eines 0©kologischen und ©konomischen Downstreamprozesses.
Hierzu waren Losungsmittel sowie verschiedene unpolare Adsorbentien auf ihre

Eignung hinsichtlich einer spezifischen Produktabtrennung zu testen.

1.5.3 Hydrolyse von Capsanthindiestern

Capsanthin [(BR,3'S,5'R)-3,3"-Dihydroxy-f,k-carotin-6-on] ist ein
oxyfunktionalisiertes Tetraterpen. Es gehdrt zur Gruppe der Xanthophylle.
Capsanthin ist fettloslich und weist in Losung eine orange-rote Farbung auf. Es
ist als E 160c in Deutschland zum Farben von Lebensmitteln beziehungsweise
zum Erzielen von Farbeffekten bei Lebensmitteln zugelassen. Eingesetzt wird
es zum Farben von SiuRwaren, Fleisch- und Fischkonserven und Wirstchen.
Auch zum Farben von Kosmetika findet Capsantin Verwendung. Als
Futtermittelzusatzstoff wird Capsanthin vor allem in der Geflugelmast und
Eierproduktion eingesetzt, um die Haut- und Eidotterpigmentierung zu

verbessern.

Gewonnen wird Capsanthin hauptsachlich in Form von Paprikaoreolesin aus
der Frucht der Paprika (Capsicum annuum), wobei Capsanthin das
Hauptcarotinoid darstellt. Capsanthin und andere Xanthophylle liegen in reifen

Paprikafrichten zu 80 % in Form von Diestern vor. Studien zur Bioverfugbarkeit
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belegen, dass eine optimale Resorption aber nur mit freien Xanthophyllen
gewahrleistet werden kann (EtoH et al., 2000). Um freie Xanthophylle flr
farbende Formulierungen zu erhalten, werden Xanthophyllester chemisch

verseift (siehe Kapitel 1.2.2).

Ra
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Abbildung 6: Hydrolyse von Capsantinestern.

Ein enzymatisches Verfahren zur Hydrolyse von Xanthophyllestern konnte
hdhere Produktqualitdten unter Einsparung erheblicher Kosten fur Energie und
Arbeitsschutz liefern.

Arbeiten, die die enzymatische Hydrolyse von Carotinoidestern beschreiben
wurden beispielsweise von L et al. (1998) und KhacHk et al. (1997)
durchgefuhrt. In diesen Arbeiten wurde die Hydrolyse von Lutein-, Zeaxanthin-
und B-Cryptoxanthinestern in Humanmilch und Serum durch eine Candida
rugosa-Lipase untersucht. C. rugosa-Lipase ermoglichte die Teilhydrolyse von
Capsanthinestern (Breirhaupt, 2000). Ein umfangreiches Screening von
kommerziell verfugbaren Lipasen, hinsichtlich der Eignung zur enzymatischen
Carotinoidesterhydrolyse, wurde 2003 von Zorn et al. durchgefuhrt.
Capsanthinester wurden in dieser Untersuchung ausschlie3lich von Lipasen

aus Pseudomonas und Candida umgesetzt.
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Arbeiten mit submers kultivierten Basidiomyceten flhrten zur ldentifizierung
von P. sapidus als hocheffizienten Capasanthinesterspalter (Zorn et al., 2003).
Das fur die Xanthophyllesterhydrolyse verantwortliche Pilzenzym konnte im
Kulturiberstand von P. sapidus lokalisiert werden und schlieBlich Uber mehrere
chromatographische Stufen gereinigt sowie proteinbiochemisch charakterisiert
werden (Zorn et al., 2005a). Nach massenspektrometrischer de novo-
Sequenzierung mittels ESI-MS/MS wurde das codierende Gen via Polymerase-
Kettenreaktion aus einer cDNA-Bank von P. sapidus Kkloniert. Die
Sequenzhomologien zu bekannten Lipasen aus Candida betrugen maximal
44%.

Mit dieser Arbeit sollte die codierende Region der Lipase aus P. sapidus (lip2),
bestehend aus 1641 bp, in E. coli bzw. Saccharomyces cerevisiae spezifische
Expressionsvektoren ligiert werden. Durch Expression der cDNA war
anschlief3end die Produktion von aktiver rekombinanter Lip2 geplant. Dies sollte
entweder direkt oder durch geeignete Refolding-Strategien zur Reaktivierung
von Inclusion Bodies erreicht werden. AnschlieBend sollte der Einfluss der
Wildtyp eigenen Signalsequenz sowie der Einfluss von verschiedenen C-

terminalen Tags auf die Expression untersucht werden.
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2 Pleurotus species convert monoterpenes
to furanoterpenoids

through 1,4-endoperoxides

Reprinted from Bioresource Technology, 100, 2855-2860, Copyright 2009,

with permission from Elsevier.

2.1 Abstract

Enzymatic synthesis of furanoterpenoids from S-myrcene and related
monoterpenes was observed using a solubilised enzyme fraction of mycelium
lyophilisates of several Pleurotus species. The initial enzymatic step, the
incorporation of molecular oxygen into the conjugated 1,3-diene moiety, was
similar to a 2 + 4 cycloaddition of 1,3-dienes with dienophilic 'O,, and was
followed by a non-catalysed degradation sequence leading to the furans. The
cyclic peroxides 3,6-dihydro-4-(2-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)ethyl)-1,2-dioxine and
5-(3,6-dihydro-1,2-dioxin-4-yl)-2-methylpentan-2-ol were identified as key
intermediates. Biotransformation of B-myrcene in ®O-labelled HEPES-buffer did
not yield a detectable label in perillene, so a water addition to 3,10-epoxy-f-
myrcenes as an alternative was ruled out. The pathway suggested presents a
substantiated biogenetic scheme for the formation of monoterpenoid furans and
opens biotechnological access to valuable natural flavour compounds, such as
perillene and rosefurane. Only one metabolite, identified as the new natural
compound 6-methyl-2-methylene-hept-5-enal, carried the '8O-label. The
enzymatic formation of this compound through a 1,2-endoperoxide (3-(5-methyl-
1-methylene-hex-4-enyl)-[1,2]-dioxetane) is suggested. The label may simply
result from a chemical oxygen exchange between the carbonyl group and the

80-labeled water.

Keywords: Pleurotus sapidus, -myrcene, endoperoxide, rosefurane, perillene
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2.2 Introduction

Furanoterpenoids are widely distributed in Eukarya. They occur as trace
constituents of numerous essential plant oils and impart characteristic odour
impressions. Perillene [6], for example, shows a fresh citrus-flowery odour,
while rosefuran [21] has a strong flowery rose-like note (OnLorr, 1994). In the
kingdom Animalia perillene is a pheromone of insects, for example in the wasp
Alloxysta pleuralis (Husner et al., 2002), some species of ants (LoneHurs et al.,
1979; Bernani et al., 1967) and in mites (Dussasek et al., 1998; Hiraoka et al.,
2003; LeaL et al., 1989). Because of the low natural abundance of perillene
(max. 0.18% of the essential oil in fresh leaves of a perillene-rich chemo-type of
Chinese basil) an industrial recovery from plant sources appears impossible
(Honpa et al., 1994). This has stimulated the search for biotechnological options
of production.

About 25 years ago perillene [6] was found in a basidiomycete of the genus
Phallus (Kikuchi et al., 1984). Later it was discovered that submerged cultures of
some basidiomycetes tolerated millimolar levels of monoterpenes, such as (-
myrcene, and oxidised them to volatile compounds (Krings and Bercer, 1998;
ScHRrRADER, 2007; ScHraDER and Bercer, 2001). Low concentrations of perillene (<
1 mg I'") accumulated in the nutrient medium of a Pleurotus strain (Buswann and
Bercer, 1994). Recently, supplementation of the liquid culture medium of
Pleutrotus ostreatus with various trideutero-labelled precursors revealed an
intracellular pathway of perillene formation starting with the epoxidation of -
myrcene at the conjugated double bonds (Krings ef al., 2008a, b): Hydrolysis of
3,10-epoxymyrcene yielded a-(Z)-acardiol, and subsequent oxidation of the 1,4-
diol gave the lactols, and finally perillene [6] and both acariolides [5; 57].

Based on these results, obtained with a submerged cell culture, an attempt
should be made to isolate the involved enzyme(s) using a solubilised enzyme
fraction of mycelium lyophilisate. Surprisingly, different intermediates were
encountered. The soluble enzyme generated perillene via a second pathway

reported here.
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2.3 Methods

2.3.1 Basidiomycetes

P. ostreatus (DSM 1833; DSM 3344; DSM 5332; DSM 5333; DSM 11191), P.
sajor-caju (DSM 5339), P. sapidus (DSM 8266; CBS 195.92), P. eryngii (CBS
613.91) and P. lampas (CBS 323.49) were obtained from the culture collections
of DSMZ, Braunschweig, Germany, and Centraalbureau voor Schimmelcultures
(CBS), Baarn, The Netherlands.

2.3.2 Chemicals

Agarose and HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid] were
obtained from Roth (Karlsruhe, Germany), magnesium sulfate, iron (lll) chloride
x 6H,0, calcium chloride x 2H,0, sodium chloride, and copper sulfate x 7H,0O
were from Riedel-de Haén (Seelze, Germany); manganese sulfate
monohydrate, ammonium nitrate, cholic acid, B-myrcene, B-(E)-ocimene, BHT
[butylated hydroxytoluene], H."®0O (98% '0) and dipotassium hydrogen
phosphate were from Fluka (Seelze, Germany); p-(+)-glucose monohydrate, L-
asparagine monohydrate, yeast extract, potassium dihydrogen phosphate,
sodium hydroxide, hydrochloric acid and EDTA were from Merck (Darmstadt,
Germany); OBAS [4-octylbenzol amidosulfobetaine] was obtained from
Chalbiochem (Merck Biosciences GmbH, Schwalbach, Germany) and zinc
sulfate x 7 H,O was from J.T. Baker B.V. (Deventer, The Netherlands). Rose
Bengal was from Chemos (Regenstauf, Germany) and ethanol (96%) was from
Kraul & Wilkening and Stelling (Hannover, Germany). B-myrcene, B-(E)-
ocimene, dichloromethane, methanol and azeotropic pentane/diethyl ether
(1:1.12) were distilled before use. High-purity water was prepared with an E-
pure water purification system (Barnstead, Dubuque, |A). Hydroxymyrcene
(>99%) was donated by Erich Ziegler GmbH, Aufsel3, Germany
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2.3.3 Production of lyophilised biomass

Mycelia of the studied fungi were maintained as described previously (LiNkE et
al., 2005). Biomass was collected from the submerged cultures after 5 days,
separated from the supernatant by centrifugation, and lyophilised, using VaCo
2-5 (Zirbus, Germany).

2.3.4 Solubilisation

Lyophilised biomass (20 g I'') was shaken at 150 rpm in a 200 mM HEPES [4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid] buffer (pH 5.5) containing 4 g

I* cholic acid and 0.25 g I'' OBAS [4-octylbenzol amidosulfobetaine]. For the
labelling experiment the buffer was prepared with H,'*0 (98%). After one h the
insoluble fraction was removed by centrifugation (100,000g). The filtered

supernatant (0.45 pm) was used for the biotransformation.

2.3.5 Biotransformation

Soluble enzyme fraction (1.5 ml) was treated with 4 pl of the respective
precursor and incubated for 16 h at 24 °C and 150 rpm in the absence of light in
4 ml flasks. The solution was extracted with 1.5 ml azeotropic pentane/diethyl
ether (1:1.12) after adding BHT (t-butylated hydroxytoluene dissolved in
methanol) as an internal standard. After drying the organic phase over Na,SO,
the products were analysed by means of high resolution gas chromatography
(HRGC).

2.3.6 Inhibitor studies

Carbon monoxide inhibitory experiments were carried out by bubbling CO
(quality 3.7) through the enzyme solution for 2 min just before biotransformation
was started. In the same manner nitrogen was bubbled for 2 min through the

enzyme solution as a control. The headspace of the flasks was aerated before
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the biotransformation was started. Inhibitory experiments with N, as a cover gas

were carried out by filling the headspace of the flasks.

2.3.7 HRGC and HRGC-MS analysis

HRGC and HRGC-MS (mass spectrometry) was carried out as described
previously (Krines et al., 2008a).

2.3.8 NMR

'H- and "C NMR identification was performed on a BRUKER Advance DRX-
500 ("H at 500 MHz, "*C at 125 MHz) in CDCis.

2.3.9 Synthesis of bioconversion products

Epoxymyrcenes, myrcenedihydrodiols and acari-type compounds were
synthesised as described elsewhere (Krings et al., 2008a).
6-Methyl-2-methylene-hept-5-enal [8] was obtained in a two step synthesis: 6-
methyl-2-methylene-hept-5-en-1-ol was synthesised as described by Takano et
al. (1984). The product (2 mmol) was added to a solution of pyridinium
dichromate (PDC, 6 mmol in 10 ml of DMF and 10 ml of CH,Cl,). The solution
was stirred for 2 h, hydrolysed in water, and subsequently extracted three times
with pentane. The combined organic layers were dried (Na,SO,), and the
solvent was removed under vacuum. The crude product was purified by column
chromatography on silica gel using hexane as the eluent affording the pure
aldehyde in a total yield of 28%.

6-Methyl-2-methylene-hept-5-enal [8], HR-EIMS m/z 138.1046 (calcd for
CoH1,0, 138.10458), Kl (ZB-WAX): 1382; MS[m/z(%)]: 138, M*(2), 123(2),
120(2), 109(4), 95(19), 79(6), 77(6), 69(70), 67(25), 65(8), 55(9), 53(23), 51(12),
50(7), 42(7), 41(100), 40(21), 39(88), 38(8).
'H NMR(CDCI;): d: 1.64 (3H, bs, -CH; trans), 1.74 (3H, bs, -CHscis), 2.28 (2H,
m, CH-CH»-CH), 2.48 (2H, m, CH,-CH-C), 5.08 (H, m, C=CH-CH.), 6.01 (H, s,
H.C=C), 6.23 (H, s, H.C=C), 9.56 (1H, d, C-CH=0)
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*C NMR(CDCl;): d: 18.1 (-CHj; cis), 22.5 (CH,-CH,-C), 26.1 (-CHjs trans), 28.4
(C-CH.-CHy), 123.6 (C=CH-C), 133.0 (CH.=C), 134.6 (C=C-CHs), 150.3 (C-C-
CO), 195.2 (C-CH=0)

Synthesis of 3,6-dihydro-4-(2-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)ethyl)-1,2-dioxine [10]
and 5-(3,6-dihydro-1,2-dioxin-4-yl)-2-methylpentan-2-ol [15] was carried out
according to the method of MatsumoTo and Konbo (1975).

3,6-Dihydro-4-(2-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)ethyl)-1,2-dioxine [10], Rl (VF-5 ms
[ZB-WAX): 1460/1713, MS, m/z (%): 184, M*(trace), 166(trace), 154 (trace),
137(2), 125(5), 109(8), 85(94), 82(34), 81(50), 79(60), 77(28), 69(45), 68(75),
67(80), 59(100), 57(38), 55(35), 53(32), 43(65), 41(95), 39(70).

'H NMR(CDCls): d: 1.29 (3H, s, -CH3), 1.33 (3H, s, -CH3), 1.63 (2H, m, -Cepoxide-
CH>-CH,), 2.19 (2H, m, C-CH.-CH.), 2.76 (1H, gn, CH,-CH-Cepoxice), 4.50 (2H, s,
C-CH,-0), 4.59 (2H, s, -CH-CH»-0O), 5.73 (1H, s, -C=CH-CH,)

C NMR(CDCls): d: 24.8 (Cepoxice-CH3), 26.8 (Cepoxice-CH2-CHy), 29.2 (C-CH,-
CH.), 58.6 (Cepoxite-CHs), 63.7 (CH2-Cepoxide-Cepoxice), 70.0 (CH-CH2-0), 72.3 (C-
CH-0), 117.9 (C=CH-CH,), 134.8 (CH,-C=CH)

5-(3,6-Dihydro-1,2-dioxin-4-yl)-2-methylpentan-2-ol [15], Rl (VF-5 ms): 1495,
MS, m/z (%): 186, M*(not detected), 168(10), 153(7), 150(12), 135(3) 95(33)
94(100), 82(22), 81(22), 59(77), 43(45).

'H NMR(CDCl;): d: 1.12 (3H, s, -CH3), 1.12 (3H, s, -CH3), 1.30 (2H, m, -CH.-
CH,-CH,), 1.40 (H, m, -COH-CH-CH_), 1.74 (1H, gn, CH»-CH>-C), 4.38 (2H, s,
C-CH,-0), 4.44 (2H, s, -CH-CH,-0), 5.33 (1H, s, -C=CH-CH,)

C -NMR(CDCl;): d: 21.8 (CH,-CH»-CH,), 29.2 (COH-CHs), 32.7 (C-CH,-CH,),
43.2 (CH»-CH»>-COH), 69.7 (-COH), 69.7 (CH-CH»-O), 72.2 (C-CH»-0O), 117.6
(C=CH-CHy,), 135.7 (CH»-C=CH)

6-Methyl-5,6-epoxy-2-methylene-hept-5-enal [13] RI (ZB-WAX): 1639, MS, m/z
(%): 154, M*(trace), 139(1), 136(1), 111(12), 96(79), 95(77), 85(18), 81(18),
67(82), 59(100), 43(60), 41(95)

6-Hydroxy-6-methyl-2-methylene-hept-5-enal [18] Rl (ZB-WAX): 1853, MS,
m/z (%): 156, M*(trace), 141(1), 138(1), 123(4), 109(5), 98(20), 95(21) 83(19),
79(15), 69(26), 59(100), 43(76), 41(56), 39(44).
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2.4 Results and discussion

2.4.1 Solubilisation of active enzyme fractions from fungal mycelium

lyophilisates

The active biomass of several Pleurotus species was separated by
centrifugation, freeze dried and re-suspended in the presence of a detergent in

a HEPES-buffer. Among a series of detergents and combinations tested a

mixture of 4.0 g I cholic acid and 0.25 g I 4-octylbenzol amidosulfobetaine
HEPES-buffer was most suitable for the solubilisation of an active enzyme. The
bioconversion was carried out using the supernatant in 1.5 ml micro-assays for
16 h.

2.4.2 \Volatile products

Fig. 7 shows the peak concentration of the main B-myrcene [1] bioconversion

product perillene [6] using the soluble fraction of several Pleurotus lyophilisates.

P . sajor-caju DS 5339
F . lampas CBS 32349
P ostreatus DSM 1833

P eryngi CBS 613.91

P ostreatus DS 5332 H—q

P. ostreatus DS 5333

P ostreatus DSM 11191

P. sapidus CTBS 195,92

P ostreatus DSM 3344

F. sapidus DSM 8266

+

a 5 10 15 20 25 30 35

c(Perillen) (mg 1)

Abbildung 7: Activity screening of basidiomycetes of the genus Pleurotus. The soluble
enzyme fraction was treated with B-myrcene for 16 h in absence of light. Perillene
concentration was measured by GC-FID after extracting the solution as described under
Material and Methods. Quantification was performed according to the standard BHT.
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Inactivated (cooking in HEPES-buffer for 20 min) lyophilisates did not give any
perillene or other transformation products.

The soluble enzyme fractions of P. sapidus and P. ostreatus did not show
qualitative differences in the metabolite spectrum, but P. sapidus (DSM 8266)
yielded the highest perillene concentration; thus, lyophilisates of P. sapidus
(DSM 8266) were used in the following.

In liquid cultures of P. ostreatus perillene formation started with a P450
monooxygenase catalysed epoxidation of the conjugated double bonds of -
myrcene [1]. Of all epoxides found, only the 3,10-epoxide was opened in an L-
asparagine catalysed reaction to a-(Z)-acaridiol [2-(4-methyl-3-pentenyl)-2-
butene-1,4-diol]. All of the bioconversion products generated with submerged
cultures of P. ostreatus (Krings et al., 2008a) were found in as well in the
soluble enzyme fractions of P. ostreatus and sapidus (Table 1) but in higher
concentrations, if mycelium lyophilisates were the source of the enzyme(s).
Based on reference substances, mass spectra and Rl (KovAts, 1954) major
transformation products (Table 1) were identified, among them a-(Z)-acaridiol.
This compound was shown to be key in perillene [6] formation using labelled
substrates and submerged cultures of P. ostreatus (Krings et al., 2008a, b), and
it was converted almost completely to perillene in a fed-batch bioreactor
process (Krings and Bercer, 2008).

To confirm that the soluble enzyme fraction of lyophilised mycelium converted
B-myrcene [1] along the previously established pathway, the biotransformation
was either carried out either in the presence of the P450 inhibitor carbon
monoxide, or in a HEPES-buffer made up with ®O-labeled water (98%).
Surprisingly, upon saturation of the sample with CO the expected inhibition of
the formation of perillene was not observed. In the complete absence of oxygen
(medium and headspace), the generation of perillene stopped. The
biotransformation of B-myrcene [1] conducted in ®O-labeled HEPES-buffer
resulted in the recovery of the oxygen label in just one compound: 6-methyl-2-
methyene-hept-5-enal [8]. This C9 compound, however, cannot be associated
with the perillene generation. Obviously, both oxygen atoms of the
dioxygenated “acari-compounds” and the remaining oxygen atom of perillene
originated from molecular oxygen, and not from water. Because a-(Z)- and a-

(E)-acaridiol did not carry an oxygen label, another pathway to the “acari-
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compounds” and perillene, besides the one described for liquid cultures of intact

P. ostreatus cells (Krings et al., 2008a, b), must exist.

2.4.3 The second pathway to furanoterpenoids

As the labelling experiment excluded water as the source of the oxygen atom,
the pathway from B-myrcene [1] to perillene [6] must run through the

intermediate formation of the six-membered 1,4-endoperoxide (Figure 8).
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Abbildung 8: Enzymatic synthesis of 1,2-endoperoxide vs. 1,4-endoperoxide starting from -
myrcene; only the latter leads to perillene.

This pathway proceeds through acari-compounds, such as a-(Z)-acariolal [3]
and the corresponding lactols [4]. Supplementation of the synthetic 1,4-
endoperoxide [2] to a fungal lyophilisate should have confirmed this route.
However, the assumed direct precursor 1,4-endoperoxide [2] was not amenable
via photo-oxygenation (1,4-cyclo-addition) of B-myrcene because of the
presence of the more reactive 6,7-double bond (MaTsumoto and Konpo, 1975).

Therefore, indirect proof of the “endoperoxide’-pathway was achieved using
the substrate analogues, 6,7-epoxy [9] and 7-hydroxy-B-myrcene [14],
respectively. Both endoperoxides [10,15] were synthesised and introduced in
transformation assays with and without the solubilised enzyme fraction of P.

sapidus. Regardless of the presence of the active biocatalysator the
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endoperoxide [10] degraded to epoxyperillene [11] in a molar yield of about
50% within 16 h (Table 1).

Tabelle 1: Volatile compounds?® analysed in B-myrcene supplemented HEPES buffer of
solubilised P. sapidus mycelium lyophilisate (1.5 ml buffer, 4 yl B-myrcene, 16 h, 24 °C, 150

rpm)

-1

Product Img 1]

£ (x-)°
6,7-Epoxymyrcene [9] 56.4+1.0
1,2-Epoxymyrcene 49+0.1
3,10-Epoxymyrcene 3.6
6,7-Myrcenedihydrodiol <0.1
6,7-Myrcenedihydrodiol <0.1
3,10-Myrcenedihydrodiol 8.7+0.1
a-(Z)-Acaridiol 1.2
(a-(E)-Acaridiol 17.5+0.3
a-(Z)-Acariolal [3] 125+0.2
a,a-Acariolide [5] 1.2
a,B-Acariolide [57] 3401
Perillene [6] 32.8+0.8
6-Methyl-2-methylene-hept-5-enal [8] 314+£0.8
6,7-Epoxyperillene [11] <0.1

3,6-Dihydro-4-(2-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)ethyl)-1,2-dioxine [10] <0.1
aControls were found free (< 0.1 mg ml*") of bioconversion products
b

means of duplicates

In the same manner [15] reacted to hydroxyperillene in a molar yield of
approximately 99% within 16 h (Table 1). Millimolar concentrations of Fe?*
reduced the reaction time to 1 h for both endoperoxides. This is in accordance
with results of Suzuki et al. (1989) who demonstrated that ferrous iron catalysed
the decomposition of [10] to epoxyperillene [11]. Degradation products
attributable to intermediate 1,2-endoperoxides were not detected with either
substrate. Addition of 6,7-epoxymyrcene [9] produced the 6,7-epoxy-
endoperoxide [10] and 6,7-epoxyperillene [11] in a ratio of 1:3. The addition of
myrcenol [14] vyielded 7-hydroxyperillene [16] and only traces of the
endoperoxide precursor [15]. The 1,4-endoperoxide of B-myrcene appeared to
be even less stable under conditions: attempts to locate [2] in chromatograms
failed.
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Abbildung 9: Enz;matic synthgsis of epoxyperillen(A), hydroxyperillene(B) and rosefuran (C)
from the respective analogues of 8-myrcene.

The bioconversion of B-myrcene [1] and its oxygenated derivatives [9,14]

indicated that the enzyme(s) involved possess a broad substrate specificity.

Thus, (E)-B-ocimene [19], a structural isomer of S-myrcene, was examined as a

possible precursor of rosefuran (Figure 9), an important building block of the

essential oil of Rosa damascensa (Breirmeier, 1999). Indeed, (E)-B-ocimene

was converted to rosefuran [21], epoxyrosefuran and epoxyocimene, but in

lower concentrations compared to B-myrcene (Tab. 2, Figure 9).
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Tabelle 2: Volatile compounds analysed in precursor supplemented HEPES buffer of
solubilised P. sapidus mycelium lyophilisate (1.5 ml buffer, 1000 mg 1!, 16 h, 24 °C, 150 rpm)

Epoxymycrcene Epoxymycrcene Endoperoxide Endoperoxide Endoperoxide
Precursor
[9] [91° [10] [100° [10] + Fe>
[mg I"] £ (x- )?
Endoperoxide
58+0.2 - 528.3+5.3 5214 +7 <01
[10]
Epoxyperillene -
(1] 18.0+0.2 4735+1.2 4822+8.1 992 +7.3
Hydroxymyrcene Hydroxymyrcene Endoperoxide Endoperoxide Endoperoxide
[14] [14p [15] [15]° [15] + Fe*
[mg I]
Endoperoxide
<01 - 251+7.2 329+9.2 <01
[15]
Hydroxyperillene
8.5+01 - 972 + 22 972 + 22 1007 £ 49
[16]
B-(E)-Ocimene  B-(E)-Ocimene
[19] [19r
[mg I]
Epoxyocimene 17.2+0.3 -
Epoxyrosefuran 8.4+0.1 -
Rosefuran 13.3+01 -

@ means of duplicates

b reaction in HEPES buffer (chemical blank)

The corresponding degradation product [23] of a presumed 1,2-endoperoxide

[22] of the terminal double bond of (E)-B-ocimene was not found.
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The non-enzymatic counterpart, the photo-oxidation of acylic conjugated
dienes was thoroughly investigated (Matsumoto et al., 1985). Conventional
sensitizers, such as Rose Bengal or tetraphenylporphyrin were extensively
used. 1,4-Endoperoxides of acyclic monoterpenes, such as 6,7-epoxymyrcen,
myrcenol and hymenthrene were prepared (Matsumoto and Konpbo, 1975).
TurNer and Herz (1977) and Suzuki et al. (1989) showed that these
endoperoxides were substrates for the synthesis of 3-alkylfurans via Fe(ll)- or
Ru(ll)-induced decomposition. A hypothetical model for the biogenesis of
naturally occurring 3-alkylfurans was presented: Demole et al. (1973)
synthesised solanofuran (5-(4-methyl-2-furyl)-6-methylheptan-2-one) through a
“diene-addition“ of O, to a conjugated acyclic diene system and discussed a
possible biogenetic significance. Another work proposed a furanoterpenoid
biosynthetic pathway including a P450 activity in higher plants (Gakwab and
MabpvasTHA, 2002). The present inhibition experiments using CO showed that a
P450 monooxygenase activity must be ruled out. This was supported by the
H.'®0-experiment which indirectly showed that the oxygen of dioxygenated S-
myrcene transformation products [3-5, 3°-5] and of perillene derivatives

[6,11,16] originated from atmospheric oxygen.

2.4.4 |Identification of labelled 6-methyl-2-methyene-hept-5-enal

One single metabolite eluting right in front of perillene in the gas chromatogram
carried an "®O-label when the incubation buffer was made up using H,'"O. This
compound was absent from the liquid medium of submerged cultured P.
ostreatus, but occurred as a minor compound after cell disruption (Krings at al.,
2008a; Haretta, 2007). The mass spectrum of this compound was unknown
(Wiley, NIST). The determination of the accurate mass (138.1046 u, empirical
formula CgH1.0O (138.10458)) and the interpretation of the fragmentation pattern
excluded a hydrogenated B-myrcene (m/z 138), but suggested the loss of a C1-
unit from an oxygenated B-myrcene. The increase of the abundance of the
isotopic peak at m/z 140 allowed the calculation of an approximate 50% '°O-
label in this compound, if produced during a bioconversion carried out in "®O-
labelled buffer. Considering the source substrate (B-myrcene) and the

chromatographic and spectrometric data the structure of this compound was
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supposed to be 6-methyl-2-methyene-hept-5-enal [8]. This would well explain
the approximate 50% '®*O-label as caused by an oxygen exchange between the
carbonyl group and the '®O-labeled water through intermediate geminal
carbonyl hydrates.

The aldehyde [8] was synthesised and its structure confirmed by NMR: The
3C-spectrum showed a molecule with 9 carbon atoms and two double bonds at
positions 2,9 and 5,6, respectively, indicated by the large chemical shift of 4 C-
atoms (123.6-150.3). The signal at a chemical shift of 195.2 was attributed to
the C-atom of the aldehyde group. Two quaternary C-atoms at 150.3 (C2) and
134.6 (C6) were located at double bonds. The "*C and the 'H spectral data were
in good agreement with published data of melonal [2,6-dimethyl-5-hepten-1-al]
(Aver and Anperson, 1983), except from a large difference of the chemical shifts
at C2 and C9 of melonal (C2: 45.9; C9: 113.3) compared with the double bound
structure of 6-methyl-2-methyene-hept-5-enal [8] (C2: 150.3; C9: 133.0,
respectively). The missing protons at C2 and C9 were the basic difference in
the 'H spectrum of 6-methyl-2-methyene-hept-5-enal [8] (d: 6.01 (H, s, H,.C=C),
6.23 (H, s, H.C=C)) compared to melonal (d: 1.11(3H, d, H;C-CH), 1.41 (H, m,
Hs;C-CH)). Rl and mass spectrometric data of the synthetic compound were
identical with the degradation product of B-myrcene [1] which was hence
identified as the new natural compound 6-methyl-2-methyene-hept-5-enal [8].

The enzymatic formation of [8] is easily explained by the generation of an
intermediate B-myrcene-1,2-endoperoxide [7] along with the 1,4-endoperoxide
[23]. The instable four-membered dioxo-ring is degraded through the loss of
methanal. When 6,7-epoxy [9] or 7-hydroxy-B-myrcene [14] were used as
substrates, transformation products eluted right in front of the respective
perillene derivatives [11,16] which showed mass spectra matching the
aldehydes [13,18] corresponding to 6-methyl-2-methyenehept-5-enal [8]. The
fragmentation pattern of the mass spectra of both compounds were similar to
each other with a mass difference of two (difference of epoxy to hydroxy) in the
higher mass fragments. Taking together the chromatographic and mass
spectrometric data and the postulated enzymatic mechanism shown for G-
myrcene (Figure 8) the two compounds were tentatively identified as the
aldehydes [13,18] (Figure 9). Both compounds were not described previously,

and the final confirmation of their structures is under way.
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2.4.5 Conclusion

The soluble enzyme fraction of P. sapidus lyophilisates transformed B-myrcene
[1] and pB-myrcene derivatives [9,14] to furans [6,11,16,21] via the
corresponding endoperoxides [2,10,15,20]. The degradation products [8,13,18]
indicated that 1,2-endoperoxides [7,12,17,22] were generated besides the 1,4-
endoperoxides [2,10,15,20]. It is concluded that a dioxygenase-type enzyme
was able to introduce molecular O, at the 1,3-diene moieties of the
monoterpene precursors B-myrcene, 6,7-epoxymyrcene, 7-hydroxymyrcene and
B-(E)-ocimene. The endoperoxides [2,10,15,20] were key intermediates which
decomposed to the corresponding furanoterpenoids without the need of another
enzyme (Table 2).

Preliminary experiments with an endoperoxide specific colour reagent have
shown that it will be possible to visualise the catalytically active enzyme on IEF
and native PAGE gels. This will accelerate current work on the purification,

characterisation and cDNA sequencing of the dioxygenase enzyme.
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3 A dioxygenase of Pleurotus sapidus
transforms (+)-valencene regio-specifically
to (+)-nootkatone via a stereo-specific

allylic hydroperoxidation

submitted

3.1 Abstract

A selective and highly efficient allylic oxidation of the sesquiterpene (+)-
valencene to the grapefruit flavour compound (+)-nootkatone was achieved with
lyophilisate of the edible mushroom Pleurotus sapidus. The catalytic reaction
sequence was elucidated through the identification of intermediate, (+)-
valencene derived hydroperoxides. A specific staining of hydroperoxides
allowed the semi-preparative isolation of two secondary (+)-valencene
hydroperoxides, 6(R)-Isopropenyl-4(R),4a(S)-dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-
octahydro-naphthalen-4(S)-yl-hydroperoxide and 6(R)-Isopropenyl-4(R),4a(S)-
dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-naphthalen-2(R)-yl-hydroperoxide using
thin layer chromatography. The identification was based on HPLC-MS und GC-
MS data. Chemical reduction of the biotransformation products yielded a tertiary
alcohol identified as 2(R)-Isopropenyl-8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-
hexahydro-2H-naphthalen-4a(R)-ol. This suggested a lipoxygenase-type
oxidation of (+)-valencene via secondary and tertiary hydroperoxides and
confirmed homology data of the key enzyme obtained previously from amino

acid sequencing.

Keywords: Pleurotus sapidus, valencene dioxygenase, nootkatone,

(+)-valencene hydroperoxide
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3.2 Introduction

Flavour compounds which show a unique odour, a low perception threshold,
and a limited occurrence in plants are perfect targets for flavour biotechnology.
A prominent example is (+)-nootkatone [5], an important constituent of the
flavour of grapefruit. With (+)-valencene [1], together with limonene and
myrcene the main constituent of orange (Citrus sinensis) peel oil, a suitable
precursor is readily available. When (+)-valencene [1] is treated with strong
oxidising agents, such as t-butyl chromate (Hunter and Brogpen, 1965), sodium
dichromate (SHarrer et al., 1975), t-butyl peracetate (WiLson and Snaw, 1978), or
t-butyl hydroperoxide (SaLvabor and Ciark, 2002), (+)-nootkatone [5] is formed
in high yields. However, a shortcoming of these chemical syntheses is that the
products must not be labelled as “natural”. The industrial trend towards
sustainable processes (“White Biotechnology”) combined with the strong
preference of consumers for natural products are driving forces for innovative
biotechnological solutions.

A multitude of biocatalysts from microorganisms to higher plants have been
studied for their ability to convert (+)-valencene [1] to (+)-nootkatone [5]
(DHavLikAR and AveroscHeir, 1973; Okupa et al., 1994; Furusawa et al., 2005;
DrawerT et al., 1984; peL Rio et al., 1991; pe Kraker et al., 2003; Sakamvaki et al.,
2005; KaspPera et al., 2005). Lyophilisate of the edible fungus Pleurotus sapidus
was found to selectively oxidise (+)-valencene [1] to (+)-nootkatone [5] in
industrially relevant concentrations (Fraatz et al., 2009, MuLer et al., 2005,
Fraatz, 2007). Although the responsible enzyme of P. sapidus has been
characterised on a molecular level (Fraatz et al., 2009), details of the catalytic
reaction mode remained unknown. This paper reports on the identification of
intermediate (+)-valencene hydroperoxides and, hence, reveals the reaction

sequence triggered by the novel (+)-valencene dioxygenase.
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3.3 Material and methods

3.3.1 Microorganism and Chemicals

The basidiomycete Pleurotus sapidus (DSM 8266) was obtained from the
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig,
Germany). Magnesium sulfate, iron (lll) chloride x 6 H,O, calcium chloride x 2
H.0O, sodium chloride and copper sulfate x 7 H,O were from Riedel-de Haén
(Seelze, Germany); manganese sulfate monohydrate, copper chloride,
ammonium nitrate, cholic acid, (+) valencene (70%), (+)-nootkatone and
dipotassium hydrogen phosphate were from Fluka (Seelze, Germany); b-(+)-
glucose x H,0O, L-asparagine x H,O, yeast extract, potassium dihydrogen
phosphate, sodium hydroxide, thymol, sodium borohydride and hydrochloric
acid were from Merck (Darmstadt, Germany); zinc sulfate x 7 H.O was from
Baker (Deventer, The Netherlands). Ethanol (96%) was from Kraul & Wilkening
und Stelling (Hannover, Germany). Dichloromethane, methanol and azeotropic
pentane / diethyl ether (1:1.12) were distilled before use. High-purity water was

prepared using an E-pure water purification system (Barnstead, Dubuque, |A).

3.3.2 Cultivation, production of lyophilised biomass

Production of biomass and lyophilisation were described previously (Fraatz et
al., 2009).

3.3.3 Biotransformation

50 g I'' of the lyophilised biomass was shaken with 1.4 pl (+) valencene (Fluka,
70%) at 150 rpm and 24 °C in a 20 mM TRIS HCI buffer (pH 7.5, 1.5 ml) in the
absence of light in 4 ml flasks. After 16 h of transformation the solution was
extracted with azeotropic pentane / diethyl ether (1:1.12) after adding thymol (1
g I'") dissolved in pentane / diethyl ether (1:1.12) as an internal standard. The
upper organic phase was poured off, dried (Na,SO4) and analysed without
further treatment by means of thin layer chromatography and high resolution
gas chromatography with flame ionisation detection (HRGC-FID) and mass

spectrometry (HRGC-MS). The analysis of non-volatile products was achieved
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by means of high performance liquid chromatography with UV/VIS and mass
spectrometric detection (HPLC-DAD-MS). The pentane / diethyl ether extract
was evaporated with a stream of N, and re-dissolved in the respective solvent

for HPLC and the solvents used for reduction and oxidation reactions.

3.3.4 HRGC/HRGC-MS

One pL was injected into a Hewlett Packard HP 6890 GC system (Hewlett
Packard, Santa Clara, CA, USA) equipped with an CIS 4 injector with controller
(0.5 min splitless; 60 °C (0 min), 12 °C s™ — 240 °C (3 min); Gerstel, Milheim an
der Ruhr, Germany), a Varian WCOT Fused Silica CP Wax52CB capillary
column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 ym film thickness; Varian, Palo Alto, CA,
USA), and a flame ionisation detector (250 °C, 40 ml min™ H,, 450 ml min™ air

flow, 45 ml min™ make up gas) using the following temperature program: 40 °C

(hold for 3 min) to 250 °C with a rate of 3 °C min™ and hold for 10 min.
Hydrogen was used as carrier gas (58.4 kPa head pressure, 1.5 ml min™
constant flow).

HRGC-MS analysis was carried out using the same capillary column and
temperature program with helium as the carrier gas (38 cm s™). Identification of
transformation products was achieved by comparison of EI mass spectra with
data from reference compounds or literature (Wiley 6 for MassLab. 1996; NIST
02, June 2002 spectral libraries) using a Fisons GC 8000 gas chromatograph
and a Fisons MD 800 mass selective detector (interface: 230 °C, ion source:
200 °C, quadrupole: 100 °C, El ionisation (70 eV), scan range m/z 33-300

amu).

3.3.5 Thin layer chromatography (TLC)

TLC was carried out on aluminium sheets covered with silica gel 60 (Merck,
Darmstadt, Germany) and azeotropic pentane / diethyl ether (1:1.12) as the
mobile phase. The TLC plates were dried and subsequently stained with either
anisaldehyde or the hydroperoxide specific “Huber” reagent (3.0 g a-naphthol,
150 ml methanol, 1350 ml H.0, 0.5 g K.S,0s, 20 ml acetic acid, 0.5 g FeSO, x 7
H.0, 2.2 g 2-[(4-amino-3-methylphenyl)ethylamino]ethyl sulfate) (Huser et al.,
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1972). Semi-preparative isolation of putative hydroperoxides was achieved by
scratching off the silica gel of the respective Rrarea of a processed unstained
TLC-sheet. The silica gel was desorbed with azeotropic pentane / diethyl ether

(1:1.12), centrifuged, dried and concentrated for further use.

3.3.6 HPLC and HPLC-MS

A Eurospher-100 C18, 250%x4 mm, 5 p column was used, MeOH:H,O (80:20
v/v) at a flow rate of 0.5 ml min”', and detection at 210 nm (UV/Vis-photodiode
array detector MD 910 (Jasco, Gro3-Umstadt, Germany).

LC-MS was carried out using a Shimadzu LC-MS-QP8000a (APClI-positive
mode, Corona: 3.2 kV, HV lens: 0.5 kV, Cone: 30 V, Source: 120 °C, Probe 400
°C) system consisting of a Shimadzu DGU-12A degasser, a LC-10AD/LC-
10ATVP gradient former and SPD-10AvP UV-detector (210 nm) and the same

chromatographic conditions. The injection volume was 20 pl.

3.3.7 NMR

'H- and *C-NMR were performed on a BRUKER Advance DRX-500 ('H at 500
MHz, "*C at 125 MHz) and samples were dissolved in CDCls.

3.3.8 Synthesis of bioconversion products

B-Nootkatol was synthesised as described elsewhere (SHoui et al., 1984).

2(R)-Isopropenyl-8(R),8a(S) -dimethyl -1,3,4,7,8,8a -hexahydro-2H -naphthalen
-4a(R)-ol was obtained in a two step synthesis: 6-Isopropenyl-4,4a-dimethyl-
hexahydro-1-oxa-cyclopropa[p]naphthalen-2-one was synthesised as described

by Wasson and House (1963). The product (0.02 mmol) was added to a solution
of NoH4 (2 equ. NoH,+H,O and 0.2 equ acetic acid in ethanol) as described by

WhHaRTON und BoHLEN (1961). The solution was stirred for 10 min, hydrolysed in
water, and subsequently extracted three times with azeotropic pentane / diethyl
ether (1:1.12). The combined organic layers were dried (Na,SO.), and the

solvent was removed under vacuum.
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6-Isopropenyl-4,4a-dimethyl-hexahydro-1-oxa-cyclopropa[p]naphthalen-2-one,
Kl (ZB-WAX): 2308; MS [m/z(%)]: 234, M*(5), 219(12), 163(40), 162(36),
121(54), 119(41), 109(43), 107(100), 95(62), 93(74), 91(40), 81(44), 79(41),
69(69), 67(57), 55(55), 41(57).
®C-NMR(CDCI;): d: 14.3 (CH;-CH), 14.8 (CH-C), 20.6 (C-CHj3), 28.9 (CH-CH»-
CHy), 30.0 (Cepoxia-CH2-CH>), 32.2 (CH.-CH»-C), 36.4 (C-CH»-CH), 39.9 (CH.-
CH-CH_;), 40.5 (C-CH,-CO), 41.7 (C-C-CH,), 62.3 (CH2-Cepoxide-HCepoxize), 68.4
(CO-HCepoxide~Cepoxice), 109.2 (CH,=C), 148.7 (H.C=C-C), 205.6 (C-C=0)

2(R)- Isopropenyl- 8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-hexahydro-2H-naphthalen
-4a(R)-ol, KI (ZB-WAX): 2054; MS [m/z(%)]: 220, M* (19), 205(11), 202(46),
161(63), 159(54), 131(55), 121(58), 119(69), 109(71), 107(69), 105(73),
95(100), 93(58), 91(61), 81(57), 69(88), 55(87), 41(81).

C-NMR(CDCl;): d: 14.0 (CH;s-CH), 14.4 (CH3-C), 20.7 (C-CHj3), 25.6 (CH,-CH,-
CH), 31.5 (C-CH>-CH), 32.5 (HOC-CH>-CHy), 32.7 (CH-CH,-CH), 35.1 (H.C-
CH-C), 38.9 (H.C-CH-CH;), 39.6 (CH-C-CH,), 70.9 (HC-COH-CH,), 108.5
(CH2=C), 130.1 (CH=CH-COH), 133.5 (H.C-CH=CH), 150.6 (H.C=C-C)

3.3.9 Chemical modification of (+)-valencene derived hydroperoxides

Indirect detection of the hydoperoxides [2; 2"; 3; 3'] was achieved after the
biotransformation products were dissolved in 0.5 ml MeOH and treated with
NaBH, as described by ScHuLte-ELTE et al., 1974. After 1 h on ice the solution
was hydrolysed in 0.5 ml water. The resulting alcohols were detected using
HPLC and HRGC analysis, respectively. For HRGC, the solution was extracted
with azeotropic pentane / diethyl ether (1:1.12) and dried (Na;SO,).

In addition, biotransformation products were dissolved in pyridine and treated

with CuCl as described by SchuiLte-ELTE et al., 1974. The sample was

evaporated with a stream of N, after an incubation of 2 h and dissolved in
MeOH (HLPC) and azeotropic pentane / diethyl ether (1:1.12) (HRGC),

respectively.
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3.4 Results and discussion

High transformation rates of (+)-valencene [1] to (+)-nootkatone [5] and to a-,
B-nootkatol [4,4°] were observed when rehydrated lyophilisate of P. sapidus
was used (Fraatz et al., 2009; MuLLer et al., 2005). The oxidation was found to

proceed highly regio-specifically at C7, one of the two allylic positions of the ring

double bond of (+) valencene (Fig. 10).

Abbildung 10: Reaction mode and products of novel (+)-valencene dioxygenase from P.
sapidus. [1]: 3-Isopropenyl-4a,5-dimethyl-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-naphthalene, (+)-
valencene. [2]: 2(R)-Isopropenyl-8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-hexahydro-2H-naphthalen-
4a(R)-yl-hydroperoxide. [27]: 2(R)-Isopropenyl-8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-hexahydro-2H-
naphthalen-4a(S)-yl-hydroperoxide. [3]: 6(R)-Isopropenyl-4(R),4a(S)-dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-
octahydro-naphthalen-2(S)-yl-hydroperoxide. [3°]: 6(R)-Isopropenyl-4(R),4a(S)-dimethyl-
2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-naphthalen-2(R)-yl-hydroperoxide. [4]: 6(R)-Isopropenyl-4(R),4a(S)-
dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-naphthalen-2(S)-ol, B-nootkatol. [4°]: 6(R)-Isopropenyl-
4(R),4a(S)-dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-naphthalen-2(R)-ol, a-nootkatol. [5]: 6(R)-
Isopropenyl-4(R),4a(S)-dimethyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydro-3H-naphthalen-2-one, (+)-nootkatone.

This suggested the contribution of a cytochrome P450 activity to yield
nootkatols which were subsequently oxidised to (+)-nootkatone [5]. An activity-
guided three-step chromatographic purification procedure of active biomass
resulted in highly concentrated fractions of the (+)-valencene [1] transforming
activity. These fractions did not show any distinct absorption between 300 and
800 nm, indicating the absence of a haem group. An electrophoretically pure
band exhibiting the catalytic activity was subjected to protein sequencing

(FrRaaTz et al., 2009). Best homologies were found to lipoxygenase of
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Ascomyetes. As lipoxygenases typically incorporate dioxygen into unsaturated
fatty acids, this finding did neither match the structure of the substrate nor the

observed specificity of the catalytic reaction.

3.4.1 Secondary (+)-valencene hydroperoxides [3,3°]

After 16 h of incubation of re-hydrated lyophilisate of P. sapidus with (+)
valencene, the GC-FID analysis of a solvent extract of biotransformation
products resulted in up to 280 mg I (+)-nootkatone [5], 62 mg " a-nootkatol [4
"], and 14 mg I'' a-nootkatol [4]. This was in good accordance with prior results
(FraaTz et al., 2009) but hydroperoxides [2,27,3,3"] of (+) valencene, as to be
expected from a lipoxygenase action, were not detected by HRGC-MS. Thin
layer chromatography (TLC) of the same extract was carried out. The separated
compounds were stained either with anisaldehyde or with a hydroperoxide
specific agent (Huser, 1972), respectively. One discrete Huber-positive spot was
found at Ry = 0.71. Control experiments using heat inactivated lyophilisate or
valencene (Fluka, 70%) were negative (data not shown). The anisaldehyde
staining visualised some more spots, among them nootkatone [5] and a- and G-
nootkatol [4,4°]. As the putative (+)-valencene hydroperoxide was sufficiently
separated from (+)-nootkatone [5] and the nootkatols [4,4°], the spot
corresponding to R¢ 0.71+ 0.05 was scratched off from a TLC-plate performed in
parallel, but without staining, and re-dissolved in azeotropic pentane / diethyl
ether. After removal of the TLC-material by centrifugation, subsequent drying,
and reduction of the desorption solution, the sample was analysed by GC-MS
and HPLC-DAD-MS. The GC-MS analysis resulted in the detection of (+)-
nootkatone [5] as the main compound and of a,B-nootkatols [4,4°] in the same
ratio (3.4:1.0, Fig. 11, 1) as was observed with the standard bioconversion
extract (4.4:1.0, vide infra). This indicated that the assumed (+)-valencene
hydroperoxides underwent a degradation when submitted to a GC separation.
The HPLC chromatograms of the extract and the isolated spot showed a peak
with a RI distinctly different to (+)-nootkatone [5] and the chromatographically
not resolved nootkatols [4,4°] (Fig. 12A,B). The peak showed an UV-spectrum
with an absorption maximum at 207 nm that fitted well to literature spectra of

the diasteromeric (+)-valencene hydroperoxides [3,3"] (Huanc et al., 2001), The
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APCI*-MS spectrum of the compound (Table 1) showed a less intense

protonated molecular ion [MH*] at m/z 237 which fitted to a valencene
hydroperoxide as well as to a valencene diepoxide. The latter can be ruled
because epoxides are Huber negative. The most intensive ions were found at

m/z 219 (base peak) and m/z 203 (50% of base peak) which corresponded to

MH*-H,O and MH*-H,O, (Tab. 1). (+)-Nootkatone [5] and a,B-nootkatol [4,4°]
analysed under the conditions showed intense ions at m/z 203 and 219 as well
(Tab. 1).

Tabelle 3: APCI*-spectra of main (+)-valencene biotransformation products according to Fig.
12A

Compound

[APCI*-lons], m/z [%] of base peak

a,B-Nootkatol [4,47] [MH'], 221 <1
[MH*+ MeOH-H;], 251 5
[MH™+ MeOH-H.Q], 235 5
[MH*™-H], 219 7
[MH*-H0], 203 100

Nootkatone [5] [MH"], 219 100
[MH*™-H], 217 30
[MH*+ MeOH], 251 37

Hydroperoxide [3, 37] [MH], 237 1
[MH*-H;], 235 1
[MH™+ MeOH-H,Q], 251 25
[MH*-H,0], 219 100
[MH*-H.-H.0], 217 25
[MH*-H.0,], 203 50

A decomposition of the (+)-valencene hydroperoxide during the GC-MS process
to nootkatone [5] and the nootkatols [4,4] prior to ionisation cannot be ruled out
as the origin of these ions. The HPLC detection of (+)-nootkatone [5] and of a,(-
nootkatol [4,4°] (Fig. 12A) suggested that a considerable part of the (+)-
valencene hydroperoxides was already transformed to products during the

bioconversion of (+)-valencene in the presence of fungal lyophilsate.
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Hydroperoxide staining, HPLC and TLC retention, together with UV- and APCI*-
mass spectra all suggest that the isolated compounds are hydroperoxides of

(+)-valencene.

3.4.2 Stereochemistry of the secondary (+)-valencene hydroperoxides

The analytical data obtained so far do not allow to determine whether
secondary [3,3] or tertiary [2,2°] (or both) hydroperoxides were generated. As
concentrated solutions of hydroperoxides may be hazardous, the preparation of
the pure compounds was not attempted. (+)-Nootkatone [5] was made
amenable from (+)-valencene [1] using photooxidation/triplet oxygen (°0,)
(ScHuLTE et al., 1974). First oxidation products were suggested to be the (+)-
valencene hydroperoxides [3,3°] which were subsequently converted to (+)-
nootkatone [5] with strong inorganic bases or transition metal catalysis. Davies
and Davies (1989) showed that the tertiary B-hydroperoxide [2°] generated with
singulett oxygen ('O.) immediately rearranges (Schenk rearrangement, (ScHenk,
1958)) to give the secondary pB-hydroperoxide [3°]. The involvement of
hydroperoxides in the generation of (+)-nootkatone [5] was proven indirectly by
specific reduction and preservation of the stereochemistry of the respective (+)-
valencene hydroperoxide to the corresponding alcohol with several reducing
agents, such as NaBH4 or NaHSO; (SchuLTe et al., 1974).

In order to follow this indirect approach, the extract of the isolated Huber

stained TLC-spot and the extract of a (+)-valencene [1] bioconversion were
treated with NaBH, and, in a separate reaction, with CuCl, respectively. The
reduction of the assumed pure secondary (+)-valencene hydroperoxides [3,37]

gave the respective alcohols which were identified with GC-MS as a- and (-

nootkatol [4,4"] and quantified to a molar ratio of 2.7:1.0 (Fig. 11, 2).
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Abbildung 11: GC-FID analysis of purified hydroperoxides (TLC). Controls: Purified
hydroperoxides without NaBH, (1) or CuCl (3), respectively; 2 Huber spot treated with NaBH,; 4

Huber spot treated with CuCl. a-Nootkatol [4°] (dotted), B-nootkatol [4] (white), nootkatone [5]
(shaded). The relative concentration is denoted in mA*s. Error bars represent measurement in
means of duplicates.

—

This evidences that the recovered spot of TLC showing the positive Huber
staining comprised both, a- and B-(+)-valencene hydroperoxide [3,3°] as the
main constituents. Provided that the stereochemistry is completely retained
during the reduction, the molar ratio of the alcohols represents the molar ratio of
the hydroperoxides. GC-MS analysis of the same sample without NaBH, (Fig.
11, 1) reduction yielded a- and B-nootkatol [4,4°] in almost the same molar ratio
(3.3:1.0) and (+)-nootkatone [5] as the main compound. GC-MS analysis of the
reduced sample showed consequentially only a- and B-nootkatol but in an
inverse molar ratio of 1.0:1.33 (data not shown). As the reduction of (+)-
nootkatone [5] with NaBH, resulted in more than 95% of the B-alcohol [4]
(Kaspera et al. 2005), this finding additionally supports that (+)-nootkatone [5]
was already generated during the bioconversion and not on the GC-column
only.

HPLC analysis of the reduced bioconversion extract proved that indeed the
peaks of the hydroperoxides [3,3] and (+)-nootkatone [5] disappeared and

those of the nootkatols [4,4°] increased (Fig. 12C). The transformation of the
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isolated TLC spot, however, yielded (+)-nootkatone [5] without side products,
whereas the transformation extract reacted with CuCl resulted in (+)-nootkatone
[5] (Fig. 12D) and some minor fractions of a,B-nootkatol [4, 4] which were
detected by GC-MS only (data not shown). This indicated that also fractions of
a- and B-nootkatol [4,4°] were already present in the bioconversion extract.
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Abbildung 12: HPLC-DAD chromatograms (210 nm) obtained with biotransformation extract
(A), isolated TLC spot with hydroperoxide activity (B), biotransformation extract solved in MeOH
treated with NaBH. (C), biotransformation extract dissolved in pyridine and treated with CuCl
(D). Peak assignment: 1 thymol (IS); 2 nootkatone [5]; 3 secondary hydroperoxids [3; 3°]; 4 a-
nootkatol [4°]; 5 B-nootkatol [4]; 6 pyridine (solvent).

3.4.3 Tertiary (+)-valencene hydroperoxides [2,27]

The reaction mode of a (+)-valencene dioxygenase (Fig. 10) suggests the
occurrence of tertiary hydroperoxides [2,2] as well. For the lipoxygenase
catalysed oxidation of unsaturated fatty acids the driving force for the
rearrangement of double bonds is the stabilisation of the primary diallylic radical
through conjugation. In the case of the (+)-valencene dioxygenase only the
allylic carbon radical at C7 can be stabilised to a tertiary radical, whereas C1
cannot. Because of the fast rearrangement (Schenk rearrangement) of the

tertiary hydroperoxides [2,2°] to the secondary hydroperoxide [3, 3°] the tertiary
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hydroperoxides [2,2"] were not detectable. Spectral and chromatographic data
of the corresponding tertiary alcohols are not available. Therefore, the tertiary G-
alcohol 2(R)-Isopropenyl-8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-hexahydro-2H-
naphthalen-4a(R)-ol was synthesised. With this as a reference, the respective
tertiary alcohol was found by GC-MS after NaBH. reduction of the
bioconversion extract as a minor compound, corresponding to 4% of the peak
area measured for (-nootkatol [4]. The respective tertiary a-alcohol 2(R)-
Isopropenyl-8(R),8a(S)-dimethyl-1,3,4,7,8,8a-hexahydro-2H-naphthalen-4a(R)-

ol was not synthesised and, therefore, not identified in the extract.
Nevertheless, the occurrence of the tertiary alcohol [2°] supported the transient

presence of tertiary (+)-valencene [1] derived hydroperoxides [2, 27].

3.4.4 (+)-Valencene dioxygenase of P. sapidus

Extracellular enzymes of fungi have been described for the biotransformation of
(+)-valencene [1]. WiLtersHauseN and Grar  (1990) used concentrated
supernatants of the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium with high
lignin peroxidase activity, whereas another approach applied fungal laccases to

yield (+)-nootkatone [5] (Huanc et al., 2001). Using submerged cultures of the

ascomycete Chaetomium globosum 8 mg "1 of (+)-nootkatone were produced
in three days (Kaspera et al., 2005) and the involvement of a cytochrom P450
was postulated. The breakthrough to higher product yields with basidiomycetes
was achieved when lyophilisate of the edible mushroom P. sapidus were used
instead of whole cells in submerged cultures. After transformation of (+)-
valencene [1] for 13 h, up to 250 mg I (+)-nootkatone were obtained and a-
and B-nootkatol [4,4°] were identified as side products (MuLLer et al., 2005). A
reaction mechanism or a characterisation of the enzymatic activity was not
given.

Specific staining of a TLC separated solvent extract after (+)-valencene [1]
biotransformation with lyophilisates of P. sapidus gave strong evidence that the
target flavour compound (+)-nootkatone [5] was generated via intermediate
hydroperoxides. The confirmed reaction mechanism as shown in Figure 10 is

close to the catalytic mechanism of known lipoxygenases and supports parallel
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work on the biochemical and molecular characterisation of this novel (+)-
valencene dioxygenase. Based on database search, the translated amino acid
sequence of 396 amino acids showed on the protein level homologies of ~50%
to putative lipoxygenases from Aspergillus fumigates and Laccaria bicolor as
well as 26% homology to the sequence of lipoxygenase-1 from soybean (Fraatz
et al., 2009). Dioxygenases, such as lipoxygenases, start the catalytic reaction
by abstraction of a hydrogen atom from the substrate molecule. The highly
substrate specific lipoxygenases require a (Z,2)-1,4-pentadienyl moiety (diallylic
position). The resulting secondary carbon radical is stabilised along the
adjacent double bonds. The first predominant oxidation products are the
respective conjugated diene hydroperoxides caused by the reaction of the
carbon centred radical with triplet oxygen (*0.). This is the first report on a
lipoxygenase-type enzyme from a fungus which accepts a terpene hydrocarbon
instead of an unsaturated fatty acid as the substrate (Fraatz et al., 2009). For
further investigation of the biochemical and structural properties the (+)-

valencene dioxygenase will be heterologously expressed in an appropriate host.
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4 Heterologous expression of an

extracellular lipase

from the basidiomycete

Pleurotus sapidus.

Reprinted from Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 57, 16-21,

Copyright 2008, with permission from Elsevier.

4.1 Abstract

The 1641 bp cDNA encoding an extra-cellular lipase of the basidiomycete
Pleurotus sapidus (Lip2) was cloned from a cDNA library. Expression of the
cDNA in Escherichia coli, with and without signal sequence, led to the
production of recombinant Lip2, mainly as inclusion bodies with low catalytic
activity. Refolding yielded catalytically active protein. A C-terminal His tag was
used for purification and immunochemical detection. The recombinant lipase
hydrolysed xanthophyll esters with high efficiency, and omitting the signal
sequence did not alter the catalytic properties. The P. sapidus lipase represents
the first enzyme of the lipase/esterase family from a basidiomycetous fungus

characterised on the molecular level and expressed in a manageable host.

Keywords: basidiomycete, fungi, carboxylesterase, carotenoid ester
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4.2 Introduction

Lipases (EC 3.1.1.3) accept biotic and abiotic substrates and may transform
them in water, organic solvents, or in ionic liquids to products of industrial
importance (ScHmib, 1998). However, only few enzymes are have become
known to catalyse xanthophyll ester hydrolysis (Krachik et al., 1997; BReEITHAUPT,
2000; Zorn et al., 2003). Xanthophylls are widely used as colorants and
antioxidants in the feed, food, pharmaceutical, and cosmetics industries. Most
of the naturally occurring xanthophylls are present as mono- and diesters of
fatty acids in plant sources, such as Tagetes erecta (marigold) and Capsicum
annuum (paprika) (BreirhaupT et al., 2002). The conventional method to liberate
free xanthophylls from their ester precursors is saponification by hot (80°C) and
concentrated sodium hydroxide solution. This process results in the formation of
side products, causes high energy costs, and imposes high requirements
concerning safety issues and waste disposal. Enzyme technology could provide
a green process alternative.

Screening basidiomycete species, an extra-cellular lipase from Pleurotus
sapidus (Lip2) with the distinct property to convert xanthophyll esters into free
xanthophylls was found, purified and sequenced (Zorn et al., 2005). The novel
enzyme represented an octamer with a molecular mass of 430 kDa, an
isoelectric point of 4.5, and worked best at pH 5.8 and 40°C. Its active site
contained the well-known Ser-Glu-His catalytic triad. A 23-aa signal peptide
preceded the N-terminus of the enzyme (Zorn et al., 2005a) (EMBL accession
number AJ810032). This paper reports on the purification, refolding and

characterisation of Lip2 expressed in E. coli.
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4.3 Materials and methods

4.3.1 Cultivation and lipase production

Mycelia of P. sapidus [8266 DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen)] were maintained as described previously (LinkE et al., 2005).

4.3.2 RNA purification and cDNA library construction

Mycelium of the submerged culture (5th culture day) was separated via
centrifugation (9 000 x g, 15 min, 4 °C). To purify RNA, 100 mg of mycelium
were chopped off with a scalpel, and ground in a mortar under liquid nitrogen.
Total RNA was extracted with the RNeasy-Kit (QIAGEN, Hilden, Germany),
following the manufacturer's instructions. A cDNA library was constructed using
the RNA as template with the SMART PCR cDNA Library Construction Kit
(CLONTECH, Saint-Germain-en-Laye, France).

4.3.3 Cloning of expression plasmids

The plasmid pET101/D-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) with a strong
RBS and a C-terminal His tag was used (Fig. 13). Four different constructs of
Lip2 were cloned. The lip2 cDNA was amplified from a cDNA library using the
following primers: For s-Lip2-His and s-Lip2 the forward primer included the
signal peptide sequence of lip2 (5-CACCATGTTCTTCGTTCTACAGGC-3).
For Lip2-His and Lip2 the sequence of the signal peptide was omitted (5
"-CACCATGGCAAACAGCGTAACGCTTG-3"). All forward primers contained
the sequence CACC at the 5' end of the primer, the overhang sequence of the
vector used. For s-Lip2 and Lip2, the reverse primer included the stop codon
TGA (5 -TCAAAGTGGATTTGCCAGAGT-3"). A reverse primer without stop
codon (5-AAGTGGATTTGCCAGAGTCAC-3") was used to generate s-Lip2-His
and Lip2-His. The PCR fragments were purified by gel electrophoresis and
extracted from the gel using the Nucleospin Extract Il Kit (Macherey-Nagel).
The purified DNA was cloned into the pET101/D-TOPO plasmid via the TOPO
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cloning reaction, vyielding the plasmids pET101s-lip2-His, pET101lip2-His,
PET101s-lip2 and pET101lip2.

V6 GxHis
| 02 His

- o i

s-Lip2

Lip2

T7 promoter
lac operator

T7 reverse primer
T7 primer T7 transcription terminator
bla promoter

lacl Amp(R)

pET101/D-TOPO

pPBR322 origin

ROP

Abbildung 13: Plasmid for the expression of Lip2 variants. A pET101/D-TOPO® vector was
used for construction of the different variants. Expression of the gene of interest was under the
control of the T7 promoter for a high-level, IPTG-inducible expression (DusenoorFF and STuDIER,
1991; Stupier et al., 1990). The vector contained C-terminal fusion tags, a V-5 epitope and a

polyhistidine tag for detection and purification of recombinant fusion proteins. An ampicillin
resistance gene was used for selection.
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4.3.4 Expression of Lip2 variants

E. coli BL21(DE3) (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) was transformed with the
four plasmids encoding the different variants of Lip2. Expression was performed
at 27 or 37 °C and 250 rpm, using 50 ml of LB medium (10 g I"* tryptone, 5 g I’
yeast extract, 10 g I”' NaCl) containing 50 mg ml™" ampicillin. Expression was
induced using 1 mM isopropyl-L-dithiogalactopyranosid (IPTG) at an ODey Of
1.5. The cells were harvested 4 h after induction by centrifugation at 6000 x g
and 4 °C for 15 min.

4.3.5 DNA sequencing and alignment

The plasmid-DNA was sequenced by MWG-BIOTECH AG (Ebersberg,
Germany) and aligned with clustalW (Hiccins et al., 1994) against the lip2 cDNA
sequence (AJ810032).

4.3.6 SDS-PAGE and Western blot analysis

Cell extracts were prepared using ice-cold lysis buffer (50 mM sodium
phosphate, 300 mM NaCl, pH 8.0, 0.1% DNAse, 1 mg ml”" lysozyme) for 30 min
at 4 °C. After four freeze and thaw cycles the crude extract was centrifuged for
30 min at 12 000 x g and 4 °C. The supernatants as well as the pellets were
mixed or re-suspended, respectively, in loading buffer ( Laemmli loading dye).
SDS-PAGE was performed according to Laemmu (1970) using 4% (w/v)
polyacrylamide in the stacking gels and 14% (w/v) polyacrylamide in the
resolving gels. Proteins were stained with 0.1% (m/v) Coomassie Brillant Blue
G-250 or silver (Bum et al., 1987). PageRuler pre-stained protein ladder plus
(FERMENTAS, St. Leon-Rot, Germany) was used for the preparation of a
calibration curve for determination of molecular masses. After transferring the
proteins to a nitrocellulose transfer membrane (Schleicher & Schuell, Dassel,

Germany) the clones carrying the pET101s-lip2-His or the pET101lip2-His
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plasmid were immunoblotted using an anti-His(C-term)-AP antibody (Invitrogen,

Karlsruhe, Germany).

4.3.7 Isoelectric focusing (IEF)

IEF polyacrylamide gel electrophoresis was performed on a Multiphor Il system
(Pharmacia LKB) using ServalytTM PrecotesTM precast gels with an
immobilised pH gradient of pH 3 - 6 (Serva, Heidelberg, Germany). The pl of
the lipase was estimated using a low-pl (2.8 - 6.5) calibration kit (Amersham
Biosciences, Freiburg, Germany). Gels were silver stained (BLum et al., 1987).

For activity staining the Lipase overlay assay (4.3.9) was used.

4.3.8 Refolding and Purification

Cell extracts were prepared with ice-cold lysis buffer as described under
Section 4.3.6. The inclusion bodies were pelleted by centrifugation (12 000 x g).
After washing with 0.5% (v/v) Triton X-100, the inclusion bodies were dissolved
in 20 ml of 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8.0) containing 8 M urea, 1 mM EDTA
and 10 mM dithiothreitol (DTT). After an incubation time of 1 h at room
temperature, the suspension was diluted to 200 ml with 20 mM Tris-HCI buffer
(pH 8.0) containing 10 mM CaCl; and 1 mM EDTA and incubated for 10 days at
4 °C (Lee et al., 1994). For protein purification under native conditions the Ni-
NTA Spin Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) was used.

4.3.9 Lipase overlay assay

60 ml of a solution containing 0.008 g Tris-HCI and 0.025 g NaCl in 100 ml H,O
and 1.2 g agar agar were heated to 100 °C for 1 min (modified after Nuero et al.
(1994)). After cooling to about 65 °C, 60 ml of a solution containing 1 g
polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate (Tween 80) and 0.02 g CaCl, in 100
ml H.O (pH adjusted to 6.8 with 0.1 N NaOH) were added. The IEF gel was
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covered with the mixture and after incubation at 35 °C over night the plates
were covered with 0.1 N NaOH. Formation of a whitish precipitate indicated

active fractions.

4.3.10 p-NPP lipase activity assay

Lipase activity was determined using p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) (WinkLER
and Stuckmann, 1979). Solution A contained 30 mg p-NPP (Sigma) dissolved in
10 ml propane-2-ol. Solution B contained 0.207 g sodium deoxycholate (Sigma)
and 0.1 g gum arabic (Sigma) dissolved in 90 ml 0.2 M Tris/HCI buffer (pH 7.5).
Solution A was added in small quantities to Solution B while stirring
continuously until complete dissolution. This substrate solution was prepared
daily, pre-warmed to 37 °C, and dispensed in 200 pl quantities into test plates.
Absorbance of duplicates was measured at 410 nm against an appropriate
blank.

4.3.11 Xanthophyll ester cleaving activity

The hydrolytic activity of the recombinant protein was tested by HPLC-DAD
analysis using a xanthophyll ester isolate of Capsicum annum (Zorn et al.,
2005).

4.3.12 Protein Concentration

The protein concentration of duplicate samples was estimated by the method of
Lowry et al. (1951) using DC-Protein-Assay (Bio-Rad, Hercules, USA) and
bovine serum albumin as a standard. In the range used the calibration curve

was linear with a regression coefficient of R?> = 0.998.
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4.3.13 MALDI peptide mapping

Protein bands separated by 1D SDS-PAGE were excised, washed, reduced
and carboxamidomethlyated, and tryptically digested. The resulting peptides
were extracted, desalted and analyzed on a Bruker Ultraflex TOF/TOF mass
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) as described (Forno et al.,
2004). The peptide fingerprints were then subjected to database searches

(NCBI, Fungi) using the Mascot system.

4.4 Results

Lip2 is an extra-cellular protein containing a 23 amino acid signal peptide,
which targets the protein to the extra-cellular compartment of P. sapidus. As
nothing is known about the processing of basidiomycetous pro-proteins and
about the influence of the signal sequence on the correct protein folding in E.
coli, two different constructs of the N-terminus were cloned as described (4.3.3):
s-Lip2-His and s-Lip2 containing the complete pro-protein, and Lip2 and Lip2-
His missing the signal sequence. The constructs s-Lip2-His and Lip2-His were
cloned with a C-terminal His tag to facilitate detection and purification. S-Lip2
and Lip2 were cloned with the native stop codon to compare their activities with
those of the two hybrid proteins.The plasmid-DNA of the clones was sequenced
and compared with the published sequence of Lip2 (EMBL accession number
CAH17527) (Fig. 14).
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A 1 MFFVLQAVLGLFAIQTAATPLPRANSVTLDSATFTGTTSGRVTKFLGIPYAQPPTGDRREF
B 1 MEFFVLOAVLGLEFATQTAATPLPRANSVTLDSATFTGTTSGRVTKFLGIPYAQPPTGDRRE

ok ok kK K Kk ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk ok ko ok ok kK Kk ko
A 61 RLPEPIPPYTGTVRATAFGPACPQQSARLPLPDGLASDVVDLIVNTAYKAVEFPDNEDCLS
B 61 RLPELIPPYTGTVRATAFGPACPQQSARLPLPDGLASDVVDLIVNTAYKAVEFPDNEDCLS

KEAKAK KA AR A AR AR A AR AR A AR A A KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A AR AR A A A AR A xk*

A 121 INVVVPTSATPTSKLPVAVWIFGGGFELGSPSLYDGGLIVERSIQLGEPVIYVSMNYRLS

B 121 INVVVPTSATPTSKLPVAVWIFGGGFELGSPSLYDGGLIVERSIQLGEPVIYVSMNYRLS
Kk K ok ok Kk k kK ok kK ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok ko ok k ko ok ok ok ks ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok Kk ok k kK kK

l

A 181 AFGFLASQEVKDTGVGNLGLQDQREALRWIQKYISSFGGDPTKVTIWGESAGAISVALHM

B 181 AFGFLASQEVKDAGVGNLGLQDQREALRWIQKYISSFGGDPTKVTIWGESAGAISVALHM
Kk K ok ok ko k ok ok ok ok ok ok ko ok k ko ok ko ok ks ok k ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok K ok ok k kK kK

A 241 VANNGNHEGLFRGAFMQSGSPIPVGDISHGQTYYDAIAAETGCSSAADTLACLRSVPYAT

B 241 VANNGNHEGLFRGAFMQSGSPIPVGDISHGQTYYDAIAAETGCSSAADTLACLRSVPYAT
Kk K ok ok Kk k kK ok kK ok ok ko ok ok ko ok K ok ok ko ok k ko ok ko ok ks ok ok ok ok ok ko ok ko kK ok ok Kk ok k ok ok kK

l

A 301 LKTAVDRTPFIFDYQSLALARIPRADGVEFLTDNPQRLVQAGKVANVPFVTGDCDDEGTLF

B 301 LKTAVDRTPFIFDYQSLALAWIPRADGVFLTDNPQRLVQAGKVANVPEVTGDCDDEGTLF
Kk K ok ok ko k kK ok ok Kk ok kR k ok kK ok ok ok ko ok k ok ok ok K ok ok ko ok k ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok Kk ok ok kK kK

A 361 SLANLNVTTTSQVRTYIKTFFMPQSTNAELDQMLNHYPLDLTQGSPFDTGILNALSPQFK

B 361 SLANLNVTTTSQVRTYIKTFFMPQSTNAELDQMLNHYPLDLTQGSPFDTGILNALSPQFK
Kk K ok ok kK kK ok kK ok ok ko ok kK ok ok K ok ok ks ok k ko ok ko ok ks ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok Kk ok k kK kK

|

A 421 RLAAFQGDAVFQAPRRFFLQQORSGKONTWAFLSKRFKVAPFLGSFHASDILNVYFGGELG

B 421 RLAAFQGDAVFQAPRRFFLOQRSGKONTWAFLSKRFKVAPFLGSFHASDILNVYFGGELG
Kk K ok kK kK kK ok kK ok ok ko ok k ko ok K ok ok ks ok k ok ok ok K ok ok ks ok k ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok Kk ok kK ok ok K

A 481 DYLINFVNNLDPNGQGRGINWPKYTTSSPNLVTENDNLLEPVTITQDTFRTDAINFLTGV

B 481 DYLINFANNLDPNGQGRGINWPKYTTSSPNLVTENDNLLEPVTITQDTFRTDAINFLTSV
Kok kokkk hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkk %

A 541 TLANPL

B 541 TLANPL

* Kk kK kK

Abbildung 14: Alignment of the translated nucleotide sequence of the cloned P. sapidus
lipase gene lip2 (B) with the amino acid sequence of Lip2 (EMBL accession number
CAH17527) (A). The sequence alignment was performed with ClustalW. The N-terminal
sequence of the mature P. sapidus protein is printed in bold. Active site residues are marked.
Sequences of lip2 are equal except for the underlined signal peptid in all four constructs and
united in sequence (B).

The same five differences were detected on the protein level in all four
constructs. These differences are supposed not to result from amoplification
mistakes, but from an isoenzyme sequence. The supernatant of the P. sapidus
strain, which was used as source for the construction of the cDNA library,
showed good activity against paprika oleoresin indicating that the sequence to
be amplified should code for a functional protein. Cell lysates of all E. coli
clones showed a very low activity against p-NPP as substrate when incubated
at 27 °C or 37 °C. IEF analysis with activity overlay showed lipase activity at the
application point only. The soluble and insoluble fractions were analysed by
SDS-PAGE (Fig. 15A), and the s-Lip2-His and Lip2-His clones were also blotted
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and detected by anti-His-antibodies (Fig. 15B). SDS-PAGE and Western blot
showed one strong band with the expected size in the induced insoluble fraction
in both s-Lip2-His (63 kDa) and Lip2-His (60 kDa). Some weaker bands may
represent partially hydrolysed proteins with an intact C-terminus.
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Abbildung 15: Expression of Lip2 variants containing a His tag in E. coli BL21(DE3):
Coomassie blue stained SDS-PAGE gel (A) and Anti-His blot (B). E. coli bearing Lip2-His (1:
not induced, soluble; 2: not induced, insoluble; 3: induced, soluble; 4: induced, insoluble) and
E. coli bearing s-Lip2-His (5: not induced, soluble; 6: not induced, insoluble; 7: induced, soluble;
8: induced, insoluble) were cultivated over night. Recombinant protein production was induced
using IPTG for a cultivation time of 4 h.

The bands with the expected size were excised from the SDS-gel and analysed
by MALDI-mapping. The data showed similarity to the translated plasmid-DNA
sequence of lip2 and reinforced three sequence differences to the published

sequence of Lip2 (Fig. 16).
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A:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
550

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MFFVLQAVLG
AQPPTGDRRF
DLIVNTAYKA
PSLYDGGLIV
QDOREALRWI
FRGAFMQSGS
LKTAVDRTPF
GDCDDEGTLF
LTQGSPFDTG
FLSKRFKVAP
WPKYTTSSPN
RGHPFEGKPI

MADLANSVTL
TGTVRATAFG
SINVVVPTSA
VIYVSMNYRL
DPTKVTIWGE
GOTYYDATIAA
ARIPRADGVF
TSQVRTYIKT
KRLAAFQGDA
ILNVYFGGEL
FPVTITQDTF
TRTGHHHHHH

LFAIQTAATP
RLPEPIPPYT
VFPDNEDCLS
ERSIQLGEPV
QKYISSFGGD
PIPVGDISHG
IFDYQSLALA
SLANLNVTTT
ILNALSPQFK
FLGSFHASDI
LVTFNDNLLF
PNPLLGLDST

DSATFTGTTS
PACPQOQSARL
TPTSKLPVAV
SAFGFLASQE
SAGAISVALH
ETGCSSAADT
LTDNPQRLVQ
FFMPQSTNAE
VFQAPRRFFL
GDYLINFVNN
RTDAINFLTG

LPRANSVTLD
GTVRATAFGP
INVVVPTSAT
IYVSMNYRLS
PTKVTIWGES
OTYYDATIAAE
RIPRADGVFL
SQVRTYIKTF
RLAAFQGDAV
LNVYFGGELG
PVTITODTFR
RTGHHHHHH

GRVTKFLGIP
PLPDGLASDV
WIFGGGFELG
VKDTGVGNLG
MVANNGNHEG
LACLRSVPYA
AGKVANVPFV
LDQMLNHYPL
QORSGKONTW
LDPNGQGRGI
VTLANPLKGE

SATFTGTTSG
ACPQQSARLP
PTSKLPVAVW
AFGFLASQEV
AGAISVALHM
TGCSSAADTL
TDNPQRLVQA
FMPQSTNAEL
FQAPRRFFLQ
DYLINFVNNL

TDAINFLTGV

YAQPPTGDRR
VDLIVNTAYK
SPSLYDGGLI
LODOREALRW
LFRGAFMOQSG
TLKTAVDRTP
TGDCDDEGTL
DLTQGSPFDT
AFLSKRFKVA
NWPKYTTSSP
LRGHPFEGKP

RVTKFLGIPY
LPDGLASDVV
IFGGGFELGS
KDTGVGNLGL
VANNGNHEGL
ACLRSVPYAT
GKVANVPFVT
DOMLNHYPLD
QRSGKONTWA
DPNGQGRGIN
TLANPLKGEL

FRLPEPIPPY
AVFPDNEDCL
VERSIQLGEP
IQKYISSFGG
SPIPVGDISH
FIFDYQSLAL
FSLANLNVTT
GILNALSPQF
PFLGSFHASD
NLVTFNDNLL
IPNPLLGLDS

Abbildung 16: MALDI-MS peptide mapping of s-Lip2-His (A) and Lip2-His (B): Peptide

sequences which fit to the translated nucleotid sequence of the cloned Pleurotus sapidus lipase
genes s-lip2-His (A) and lip2-His (B) are printed bold. Differences to the published sequence of
Lip2 (EMBL accession number CAH17527) are underlined.

The variants with the signal sequence (s-Lip2-His) were larger than the

construct without (Lip2-His), thus, the pro-peptide of s-Lip2-His was not cleaved

in E. coli. No expression was detected by SDS-PAGE for the clones S-Lip2 and

Lip2, neither in the insoluble nor in the soluble fraction (data not shown). In s-

Lip2-His and Lip2-His most of Lip2 was expressed as inclusion bodies.

The protein located in the insoluble fraction was refolded as described (4.3.8).

Contaminants of the insoluble enzyme fraction of s-Lip2-His and Lip2-His were

removed using a Ni**-NTA column (Fig. 17).
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Abbildung 17: Purification of Lip2-His with a Ni2*~NTA column: 1: insoluble enzyme fraction
after refolding; 2: flow through; 3: washing with 40 mM imidazole, 4: elution with 250 mM
imidazole, silver stained SDS-PAGE gel.

The refolded fractions of the clones s-Lip2-His and Lip2-His showed activity
against p-NPP (Tab. 4), while those of the clones s-Lip2 and Lip2 were inactive.

Tabelle 4: Specific activity of recombinant Lip2 variants.

Specific activity p-NPP?2 hydrolysis of
(U/mg(mU/ml culture)) xanthophyll esters®
s-Lip2 0 (0) -
s-Lip2-His 31.4+0.9(111.0 £ 3.3) +
Lip2 0 (0) -
Lip2-His 30.0+2.9(116.6 £ 11.3) +

@ Activity was measured in duplicate after refolding of the protein with p-NPP as substrate

b Ability to hydrolyse xanthophyll esters detected after refolding of the protein with a HPLC
based assay.
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HPLC-DAD analyses of xanthophyll esters from Capsicum annum incubated
with recombinant and refolded s-Lip2-His or Lip2-His showed the same product
spectrum as was obtained with native Lip2 (Fig. 18). As with the native enzyme
from P. sapidus supernatant (Zorn et al., 2005), the chromatograms were
dominated by the end product of hydrolysis, capsanthin, while the

concentrations of mono- and diesters were significantly decreased.
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Abbildung 18: HPLC-DAD chromatograms (450 nm) obtained with refolded s-Lip2 (A), refolded
s-Lip2-His (B), refolded Lip2 (C), refolded Lip2-His (D), inactivated wild-type Lip2 (E) and wild-
type Lip2 (F) used to hydrolyze xanthophyll esters derived from Capsicum annum. Peak
assignment: 1 (Z)-capsanthin; 2 all-(E)-capsanthin; 3 zeaxanthin; 4 B-cryptoxanthin; 5 all-(E)-B-
carotene. Peaks between 20 and 45 min correspond to xanthophyll mono- and diesters.
Reactivated or inactivated enzyme was mixed with the assay substances as described by Zorn
(2005).
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4.5 Discussion

Numerous esterases and lipases from a large variety of organisms have been
functionally expressed in heterologous hosts, but only one lipase from a
basidiomycetous yeast has recently been cloned and expressed in E. coli
(DeAngeLis et al., 2007). Lip2 represents the first basidiomycetous fungus lipase
that has been functionally expressed in a heterologous host.

Refolding yielded soluble and functional proteins for s-Lip2-His and Lip2-His.
Apparently, neither the particular codon usage of P. sapidus nor the lacking
glycosylation restricted the active expression of Lip2 in E. coli (Tab. 4). Both
variants had similar catalytic activity against p-NPP and paprika oleoresin,
indicating that the structure of the active sites was not significantly altered. The
signal sequence was neither essential nor prejudicial for E. coli to produce
active enzyme. This was shown for other lipases, for example for lipase B from
Candida antarctica (Buank et al., 2006). However, the C-terminal tag was
necessary to express Lip2 in E. coli: No activity was found in the experiments
with s-Lip2 and Lip2. SDS-PAGE indicated that no recombinant protein was
produced with these constructs. A localization sequence in the C-terminus of
this enzyme that interfered with functional expression in E. coli similar to
peroxisomal targeting sequence motives (Goulp et al., 1987) could explain this
result. An improvement of active expression of Lip2 in E. coli could be achieved
by using other vector constructs, for example one which contains a thioredoxin
fusion sequence (Tanc et al., 2000) or one with an E. coli specific signal
sequence for expression in the periplasm (BLank et al., 2006). Work in this
direction has started.

With the annotation of the Coprinopsis cinerea genome (BRRren et al.,
unpublisched) many putative lipase sequences with a low homology to known
microbial and yeast lipases and a high homology to Lip2 have been revealed.
These sequences may serve as starting points to screen for other lipases with
likewise unusual properties.

The functional expression of Lip2 in E. coli opens the possibility to modify the
present enzyme by site directed mutagenesis. Fusion proteins may be designed
without a loss of activity to support (directed) immobilisation. Investigation of the

substrate specificity of Lip2 for both hydrolytic and synthetic reactions may lead
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to new applications which are not feasible with current microbial or yeast lipases
(PanpEY et al., 1999). No information about the 3-D structure of Lip2 is available
yet. Heterologous expression can produce enough material for X-ray analysis,
which in turn may contribute to explain the uncommon catalytic properties of
Lip2.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der biotechnologischen Erschlielfung von Farb-
und Aromastoffquellen fir die Lebensmittel- und Kosmetikindustrie.

Es wurde eine enzymatische Synthese von Furanoterpenen mit lyophilisiertem
Mycel zahlreicher Pleurotus Arten durchgefuhrt. Als Substrate dienten
Monoterpene, die eine 1,3-Dienstruktur aufweisen. Als Intermediate der
enzymatischen Katalyse wurden 1,4-Endoperoxide identifiziert. Durch weitere
nicht enzymatische Schritte werden aus diesen 1,4-Endoperoxiden die
entsprechenden Furanoterpene gebildet. Mit 6-Methyl-2-methylen-hept-5-enal
wurde zusatzlich eine neue naturliche Verbindung identifiziert, deren Bildung
sich Uber ein 1,2-Endoperoxid als Zwischenstufe erklaren lasst. Methoden zur
Visualisierung entsprechender Enzymaktivitaten wurden entwickelt und die
Enzyme biochemisch charakterisiert.

Zum Transfer der enzymatischen Bildung des Sequiterpenoids (+)-Nootkaton
aus (+)-Valencen in einen Industrieprozess war die Kenntnis des
Bildungsmechanismus gefordert. Mit dieser Arbeit wurden tertiare
Hydroperoxide identifiziert. Durch eine Schenkumlagerung zu sekundaren
Valencenhydroperoxiden und durch anschliel3ende Eliminierung von H,O wurde
(+)-Nootkaton gebildet. Eine P450-Katalyse kann ausgeschlossen werden.

Die codierende Region einer Lipase (lip2), die sich zur
Capsantindiesterhydrolyse  eignet, wurde in E. coli spezifischen
Expressionsvektoren ligiert. Die Expression der cDNA fuhrte zur Produktion von
rekombinanter Lip2, welche hauptsachlich in Form von inclusion bodies vorlag.
Refolding-Strategien ergaben aktives rekombinantes Protein. Die Lipase aus P.
sapidus ist das erste Enzym eines hoheren Basidiomyceten der

Lipase/Esterase Familie, welches in einem heterologen Wirt exprimiert wurde.

Schlagworter: Pleurotus sapidus, Basidiomyceten, Biokatalyse, Terpene
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6 Summary

This work deals with the biotechnological exploration of sources of colorants
and flavours for the food and cosmetics industry.

Enzymatic synthesis of furanoterpenoids from B-myrcene and related
monoterpenes was observed using a solubilised enzyme fraction of mycelium
lyophilisates of several Pleurotus species. The initial enzymatic step, the
incorporation of molecular oxygen into the conjugated 1,3-diene moiety, was
similar to a 2 + 4 cycloaddition of 1,3-dienes with dienophilic 'O,, and was
followed by a non-enzymatic reaction sequence leading to the furans. One
metabolite was identified as the new natural compound 6-methyl-2-methylene-
hept-5-enal. The enzymatic formation of this compound through a 1,2-
endoperoxide is suggested. Methods for the visualisation of enzyme activity
were developed. The corresponding enzyme was biochemically characterised.

To transfer the enzymatic formation of the sesquiterpenoide (+)-nootkatone
from (+)-valencene into an industrial process, insight into the pathway was
required. Tertiary hydroperoxides were identified as primary products. These
undergo a Schenk rearrangement to give the secondary hydroperoxides which
degrade to (+)-nootkatone by the loss of water. Hence, the common allylic
hydroxylation by a P450-activity could be rouled out.

The 1641 bp cDNA encoding an extra-cellular lipase (Lip2) which possessed
the distinct property to convert xanthophyll esters into free xanthophylls was
cloned from a cDNA library. Expression of the cDNA in E. coli led to the
production of recombinant Lip2, mainly as inclusion bodies with low catalytic
activity. Refolding yielded catalytically active protein. The P. sapidus lipase
represents the first enzyme of the lipase/esterase family from a
basidiomycetous fungus characterised on the molecular level and expressed in

a manageable host.

Keywords: Pleurotus sapidus, basidiomycete, biocatalysis, terpenes
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