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Die mikrobielle Oxidation von Monoterpenen bietet Zugang zu wertvollen
bioaktiven Naturstoffen. Screening, precursor feeding, in situ-Produkt-
entfernung und metabolic engineering bieten Optionen, effiziente Bio-
katalysesysteme zu entwickeln.

Microbial oxidation of monoterpenes opens access to valuable natural
bio-actives. Screening, precursor feeding, in situ product removal and
metabolic engineering enable the development of efficient biocatalytic
systems.

ó Mit inzwischen über 40.000 bekannten
Strukturen stellen die Terpene (auch „Iso-
prenoide“) die größte Naturstoffklasse dar [1].
Monoterpene besitzen ein Gerüst aus zehn
C-Atomen und prägen mit ihrem Aroma und
Duft die ätherischen Öle vieler Nadelhölzer,
Zitrusfrüchte, Kräuterpflanzen und Blüten;
ihre biologische Funktion wird mit der Anzie-
hung von bestäubenden Insekten oder
Abwehr von Fraßfeinden in Verbindung
gebracht. Einige Monoterpene sind heutzu-
tage wichtige medizinische Wirkstoffe, z. B.
1,8-Cineol, Menthol und Campher für Erkran-
kungen der Atemwege.

Biooxidation von Monoterpenen

Bestimmte Monoterpene sind zentrale Inter-
mediate pflanzlicher Terpenbiosynthesen und
kommen in der Natur in großen Mengen vor.
Beispielsweise fallen jährlich über 50.000
Tonnen (+)-Limonen und ca. 160.000 Tonnen
α-Pinen quasi als „Abfall“ der zitrus- bzw.
holzverarbeitenden Industrien an [2, 3]. Wei-

tere Monoterpene, wie die Linaloolisomere,
sind Hauptbestandteile bestimmter ätheri-
scher Öle (Kampherbaum, Koriander, Marjo-
ran). Dagegen sind oxyfunktionalisierte Deri-
vate dieser zentralen Monoterpene, die häu-
fig wirtschaftlich interessante Eigenschaften
aufweisen, in der Natur nur in geringen Kon-
zentrationen zu finden. Die beispielhaft
genannten Monoterpene bilden folglich eine
ideale natürliche Ressource, um daraus hoch-
wertige Naturstoffe zu synthetisieren. Unge-
achtet des nachgewiesenen Potenzials von
Mikroorganismen zur Biotransformation von
Terpenen sind bisher kaum industriereife Bei-
spiele beschrieben worden [4]. Die Hauptur-
sachen sind in den physikochemischen Eigen-
schaften der Substrate und Produkte begrün-
det: ihrer Hydrophobizität, das heißt gerin-
gen Wasserlöslichkeit, verbunden mit ausge-
prägter Toxizität. Letztere geht auf die bevor-
zugte Akkumulation der Terpene in Zell-
membranen zurück, wodurch essenzielle
Funktionen der Mikroorganismen gestört wer-

den. Hinzu kommt, dass die gewünschten
Reaktionen häufig von nur schwach aktiven
und Kofaktor-abhängigen Oxygenasen kata-
lysiert werden, deren Gene oft schwierig
heterolog zu exprimieren sind.

Im Folgenden werden anhand ausgewähl-
ter Beispiele (Abb. 1) unterschiedliche metho-
dische Herangehensweisen für die mikro-
bielle Oxidation von Monoterpenen vorge-
stellt: (1) Screening nach aktiven Mikroorga-
nismen, (2) Steigerung der Produktivität
durch in situ-Produktentfernung, (3) Verbes-
serung der Biooxidation durch heterologe
Kofaktorregenerierung und Zweiphasenbio-
prozess.

Screening Linalool-oxidierender Pilze

Mit unseren Arbeiten konnten wir erstmals
zeigen, dass bestimmte Pilze nach Dosierung
des monozyklischen Monoterpenalkohols
Linalool in der Lage sind, die bisher nur in
Pflanzen beschriebenen Fliederaldehyde und
-alkohole als metabolische Nebenprodukte zu
synthetisieren [5]. Diese Aromastoffe prägen
aufgrund ihrer sehr niedrigen Geruchs-
schwellen im Nanogrammbereich maßgeb-
lich den Duft des blühenden Flieders Syrin-
ga vulgaris L. (Oleaceae). Linalool wirkt auf
Mikroorganismen schon in niedrigen Kon-
zentrationen toxisch. Deshalb waren für die
erfolgreiche Identifizierung der gewünschten
Zielverbindungen zunächst Toxizitätsstudien
durchzuführen. Es wurden die stammspezi-
fischen Linalool-Toleranzgrenzen und -ver-
brauchsraten sowie Glukosezehrungsraten
bestimmt und daraus feeding-Protokolle mit
intervallartigen Linalool- und Glukosegaben
abgeleitet. Auf diese Weise wurde genügend
Linalool zugeführt und gleichzeitig ausrei-
chend Biomasse gebildet, um die gewünsch-
ten Verbindungen auch bei niedrigen Kon-
zentrationen identifizieren zu können. Mittels
einer optimierten Festphasenmikroextraktion
(SPME) GC-MS-Analyse des Gasraums über
der Flüssigkultur gelang der Nachweis von
Fliederaldehyd und -alkohol als metabolische
Nebenprodukte (Maßstab: 100 bis 200 Mikro-
gramm pro Liter) in Kulturen von Botrytis
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cinerea 5901/2, B. cinerea 02/FBII/2,1 und
Aspergillus niger DSM 821. Die Identifizie-
rung von 8-Hydroxylinalool deutete auf einen
dem Fliederstoffwechsel entsprechenden Bio-
transformationsweg hin (Abb. 1A, [5]).

Ein weiterer überraschender Befund des
Screenings war, dass der Ascomycet Cory-
nespora cassiicola DSM 62475 die Linalool-
isomere hocheffizient und stereospezifisch in
Linalooloxide, begehrte lavendelartige Duft-
stoffe, als Hauptprodukte überführte (Abb.

1A).

Einsatz Lösungsmittel-toleranter

Bakterien zur Oxidation von Limonen

im integrierten Bioprozess

Eine Besonderheit bestimmter Pseudomo-
nas putida-Stämme ist ihre ausgeprägte Tole-
ranz gegenüber organischen Lösungsmitteln.
Als Ursache werden verschiedene Mechanis-
men diskutiert, z. B. die cis-trans-Isomerisie-
rung ungesättigter Fettsäuren der Zytoplas-
mamembran oder energieabhängige Solvent-
Effluxsysteme [6]. Diese Eigenschaften
machen die Bakterien zu attraktiven Kandi-

daten für die Biooxidation toxischer Substra-
te. So ist z. B. P. putida DSM 12264 in der
Lage, mit der aromatischen Verbindung
Cymol als einziger Kohlenstoff- und Energie-
quelle zu wachsen. Die ersten Enzyme dieses
katabolischen Stoffwechselweges ermöglichen
dem Bakterium, in Gegenwart einer verwert-
baren C-Quelle auch das dem Cymol struktu-
rell nahe verwandte monozyklische Mono-
terpen (+)-Limonen zu (+)-Perillasäure zu oxi-
dieren [7], welche ins Medium sekretiert wird
(Abb. 1B). Die Monoterpensäure ist kaum
geruchsaktiv, findet jedoch aufgrund ihres
breiten antimikrobiellen Wirkspektrums
Interesse als potenzieller natürlicher Kon-
servierungsstoff für Kosmetika. Aufgrund der
inhibierenden Wirkung des Produkts auf das
Wachstum und die Biotransformationsak-
tivität des Mikroorganismus lassen sich
jedoch auch unter optimierten Bioprozess-
bedingungen kaum mehr als zehn Gramm
pro Liter Produkt erzielen [7]. Wir haben
deshalb für diese Biotransformation einen
integrierten Bioprozess entwickelt, in dem
das Produkt mithilfe eines Anionenaustau-
scher-Fließbetts kontinuierlich aus dem Kul-
turmedium entfernt wird (Abb. 2A, [8]). Die-
ses Prozessdesign führte zu einer kumulati-
ven Perillasäure-Gesamtkonzentration von 31
Gramm pro Liter (nach sieben Tagen) und
einer Raum-Zeit-Ausbeute von ca. sieben
Gramm pro Liter und Tag über die ersten vier
Tage (Abb. 2B). Die Zahlen repräsentieren
die höchsten Werte, die bisher für mikro-
bielle Monoterpenoxidationen beschrieben
wurden.

Metabolic engineering und Bio-

prozessdesign zur mikrobiellen

Oxyfunktionalisierung von αα-Pinen

In vielen Fällen reichen die natürlichen Fähig-
keiten von Mikroorganismen zur Katalyse
einer gewünschten Reaktion nicht aus, um
mit den bisher beschriebenen Maßnahmen
„Screening“ und „verfahrenstechnische Opti-
mierung“ zu wirtschaftlich interessanten Pro-
zessen zu gelangen. Die heterologe Expres-
sion der membranassoziierten Schlüsselen-
zyme der pflanzlichen Terpenoxidation, der
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (P450), ist
in vielen Fällen ebenfalls schwierig. Ein Aus-
weg können besser exprimierbare (zytosoli-
sche) bakterielle P450 wie CYP102A1 aus
Bacillus megaterium („P450BM-3“) sein, für
die Sequenz- und Strukturinformationen vor-
liegen. Solche Enzyme lassen sich durch ratio-
nales Design oder gelenkte Evolution gezielt
modulieren, um gewünschte „unnatürliche“

˚ Abb. 1: Mikrobielle Oxidation von Monoterpenen. A, Linalool-Biotransformationen als Ergebnis
eines Screenings von Pilzen. % ee: Prozent Enantiomerenüberschuss. B, Umsetzung von Limonen
zu Perillasäure durch Pseudomonas putida. C, Oxidation von α-Pinen mit rekombinanten Escheri-
chia coli-Zellen, die eine gentechnisch erzeugte Variante der P450-Monooxygenase aus Bacillus
megaterium (P450BM-3) überexprimieren, welche auch Terpene als nicht natürliche Substrate
akzeptiert.
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Reaktionen mit Terpenen als Substraten zu
katalysieren [9].

Eine durch rationale und evolutive Ver-
fahren erzeugte Fünffachmutante (V26T,
R47F, A74G, F87V, L188K) von CYP102A1
(„P450BM-3 QM“) ist in der Lage, verschie-
dene Kohlenwasserstoffe als Substrate zu
akzeptieren [10], darunter auch das bizykli-
sche Monoterpen (–)-α-Pinen [11]. Anhand
dieses Beispiels haben wir biologische und
technische Maßnahmen kombiniert, um das
Potenzial rekombinanter Escherichia coli-Zel-
len für die Monoterpenoxidation aufzuzeigen
[11, 12]. Die entstehenden Produkte (Abb. 1C)
sind interessante Aroma- und Riechstoffe bzw.
deren Vorstufen. Unsere Hypothese war, dass
nach Überexpression in E. coli die hohen
intrazellulären Konzentrationen von P450BM-
3 QM zu einer Verknappung des anabolen
Kofaktors NADPH führen müssten, da dieser
gleichzeitig ein zentraler Bestandteil des
P450-Systems ist. Deshalb wurden zusätzlich
Gene eingebracht, die für den Glukosefacili-
tator (GLF) aus Zymomonas mobilis und die
Glukosedehydrogenase (GlcDH 2) aus B. mega-
terium codieren. GLF ermöglicht den ener-
gieunabhängigen Import von nicht phospho-
rylierter Glukose, während GlcDH 2 bevor-
zugt NADP+ als Kofaktor zu deren Oxidation
verwendet. Der prozesstechnische Vorteil ist,
dass intakte E. coli-Zellen – angetrieben durch
externe Glukosegabe – die Zielreaktion effi-
zient katalysieren können (Abb. 3). Als Ergeb-
nis war eine ca. neunfach höhere initiale Pro-
duktbildungsrate zu verzeichnen. Im Bio-
reaktor wurden die toxischen Effekte des
α-Pinens durch vorheriges Lösen in einer bio-
kompatiblen organischen Phase – hier Diiso-
nonylphthalat – minimiert (Abb. 3). Das was-
serunlösliche Lösungsmittel dient gleichzei-
tig zur in situ-Abtrennung der inhibierenden
Produkte aus der wässrigen Phase. Mithilfe
dieses Zweiphasenbioprozesses konnten die
Standzeit des Ganzzellbiokatalysators ver-
bessert und über ein Gramm pro Liter Oxi-
dationsprodukte gebildet werden.
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˚ Abb. 2: A, Fließbild des Bioprozesses zur Umwandlung von Limonen in Perillasäure durch Pseu-
domonas putida mit integrierter Produktabtrennung. Die Kulturflüssigkeit des Bioreaktors (gelb)
wird kontinuierlich im Kreislauf durch ein Fließbett mit Anionenaustauscherkugeln gepumpt, um
das Produkt zu binden und auf diese Weise Produktinhibierung zu umgehen. B, Die in situ-Pro-
duktabtrennung führt zu einer deutlichen Steigerung der Produktmenge (rot: kumulative Produkt-
konzentration des integrierten Bioprozesses; blau: konventioneller Fedbatch-Bioprozess).

˚ Abb. 3: Schema der Oxidation von Terpenen mit rekombinanten Escherichia coli-Zellen im
wässrig-organischen Zweiphasenbioreaktor. Eine biokompatible organische Phase dient der
in situ-Darreichung und Abtrennung der toxischen Substrate (Terpene) und Oxidationsprodukte
(Terpenoide). GLF: Glukosefacilitator (Zymomonas mobilis); GlcDH: Glukosedehydrogenase (Bacil-
lus megaterium); P450BM-3-Variante = Terpen-oxidierendes Mutein von P450BM-3.
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