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Zusammenfassunq

Terpentransformationen durch submers kultivierte Basidiomyceten wurden als Modell-

system fur die Oxyfunktionalisierung lipophiler Substrate durch Mikroorganismen un-
tersucht. Die Fahigkeit von Pilzen aus der Klasse der Basidiomyceten zur Transformati-
on von Terpenen konnte anhand dePinen-Transformationen durch 6 und der Citro-
nellol-Transformation durch 19 Basidiomycetenstamme belegt werden. Typisch waren
allylische Oxidationsprodukte. Bei derPinen-Transformation traten trans-Verbenol,
Myrtenol und Verbenon als Hauptprodukte auf. Bei den Transformationefi-Ramen

durch Pleurotus sapidus waren es trans-Pinocarveol, Myrtenol und 3-Pinanon und bei
Limonen cis/trans-Carveol und Carvon. Bei der Citronelloltransformation wurden eben-
falls allylische Hydroxylierungen zu 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, 3,7-Dimethyl-7-
octen-1,6-diol und 2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-diol beobachtet. Die effektivste Transfor-
mation wurde jedoch mi€ystoderma carcharias durch Epoxidierung des Citronellols

und Hydrolyse zum schwerfliichtigen 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol erreicht. Das Pro-
duktspektrum der untersuchten Transformationen (Allylalkohole, Epoxide) und auch die
Inhibierung der Citronellol-Transformation b&i carcharias durch Cytochrom-P450-
Inhibitoren (Proadifen, SKF 525-A) deuteten auf eine Beteiligung von Cytochrom-
P450-Monooxygenasen an den Terpentransformationen hin.

Die Variation der Umgebungsbedingungen (Medienzusammensetzung, Licht, pH-Wert)
fuhrte weder bei den Kohlenwasserstoff-Transformationen dardapidus noch bei

der Citronellol-Transformation durd®. carcharias zu einer signifikanten Verbesserung

der Transformationsleistung.

Die eingesetzten Terpensubstrate hatten eine toxische Wirkung auf die Basidiomyceten,
die aufgrund der Membranschadigung zu Trockenmasseverlusten fihrte. Ein vollstandi-
ger Umsatz des Substrates konnte bei Citronellol durch eine Verringerung der zudo-
sierten Substratmenge erreicht werden (Triol: max. 86% Umsatz, bis zu 868)mg L
Bei Limonen wurde durch eine Substratdosierung tUber die Gasphase eine deutliche
Yerbesserung der Transformationsleistung erzielt (Produktkonzentration: ca. 100 mg L
).

Bei der Limonen-Transformation duréh sapidus fihrte auch der Zusatz geringer Sub-
stratmengen zu den Vorkulturen (Adaption) zu einer verbesserten Transformation,
wahrscheinlich bedingt durch eine Induktion der beteiligten Enzymex-Banen zeig-

ten 5 Pilzstamme in @hnlichen Versuchen indifferentes Adaptionsverhalten und beim
Citronellol war die Transformation durdl carcharias auch ohne vorherige Adaption

sehr effektiv.

Verschiedene Arten der Zugabe des Terpensubstrates wurden untersucht. Ziel war es,
die schwer wasserloslichen Substrate fur die in der walrigen Phase vorliegenden Pilz-
zellen besser verfugbar zu machen und nach Mdéglichkeit auRerdem die Membrantoxi-
zitat zu vermindern. Bei der Untersuchuongganisch-waRriger Zweiphasensysteme
wurde das Substrat (a-Pinen) den Submerskulturen gel6st in dinnflussigem Paraffindl
bzw. dem mittelkettigen Triacylglycerol MiglydB12S zugesetzt. Dies fiihrte zu einer
verminderten Substrattoxizitat aufgrund der bevorzugten Ldslichkeit in der organischen
Phase. Toxische Wirkungen der beiden untersuchten organischen Phasen traten nicht
auf; allerdings wurden in den Zweiphasensystemen auch deutlich schlechtere Transfor-
mationsergebnisse im Vergleich zur direkten Substratdosierung oder zur Gasphasendo-
sierung erzielt.



Ahnliche Ergebnisse wurden beim EinschluR deRinens inLiposomen aus Ei- bzw.
Sojaphosphatidylcholin erhalten: Sowohl durch Metabolisierung der Phospholipide
selbst als auch durch eine aufgrund des Substrateinschlusses verminderte Toxizitat trat
ein verbessertes Wachstum auf, das aber auch hier mit einer geringeren Produktbildung
einherging.

Die Emulgierung desi-Pinens mit verschiedeneichtionischen Tensiden (Tween 65,

Tween 80, Span 20, Brij 35, Triton X-100) fuhrte aufgrund der besseren Verfugbarkeit
in den meisten Fallen zu einer Erhéhung der Terpentoxizitat und zu einer Abnahme der
Transformationsleistung.

Die Durchfiihrung der Citronellol-Transformation dur€h carcharias im Bioreaktor

fuhrte bei der Bellftung mit einem hydrophoben, mikroporésen Membranschlauch zu
einer guten Produktbildung. Eine direkte Bellftung ergab dagegen eine unzureichende
Sauerstoffversorgung der Kultur.

Schlagworte: Pilze, Terpene, Biotransformation

Abstract

Terpene biotransformations by submerged cultured basidiomycetes were investigated as
model systems for the oxyfunctionalization of lipophilic substrates by microorganisms.
The ability of fungi of the class of basidiomycetes to transform terpenes was shown with
6 strains fox-pinene and with 19 strains for citronellol. Allylic oxidation products were
typically identified. Thea-pinene transformation led to the main products trans-
verbenol, myrtenol and verbenorfeurotus sapidus transformedp-pinene to trans-
pinocarveol, myrtenol and 3-pinanone and limonene to cis/trans-carveol and carvone.
Using citronellol as a substrate allylic hydroxylations yielded 3,7-dimethyl-5-octene-1,7-
diol, 3,7-dimethyl-7-octene-1,6-diol and 2,6-dimethyl-2-octene-1,8-diol. The most ef-
fective transformation was achieved wi@ystoderma carcharias by epoxidation of
citronellol and subsequent hydrolysis to 3,7-dimethyl-1,6,7-octanetriol. The product
spectrum of the transformations (allylic alcohols, epoxides) and the inhibition by two
cytochrome-P450-inhibitors (Proadifen, SKF 525-A) pointed to the participation of
cytochrome-P450-monooxygenases in the terpene biotransformations.

Neither the hydrocarbon transformationsfbygapidus nor the citronellol transformation

by C. carcharias were improved by a variation of the environmental conditions (consti-
tution of nutrient media, light, pH)

The terpene substrates showed toxic effects on the basidiomycetes causing membrane
damages and a decrease of dry matter. Complete conversion of citronellol was achieved
by decreasing the substrate concentration (triol: 86% max. yield, max. conc.
866 mg LY.

For limonene a substrate dosage via the gas phase improved the transformation (product
concentration ca. 100 mg').

An adaptation of the precultures to small amounts of the substrate improved the perfor-
mance ofP. sapidus to transform limonenepossibly due to induction of enzymes. In



similar experiments with a-pinene, 5 funga strains showed indifferent behaviour, and
for citronellol the transformation was very effective even without preliminary adaptati-
on.

Different modes of substrate addition were examined to solve the problem of poor water
solubility of the substrates, to improve the availability to the cells, and to minimize
membrane toxicity.

In aqueous-organic two-phase systems the substrate (a-pinene) was dissolved in paraf-
fin oil and medium chain triacylglycerol Miglyol® 812S, respectively, and added to the
cultures. This led to a decreased substrate toxicity due to the better solubility in the or-
ganic phase. Toxic effects of the organic solvents used were not observed. Neverthel ess,
the transformation performance in the two-phase systems was much lower compared to
the direct or gas phase addition of the substrate.

Similar results were obtained, when the a-pinene was included into liposomes made of
egg- and soy-phosphatidylcholine, respectively: The metabolism of the phospholipids
and the decreased toxicity caused by the inclusion of the substrate, improved the growth
of the cultures, but product formation was low.

The emulsification of the substrate with several nonionic detergents (Tween 65,
Tween 80, Span 20, Brij 35, Triton X-100) in most cases increased the terpene toxicity
and decreased the product formation.

The biotransformation of citronellol in a bioreactor was successful, when aeration was
performed with a hydrophobic microporous membrane tube. Direct aeration led to an
insufficient oxygen supply of the culture.

Keywords:  fungi, terpenes, biotransformation
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1 Einleitung

Wasser ist die haufigste Substanz in allen lebenden Systemen: Mit einem Anteil von
mindestens 70% stellt es das Grundmedium der meisten Stoffwechselvorgange dar. Dies
ist vor allem auf seine einzigartigen physikalisch-chemischen Eigenschaften zurtickzu-
fuhren, die es aufgrund seiner dipolaren Struktur und der Fahigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken zu einem sehr guten Losungsmittel fur alle polaren Substanzen und
lonen machen. Die autoprotolytischen Eigenschaften des Wassermolekiils sind Voraus-
setzung fur das Saure-Base-Gleichgewicht in lebenden Zellen. Wasser ist direkt an vie-
len enzymatischen Reaktionen als Cosubstrat (Hydrolysen) oder als Reaktionsprodukt
(z.B. im Citratcylus) beteiligt. Auch ist es die Hauptquelle fir Wasserstoff in Form von
Protonen oder in der reduzierten Form als Wasserstoffatome oder Hydridionen, den

wichtigsten Mediatoren bei der Ubertragung und Speicherung von Stoffwechselenergie

[1].

Auch lipophile Substanzen nehmen einen wichtigen Platz im Stoffwechsel aller Lebe-
wesen ein. lhre bedeutendste Funktion ist die Zellkompartimentierung durch die Aus-
bildung von Biomembranen — also Doppelschichten amphiphiler Lipidmolekile (meist
Phospholipide). So entstehen lipophile Barrieren, deren semipermeable Eigenschaften
durch hydrophile Zellwandbestandteile (z.B. Polysaccharide) nicht erreichbar waren.
Lipidmembranen sind durchlassig fir lipophile Molekule und kleine, polare, ungeladene
Molekile (z.B. Wasser, Glycerol, Harnstoff), jedoch nicht fir grof3e, polare, geladene
oder ungeladene Molekiile (z.B. Aminosauren oder Monosaccharide) und fur lonen.
Diese Undurchlassigkeit fur lonen ist Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung von
Protonengradienten (Energiespeicherung) und allgemein Potentialdifferenzen (z.B. fur
die Reizleitung in Nerven und Muskeln hdherer Tiere).

Die Membransysteme der Cytoplasmamembran einschliel3lich des endoplasmatischen
Reticulums und bei Eukaryonten zuséatzlich der verschiedenen Zellorganellen stellen
jedoch auch wichtige lipophile Reaktionsraume. Die zentralen Prozesse der Energiege-
winnung in Zellen findet membrangebunden statt (Atmungskettenphosphorylierung und
Photosynthese) und erfordert lipophile Elektronentransporter sowie Enzyme, deren

Oberflache zumindest teilweise lipophil ist, damit sie in der Membran l6slich sind. En-
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zymatische Umsetzungen lipophiler Substrate erfordern dartiber hinaus lipophile Bin-
dungsstellen an den aktiven Zentren der beteiligten Enzyme.

Es wird deutlich, dal? auf zellularer Ebene das Problem des Zusammenwirkens hydro-
philer und lipophiler Kompartimente nicht nur gelost ist, sondern sogar eine Vorausset-
zung fur alle biologischen Prozesse darstellt.

Die Fahigkeit einiger Enzyme, auch in lipophilen Reaktionsraumen (oder zumindest an
Grenzflachen) katalytisch aktiv zu sein, macht man sich in der Biotechnologie durch
enzymatische Reaktionen in organischen, hydrophoben Medien zu nutze. Vor allem mit
Hilfe von Enzymen aus der Klasse der Hydrolasen (Lipasen, andere Esterasen, Protea-
sen) sind auf diesem Wege vor allem reverse Hydrolysen von Interesse [2].

Die Oxyfunktionalisierung lipophiler Substrate erfordert Elektronenakzeptoren als Ko-
faktoren; sie ist daher bevorzugt mit lebenden Zellen als Biokatalysatoren durchfthrbar.
Diese Transformationen werden meist von spezialisierten Mikroorganismen vorge-
nommen und von der Vielzahl der Lebewesen nur in kleinerem Umfang im Rahmen des
Sekundarstoffwechsels durchgefuhrt, wahrend mengenmallig bedeutende Umsetzungen
lipophiler Substanzen sich bei den meisten Organismen auf die Gruppen der Triacylgly-

cerole und Phospholipide als Energiequellen und Membranbestandteile konzentrieren.

Far die Biotechnologie sind neben naturlichen Stoffen (z.B. Steroiden, Terpenoiden) vor
allem die Xenobiotika — also natirlich normalerweise nicht vorkommende Substanzen,
z.B. polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe, halogenierte oder andere Aromaten,
sowie halogenierte oder nichthalogenierte Aliphaten interessant.

Transformationen von Steroiden und einigen Terpenoiden fihren zu pharmazeutischen
Wirkstoffen, einige Mono- und Sesquiterpenoide sind als Aromastoffe bedeutend, die
Transformation von Xenobiotika kénnte zu Sanierung kontaminierter Umweltkompar-
timente (Wasser, Boden, Luft) eingesetzt werden, und einige stereospezifisch oxyfunk-
tionalisierte Aromaten oder Aliphaten sind als Edukte fir chemische Synthesen geeig-
net.

Die Beispiele verdeutlichen, dal? die Oxyfunktionalisierung lipophiler Substrate ein
zentrale Aufgabe in verschiedenen Bereichen der Biotechnologie darstellt. Diese Trans-
formationen sind aufgrund der chemischen Inkompatibilitat lipophiler und walriger

Systeme mit Problemen verbunden, fir die allgemein anwendbare Lésungen noch nicht
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vorhanden sind. In der vorliegenden Arbeit werden Losungsanséatze anhand von Ter-
pentransformationen durch Basidiomyceten untersucht.

Die Auswahl dieses lipophil-waldrigen Systems ergab sich aus den interessanten Duft-
und Aromastoffeigenschaften vieler Terpentransformationsprodukte und aus der langen
Tradition der Pilzbiotechnologie bei der Lebensmittelherstellung.

Die Biokatalysatoren fur diese ersten Uberlieferten Fermentationsprozesse in der
Menschheitsgeschichte waren Hefen — also Pilze. Mit ihrer Hilfe stellten die Babylonier
und Sumerer bereits vor ca. 8 000 Jahren ein alkoholisches Getrank her, das man heute
als Vorlaufer des Bieres bezeichnen kann. Bereits um 4 000 v. Chr. betrieben die
Agypter ein Ansauern des Brotes durch die Kohlensaure aus dem Ruickstand des Bieres.
Der Wein als weiteres Garungsprodukt wird bereits im 1. Buch Mose (ca. 3 500 Jahre
alt) erwahnt [3].

Aber auch myzelbildende Pilze — hauptséchlich aus der taxonomisch uneinheitlichen
Gruppe der Schimmelpilze — haben wichtige Bedeutung bei der fermentativen Verede-
lung von Lebensmitteln erlangt. Neben den Edelschimmelk&ésen (Roquef&dnncit-

lium roquefortii und Camembert/Brie mR. camemberti) sind hier die asiatischen Fer-
mentationsprodukte (z.B. Pilzreis, Sojasauce u.a.) zu nennen, die mit Schimmelpilzen
der GattungerRhizopus, Mucor, Neurospora, Monascus und Aspergillus hergestellt

werden

Aus dem Organismenreich der Mycobionta (Pilze) sind heute weit mehr als 100 000
Arten bekannt, die der Wirtschaft in den letzten Jahrzehnten Zugang zur industriellen
Produktion einer Reihe wichtiger Verbindungen verschafft haben. Fir Lebensmittel
bedeutend sind hier die organischen Sauren (Citronen- und Gluconsaureé\gsharch

gillus niger) und die Vitamine (z.B. Vitamin B=Riboflavin durch die Hefe&remothe-

cium ashbyii, Ashbya gossypii). Auch einige fur die Lebensmittelproduktion wichtige
technische Enzyme (z.Bx-Amylasen, Dextranasen, Pectinasen, Lipasen, Proteasen)
werden mit Hilfe von Pilzen (vor alledwspergillus-Arten) gewonnen.

Die zu den hdheren Pilzen zahlende Kl&Badiomycetes (Standerpilze) gehort mit ca.

30 000 bekannten Arten zu den gréf3ten Pilzklassen. lhre Fruchtkérper waren bereits zu
Zeiten, als der Mensch noch als Sammler seinen Nahrungsbedarf deckte, fester Be-
standteil der menschlichen Erndhrung. Mittlerweile werden jahrlich weltweit 1,6 Mio t

des
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Kulturchampignons (Agaricus bisporus), 917000 t des Austernseitlings (Pleurotus
ostreatus), 526 000 t des Shiitake-Pilzes (Lentinus edodes) sowie einige andere Arten
kommerziell angebaut (Daten von 1991, [4]).

Wahrend fir die meisten der heutigen biotechnologischen Anwendungen von Pilzen
verschiedene Ascomyceten (Schlauchpilze), Deuteromyceten (imperfekte Pilze) und
auch Zygomyceten (Jochpilze) eingesetzt werden, beschrankt sich die kommerzielle
biotechnologische Anwendung von Basidiomyceten bislang auf die Gewinnung von
Speisepilzen und den Einsatz einiger Weil3faulepilze @hBnerochaete chrysospori-

um) fur den biologischen Abbau von Xenobiotika [5].

Die Fahigkeit von Basidiomyceten zur Biosynthese von Aromastoffen einschlief3lich
einer Vielzahl von Terpenen ist schon seit langerem bekannt [6, 7, 8, 9]. Bedingt durch
ihr natlrliches terpenhaltiges Substrat (Holz, Blatter, Koniferennadeln) sind sie jedoch
nicht nur zurde-novo-Synthese, sondern auch zur Biotransformation von Terpenen in
der Lage [10, 11].
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1.1 Problemstellung

Biotransformationen von Terpenen durch Mikroorganismen haben in den letzten vier

Jahrzehnten zur Identifizierung einer Vielzahl von Produkten gefuhrt, die z.T. als Aro-

mastoffe von Bedeutung sind [12, 13, 14]. Die Umsetzung in technisch anwendbare

biotechnologische Prozesse erwies sich jedoch aus verschiedenen Griinden als aul3eror-

dentlich schwierig:

Terpene sind in hbheren Konzentrationen membrantoxisch und fliihren daher meist zu
einer Schadigung der eingesetzten Mikroorganismen.

Terpenkohlenwasserstoffe sind kaum wasserldslich; ihre Biotransformation mit Mi-
kroorganismen in wéaf3rigen Submerskulturen wird dadurch erschwert.

Terpene — besonders die Monoterpenkohlenwasserstoffe — sind leichtfllichtig. Dies
fuhrt zu Substratverlusten tber die Gasphase, da eine gute Versorgung der Kulturen
mit Sauerstoff als obligatem Substrat fir das Wachstum der aeroben Mikroorganis-

men und fur die Terpenoxidation eine effektive Belliftung erfordert.

Anhand dieser lipophilen Substrate und unter Verwendung verschiedener Stamme von

Basidiomyceten als Modellsystem sollten Lésungsansatze fur die genannten Probleme

untersucht werden, die gegebenenfalls auch auf andere Biotransformationen lipophiler

Substrate Gbertragen werden kénnten.

Als Schwerpunkte der Arbeit sind zu nennen:

Optimierung der Transformationsbedingungen fur die einzelnen ausgewahlten Pilz-
stdmme und Substrate,

Variation der Dosierung der lipophilen Substrate mit dem Ziel einer moglichst hohen
Transformationsleistung, d.h. geringer Substrattoxizitat, hohen Produktbildungsraten
und einem langem Erhalt der Transformationsaktivitét,

Identifizierung der Transformationsprodukte und Aufklarung ihrer Bildungswege.



2 Ergebnisse

2.1 Biotransformationen von Monoter penkohlenwasser stoffen
durch Basidiomyceten

2.1.1 Vergleich der a-Pinen-Transformationsleistungen ver schiedener Basidiomy-
ceten

Basidiomyceten sind in der Lage, a-Pinen und andere Terpenkohlenwasserstoffe zu
oxyfunktionalisieren. Als Produkte entstehen dabei Gemische von Terpenalkoholen,
-ketonen und -aldehyden [10, 11].

Zunachst sind die Transformationsleistungen einiger terpentransformierender Pilze un-
tersucht worden, um geeignete Stamme auszuwahlen, die aufgrund ihres Wachstums-
verhaltens und nach Art und Menge der gebildeten Produkte fir eine Optimierung der
Biotransformation geeignet sein sollten.

Dazu wurden Stdmme vdpleurotus sapidus (PSA), Ganoderma applanatum (GAP),
Meripilus giganteus (MGI), Trametes hirsuta (THI), Pleurotus flabellatus (PFL) und
Grifola frondosa (GFR) untersucht.

Nach einer Inkubationszeit der experimentellen Kulturen von 2,5 Tagen wurden 200 pL
a-Pinen (=1,25 mmol) direkt in den Kulturkolben (100 mL Kulturvolumen) gegeben.
Nach 72 h wurde das Kulturmedium mit Pentan/Ether extrahiert und mittels GC-MS
und GC-FID analysiert. Die Transformationsprodukte wurden durch Vergleich der Mas-
senspektren mit Referenzspektren, Uberpriifung der Kovats-Indices und — soweit vor-
handen — durch direkten Vergleich mit Standardsubstanzen identifiziert. Die Ergebnisse
sind in Tab. 2-1 dargestellt.

Als Blindwert wurde ein Medienblindwert (ohne Pilz) mit der gleichen Pinenmenge
geflhrt, um nichtenzymatisch gebildete Produkte von Biotransformationsprodukten un-

terscheiden zu kdnnen.
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Tab. 2-1; o-Pinen-Transformation durch Basidiomyceten: Identifizierung
der Produkte (K= Kovats-Index, M S=Referenz-Massenspektrum,
Std.=Standard)
Substanz | dentifi- Kl Lit.-K1 Kl Lit.-K1
zierung (Cw20M) (CW20M) (SE54) (SEH4)
[15, 16, 17]
trans-Verbenol Std. (cis), 1708 1735 1125 1140
MS, KI
Verbenon Std., MS, KI 1718 1733,1784 1174 1195
Myrtenol Std., MS, Kl 1829 1842 - -
trans-Pinocarveol Std., MS, KI 1678 1676 - -
3-Pinanon MS, KI 1539 1524 - -
cis-Carveol Std., MS, KI 1875 1858 - -
Myrtenal Std., MS, Kl 1636 1638 - -
Dihydrocarvon MS, KI 1617 1600 - -
O OH
4
""OH o)
a-Pinen trans-Verbenol Verbenon 3-Pinanon trans-Pinocarveol
OH @)
" Ho,, o?
/\ X
Myrtenol Myrtenal cis-Carveol  Dihydrocarvon

Abb. 2-1: o-Pinen-Transformation durch Basidiomyceten
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Tab. 2-2: Produktmengen bei verschiedenen Basidiomyceten nach 72 h
Transformationsdauer [mg L™]

GAP PSA MGI PFL THI GFR Blindwert
trans-Verbenol 226 912 105 088 190 3,68 0,33

Verbenon 260 6,40 - 029 045 084 0,34
Myrtenol 0,28 0,94 1,18 0,96 574 0,65 -
trans-Pinocarveol 0,11 0,82 - 0,14 0,17 0,41 -
3-Pinanon - 0,67 - - - - -
cis-Carveol - 0,37 - - - - -
Myrtenal - 0,09 - - - - -
Dihydrocarvon - 0,06 - - - - -

Als Hauptprodukte traten allylische Oxidationsprodukte auf. Bel fast alen untersuchten
Pilzen Uberwogen trans-Verbenol und Verbenon (Tab. 2-2). LediglictMbepilus

giganteus und bei Trametes hirsuta war Myrtenol Hauptprodukt.

2.1.2 Limonen- und B-Pinen-Transformation durch P. sapidus

Fur Transformationen anderer Monoterpenkohlenwasserstoffe Wudpidus ausge-
wahlt, da er in den vorhergehenden Versucherorfiinen die besten Transformations-
ergebnisse erzielt hatte.

Die Transformation vorLimonen (Tab. 2-3) ergab die allylischen Alkohole cis- und
trans-Carveol als Hauptprodukte (Abb. 2-2). Daneben trat Carvon, das korrespon-
dierende Keton, auf.

Aulerdem wurden noch cis- und trans-p-2,8-Menthadien-1-ol gebildet. Dabei handelt es
sich um die allylischen Alkohole, die nach Umlagerung der 1,2-Doppelbindung des Li-
monens und Hydroxylierung am C-1 entstehen.

[-Pinen (Tab. 2-4 und Abb. 2-3) wurde ebenfalls zu den korrespondierenden allylischen
Alkoholen oxidiert: Das Hauptprodukt trans-Pinocarveol entsteht durch direkte Hy-
droxylierung und Myrtenol in etwas geringerer Menge durch Umlagerung der exocy-
clischen Doppelbindung in den Ring und Hydroxylierung der Methylgruppe. Als weitere

Produkte wurden 3-Pinanon und trans-Myrtanol identifiziert.
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Tab. 2-3: Transformation von R-(+)-Limonen durch P. sapidus

(48 h Transformationsdauer)
Substanz | dentifi- Kl Lit.-Kl1 [mgL™
zierung (CW 20M) (CW 20M)
[15, 16, 17]
trans-p-2,8- MS, KI 1629 1622 437
M enthadien-1-ol
Cis-p-2,8- MS, Kl 1673 1665 4,44
M enthadien-1-ol
Carvon Std., MS, Kl 1715 1715 3,19
trans-Car veol Std., MS, Kl 1839 1824 7,12
cis-Carveol Std., MS, Kl 1866 1858 8,76
OH OH., é O
AN N\ N\ N\
Limonen trans-Carveol cis-Carveol Carvon

ﬁﬁ
A

OH

A

trans-p-2,8-Mentha-  cis-p-2,8-Mentha-

dien-1-ol dien-1-ol

Abb. 2-2: R-(+)-Limonen-Transformation durch P. sapidus
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Tab. 2-4. Transformation von (-)-B-Pinen durch P. sapidus

(48 h Transformationsdauer)
Substanz | dentifi- Kl Lit.-K|1 [mgL™
zZierung (CW 20M) (CW 20M)
[15, 16, 17]
3-Pinanon MS, Kl 1524 1524 4,86
trans-Pinocar veol Std., MS, Kl 1650 1676 7,47
Myrtenol Std., MS, Kl 1788 1779 6,47
trans-Myrtanol Std., MS 1857 - 0,83
OH :/OH
OH o)
B-Pinen trans-Pinocarveol 3-Pinanon Myrtenol trans-Myrtanol

Abb. 2-3: -Pinen-Transformation durch P. sapidus

Aulerdem wurde untersucht, 8bsapidus in der Lage ist, Sesquiterpenkohlenwasser-
stoffe zu transformieren. Dabei zeigte sich, dafld beim Einsatz von Valencen als Substrat

keine Produktmengen auftraten, die Uber den chemischen Blindwert hinausgingen.

2.1.3 Enantiomerenverteilung der Limonen-Transfor mationsprodukte

Die Enantiomerenverteilung der Transformationsprodukte aus enantiomerenreinen Li-
monenen wurde gaschromatographisch unter Verwendung einer chiralen Trennphase
untersucht. Die Abb. 2-4 und 2-5 zeigen, dal3 sowohl bei R-(+)-Limonen als auch bei
S-(-)-Limonen im ersten Oxidationsschritt bei den cis- und trans-Carveolen eine Race-

misierung auftrat. Nach der weiteren Oxidation zum Carvon wurde bevorzugt das S-(+)-
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Carvon (67,5 bzw. 65,9%) gebildet, unabhangig davon, ob als Substrat R-(+)- oder
S-(-)-Limonen eingesetzt worden waren.

Eine gewisse Enantioselektivitat der Limonentransformation daradapidus konnte

folglich nur im zweiten oxidativen Schritt bobachtet werden. Aufgrund des bei beiden
Substraten festgestellten Uberschusses des S-(+)-Enantiomers war eine gezielte Gewin-

nung enantiomerenreiner R-(-)- bzw. (S)-(+)-Carvone allerdings nicht mdglich.

[%] Enantiomerenanteil

70 - 65.9
60
50 A
40 31.9 34.1 34.1
30
17.6
00 16.4
H B
0 -
. 4B o= ¢ B 6B ~ 5 ~ &
5 2 & 2 o> D > < = Lz
O +~8 0 ON¢)

Abb. 2-4: Enantiomerenverteilung der Transformationsprodukte bei der
Transformation von R-(+)-Limonen duré&h sapidus
(Carveole: [%]-Angaben bezogen auf die Gesamt-Carveolmenge)

[%] Enantiomerenantei |

70 - 67.5
60
50 A
40 32.2 361 32.5
30 T
20 - 15.7 16.0
B N
O i c c
=0 =0 O ONS) O o
Abb. 2-5; Enantiomerenverteilung der Transformationsprodukte bei der

Transformation von R-(-)-Limonen duréh sapidus
(Carveole: [%]-Angaben bezogen auf die Gesamt-Carveolmenge)
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Teilzusammenfassung 2.1.1 bis2.1.3

» Die Transformationen des Monoterpenkohlenwasserstoffes a-Pinen durch 6 ver-
schiedene Basidiomyceten ergab die Monoterpena kohole trans-Verbenol und Myrte-
nol sowie das Monoterpenketon Verbenon als Hauptprodukte in K onzentrationen
vonbiszu10mg L™

» P. sapidus bildete die grof3ten Produktmengen adBinen. Er transformierte Limo-
nen zu cis/trans-Carveol als Hauptprodukt und zu dem korrespondierenden Keton
(Carvon) als Nebenproduld:-Pinen wurde zu dem allylischen Alkohol trans-
Pinocarveol als Hauptprodukt und dem korrespondierenden Keton (3-Pinanon) trans-
formiert.

» Die Untersuchung der Enantiomerenverteilung bei der Transformation enantiomeren-
reiner Limonene ergab eine Racemisierung im ersten oxidativen Schritt (Carveole)
und im zweiten Schritt einen Enantiomerenanteil von 66-68% fur S-(+)-Carvon, der

unabhéngig von der Stereochemie des eingesetzten Substrates war.

2.1.4 Substrat- und Produktverteilungin Medium und Myzel bel den a-Pinen-

und Limonen-Transfor mationen durch P. sapidus

2.1.4.1 a-Pinen-Verteilung nach direkter Substratdosierung

Lipophile Stoffe wie Monoterpenkohlenwasserstoffe |6sen sich bevorzugt in Zellmem-
branen. Bei der Dosierung in eine Submerskultur ist daher zu erwarten, dafd das Substrat
bevorzugt aus der waldrigen Phase in die Zellmembranen tbergeht und dort bis zu Me-
tabolisierung gelost bleibt, bzw. nach Rickdiffusion in die walrige Phase Uber die Gas-
phase verloren geht.

Ziel des Versuches war es, die Verteilung von Substrat und Produkten zwischen wal3ri-
ger Phase und Myzelphase im Verlauf der Transformation zu untersuchen.

Dazu wurde die Transformation varPinen durch getrennte Aufarbeitung des Medi-

ums und des Myzels vdn sapidus genauer untersucht. Die Substratzugabe erfolgte zur
Verminderung der Toxizitat in zwei Dosen von je 100 pL (= 0,63 mmol = 85,8 mg) je

100 mL Kultur am 3. und 4. Kulturtag (= Tag 0 und 1 der Transformation).
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Aus Abb. 2-6 ist ersichtlich, dal3 das in die Kultur dosierfeinen sich bevorzugt im
Myzel |6ste, hochstwahrscheinlich in den lipophilen Zellmembranen.

Die Abnahme des Pinengehaltes im Myzel verlief nicht parallel zu einer entsprechenden
Produktbildung. Dieses Ergebnis sowie die erhebliche Liicke in der Substratbilanz sind
auf die hohe Flichtigkeit vom-Pinen zurtickzufuhren.

Tab. 2-5 zeigt, da? wahrend der Produktbildungsphase (1. und 2. Transformationstag)
die Pinenmenge im Mittel in etwa 100-fachem UbersdnuRlyzel vorlag. Im weiteren
Kulturverlauf trat keine Produktbildung mehr auf, und der Verteilungskoeffizient My-
zel/Medium nahm aufgrund von Gasphasenverlusten auf ca. 26 ab.

Auf der Produktseite waren die Verhaltnisse denen auf der Substratseite genau entge-
gengesetzt, d.h. die Produkte fanden sich im Kulturverlauf in 10-20-fachem Uberschul

im Medium wieder.

Tab. 2-5: Verteilung vona-Pinen zwischen Medium und Myzel
Myzel Medium Verteilungsk oeff.
Myzel /IMedium

Transform.- [mgL?] [%]der [mgL"  [%)]der
dauer [d]  Kultur dos. Menge* Kultur dos. Menge*

1 125 14,0% 1,38 0,16% 87,1
2 340 18,0% 2,70 0,16% 114,2
3 73 3,5% 2,42 0,14% 25,1
4 40 1,7% 1,11 0,06% 26,5

* Die Zunahme der Pinenmenge von Tag 1 auf Tag 2 ist auf die 2. Pinendosierung
von 100 pL zurtckzufihren.

Um eine weitere Differenzierung der Substrat- und Produktverteilung im Myzel vorzu-
nehmen, wurde in einem weiteren Ansatz aus dem Myzelaufschlulysmselische
und eineMembran-/Zellbruchstick-Fraktiogewonnen und gaschromatographisch un-

tersucht.
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35 4 O-Pinen
O Konz. im Myzel
307 [mg (100 mL)™ Kultur]
25 7 O Konz. im Medium
20 4 [mg L™ Kultur]
15 A
10 A
5 -
0 T T T 1
1 2 3 4
Transformationsdauer [d]
40 - Verbenol
[mg L K ultur] _
3.5 1 OKonz. imMyze
3.0 O Konz. im Medium
2.5 1
2.0
1.5+
1.0
0.5
OO T T T 1
1 2 3 4
Transformationsdauer [d]
1.6 Verbe_rlon O Konz. im Myzel
| [mg L™ Kultur] ] ]
14 O Konz. im Medium
1.2
1.0
0.8 1
0.6
0.4
0.2 1
OO T T = T 1
1 2 3 4
Transformationsdauer [d]
Abb. 2-6: Substrat- und Produktverteilung in Medium und Myzel im Verlauf

der a-Pinen-Transformation durch P. sapidus
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Wie Abb. 2-7 zu entnehmen ist, verteilten sich Substrat und Produkte innerhalb des
Myzels wiefolgt:
* a-Pinenlag zu etwa 90 % in der Membran-/Zellmaterial-Fraktion vor
 die Produkte (trans-Verbenol, Verbenon) waren dagegen zu etwa 90 % in der cytoso-

lischen Fraktion gelost.
Da eine vollstandige und artefaktfreie Trennung der cytosolischen und der Membran-
fraktion nicht mdglich war, durften die realen Verhaltnisse noch deutlicher fir eine Ak-

kumulation des Kohlenwasserstoffes in der Membranfraktion sprechen.

Produkte [mg L]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
wyzerauschioe [
(cytosol. Fraktion):
O Verbenon
M trans-Verbenol
Myzel-Aufschluf? .] O a-Pinen
(Membranfraktion,
Zellmaterial):
0 5 10 15 20
o-Pinen [mg L]
Abb. 2-7 Differenzierung der Substrat-/Produktverteilung in verschiedenen

Myzelfraktionen (3 Tage Transformationsdaursapidus)

2.1.4.2 Limonen-Verteilung nach Substratzugabe Uber die Gasphase

Eine Zudosierung des Substrates Limonen Uber die Gasphase (Reservoir mit 500 pL)
fuhrte im Hinblick auf die Verteilung zwischen Myzel und Kulturmedium zu aquiva-
lenten Ergebnissen wie die direkte Dosierung @dfinen. Abb. 2-8 zeigt, dal? die Sub-

stratmenge im Myzel mit ca. 160 m¢ ketwa um Faktor 5 tiber dem Wert fiir Pinen
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nach 2 Transformationstagen lag (vgl. Abb. 2-6). Dies ist auf die permanente Sattigung
der Gasphase durch das verwendete Gasphasenreservoir zurtickzufihren.

In dieser Versuchsreihe wurden auch die Limonenverluste tber die Gasphase innerhalb
von 2 Transformationstagen quantifiziert. Abb. 2-9 zeigt, dal? ein groRer Anteil des ein-
gesetzten Substrates (24,5 %) Uber die Gasphase verloren ging, wahrend ein Anteil von
4,8 % (Summe von Substrat + Produkten im Medium und Myzel) in der Submerskultur
wiedergefunden wurde. Die Restmenge von 70,6% befand sich nach dieser Transforma-

tionsdauer noch im verwendeten Gasphasenreservoir.

M Carvon O ¢/t-Carveol L1 Limonen

Limonen [mg L'lKuIturvqumen]

0 50 100 150 200
Substrat |]
Medium
Produkte _ |
Substrat |
Myzel
Produkte F:l
0 10 20 30 40

Produkte [mg L'lKuIturvqumen]

Abb. 2-8: Verteilung des Substrates und der Produkte bei der Limonen-
Transformation durcP. sapidus (2 Tage Transformationsdauer)
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0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Limonenim Myzel 3172%

Limonen im Medium | 0.12%
Produkte im Myzel ] 0.22%

Produkte im Medium :| 0.77%

Limonenverlust
(Uber die Gashase)

24.55%

Abb. 2-9: Verteilung von Substrat und Produkten (Carveol + Carvon) sowie
Gasphasenverluste (500 pL Limonen im Gasphasenreservoir, 2 Tage
Transformationsdauer, [%]-Angaben bezogen auf die Stoffmengen)

Teilz7usammenfassung 2.1.4

» Die separate Untersuchung von Myzel und Medium ergab sowohl farelieen-
Transformation (direkte Dosierung) als auch fur Limonen-Transformation (Gaspha-
sendosierung), dal3 die Substrate zum gréf3ten Teil im Myzel gelést wurden, wahrend
die oxyfunktionalisierten Produkte bevorzugt im Medium vorlagen.

» Eine weitere Trennung des Myzels in eine cytosolische und eine Mem-
bran/Zellmaterialfraktion ergab, da® die Substrate bevorzugt in der Membranfraktion
waren und die Produkte in der cytosolischen Fraktion.

» Die Erstellung einer Massenbilanz ist im offenen System (belufteter Kolben) auf-
grund der groRen Substratverluste Uber die Gasphase schwierig. Vom eingesetzten
Limonen gingen innerhalb von 2 Tagen fast 25% verloren.

[0 Fazit: Fur die Produktgewinnung ist eine Aufarbeitung des Myzels nicht notwendig,
da die Produkte zum gréf3ten Teil in das Medium abgegeben werden. Die Akkumu-

lation der Substrate in den Membranen erklart die toxische Wirkurfg aagbidus.
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2.1.5 Untersuchung der Kulturen von P. sapidus auf weitere Metabolisierung der

primaren Transformationsprodukte

Neben der Oxyfunktionalisierung zu Transformationsprodukten mit einer oder mehreren
Hydroxy-, Keto- oder Aldehydgruppen ist die weitere Oxidation zu den entsprechenden
Carbonsauren denkbar. Aus diesem Grund wurden KultureR.\xsapidus nach 1, 2, 3,

4, und 6 Tageru-Pinen-Transformationszeit auf saure Transformationsprodukte hin
untersucht. Dazu wurden Sauren und Myzel nach dem neutralen Extraktionsschritt noch
sauer extrahiert und die erhaltenen sauren Extrakte methyliert.

Bei der GC-MS-Auswertung konnten keine sauren Produkte identifiziert werden, die als
Abbauprodukte des-Pinens in Frage kamen.

Neben der weiteren Oxidation der primaren Transformationprodukte ist auch eine Kon-
jugation mit hydrophilen Gruppen (Mono- oder Disaccharide, Sulfat u.a.) moglich. Da-
bei entstehen nichtfliichtige Produkte, die nur nach Derivatisierung (Silylierung, Acety-
lierung) der funktionellen Gruppen gaschromatographisch zu analysieren waren. Da
diese Derivatisierungen bei Terpenen zur Artefaktbildung fihren kénnen und eine GC-
MS-Auswertung der Substanzen erschwert wird, wurde ein anderer Weg gewahlt: Durch
Adsorption aus der waRrigen Phase an makropordses Styrol-Divinylbenzol-Harz (Le-
watit OC 1064) wurden lipophile Substanzen aus dem Kulturmedium und separat aus
dem Myzel (Sammelproben 1, 2, 3, 4 und 7 Tage nach Transformationsbeginn) gewon-
nen und mittels HPLC-ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) im Normalpha-
senmodus (Diolsaule) auf nichtflichtige Komponenten hin untersucht.

Ein Vergleich der Chromatogramme von Transformationskulturen mit dem Blindwert
(d.h. Pilzkultur ohne Limonenzusatz) ergab fir Medium und Myzel keine Unterschiede
im chromatographischen Bild der nichtfliichtigen Bestandteile (Chromatogramme nicht
abgebildet). Eine Bildung nichtflichtiger Transformationsprodukte konnte bei

P. sapidus folglich nicht festgestellt werden.
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2.1.6 Untersuchungvon Terpenblindwerten

2.1.6.1 Substratreinheit

Verunreinigungen in den fir die Transformation verwendeten Monoterpenkohlen-
wasserstoffen kommen als Ursache fir erhdhte Blindwerte in Betracht.

Die géangigen Monoterpene sind in einer Reinheit von mindestens 98% kommerziell
erhaltlich. Als Verunreinigungen kénnen aul3er Nebenbestandteilen des fur die Herstel-
lung verwendeten Rohstoffes (z.B. &dtherische Ole aus Koniferenharzen oder Orangen-
schalen) auch wéahrend der Lagerung entstandene Autoxidations- oder Umlagerungspro-
dukte enthalten sein. Art und Menge der Verunreinigungen unterscheiden sich bei ver-
schiedenen Terpenen — auch chargenabhéngig — deutlich (s. Tab. 2-6).

Selbst geringe Gehalte an Verunreinigungen fuhren bei der Verwendung fir Biotrans-
formationen zu melRbaren Blindwerten, die von den enzymatisch gebildeten Produkten
subtrahiert werden missen. Eine weitere Aufreinigung der Substrate fur Terpentrans-
formationen ist z.B. durch Destillation mdglich; da jedoch auch im Verlauf der Kultivie-
rung eine nichtenzymatische Produktbildung auftreten kann, sind parallel zu den Bio-

transformationsversuchen geftihrte Blindwerte sinnvoller.

Tab. 2-6: Verunreinigungen verschiedener kommerziell erhéltlich@inene [%]

tr-Verbenol Verbenon Myrte- Myr- a-Terpineol a-Fenchol

nol tenal
(£)-a-Pinen I* 0,02 0,01 0,01 - - -
(98%, Aldrich)
(x)-a-Pinen [ 1* 0,10 0,07 0,02 0,02
(98%, Aldrich)
(-)-a-Pinen - - - - - -
(>97%, Fluka)
(+)-a-Pinen 0,70 0,29 0,21 0,17 0,01 0,05

(>97%, Fluka)

* unterschiedlichex-Pinen-Chargen
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2.1.6.2 pH-Wert-Abhangigkeit der Blindwerte in Standardnéhrlésung

Da Basidiomyceten den pH-Wert des Kulturmediums im Kulturverlauf je nach Pilz-

stamm und verwendetem Medium unterschiedlich stark absenken, sind infolge dieses

sauren Milieus nichtenzymatische Reaktionen mdglich.

Daher wurde das Blindwert-Verhalten vonPinen in SNLH-Medium bei den pH-
Werten 3,0/ 3,5/4,0/5,0/6,0 und 7,0 untersucht. Die Substratblindwerte (d.h. Verun-
reinigungen des eingesetzten Substrates) wurde von den hier angegebenen Werten be-
reits subtrahiert.

Abb. 2-10 bis Abb. 2-13 zeigen den Zeitverlauf innerhalb einer Woche-Tiér pineol,
trans-Verbenol, Verbenon und Myrtenaol.

Die Bildung vona-Terpineol erfolgte bei den pH-Werten 3,0 bzw. 3,5 in Konzentratio-
nen bis zu 4,5 bzw. 1,8 mg'LBei hoheren pH-Werten lagen die Gehalte dagegen unter
0,5 mg L.

Trans-Verbenol wurde in htheren Konzentrationen von 2,5-4 rifgoei den pH-Werten
5,0/6,0und 7,0 am 5. und 7. Tag gefunden.

Bei den pH-Werten 3,0 und 3,5 trat nach einem Tag ein Maximum auf, danach nahmen
die Gehalte wieder ab. Dies kdnnte auf einen séurekatalysierten Abbau des Verbenols
zurtickzufiihren sein.

Ein geringer Teil (ca. 10%) des Verbenols wurde zu Verbenon oxidiert (s. Abb. 2-12),
das nur bei den pH-Werten 3,0 und 3,5 im Medium nachgewiesen werden konnte. Die
Restmenge an Verbenol wurde zu anderen Verbindungen abgebaut, die aufgrund der
geringen Konzentrationen jedoch nicht identifiziert werden konnten.

Myrtenol wurde wie — der andere Terpenalkohol Verbenol — bevorzugt bei htheren pH-
Werten nachgewiesen. Bei niedrigeren pH-Werten setzte sich das aus dem Pinen gebil-
dete Myrtenol vermutlich so schnell zu weiteren Abbauprodukten um, dafl3 es im Medi-

um nicht mehr nachweisbar war.
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Abb. 2-10:  Zeitverlauf des a-Terpineol-Gehaltes im a-Pinen-Blindwert
in Abhangigkeit vom pH-Wert

[mg L] —~—pH30 -—®pH35 —4pH40
51 ——pH50 -T—pH6.0 —epH7.0

0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit nach Pinen-Zugabe [d]

Abb. 2-11:  Zeitverlauf des trans-Verbenol-GehaltesanfPinen-Blindwert
in Abhangigkeit vom pH-Wert
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Abb. 2-12 Zeitverlauf des Verbenon-Gehaltes im a-Pinen-Blindwert
in Abhangigkeit vom pH-Wert

1
[”895'-_] ——pH50 —#pH60 —+pH7.0

0.4

0.3 1

0.2

0.1

0.0
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit nach Pinen-Zugabe [d]

Abb. 2-13.  Zeitverlauf des Myrtenol-Gehaltes mPinen-Blindwert
in Abhangigkeit vom pH-Wert
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2.1.6.3 Einflul3 des Pilzmyzels auf die Blindwertentwicklung

Wie in Abschnitt 2.1.4 erlautert, werden Terpenkohlenwasserstoffe in Submerskulturen
von Basidiomyceten bevorzugt im Pilzmyzel geldst. Bei den im vorigen Abschnitt er-
lauterten Blindwertversuchen wurde dieser Speichereffekt nicht mit einbezogen, denn
unter den gewahlten Bedingungen (Blindwerte in walrigen Medien) waren schon einen
Tag nach der letzten Substratdosierung nur noch ca. 80'ragflinen (=4,7 % der ein-
gesetzten Menge) im Medium nachweisbar (vgl. Abb. 2-14).

Um festzustellen, ob der Speichereffekt des Pilzmyzels zu einer Erh6hung der Blind-
werte fuhrt, wurden 7 Tage alte Submerskulturen Rosapidus, G. applanatum, M.
giganteus, T. hirsuta und G. frondosa autoklaviert und der pH-Wert bei allen Kulturen
unter sterilen Bedingungen auf 5,0 eingestellt. Analog den Biotransformationsversuchen
wurden diese Blindwerte mit 2 x 100 pi-Pinen pro 100 mL Medium im Abstand von

24 h versetzt.

Abb. 2-14 zeigt, dal3 der Pinengehalt der walrigen Phase im myzelhaltigen Blindwert
aufgrund der besseren Loslichkeit in der Myzelphase weit unter den Gehalten im myzel-
freien Blindwert lag.

Bei allen Pilzen blieben die Gehalte an oxyfunktionalisierten Terpenen deutlich unter
1 mg L* (Abb. 2-15 bis 2-19). Be. applanatum lag der max. Verbenolgehalt bei ca.

0,9 mg !, wahrend er bei allen anderen Pilzen unter 0,5 thylieb.

Kleine Mengen Verbenon (max. 0,23 mg)lund Myrtenol (max. 0,2 mg1) waren im
Gegensatz zum Blindwertversuch ohne Myzel bei pH 5,0 ebenfalls nachweisbar.

Als Ergebnis ist festzuhalten, daf3 das Myzel bei einem Vergleich mit den im vorigen
Abschnitt dokumentierten Blindwerten auf den Verbenolblindwert einen deutlich sen-
kenden Effekt hatte, jedoch zu einer geringfligigen Erh6hung des Verbenongehaltes

fuhrte. Ein Einfluld auf den Myrtenolgehalt im Medium wurde nicht festgestellt.
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—— Pinen, SNLH-Medium
—#— Pinen im Medium von P. sapidus
350 T r 35
300 T - 30
a-Pinen 2507 [ 25 g-Pinenim
in mycelfreiem 200 - o9 Medium
SNLH-Medium ) (Kultur von
mgly 1907 - 15 P. sapidus)
100 1 Lo [moLT]
50 A - 5
N e— S
1 3 5 7

Zeit nach Pinenzugabe [d]

Abb. 2-14:  Zeitverlauf der a-Pinen-Gehalte in myzelfreiem sowie myzelhaltigem
SNLH-Medium (P. sapidus, Dosierung von 2 x 100 uL an Tag O u. 1)

[mg L]
0.20 A —e— trans-Verbenol
—=— Verbenon
—&— Myrtenol

0.15

0.10

0.05

0.00

Zeit nach Pinen-Zugabe [d]

Abb. 2-15.  a-Pinen-Blindwert mit autoklavierter Submerskultur \Rrsapidus



2 Ergebnisse 25
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[mg L] —e— trans-Verbenol
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Abb. 2-16:  a-Pinen-Blindwert mit autoklavierter Submerskultur von G. applanatum

[mgL7]
0.20 - —&— trans-Verbenol
—=— Verbenon
015 —o— Myrtenol

0.10 -

0.05 -

0.00 . T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Zeit nach Pinenzugabe [d]

Abb. 2-17:  a-Pinen-Blindwert mit autoklavierter Submerskultur von M. giganteus
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Abb. 2-18: a-Pinen-Blindwert mit autoklavierter Submerskultur von T. hirsuta

[mg L]
0.5 -

—e— trans-Verbenol

—=— Verbenon

—o— Myrtenol

Zeit nach Pinenzugabe [d]

Abb. 2-19:  a-Pinen-Blindwert mit autoklavierter Submerskultur von G. frondosa
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2.1.6.4 Produktverluste im Verlauf der Inkubation

Eine Bilanzierung der leichtflichtigen Monoterpenkohlenwasserstoffe war aufgrund der
gro3en Verluste im offenen System (Kulturkolben mit Cellulosestopfen) schwierig.
Aufgrund der geringeren Fluchtigkeit und der besseren Wasserloslichkeit stellte dies bei
den oxyfunktionalisierten Terpenen dagegen kein Problem dar. Die Verluste Uber die
Gasphase und aufgrund von Reaktionen in waldriger Losung lagen innerhalb einer Wo-
che fur Myrtenol, Verbenol und Verbenon im Bereich von 10 bis max. 20%, bei Myr-
tenal waren es 30% (Abb. 2-20).

Abb. 2-21 zeigt die Verluste an Carveol und Carvon Uber einen Zeitraum von 18 Tagen
ausgehend von héheren Konzentrationen (53 bzw. 55hdNach 7 Tagen hatte die

Konzentration um etwa 10% abgenommen.

——Verbenon  —¢— Myrtenol

[mgL™] —O— Myrtenal —eo— Verbenal

Zeit [d]

Abb. 2-20:  Zeitverlauf der Gehalte an Verbenol, Verbenon, Myrtenol und
Myrtenal, geldst in SNLH-Medium, unter Kulturbedingungen
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(g LY —&— Carveol
mg
60 —e— Carvon
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-21  Zeitverlauf der Gehalte an Carveol und Carvon, geldst in SNLH-
Medium, unter Kulturbedingungen

Teilzusammenfassung 2.1.6

» Einige oxyfunktionalisierte Terpene traten in nicht vernachlassigbaren Mengen in
den Blindwerten auf. Dazu gehdrten auch einige Biotransformationsprodukte, wie
trans-Verbenol, Verbenon und Myrtenol.

» Die Untersuchung der pH-Abhangigkeit der Blindwerte ergab, daf’ bei pH-Werten
<4,0 verstarkt Hydratationsreaktionen (eI erpineol) auftreten.

* In myzelhaltigen Medien wurden insgesamt niedrigere Blindwerte festgestellt als in
myzelfreien Medien. Dies ist auf die Akkumulation der Terpenkohlenwasserstoffe im
Pilzmyzel zurtickzufihren.

* Nennenswerte Produktverluste waren nur bei mehrwoéchigen Transformationsdauern
festzustellen. Eine chemische Umsetzung dieser Produkte zu weiteren oxyfunktiona-
lisierten Produkten konnte nicht festgestellt werden.

0 Fazit: Die quantitative Einbeziehung von Substratblindwerten bei Terpen-Biotrans-
formationen erwies sich als notwendig; die Produktstabilitat in waRriger Lésung war

dagegen unter den gegebenen Bedingungen ausreichend.
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2.1.7 Substrat- und Produkttoxizitat von Terpenkohlenwasserstoffen,

-alkoholen und -ketonen

2.1.7.1 Substrattoxizitat

Terpenkohlenwasserstoffe zeigen eine vergleichbare Mikroorganismen-Toxizitat wie
andere nichtwassermischbare organische Losungsmittel.

Aus Abb. 2-22 wird deutlich, dal3 biei sapidus nach Zugabe der Terpenkohlenwasser-
stoffe eine starke Trockenmasseabnahme auftrat, die sich nur durch eine Absenkung der
zugegebenen Terpendosis verhindern lie3. Ziel von Optimierungsversuchen mufite es
daher sein, eine mdoglichst grof3e Terpenmenge in maoglichst kurzer Zeit umzusetzen,

ohne dabei die Enzymaktivitat sowie die Vitalitat der Kulturen zu zerstoren.

Trockenmess

—— Kontrolle
—&— L imonen
—&— (+/-)-a-Pinen
—0— (-)-a-Pinen
—t (+)-a-Pinen

9~ (-)-B-Pinen

Kulturdauer [d]

Abb. 2-22:  Zeitverlauf der Pilztrockenmasse in Submerskulturen von

P. sapidus bei Zusatz verschiedener Terpenkohlenwasserstoffe
(Zugabe von je 100 pl Terpen pro 100 mL nach 2,5 und 3,5 Tagen)
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Abb. 2-22 zeigt auch, daf3 nach einer Kulturzeit von ca. 4 bis 6 Tagen (d.h. einer Trans-
formationsdauer von 2 bis 3 Tagen) die Kulturen wieder anwuchsen, d.h. die Terpene
wirkten aufgrund ihrer Membrantoxizitéat in erster Linie wachstumshemmend (,fungi-
statisch“) und bewirkten keine vollstandige Abtotung der Zellen.

Die bei Terpentransformationen eingesetzten Substratmengen liegen im allgemeinen
weit Uber deren waldrigen Sattigungskonzentrationen.oFBmen betragt diese ca.
5mg L*

(vgl. 3.2.4.1, Tab. 3-5). Um festzustellen, in welchem Konzentrationsbereich eine Scha-
digung der Kulturen auftritt, wurde dasi-Pinen den Submerskulturen von

P. sapidus undG. applanatumin verschiedenen Mengen zugesetzt.

Die Abb. 2-23 und 2-24 zeigen die Trockenmasseanderung und den Glucoseverbrauch
innerhalb von 24 Stunden nach der Substratzugabe. Bei Konzentrationen bis einschliel3-
lich 50 mg L* war keine Schadigung feststellbar. Bei 100 rifgtiat bei beiden Pilzen

eine geringere Trockenmassezunahme auf. Bei 1000°'mgat. der fungistatische Ef-

fekt bei beiden Stammen sehr deutlich: Beide Pilze zeigten eine Abnahme der Trok-
kenmasse.

Der Glucoseverbrauch besitzt fir die Beurteilung der Terpentoxizitat nur geringe Aus-
sagekraft, da er bé&b. applanatum unabhangig vom Terpengehalt konstaath blieb

(6-7 g L*d™) und beiP. sapidus sehr gering und schwankend war (Probenahme aus ver-
schiedenen Kulturkolben). Bei 1000 m{ Wwar jedoch bei diesem Pilz gar kein Gluco-

severbrauch mehr meRbar.

[gL dY
2

15 W Trockenmasse-Anderu 1
' [ Glucose-Verbrauch
1

" 1L hl

-1

0 1 5 10 50 100 1000
a-Pinen [mg L]

Abb. 2-23:  Konzentrationsabhangigkeit der Toxizitat viiPinen beP. sapidus
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Abb. 2-24.  Konzentrationsabhangigkeit der Toxizitat vaiiPinen bei
G. applanatum

Um artspezifische Unterschiede bei dePinentoxizitat feststellen zu kénnen, wurde

ein Vergleich 5 verschiedener Basidiomycetenarten durchgefuhrt.

Zur besseren Emulgierung und gleichmaRigeren Verteilung des Terpens in den Sub-
merskulturen und als Vorversuch fur die Substratdosierung in Tensidemulsionen (vgl.
2.1.9.1.5) wurde das-Pinen dem Medium in waRriger Emulsion mit 14 it dem
nichtionischen Tensid Tween 80 zugegeben.dRinen-Konzentrationen betrugen 50,

250 und 500 mgt 2 Tage nach Tween- und Substratzugabe wurden Trockenmasse
und Glucosegehalt bestimmit.

Die Abb. 2-25 bis 2-29 zeigen anhand der Trockenmasseanderung und des Glucose-
verbrauchs innerhalb von 24 h nach Substratzugabe, dal3 zwischen den untersuchten
Pilzen deutliche Unterschiede bestanden.

Ein a-Pinen-Zusatz von 50 mg'iwirkte sich nur beP. sapidus negativ auf die Trok-
kenmasse aus, wahrend alle anderen Pilzen bei dieser Konzentration noch keinen nega-
tiven Effekt zeigten.

250 und 500 mg t filhrten beiG. applanatum, P. sapidus und G. frondosa zu einer
deutlich geringeren Trockenmasse, behirsuta war dieser Effekt weniger ausgepragt

und beiM. giganteus war selbst bei 250 und 500 mg kein Effekt auf die Trocken-



2 Ergebnisse 32

masse festzustellen; nur am geringeren Glucoseverbrauch liel3 sich bei diesen Konzen-

trationen ein gewisser toxischer Effekt auf diesen Pilz erkennen.

[g L d]
4 s
M Trockenmasse-Anderu
3 -
U Glucoseverbrauch
2 -
1 -

N -

-1 .

0 50 250 500

o-Pinen [mg L'l]

Abb. 2-25.  Einflu3 dera-Pinen-Konzentration im Medium auf Glucosegehalt und
Trockenmasseentwicklung biéi sapidus
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Abb. 2-26:  EinfluR dera-Pinen-Konzentration im Medium auf Glucosegehalt und
Trockenmasseentwicklung b@i applanatum
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Abb. 2-27:  Einflu3 dera-Pinen-Konzentration im Medium auf Glucosegehalt und
Trockenmasseentwicklung bidi. giganteus

[g L
8
M Trockenmasse-Anderu
6 [ Glucoseverbrauch [
4
2 1
O B m
0 50 250 500
o-Pinen [mg L'l]

Abb. 2-28:  Einflu3 dera-Pinen-Konzentration im Medium auf Glucosegehalt und
Trockenmasseentwicklung bEi hirsuta
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Abb. 2-29:  Einflu3 dera-Pinen-Konzentration im Medium auf Glucosegehalt und
Trockenmasseentwicklung b@i frondosa

2.1.7.2 Toxizitat dera-Pinen-Transformationsprodukte

Auch die Transformationsprodukte kénnen fungitoxische Wirkungen aufweisen. Dabei
kommt einerseits eine Produkthemmung der an der Transformation beteiligten Enzym-
systeme in Frage, andererseits aber auch eine generelle Beeintrachtigung des Metabo-
lismus und des Pilzwachstums.

Eine Untersuchung des Effekts auf die Pinen-Transformationsleistung war aufgrund der
Substrattoxizitat nicht durchfihrbar: In den nur produktsupplementierten Kulturen ist
eine schnellere Metabolisierung der Produkte zu vermuten als in den Kulturen mit Sub-
strat-_und Produktzusatz, weil die Substrattoxizitat u.a. zu einer Stérung des Terpenme-
tabolismus fuhren kann. Eine Differenzbildung zwischen den Produktgehalten solcher
getrennt gefiihrter Kulturen zur Abschéatzung der Pinen-Transformationsraten ergibt
daher keine aussagefahigen Ergebnisse.

Zur Abschatzung ihrer allgemeinen Fungitoxizitat wurden cis-Verbenol und Verbenon
jeweils als Einzelsubstanzen — den 2,5 Tage alten KulturenPveapidus und

G. applanatumin Konzentrationen von 0,1-10 mg'lzugesetzt.



2 Ergebnisse 35

Den Abb. 2-30 und Abb. 2-31 ist zu entnehmen, dal? in diesem Konzentrationsbereich
kein Effekt auf das Pilzwachstum vorhanden war. Auch der Glucoseverbrauch wurde

nicht beeintrachtigt (Ergebnisdaten nicht dargestellt).

TM-Anderung
[gL"d"]
1

08 ® Verbenol O Verbenon |

0.6

0.4

0.2

0
0.1 1 5 10

Zugabemenge [mg L]

Abb. 2-30:  Wachstum von P. sapidus bei verschiedenen Verbenol- bzw.
V erbenonkonzentrationen
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H Verbenol O Verbenon

0.1 1 5 10

Zugabemenge [mg 1]

Abb. 2-31:  Wachstum von G. applanatum bei verschiedenen Verbenol-
bzw. Verbenonkonzentrationen
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2.1.7.3 Produkttoxizitat der Limonentransformationsprodukte

Eine ausfuhrlichere Untersuchung der Produkttoxizitat wurde anhan@. wapidus fur

die Limonen-Transformationsprodukte cis/trans-Carveol (Isomerengemisch) und Car-
von im Konzentrationsbereich von 25-250 migdurchgefiihrt (Abb. 2-32 und 2-33).

Die Wasserléslichkeit von Carvon bzw. Carveol liegt mit 596 bzw. 2893 iydgl.
3.2.3.1, Tab. 3-5) deutlich oberhalb dieses Konzentrationsbereiches.

Selbst bei 250 mgt Carveol bzw. Carvon wurde hier kein negativer Effekt auf das
Wachstum festgestellt, d.h. die Fungitoxizitdt der Limonen-Transformationsprodukte
spielte bei den mit diesem Pilz erreichten Produktkonzentrationen keine Rolle.

Eine Untersuchung der Hemmung terpenoxidierender Enzyme durch die oxyfunktio-

nalisierten Terpene war aus den o.g. Grinden (s. 2.1.7.2) auch hier nicht durchfihrbar.

Trockenmasse

[gL
14 -

12

—o— Kontrolle

81 —=— Carveol 25 mg *
6 —— Carveol 50 mg !
—e—Carveol 100 mg t
4 —e— Carveol 250 mg *
2 .
O T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Kulturdauer [d]

Abb. 2-32:  Wachstum vorP. sapidus in Submerskulturen bei Zusatz
verschiedener Carveolmengen
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2 -
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Kulturdauer [d]

Abb. 2-33:  Wachstum von P. sapidus in Submerskulturen bei Zusatz
verschiedener Carvonmengen

Teilzusammenfassung 2.1.7

» Die Terpenkohlenwasserstoffe wiesen je nach Pilzstamm in Konzentrationen von
mehr als 250 mg L™ eine betrachtliche Toxizitat auf, die sich in einer starken Trok-
kenmasseabnahme bemerkbar machte.

» Der vergleichsweise terpenresistente Stawhrgiganteus zeigte im Vergleich zu
dem empfindlichereP. sapidus allerdings keine guten und reproduzierbaren Trans-
formationsleistungen.

» Die Produkte hatten im bei den Biotransformationen auftretenden Konzentrationsbe-
reich keinen Einflu3 auf das Pilzwachstum.

O Fazit: Ziel der Optimierung muf3te es sein, die toxischen Wirkungen der Substrate auf

die Pilze zu minimieren, um mdglichst gute Transformationsergebnisse zu erhalten.
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2.1.8 Variation der Kulturbedingungen zur Verbesserung der
Transfor mationsleistung

2.1.8.1 Plackett-Burman-Design zur |dentifizerung von Medienbestandteilen mit

EinfluR auf die Limonen-Transformation durch P. sapidus

Die Untersuchung der Medieneinfliisse auf die Limonentransformation Busapidus

wurde mit Hilfe eines statistischen Versuchsplanes durchgefihrt.

Um eine Vorauswahl geeigneter Parameter zu treffen, die in ausfuhrlicheren Untersu-
chungen weiter optimiert werden konnen, wurde ein Versuchsdesign nackePr

und BURMAN [18, 19] angewendet.

Beim Plackett-Burman-Design handelt es sich um eine Fraktion eines vollstandigen
faktoriellen Designs mit 2 Konzentrationsstufen. Um (N-1) verschiedene Parameter auf
zwei Konzentrationsstufen untersuchen zu kdnnen, bendtigt man hier nur N Experi-
mente, wahrend man fiir ein vollstandiges faktorielles DeRignenstigen wiirde (fiir

15 Variablen also 32768 Experimente). Aufgrund der starken Reduzierung der durchzu-
fuhrenden Experimente sind mit diesem Design Haupteffekte abschatzbar (z.B. der
Effekt von Faktor a), nicht aber kombinierte Effekte (z.B. der Effekt der Kombination
von Faktor a und b).

Fir die Untersuchung der Limonen-Transformation diéfcéapidus wurde ein Design

mit 15 Variablen in 16 Experimenten (entsprechend 16 verschiedenen Medienvariatio-
nen) entwickelt [20]. Die Faktorkombinationen der Experimente sind Tab. 2-7 zu ent-
nehmen.

12 der Variablen waren Medienbestandteile, wahrend 3 Variablen als sog. ,Dummies*
eingesetzt wurden (Tab. 2-8). Dummies sind Variablen im Design, die keinem Medien-
bestandteil zugeordnet sind, deren Level (niedrig oder hoch) im Design-Schema also
nicht zu realen Effekten fuhrt. Der ,Effekt der Dummies auf die zu optimierende Gro6-
Be (hier: Produktkonzentrationen) ist im Idealfall=0. Die Dummyvariablen sind daher
geeignet, statistische Schwankungen und daraus die Signifikanz der realen Effekte durch
die anderen Variablen abzuschéatzen.

Die Auswahl der 12 Variablen orientierte sich am fur alle Transformationsversuche

verwendeten Standardmedium, dem SNLH-Medium (vgl. Tab. 2-8, rechte Spalte).
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Alle im SNLH-Medium vorhandenen Bestandteile wurden als niedrige Konzentrations-

stufe im Plackett-Burman-Design eingesetzt und fir die hohe Konzentrationsstufe ent-
sprechend erhoht. Auf diese Weise war es moglich festzustellen, ob eine dieser Kompo-
nenten sich limitierend auf die Biotransformation auswirkte.

Die zusatzlich verwendeten Medienbestandteile waren folgevidizextrakt, Univer-
salpepton, Vitamin-Mischung,, Calciumchlorid, Natriumchlorid, Kaliumchlorid. Sie
wurden nur in der hohen Konzentrationsstufe eingesetzt (,+“ in Tab. 2-7), um zuséatzli-
che positive Effekte auf die Transformation im Vergleich zum SNLH-Medium feststel-

len zu kénnen.

Tab. 2-7: Plackett-Burman-Design fir 15 Variablen in 16 Experimenten zur
Abschatzung von Haupteffekten
Faktor| 1 | 2|34 |5|6|7|8|9(10/11|12(13|14|15
Exp.N?.

|
1 S T T I I O I A T T T S O I IS P S 2
2 + | - - --]-|-]|+|+]|+|+]|+]|+]|-]-
3 e N N o o e e R A
4 + |+ - -+ -|-]-|-]|+]|-]-|+|+]+
5 e e I T I T I R N I I IS BN B
6 + -+ - -+ - -+ -]-]+]-]+]+
7 SO B S I S T SR I IR S I AP I B (N N I S B
8 + |+ |+ -+ + -+ - -+ -]-]-]-
9 e T e I O o e I e I R B B B
10 + - -+ - -+ +]| -] -+]-]-]+]+
11 O I e R S R I O I i A A R R B I I
12 + |+ -+ |+ -+ -+ -] -+ -] -
13 S R I S N S I O I (R S IR I S B I B S I
14 + -+ |+ -+ |+ - -+ -] -+ -] -
15 I I I o e B e e e T e
16 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ F |+ F |+ ]+ ]+

(+ = hohe Konz., - = niedrige Konz.)
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Tab. 2-8: Medienparameter und Konzentrationsstufen fir das
Plackett-Burman-Design

Design-Versuch ~ SNLH-
Var .- Konz.stufen Medium
Nr. niedrig  hoch
1  C-Quelle Glucose [g[}] 30 40 30
2 Malzextrakt [g I'Y] 0 10 0
3 N-Qudle: Asparagin[g[}] 4,5 9 4,5
4 Universalpepton M66 [g't] 0 9 0
5  Vitamine Hefeextrakt [g ['] 3 6 3
6 Vitamin-Mischung: [mg L™]
Thiamin 0 2
Biotin 0 2
Niacin 0 8
Panthothensaure 0 2
Riboflavin 0 2
Pyridoxal-Hydrochlorig 0 2
Folsaure 0 2
7  P-Qudle KH.PO, [gLY 1,5 3 1,5
8  Spuren- [mg L™
Elemente: Fe (FeCi x 6 H0) 0,08 8 0,08
Zn (ZnSQ) x 7 H,O 0,09 9 0,09
Mn (MnSQ, xH,0) 0,03 3 0,03
Cu (CusQ@x 5 H,0) 0,005 0,5 0,005
9  Mineral- [gL™
10 soffe MgSQOyx HO 0,5 1 0,5
11 CaCb 0 0,5 0
12 NaCl 0 0,5 0
KCI 0 0,5 0
13,14,15 Dummies - - -

Aul3er den Effekten auf die Produktbildung im Verlaufe der Biotransformation war auch
der Einfluf3 der verschiedenen Medienparameter auf das Kulturwachstum von Interesse.
Die Effekte auf die Trockenmasse vor Beginn der Transformation (d.h. vor Limonenzu-
gabe) sind Abb. 2-34 zu entnehmen. Unter Berticksichtigung der Dummy-Variablen
ergab sich, daR Pepton und Hefeextrakt als komplexe Zusétze, sowie Calcium als Mine-

ralstoff einen geringen positiven Einflu® auf das Kulturwachstum hatten.
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Nach Beginn der Transformation (s. Abb. 2-35) kehrten sich beinahe alle Effekte um.

Bel Glucose, Asparagin, Pepton, Magnesium und Natrium waren leicht negative Effekte
erkennbar. Nur Hefeextrakt zeigte einen nach wie vor positiven Effekt.

Die Auswertung der Produktbildung nach 24 h Transformationsdauer (Abb. 2-36) ergab,

dald Glucose, Malzextrakt und Pepton einen leicht positiven Effekt hatten, wéahrend der
Vitaminzusatz und die Erh6hung des Kaliumchloridgehaltes im Medium zu einer nied-
rigeren Produktbildung fuhrte.

Um zu vermeiden, daf3 die unterschiedlichen Trockenmassen in den verschiedenen Me-
dien zu Fehleinschatzungen der Effekte fihren, wurde in Abb. 2-37 das Transformati-
onsergebnis nach 24 h normiert auf die jeweilige Trockenmasse der Kulturen dargestellt
(Konzentrationsangaben in [mg]grrockenmasse).

Qualitativ ergab sich das gleiche Bild wie ohne Normierung, der Effekt des Peptons trat
allerdings noch deutlicher hervor, wahrend der negative Einflu3 des Kaliums geringer
erschien.

In einem Folgeexperiment wurden Glucose, Malzextrakt und Pepton, also die Medien-
bestandteile, die im Plackett-Burman-Design einen gewissen positiven Effekt gezeigt
hatten, separat in verschiedenen Konzentrationen untersucht

Eine Erh6hung des Anfangsgehaltes@uocose von den im Standardmedium (SNLH)
eingesetzten 30 g'Lauf 40 g [* filhrte wie im Plackett-Burman-Experiment zu einer
geringen Erhéhung der Produktkonzentration um 3-4 th(pbb. 2-38).

Glucosemengen von 50 g'lbewirkten eine Abnahme der Produktbildung und bei
60 g L* wareine vollstandige Beendigung der Produktbildung nach einem Tag festzu-
stellen. Auch die Verringerung der Glucosekonzentration auf 10 fiilirte zu einer
Abnahme der Produktbildung. Eine Glucosekonzentration von 30-40 epdies sich
daher fur diese Transformation als guinstigster Bereich.

Malzextrakt bewirkte im Plackett-Burman-Design einen leicht positiven Effekt

(3 mg L, Abb. 2-36) nach 24 h Transformationsdauer. Abb. 2-39 zeigt, daR beim Zu-
satz verschiedener Konzentrationen (0 bis 30"y4u diesem Zeitpunkt im Vergleich

zum SNLH-Medium (ohne Malzextrakt) ebenfalls eine Erh6hung der Produktkonzen-
trationen um 5-7 mg L zu beobachten war. Im weiteren Verlauf setzte sich dieser Ef-
fekt jedoch nicht fort, so daf3 nach 5 Tagen nur noch die niedrigste Malzextraktkonzen-
tration eine leichte Erhéhung der Produktmenge im Vergleich zum Standardmedium

zeigte.
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Effekt [g L™] (3. Kulturtag, vor Limonenaddition)
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Abb. 2-34:  Effekte verschiedener M edienbestandteile auf die Trockenmasse von
P. sapidus nach 2,5 Kulturtagen (mittl. Trockenmasse: 17,8 g L™)
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Abb. 2-35:  Effekte verschiedener Medienbestandteile auf die Trockenmasse bel
P. sapidus nach 24 h Limonen-Transform. (mittl. Trockenm.: 5,3gL™)
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Effekt [mg L™
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Abb. 2-36:  Effekte verschiedener Medienbestandteile auf die Transformation von

Limonen durch P. sapidus (Carveol+Carvon, 24 h Transformation,
mittl. Gehalt: 11,78 mg L™)
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Abb. 2-37:  Effekte verschiedener Medienbestandteile auf die Transformation von

Limonen durch P. sapidus (Carveol +Carvon, trockenmassenormiert,
24 h Transformation, mittl. TM-normierter Gehalt: 3,38 mg )
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Der Zusatz von Pepton hatte im faktoriellen Versuchsplan nach 24 h Transformations-

zeit (vgl. Abb. 2-36) zu einen positiven Effekt von ca. 5 mg L™ gefiihrt. Anhand des

zeitlichen Verlaufes der Produktkonzentrationen bei verschiedenen Peptongehalten (0
bis 18 g [, Abb. 2-40) wurde festgestellt, da der Effekt nach kurzer Transformations-
dauer (24 h) reproduzierbar war, jedoch zu spateren Zeitpunkten nicht mehr auftrat. Im
Produktmaximum (nach 5 Tagen) lag nur noch der Ansatz mit 5Rebton geringfii-

gig Uber dem peptonfreien SNLH-Medium, wahrend héhere Peptongehalte eher zu einer
verminderten Produktbildung fiihrten. Der Zusatz von Pepton als komplexem Medien-
bestandteil fuhrte folglich nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Limonentrans-

formation.

Die Erhdhung der Konzentration &aliumvon 0,43 g [* im SNLH-Medium auf

0,79 g L* (Zusatz von 0,5 g LKCI) hatte im Designversuch einen negativen Einfluf?

auf die Produktbildung gezeigt. Eine Absenkung der im Standardmedium eingesetzten
Kaliumkonzentration kdnnte daher eventuell zu einer Verbesserung der Transformati-
onsleistung fihren. Um den Kaliumeffekt ndher zu untersuchen, wurden Kaliumkon-
zentrationen zwischen 0 und 0,86 §éingesetzt.

Abb. 2-41 zeigt, daR bei Kaliumkonzentrationen bis zu 0,64 geder ein positiver

noch ein negativer Einfluld auf die Produktbildung im Vergleich zum SNLH-Medium
feststellbar war. Bei der héchsten untersuchten Konzentration von 0;8@&arliedoch

die Produktbildung deutlich vermindert. Da diese Konzentration in etwa der Konzentra-
tion des hoheren Kaliumlevels (0,5 g KCI) im faktoriellen Versuchsplan entsprach,
konnte der negative Einflul3 bei einer Erh6hung der Kaliumkonzentration bestatigt wer-
den, ein positiver Effekt bei einer Verringerung im Vergleich zum SNLH-Medium wur-

de allerdings nicht festgestellt.

Aus den Versuchen zur Medienvariation ergab sich folglich, daf3 alle untersuchten Zu-
satze keine Uber den gesamten Transformationsverlauf signifikanten Verbesserungen
der Limonentransformation mit sich brachten. Das SNLH-Medium wurde deshalb als

Standardmedium fir die Transformationsversuche beibehalten.
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Abb. 2-38:  Limonen-Transformation durch P. sapidus bei verschiedenen
Glucosegehalten im Medium
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Abb. 2-39:  Limonen-Transformation durch P. sapidus bei verschiedenen
Mal zextraktgehalten im Medium
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Abb. 2-40:  Limonen-Transformation durch P. sapidus bei verschiedenen
Peptongehalten im Medium
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Abb. 2-41:  Limonen-Transformation durch P. sapidus bei verschiedenen
Kaliumgehalten im Medium
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2.1.8.2 Lichteinflul

Licht ist ein EinfluRfaktor, der im Gegensatz zu Kultivierungstemperatur, Schiittelge-
schwindigkeit, Medienzusammensetzung, Kulturfiihrung und Inokulummenge unter den
normalen Kulturbedingungen nicht kontrolliert wurde, also jahreszeit-, witterungs- und
standortabhangig war. Daher wurde ein Transformationsversuch unter kontrollierten
Lichtbedingungen durchgefihrt.

Dazu wurden Kulturen voR. sapidus, T. hirsuta und G. frondosa 0, 1, 6, 12 und 24 h
taglich mit UV-A-Lampen belichtet. Parallel wurden belichtete und unbelichtete Pinen-
Blindwerte gefuhrt. Unterschiede in der Blindwertentwicklung durch die UV-A-
Belichtung wurden jedoch nicht beobachtet.

Die Ergebnisse der unter diesen Bedingungen durchgefihreRinen-

Transformationen sind in Abb. 2-42 bis 2-44 dargestellt.

[mg L] OVerbenol ~ WVerbenon @ Myrtenol
16

14
12
10 A
8 -
6
4 -
2
0
0 1 6 12 24

Tagliche Belichtungszeit [h]

Abb. 2-42:  a-Pinen-Transformationsprodukte (48 h) von P. sapidusin
Abhangigkeit von der taglichen UV A-Belichtungszeit
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ADbDb. 2-43:  a-Pinen-Transformationsprodukte (48 h) von T. hirsuta in
Abhangigkeit von der taglichen UV A-Belichtungszeit

[mg L] OVerbenol ~ MVerbenon O Myrtenol

0 1 6 12 24
Tagliche Belichtungszeit [h]

AbDb. 2-44:  a-Pinen-Transformationsprodukte (48 h) von G. frondosa in
von der taglichen UV A-Belichtungszeit
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Bel Belichtungszeiten bis zu 12 h war weder eine Zu- noch eine Abnahme der Trans-
formationgleistung feststellbar. Bei Dauerbelichtung trat jedoch bel den drei untersuch-

ten Pilzen eine deutliche Abnahme der Produktbildung auf. Im Vergleich zur Pro-
duktsumme bei 12 h Belichtung nahm sie bel P. sapidus und G. frondosa um 30%, bei

T. hirsuta um 8% ab.

Die Abb. 2-45 bis 2-47 zeigen den Zeitverlauf der Biotransformation bei Belichtungs-

zeiten von O, 6 und 24 h. Bei allen drel Pilzen zeigte sich bei Dauerbelichtung vor allem

eine verminderte Oxidation von Verbenol zu Verbenon. Bei T. hirsuta war ein negativer
Effekt auch schon bei 6 h taglicher Belichtung vorhanden. Dies liel3 darauf schlie3en,
dal3 durch LichteinfluR die beteiligten alkoholoxidierenden Enzyme gehemmt bzw. in-
aktiviert wurden.

Auf die Transformation des Terpenkohlenwasserstoffs zum Alkohol schien die UV-A-

Belichtung dagegen keinen Einfluf3 zu haben.

[mgL™]
1417 ereeee e
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10 - g
8 1 ~l': R R .
6 - &
” e
0 ~ T T T T :’
0 1 2 3 4 5
Transformationsdauer [d]
---m-- 0 h, Verbenon ---A--- 6 h, Verbenon ---e--- 24 h, Verbenon
—a— 0 h, Verbenol —4a— 6 h, Verbenol —e— 24 h, Verbenol

Abb. 2-45.  Zeitverlauf dem-Pinen-Transformation durdh sapidus bei
verschiedenen UV-A-Belichtungszeiten
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Transformati onsdauer [d]
~--#&---0 h, Verbenon ~---A--- 6 h, Verbenon -4 24 h, Verbenon
—=&— 0 h, Verbenol —&— 6 h, Verbenol —— 24 h, Verbenol
--m-- 0 h, Myrtenol --&--6 h, Myrtenol --¢--24 h, Myrtenol

Abb. 2-46.  Zeitverlauf der a-Pinen-Transformation durch T. hirsuta bei
verschiedenen UV -A-Belichtungszeiten

[mg L]
6 -

0 1 2 3 4 5 6
Transformationsdauer [d]
---m-- 0 h, Verbenon ---A--- 6 h, Verbenon ---e--- 24 h, Verbenon
—a— 0 h, Verbenol —a— 6 h, Verbenol —e— 24 h, Verbenol

Abb. 2-47:  Zeitverlauf der a-Pinen-Transformation durch G. frondosa bel
verschiedenen UV-A-Belichtungszeiten
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2.1.8.3 pH-Wert

Basidiomyceten wachsen bevorzugt in sauren Kulturmedien. Im Kulturverlauf sinken

die pH-Werte bei den meisten Stammen in einen pH-Bereich zwischen etwa 4 und 5,5
ab und steigen spater wieder an.

Eine Abhangigkeit der Transformationsleistung vom pH-Wert im Medium ist denkbar,
wenn der durch den Pilz eingestellte pH-Wert zu einer Beeinflussung des Pilzmetabo-
lismus, z.B. durch eine Hemmung oder Erh6hung der Néahrstoffaufnahme fiihrt. Dartiber
hinaus ist eine pH-Abhangigkeit besonders bei Terpentransformationen interessant, weil
hier die chemischen Blindwerte stark pH-Wert-abhéangig sind, d.h. pH-Werte im neu-
tralen Bereich sind besonders gunstig.

Fir die Untersuchung wurden Kulturen vBnsapidus fur 2,5 Tage kultiviert. Dann
wurden unter sterilen Bedingungen pH-Werte zwischen 3,5 und 8,0 eingestellt und Sub-
strat (2 x 100 pL pro 100 mL im Abstand von 24 h) zugegeben.

Abb. 2-48 zeigt, dal’ bei Einstellung von pH-Werten > 5,5 eine pH-Wert-Abnahme statt-
fand, die allerdings nicht zu einem vollstandigen Angleich an den pH-Wert der nicht
pH-justierten Kultur fihrte. Bei pH-Werten <5 wurde eine pH-Wert-Zunahme und da-
durch ebenfalls eine teilweise Angleichung an den nativen pH-Wert festgestellt.

Die anfanglich deutliche pH-Anderung laRt sich einerseits auf eine aktive Reaktion des
Pilzes zuriickfihren, eine Pufferungseffekt durch in der Myzelmasse gespeicherte Sau-
ren und Basen ist jedoch ebenfalls moglich.

Betrachtet man die Produktbildung, so ergaben pH-Werte von 4,5 und 5,0 etwas hdhere
Transformationsleistungen als alle anderen pH-Werte. Der native pH-Wert des Pilzes

lag bei etwas Uber 5,0, d.h. etwas Uber den giinstigsten eingestellten pH-Werten.
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18 7

16

14 -

Summe 12 -
Verbenol

+ Verbenon 10

[mg L]
O T
0 1 2 3 4
Transformationsdauer [d]

pH-Wert

in den Kulturen

3 T T T T 1
0 1 2 3 4
Transformationsdauer [d]
~-+---Kontrolle —*—pH 35 —&—pH 4.0 —O0—pH4.5
—®—pH 5.0 —2&—pH5.5 —4—pH 6.0 —&—pH 7.0
—>—pH 75 —*—pH 8.0

Abb. 2-48.  Abhangigkeit den-Pinen-Transformation von den eingestellten
Anfangs-pH-Werten der Kulturmedien. Summe trans-Verbenol +
Verbenon (oben) und im Kulturverlauf gemessene pH-Werte (unten)
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Teilzusammenfassung 2.1.8:

» Die Variation der Medienzusammensetzung ergab fir die Limonen-Transformation
durchP. sapidus keine signifikanten Verbesserungen im Vergleich zum eingesetzten
hefeextrakthaltigen Standardmedium (SNLH). Dieses Medium wurde daher beibe-
halten.

» Die UV-A-Belichtung hatte hauptsachlich bei Dauerbelichtung einen deutlich negati-
ven Einflu® auf die Produktbildung, vor allem auf das Verbenon. Bei kirzeren Be-
lichtungszeiten war dieser Effekt nicht vorhandBnsapidus) oder weniger ausge-
pragt . hirsuta, G. frondosa). Eine Kontrolle der Belichtungsbedingungen wiirde
daher fur die Terpentransformationen keine Verbesserungen bewirken.

» Der Anfangs-pH-Wert im Medium zeigte keine signifikanten Effekte auf die Pro-
duktbildung. Der Bereich des nativen pH-Wertes in den Submerskulturen war am
gunstigsten fur die Terpentransformation.

[0 Fazit: Die Variation der Kultivierungsbedingungen fuhrte nicht zu verbesserten
Transformationsergebnissen. Die geringen Umsatzraten muf3ten auf andere Ursachen

zuruckzufiuhren sein.

2.1.9 Versuche zur Optimierung der Substratverfuigbarkeit zur Erh6hung der

Transformationsleistung

2.1.9.1 Optimierung der Terpen-Zugabe

2.1.9.1.1 Variation der zudosierten Substratmengen

Wie in Abschnitt 2.1.7.1 dargestellt, spielt die Substrattoxizitat bei Terpentransforma-
tionen durch Basidiomyceten eine wichtige Rolle. Ziel der Transformationsoptimierung
war es, moglichst grof3e Substratmengen umzusetzen, d.h. einerseits eine fur die effekti-
ve Umsetzung ausreichende Substratkonzentration bereitzustellen, andererseits aber die
Membranschadigung durch Uberdosierung der Terpene und damit einen schnellen Ver-

lust an Transformationsaktivitat zu verhindern.
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Bel diesem Versuch wurde 3 Tage alten Kulturen von P. sapidus a-Pinen viermal im
Abstand von 24 Stunden (3, 4, 5 und 6 Tage nach Inokulation, entsprechend 0, 1, 2 und

3 Tagen Transformationsdauer) jeweils in Dosen von 5, 10, 50, 100 und 200 pL pro
100 mL Kulturvolumen zugegeben (entsprechend 43, 86, 430, 860 und 172bprgy L
Zugabezeitpunkt). Die chemischen Blindwerte wurden entsprechend den hier einge-
setzten Terpenmengen von den gemessenen Werten subtrahiert.

Abb. 2-49 und 2-50 zeigen, dal’ bei den beiden niedrigen Dosierungen (5 und 10 pL)
kaum Produktbildung auftrat, wahrend sie bei 50, 100 und 200 puL zu einer Steigerung
der gebildeten Verbenolmengen fiihrte. Bezuglich der Verbenolbildung war die Dosie-
rung von 100 pL optimal. Addiert man die Produktmengen von Verbenol und Verbe-
non, so stimmen die Produktsummen der 100 und der 200 pL-Dosierung mit maximal
ca. 20 mg [* annahernd tiberein.

Da fur die Oxidation von Verbenol zu Verbenon neben der Hydroxylierung ein zweiter
enzymatischer Schritt notwendig ist, kann man aus diesem Ergebnis schlieRen, dal3 bei
der hochsten Dosierung das Verbenol-oxidierende Enzym inaktiviert war (daher der
hohere Verbenolgehalt), wahrend bei der zweithéchsten Dosierung die Oxidation zum

Verbenon effektiver war.
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[mg LY —+—5 L= 10 pL—=— 50 pkE*— 100 pL—o—200puL

12

10 A

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-49:  Stufenzugabe von a-Pinen (Tag 0, 1, 2 und 3) zu Kulturen von
P. sapidus: Verbenolgehalte

——5 | —8—10 pl —— 50 pl —e— 100 pl —2— 200 pl

[mg L™

14

12 A

10 A

Kulturdaver [d]

Abb. 2-50:  Stufenzugabe von a-Pinen (Tag 0, 1, 2 und 3) zu Kulturen von
P. sapidus: Verbenongehalte
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2.1.9.1.2 Variation des Zeitpunktes der Substratzugabe

In bisherigen Untersuchungen von Terpentransformationen wurde festgestellt, dal3 die
meisten Umsetzungen durch Mikroorganismen bevorzugt zum Zeitpunkt des Ubergan-
ges von der Wachstums- in die stationare Phase stattfinden. Die Wachstumsphase (Tro-
phophase) verlauft bei myzelbildenden Pilzen aufgrund des in erster Linie zweidimen-
sionalen Hyphenwachstums im Gegensatz zu Bakterien nicht exponentiell, sondern eher
linear.

Bei P. sapidus erstreckte sie sich im SNLH-Medium (100 mL-Kultur, 10% v/v Inoku-

lum) auf die ersten 4 Tage nach Inokulation (vgl. Abb. 2-51). Trotz ausreichenden Glu-
cosegehaltes nahm danach die Trockenmasse kaum noch zu.

Wurde das Terpensubstrat zu verschiedenen Zeitpunkten dieser Wachstumsphase zudo-
siert (vgl. Abb. 2-52), so zeigte sich, dal3 eine Zugabe innerhalb des ersten Tages nach
Inokulation mit zunehmender Inkubationsszeit (0, 0,5 oder 1 Tag) der Kulturen zu einer
hoheren Biotransformationsleistung fuhrte, daf’ aber die Transformation insgesamt lang-

sam verlief und die Produktmaxima deutlich niedriger lagen als bei spateren Substratzu-

gaben.
—a— Trockenmasse
---0--- Glucose
12 o--0--0. 3
— 10 - - 25
[
%’ 8 - 2 ¥
e 64  /  TEeeeee - 1.5 §
5 E
g 4 -1 O
= 2 L 0.5
0 T T T T T T T T T T 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[ Tage nach Inokulation)]

Abb. 2-51:  Wachstumsverlauf voR. sapidusin Submerskultur
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——0Tage —w—05Tage—=2—1Tag —o—2Tage
35 1 —+—3Tage —e—4Tage —o—7Tage

Verbenol + Verbenon

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Transformationsdaver [h]

Abb. 2-52:  a-Pinen-Transformation durch P. sapidus bei Substratzusatz
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Inokulation

Die Vergleichbarkeit von Kulturen verschiedenen Alters konnte durch eine Normierung

auf die Trockenmasse verbessert werden. Da aufgrund der Substrattoxizitat eine Trok-
kenmassebestimmung zu spéteren Zeitpunkten der Transformation nicht zu aussage-
kraftigen Ergebnissen fihrte, erschien die Trockenmasse vor Substratzugabe als sinn-
vollste Bezugsgrol3e. Da diese Trockenmasse die realen Bedingungen in der Kultur nur
wahrend der ersten Phase der Transformation anndhernd wiedergibt, wurde die Normie-
rung auf die ersten 24 Stunden der Transformationsdauer bezogen und folglich als Pro-
duktbildungsrate [mgd*] angegeben.

Abb. 2-53 zeigt, dal’ die spezifische Produktbildungsrate einen Tag nach der Inokulation

maximal war, wahrend sie nach 2, 3 und 4 Tagen wieder um ca. 20-30% abnahm. 7 Ta-
ge nach der Inokulation lag die Rate nur noch bei etwa 50% des anfanglichen Durch-
schnittswertes.

Aus einer Gegenuberstellung des Wachstumsverlaufes (Abb. 2-51), des Transformati-
onsverlaufes (Abb. 2-52) und der spezifischen Produktbildungsrate (Abb. 2-53) wird

deutlich, dal3 eine Substratzugabe nach 2-4 Tagen am gunstigsten war. Nach einem Tag
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war zwar die spezifische Produktbildungsrate am grof3ten, aufgrund der geringen Trok-
kenmasse zu diesem Zeitpunkt war aber die Gesamtproduktmenge hier im Vergleich zu

spateren Substratzugabezeitpunkten deutlich geringer.

2

1.5 1

0.5 1

Spezif. Prod.bildungsrate [mg " d ']
H

0 0.5 1 2 3 4 7
Zeitpunkt der Substratzugabe [ Tage nach Inokul ation]

Abb. 2-53:  Trockenmassespezifische Produktbildungsraten (1. Tag nach
Substratzugabe)in Abhangigkeit vom Substratzugabezeitpunkt

2.1.9.1.3 Substratzugabe Uber die Gasphase des Kulturkolbens

Fur die Untersuchung der Gasphasendosierung wurden den 2,5 Tage alten Kulturen un-
ter Verwendung eines Reservoirs (mit 500 puL Terpen) die Substidieen,3-Pinen

bzw. Limonen Uber die Gasphase durch kontinuierliche Sattigung der Gasphase zudo-
siert.

Wie Abb. 2-54 und 2-55 zu entnehmen ist, fuhrte die Gasphasendosierunrgubdip-

Pinen zwar zu einem in der Summe etwa doppelt so hohen Produktmaximum wie die

direkte Dosierung, die Dauer der Produktbildungsphase wurde bei diesem Pilz jedoch

nicht verlangert.

Anders wirkte sich die Gasphasenzugabe beim Limonen aus (Abb. 2-56): Wahrend die

Produktbildungsphase bei der direkten Fltterung — @hnlich wie bei den Pinenen — nur 4

Tage nach der ersten Substratdosierung andauerte, hielt sie bei Einsatz der Gasphasen-



2 Ergebnisse 59

dosierung bis zum 12. Transformationstag an. Der geanderte Dosierungsmodus fihrte
also zu einer dreimal so langen Produktionsphase, die bis zum letzten Transformations-
tag eine Produktbildungsrate von ca. 5 mgd® aufwies. Die Produktkonzentration

war Maximum etwa 2,5 mal héher als bei direkter Substratzugabe.

Auffallig war bei allen Kulturen, dal3 ein Wachstum trotz der Gasphasendosierung nicht
festgestellt werden konnte (Wachstumsverlaufe nicht dargestellt). Im Gegensatz zur
direkten Dosierung, die jeweils an den Transformationstagen O und 1 durchgefuhrt wur-
de, war bei der Gasphasendosierung wahrend der gesamten Transformationsdauer der
Luftraum des Kolbens mit Substrat gesattigt. Wahrend die Kulturen bei direkter Dosie-
rung meist 2-3 Tage nach Transformationsbeginn wieder anwuchsen, war dies bei der

Gasphasendosierung nicht zu beobachten.

-1

[mgL] ---a--- VVerbenol + Verbenon, Gasphase

60 - . —— Verbenol + Verbenon, direkt
Ao

50

40 - &

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Transformeati onsdauer [d]

Abb. 2-54.  Vergleich der direkten und der Gasphasendosierung des Substrates bei
dera-Pinen-Transformation durdh sapidus
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Abb. 2-55:  Vergleich der direkten und der Gasphasendosierung des Substrates bel
der B-Pinen-Transformation durch P. sapidus
---®--- cisttrans-Carveol, Gasphase ----A---- Carvon, Gasphase
—&— cist+trans Carveol, direkt —&— Carvon, direkt
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Abb. 2-56:  Vergleich der direkten und der Gasphasendosierung des Substrates bel
der Limonen-Transformation durch P. sapidus
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2.1.9.1.4 Substratzugabe durch organisch-wélirige Zweiphasensysteme

Die Untersuchung der a-Pinen-Transformation durch Basidiomyceten in organisch-
walrigen Zweiphasensystemen wurde Pagapidus und G. applanatum durchgefihrt.

Als organische Phasen wurden dinnfliissiges Paraffindl und MiggalS, eine Ko-
kosolfraktion mit mittelkettigen Fettsauren (56% Octansaure, 42% Decansaure, <2%
Dodecanséaure), verwendet.

100 pL (=0,63 mmoly-Pinen wurden in 5 mL dieser organischen Phasen geldst und zu
Beginn der Transformation zu den Kulturen (100 mL) gegeben.

Beide verwendeten Ldsungsmittel zeichnen sich durch eine vergleichsweise geringe
Toxizitat, eine nicht zu hohe Viskositat und eine geringe Fliichtigkeit aus. Der letzte
Punkt ist im Hinblick auf die Quantifizierung der oxyfunktionalisierten Terpene wich-

tig: Die Abtrennung der Produkte von der organischen Phase fir die gaschromatogra-
phische Analyse einerseits und flr einen biotechnologischen Prozel3 andererseits ist am
einfachsten mittels Wasserdampfdestillation moglich.

Um einen moglichst guten Stofftransport zwischen organischer und walRriger Phase zu
erreichen, wurde die Kultivierung auf3er in normalen Erlenmeyerkolben auch in Kolben
mit 1 bzw. 4 Schikanen durchgefiihrt. Schikanekolben gewahrleisten eine bessere
Durchmischung der Phasen, kénnen aber aufgrund der gréf3eren mechanischen Bela-
stung der Pellets auch zu einer Schadigung der Kulturen fuhren.

Hinsichtlich des Einflusses der Terpendosierung auf den Zusatz einer organischen Phase
zeigen die Abb. 2-57 bis 2-59, dalR die eingesetzten Pilze im Vergleich zum direkten
Zusatz desi-Pinens eine mehr als doppelt so grof3e Trockenmasse aufwiesen.

Vergleicht man jedoch die Produktmengen bei Substratdosierung in einer zweiten orga-
nischen Phase mit der direkten Dosierung in die waldrige Phase, so betrug beim Zwei-
phasensystem die Summe der Produkte nach 48 h Transformationsdauer in organischer
und walriger Phase Wei sapidus nur 30-50% und beb. applanatum nur 10-15 %.

Bei der Transformation durcdh. sapidus mit Paraffindl als zweiter organischer Phase
wurde das Paraffindl so gut emulgiert und vom Pilzmyzel aufgenommen, dal® eine
Trennung der walrigen und der organischen Phase nicht mehr mdglich war. Auch bei
Miglyol und bei Verwendung vo. applanatum gingen 50-80% der eingesetzten orga-

nischen Phase durch Emulgierung im Medium bzw. Bindung im Myzel verloren.
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Die Bildung von stabilen Emulsionen wird durch die Abgabe oberflachenaktiver Sub-
stanzen in das Medium beguinstigt. Solche Substanzen werden von sehr vielen Mikroor-
ganismen produziert [21, 22] und stellen haufig ein Problem bei Biotransformationen in
organisch-wafrigen Zweiphasensystemen dar.

Da die Abtrennung der organischen Phase fir die Produktgewinnung, aber auch fur die
Substratsupplementierung im Verlaufe eines kontinuierlichen Prozesses, notwendig ist,
erschien die Verwendung von Zweiphasensystemen fir Terpentransformationen mit
Pilzen nicht praktikabel. Weitergehende Untersuchungen von Zweiphasensystemen
wurden aus diesem Grund und aufgrund der im Vergleich zum Kontrollwert ohne orga-

nische Phase stark verminderten Transformationsleistung nicht durchgefuhrt.

[Lg /100 ml
Kulturvolumen] Trockenmassen [gL ]
9
i AN
3
600— 0 T T T
5001
400
3001
2001
100
O T T T 1
Kontrolle (ohne Erlenmerer 1-Schikan 4-Schikane
org.Phasg

UwaRrige Phase M Miglyol-Phase

Abb. 2-57.  a-Pinen-Transformationsprodukte (Summe Verbenol/Verbenon) von
P. sapidusim Zweiphasensystem mit Miglyol als organischer Phase
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[ug /100 ml
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Kontrolle (ohne Erlenmeyer 1-Schikane 4-Schikane
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LIwaRrige Phase HM Miglyol-Phase

Abb. 2-58:  a-Pinen-Transformationsprodukte (Summe Verbenol/V erbenon) von
G. applanatum im Zwei phasensystem mit Miglyol als org. Phase

[Lg/ 100 mi
Kulturvolumen] Trockenmassen [¢'L
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400 -
200 A
0 T T T 1
Kontrolle (ohne Erlenmeyer 1-Schikane 4-Schikane
org.Phase)

OwaRrige Phase M Paraffin-Phasg

Abb. 2-59:  a-Pinen-Transformationsprodukte (Summe Verbenol/V erbenon) von
G. applanatumim Zweiphasensystem mit Paraffindl als org. Phase
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2.1.9.1.5 Verbesserung der Substratverfiigbarkeit durch Zusatz nichtionischer Tenside

Die geringen Umsatzraten bei Terpentransformationen durch Basidiomyceten kdnnen
unter anderem auf die schlechte Wasserloslichkeit der Terpenkohlenwasserstoffe und
auf eine limitierte Verfugbarkeit der Substrate am Wirkort der Enzyme (Zellmembran,
Cytosol oder andere Zellkompartimente) zurtickzufihren sein. Eine Verbesserungsmog-
lichkeit bietet die Emulgierung des Terpensubstrates in wafrigen Tensidlosungen.
lonische Tenside sind aufgrund ihrer bekannten antimikrobiellen Eigenschaften weniger
geeignet. Daher wurden in den durchgefiihrten Versuchen nur nichtionische Tenside
verwendet.

Emulsionen vora-Pinen in walrigen Losungen verschiedener nichtionischer Tenside
wurden zu Kulturen vorP. sapidus und G. applanatum dosiert. Als Tenside wurden
Tween 80, Tween 65, Span 20, Triton X-100 und Brij 35 in Konzentrationen von 0,1 ,
1,0 und 5,0 g verwendet. Diea-Pinenkonzentration betrug jeweils 500 mj L
(=3,67 mmol [Y). Geringere Pinengehalte im Medium hatten in Vorversuchen nicht zu
melbarer Produktbildung gefihrt, daher wurde diese relativ hohe Konzentration ge-
wahlt.

Zunachst ist wieder der Einflul3 des Tensidzusatzes auf das Kulturwachstum zu beach-
ten: Die Abb. 2-60 bis 2-64 zeigen f& sapidus und die Abb. 2-65 bis 2-69 flr

G. applanatum, dafl3 mit wenigen Ausnahmen die Trockenmasse im Vergleich zum ten-
sidfreien Kontrollwert abnahm, je hdher die Tensidkonzentration war.

Ausnahmen bildeten die Kulturen mit 5,0 § Tween 80 bzw. Tween 65 bej sapidus

und mit 5,0 g [* Tween 65 beiG. applanatum: Hier entsprach die Trockenmasse in
etwa dem tensidfreien Kontrollwert.

Die Menge der gebildeten Transformationsprodukte nahm bei Tensidzusatz im Ver-
gleich zum tensidfreien Kontrollwert fast ausnahmslos deutlich ab.

Nur bei 0,1 g [* Span 20 (Abb. 2-62 und 2-67) war bei beiden Pilzen die Produktmenge
geringflgig héher als im Kontrollwert. Bei den héheren Span 20-Konzentrationen ent-
sprach die abnehmende Produktmenge jedoch der Tendenz bei den anderen Tensiden.
Tensidzusatze fuhrten also bei den hier eingesetzten Pilzen und unter den gewahlten
Bedingungen unabh&ngig von der Tensidkonzentration zu keiner Verbesserung der Bio-

transformation, in den meisten Féllen sogar zu einer Verschlechterung.
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Abb. 2-60:  Transformation von a-Pinen durch P. sapidus bel Substratzusatz in
walriger Emulsion von Tween 80
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Abb. 2-61:  Transformation vom-Pinen durchP. sapidus bei Substratzusatz in
walriger Emulsion von Tween 65
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Abb. 2-62:  Transformation von a-Pinen durch P. sapidus bei Substratzusatz in
waldriger Emulsion von Span 20
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Abb. 2-63:  Transformation vom-Pinen durchP. sapidus bei Substratzusatz in
walriger Emulsion von Triton X-100
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Abb. 2-64.  Transformation von a-Pinen durch P. sapidus bei Substratzusatz in
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Abb. 2-65:

waldriger Emulsion von Brij 35
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Transformation vom-Pinen durchG. applanatum bei Substratzusatz
in waldriger Emulsion von Tween 80
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Abb. 2-66:  Transformation von a-Pinen durch G. applanatum bel Substratzusatz
in waRriger Emulsion von Tween 65
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Abb. 2-67:  Transformation vom-Pinen durchG. applanatum bei

Substratzusatz in walriger Emulsion von Span 20
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Abb. 2-68:.  Transformation von a-Pinen durch G. applanatum bei
Substratzusatz in walriger Emulsion von Triton X-100
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Abb. 2-69:  Transformation vom-Pinen durchG. applanatum bei

Substratzusatz in walriger Emulsion von Brij 35
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2.1.9.1.6 Substratzugabe in liposomaler Losung

Fur die Substratzugabe in liposomaler Loésung wurden kleine unilamellare Liposomen

(small unilamellar vesicles, SUVSs) hergestellt.

Als Lipide wurden Ei- bzw. Sojaphosphatidylcholin gewéhlt, da Phospholipide sich gut

und schnell in Lipiddoppelschichten anordnen und daher fiir die Herstellung von Lipo-

somen besonders geeignet sind.

Das molare Verhaltnis von 5 TeilerPinen und 1 Teil Phosphatidylcholin wurde auf-

grund von Vorversuchen ausgewahlt, weil dadurch eine méglichst grol3e Menge an Sub-

strat pro Lipideinheit in die Kultur eingebracht werden konnte und auf3erdem das Sub-
strat vollstandig in den lipohilen Intramembranraum eingeschlossen wurde. Bei
groReren Substrat/Phosphatidylcholin-Verhaltnissen waren ungetéBtaen-Tropf-

chen in der waldrigen Phase erkennbar.

Betrachtet man da&ulturwachstum der drei eingesetzten PilzstamrRe sapidus,

M. giganteus, T. hirsuta nach zwei Tagen Transformationszeit (=4,5 Tage Gesamtkul-

turzeit), so ergibt sich aus Abb. 2-70 folgendes Bild:

» P. sapidus undM. giganteus wuchsen bei Liposomenzusatz deutlich besser: Bei Zu-
gabe von 16,5 pmol Phosphatidylcholin pro 100 mL Kulturvolumen war die Trok-
kenmasse nach 4,5 Kulturtagen um ca. 0,5 gtdRer als im liposomenfreien
SNLH-Medium (= Kontrollwert). Bei Zugabe von 66 pmol Phospholipid war sie um
ca. 1 g [* groRer.

» Dies gilt ebenso fur die mia-Pinen beladenen Liposomen: Der Terpenzusatz hatte
hier im Gegensatz zu den Kulturen mit direkter Pinenzugabe, unabhangig von der
zugesetzten Terpenmenge (82,5 bzw. 330 pmol), keine Auswirkungen auf das Kul-
turwachstum.

 T. hirsuta unterschied sich in seinem Wachstumsverhalten etwas von den beiden an-
deren Pilzen: Bei der niedrigeren Liposomenmenge bildete dieser Pilz ohne und mit
Pinenzusatz ebenfalls eine im Vergleich zum Kontrollwert grol3ere Trockenmasse.
Bei der hoheren Menge nahm das Wachstum jedoch im Vergleich zur niedrigeren
Konzentration nicht mehr zu, wahrscheinlich aufgrund einer Limitierung durch einen

anderen Medienbestandteil.
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» Die Zugabe einer gréReren Substratmenge in liposomaler Lésung fuhike Hbei
suta zu einer geringeren Trockenmasse als bei der direkten Dosierung. Das laf3t auf
eine Membranschadigung schlieRen, die durch einen im Vergleich zur direkten Sub-

stratzugabe effektiveren Eintrag von Pinen in die Zellmembran bedingt ist.

0 Pleurotus sapidus £ Meripilus giganteus M Trametes hirsuta

Kontrollwert |
Lipos. (66 umol PC) I
|

Pinen (330 umol)

Lipos.(66 pmol PC) +
Pinen (330 umol)

Pinen (82.5 pmol)

Lipos.(16.5 umol PC)
+ Pinen (82.5 pmol)

|
Lipos. (16.5 umol PC) |
|
|

[gL™]

Abb. 2-70:  Vergleich der Trockenmassen von P. sapidus, M. giganteus und
T. hirsuta nach 2 Tagen Transformationszeit bei Zusatz von
liposomalen Losungen (Substratmengen je 100 mL Kulturvolumen)

Bezuglich deransformationseistung ergab sich folgendes:

* Bei P. sapidus (Abb. 2-71) wurde sie durch den Zusatz von liposomal gelostem
Pinen im Vergleich zur direkten Substratzugabe bei der niedrigeren Zugabemenge
geringfugig verbessert, bei der hdheren Menge jedoch deutlich verschlechtert.

» Bei M. giganteus (Abb. 2-72) bewirkten die Liposomen bei beiden Konzentrationen

eine Verringerung der gebildeten Produktmenge.
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* Bei T. hirsuta wurden Liposomen aus Ei-Posphatidylcholin (Abb. 2-73) und aus So-
japhosphatidylcholin (Abb. 2-74) miteinander verglichen. Aus den Ergebnissen ist zu
entnehmen, dal die Art des verwendeten Phospholipid keinen Einflul3 auf die Trans-
formation von a-Pinen in liposomaler Ldsung hatté. hirsuta zeigte fur Ei-
Phosphatidylcholin bei der niedrigeren Liposomen- und Substratmenge eine um 26%
hohere Produktmenge im Vergleich zur direkten Substratzugabe, die absolute Kon-
zentration an Produkt blieb mit 1,1 mg biedrig. Zur Erzielung gréRerer Produkt-
mengen mufdte mehr Substrat zudosiert werden. Das wiederum flhrte, ebenso wie bei

den anderen beiden Pilzstdmmen, zu einer geringeren Produktbildung.
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Abb. 2-71:  Substratzugabe direkt und in liposomalen Losungen aus Ei-
Phosphatidylcholina-Pinen-Transformation durdh sapidus

1.2 -
O Myrtenol
17 B Verbenon
0.8 1 M tr-Verbenol

Produkte [mg L'l]
o
(o))

330 pmol a-Pinen 330 pumol a-Pinen 82 umol a-Pinen 82 pmol a-Pinen
(=449 mg L™ in liposomaler Lsg. (=112 mg L' in liposomaler Lsg.

Abb. 2-72:  Substratzugabe in liposomalen Losungen aus Ei-Phosphatidylcholin:
o-Pinen-Transformation durd¥l. giganteus
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Abb. 2-73:  Substratzugabe in liposomalen Losungen aus Ei-Phosphatidylcholin:
o-Pinen-Transformation durch hirsuta
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Abb. 2-74:  Substratzugabe in liposomalen Losungen aus Soja-Phosphatidylcholin:
a-Pinen-Transformation durch hirsuta
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2.1.9.2 Optimierung der Sauer stoffver sorgung

Nach den Versuchen zu einer Verbesserung der Dosierungsmethode fiir das Terpensub-
strat blieb als weitere Moglichkeit fur die geringen Transformationsraten neben zu ge-
ringer Enzymaktivitat noch die Limitierung durch das zweite Substrat bei der Oxyfunk-
tionalisierung: Den Sauerstoff.

Fir den hier beschriebenen Versuch in Kulturkolben wurde eine diskontinuierliche Be-
gasung mit reinem Sauerstoff vorgenommen. Dazu wurde direkt vor der 1. und 2. Sub-
stratzugabe (0 und 24 h Transformationsdauer) jeweils 5 min begast, um die Gasphase
im Kolbeninneren vollstandig mit Sauerstoff zu fullen.

Gemald Abb. 2-75 wurde das Kulturwachstum durch die zusatzliche Sauerstoffzufuhr
nicht beeinflu®t. Die im Kulturverlauf gemessene Sauerstoffsattigung lag in den zuséatz-
lich begasten Kulturen deutlich Gber den normalen Kulturen, eine gute Sauerstoffsatti-
gung (mind. 50%) war jedoch nur direkt nach der Begasung gewahrleistet.

Bei der Produktbildung war ein positiver Einfluf3 auf die Verbenolbildung festzustellen.
Sie nahm um 50-60% zu, blieb aber auf niedrigem Niveau von max. 3-4nipjé

Bildung des Hauptproduktes —Verbenon — wurde jedoch durch die zusatzliche Begasung
nicht beeinfluf3t.

Insgesamt erwies sich die Begasung im Kulturkolben bei Biotransformationen fliichtiger
Substrate als nicht praktikabel. Bessere Mdglichkeiten sind nur unter kontrollierteren

Bedingungen im Bioreaktor gegeben (vgl. 2.2.6).
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—®— TM ohne O,-Begasung + a-Pinen
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Abb. 2-75.  Trockenmasse und Sauerstoffsattigung im Verlautidémen-Trans-
formation durchP. sapidus mit und ohne zusatzliche Sauerstoffbegasung

—— Verbenon, ohne O,-Begasung

---4----\/erbenol, mit O,-Begasung

[mg L'l] —&— Verbenon, mit O,-Begasung
--- & ---\/erbenol, ohne O,-Begasung
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Abb. 2-76:  Produktbildung im Verlauf dex-Pinen-Transformation durch
P. sapidus mit und ohne zusatzliche Sauerstoffzufiihrung
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Teilzusammenfassung 2.1.9

» Die direkte Zugabe von Monoterpenkohlenwasserstoffen fiihrte erst bei Mengen von
100 pL oder mehr je 100 mL Kultur zu nennenswerten Transformationsleistungen.

» Die kontinuierliche Dosierung des Substrates Uber ein Gasphasenreservoir bewirkte
bei der Limonentransformation eine Verlangerung der Produktionsphase (ca. um
Faktor 3) und eine Erhéhung der Produktkonzentration (ca. um Faktor 2,5). Fur die
weiteren durchgefiihrten Limonentransformationen wurde daher diese Methode an-
gewendet.

» Die Substratzugabe sollte in der Wachstumsphase des Pilzes liegen. Ein Kulturalter
von 2-4 Tagen erwies sich fBr sapidus als glinstigster Zeitpunkt.

* Organisch-wafrige Zweiphasensysteme, Tensidemulsionen und liposomale Sub-
stratlésungen fuhrten bei den untersuchten Pilzen zu keiner Verbesserung der Trans-
formationsleistung. Vielmehr wurden im Vergleich zu der direkten Dosierung meist
geringere Produktmengen gebildet. Auf eine Anwendung und weitere Untersuchung
dieser Methoden wurde daher verzichtet.

* Eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung im Kulturkolben erwies sich als schwie-
rig. Bessere Moglichkeiten sind in Bioreaktoren gegeben.

[0 Fazit: Aus den Ergebnissen wird deutlich, dal3 die Ursachen fir die geringen Trans-
formationsraten nicht in den Kulturbedingungen und auch nicht in einer limitierten

Verfugbarkeit der Terpensubstrate am Wirkort der Enzyme zu suchen sind.

2.1.10 Langzeitver halten von Basidiomyceten bei Kultivierungin Gegenwart von

Ter penkohlenwasser stoffen

2.1.10.1 Adaptionsverhalten ver schiedener Basidiomyceten in Gegenwart von a-Pinen

Die Ubliche Vorkulturfihrung beinhaltete eine 17-tdgige Submerskultivierung ohne
Terpensubstrat. Nun war von Interesse, wie sich eine langerfristige Submerskultivierung

auf die Transformationsleistung verschiedener Basidiomycetenstamme auswirken wiir-
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de, und ob eine Vorkulturfihrung in Gegenwart wiPinen zu einer Adaption der
Kulturen und dadurch zu einer verbesserten Transformationsleistung fuhren wirde.
Dazu wurden Vorkulturen voR. sapidus, G. applanatum, T. hirsuta, M. giganteus und

G. frondosa Uber einen Zeitraum von insgesamt 14 Wochen submers kultiviert. Von
jedem Stamm wurden Vorkulturen mit und olhm®inenzusatz gefiihrt. Die Adaption
erfolgte dabei hauptséchlich in deorkulturen 1, d.h. im SNLB-Medium (ohne kom-
plexe Zusatze), wahrend derkulturen 2 (SNLH-Medium) jeweils nur eine Woche alt
waren. Die adaptierten Kulturen wuchsen im Vergleich zu den nicht-adaptierten Kultu-
ren deutlich schlechter (Trockenmassen nicht dargestellt).

Nach 1, 6, 10 und 14 Wochen Vorkulturalter wurden experimentelle Kulturen angesetzt
und die Biotransformationsleistung der adaptierten und nichtadaptierten Pilze anhand
der Produktmengen nach 48 h Transformationszeit verglichen. Nach 6 Wochen Vor-
kulturalter wurde auf3erdem der zeitliche Verlauf der Biotransformation in allen Kultu-

ren naher untersucht.

P. sapidus: Eine Woche Adaptionszeit (Abb. 2-77) fuhrte zu einer etwas gréf3eren Pro-
duktmenge als in den nichtadaptierten Kulturen. Nach 6 Wochen Adaption war der Un-
terschied deutlicher: Die Produktkonzentration war in den adaptierten Kulturen etwa 4
mal so grofl3 wie in den nichtadaptierten.

Dieser positive Effekt lief3 sich nach 10 und 14 Wochen jedoch nicht bestatigen. Nach
dieser langeren Kultivierungszeit nahm die Transformationsleistung der adaptierten re-
lativ zu den nichtadaptierten Kulturen deutlich ab.

In den nichtadaptierten Kulturen wurden zu diesen Zeitpunkten die héchsten Produkt-
mengen fur diesen Pilz im Verlauf der gesamten Langzeitkultivierung erreicht.

Die Untersuchung des zeitlichen Verlaufes nach 6 Wochen Adaptionszeit (Abb. 2-78)
zeigte, dal3 der Haupteffekt der Adaption auf die erhéhte Bildung von Myrtenol zuriick-
ging, wahrend der Effekt auf die Verbenol- und Verbenonbildung geringer war. Der
Grund fur die im Vergleich zu den bisher beschriebenen Versuchen erhdhte Bildung von
Myrtenol beiP. sapidus konnte nicht eindeutig geklart werden. Auffallig bei den Kultu-
ren war jedoch, daf3 neben schnallenlosem Myzel eine Abscheidung von Sporen ins Me-
dium feststellbar war, wahrend dieser Pilz normalerweise Schnallenmyzel bildet und
kein Sporenbildung zeigt. Dies trat im Verlauf der gesamten Arbeit nur bei diesem Ver-

such auf.
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G. applanatum: Dieser Pilz zeigte nur nach 6-wdchiger Adaptionszeit einen deutlichen

Unterschied zwischen den adaptierten und nichtadaptierten Kulturen (Abb. 2-79): In der
nichtadaptierten Kultur fand kaum noch Produktbildung statt (Produktsumme
<1 mg LY, wahrend in der adaptierten Kultur fast 12 migdebildet wurden. Abb. 2-

80 verdeutlicht, daf3 der Unterschied zwischen den Kulturen auf die sehr viel starkere
Bildung von Verbenon in der adaptierten Kultur zurtickzufiihren war.

Auch bei diesem Pilz lie3 sich ein positiver Effekt der Adaption nach 10 und 14 Wo-
chen nicht bestatigen.

T. hirsuta: Beziglich der Adaption war hier ein indifferentes Verhalten festzustellen
(Abb. 2-81). Nach 6 und 10 Wochen war zwar die Produktbildung in den adaptierten
Kulturen deutlich erhdht, nach 14 Wochen war ein solcher Effekt jedoch nicht mehr
vorhanden.

Betrachtet man dazu den zeitlichen Verlauf nach 6 Wochen Adaption (Abb. 2-82), so
wird deutlich, dal3 in den adaptierten Kulturen die Produktbildungsrate von Myrtenol
und Verbenon in den ersten beiden Transformationstagen etwas erhoht war. Die Pro-
duktmaxima unterschieden sich jedoch kaum und die Produktgehalte glichen sich nach
drei Tagen weitgehend an.

M. giganteus: Nach 6 Wochen fuhrte die Adaption zu einer um etwa Faktor 2 verbes-
serten Produktbildung, wahrend nach 10 und 14 Wochen die Produktbildung in den
nichtadaptierten Kulturen besser war (Abb. 2-83).

Die Verdoppelung der Produktbildungsrate und der Produktmaxima von Myrtenol und
Verbenon in den 6 Wochen adaptierten Kulturen wurde auch bei der Untersuchung des
Zeitverlaufes deutlich (Abb. 2-84).

G. frondosa (Abb. 2-85) bildete insgesamt nur geringe Produktmengen, nach 1 und 6
Wochen war ein positiver Effekt der Adaption festzustellen, der nach 10 Wochen deut-
licher wurde. Nach 14 Wochen trat jedoch der gegenteilige Effekt auf, d.h. die

nichtadaptierten Kulturen waren aktiver.

Insgesamt laf3t sich festhalten, daf? besonders nach 6 Wochen Adaptionszeit positive
Effekte auf diea-Pinen-Transformation festzustellen waren, die sich nach 10 Wochen
Submerskultivierung nur fiG. frondosa und T. hirsuta bestéatigten. Nach 14 Wochen
Adaption wirkte sich auch bei diesen beiden Pilzen die Langzeitadaption negativ auf die

gebildete Produktmenge aus.
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Es wird deutlich, dal? eine langzeitige Kultivierung unter EinfluR axdtinen schwierig

ist, da maglicherweise aufgrund der Dauerbelastung der Vorkulturen ein Schadigung der
Pilze auftritt und daher bei langerer Kultivierung die Produktbildung in den nichtadap-
tierten Kulturen besser ist als in den adaptierten.

Zudem ist ein direkter Vergleich von adaptierten und nichtadaptierten Vorkulturen, auch
bei paralleler Fihrung von jeweils 2 Kulturen, schwierig, da sie sich unterschiedlich
entwickeln, d.h. vor allem unterschiedlich starkes Wachstum zeigen, wenn die einen
Vorkulturen in Gegenwart eines wachstumshemmenden Monoterpens kultiviert werden,
wahrend die anderen normal wachsen kénnen. Durch Uberimpfen in experimentelle
Kulturen, die vor Beginn der Biotransformation nicht mehr mit Substrat belastet wur-
den, konnte dieser Unterschied so weit wie mdglich aufgehoben werden, vollstandig

aquivalente Kulturen konnten auf diese Weise jedoch nicht erhalten werden.
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Abb. 2-77.  Vergleich der Transformationsleistung von a-Pinen-adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von P. sapidus bel Langzeit-
Submerskultivierung (nach 48 h Transformati onsdauer)
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Abb. 2-78.  Zeitverlauf der a-Pinen-Biotransformation in adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von Pleurotus sapidus nach 6 Wochen
Adaptionszeit
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Abb. 2-79:  Vergleich der Biotransformationsleistung von a-Pinen-adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von G. applanatum bei Langzeit-
Submerskultivierung (nach 48 h Transformati onsdauer)

----¢----tr-Verbenol, nicht adaptiert —e— tr-Verbenol adaptiert
~--#--- Myrtenol, nicht adapt. —— Myrtenol, adpatiert
---&---\Verbenon, nicht adapt. —=— Verbenon, adaptiert

[mg L™

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-80:  Zeitverlauf der a-Pinen-Biotransformation in adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von G. applanatum nach 6 Wochen
Adaptionszeit
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Abb. 2-81:  Vergleich der Biotransformationsleistung von a-Pinen-adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von T. hirsuta bei Langzeit-
Submerskultivierung (nach 48 h Transformati onsdauer)

- tr-Verbenol, nicht adapt. —¢— tr-Verbenol adaptiert
---®---Myrtenol, nicht adapt. ~—@— Myrtenol, adpatiert
---®---Verbenon, nicht adapt. —®— Verbenon, adaptiert
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Abb. 2-82:  Zeitverlauf der a-Pinen-Biotransformation in adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von T. hirsuta nach 6 Wochen
Adaptionszeit
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Abb. 2-83:  Vergleich der Biotransformationsleistung von a-Pinen-adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von M. giganteus bei Langzeit-
Submerskultivierung (nach 48 h Transformati onsdauer)

----#---- fr-Verbenol, nicht adapt. —— tr-Verbenol adaptiert
~---®--- Myrtenol, nicht adapt. —e— Myrtenol, adpatiert
---#---\Verbenon, nicht adapt. —=— Verbenon, adaptiert
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Abb. 2-84.  Zeitverlauf der a-Pinen-Biotransformation in adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von M. giganteus nach 6 Wochen
Adaptionszeit



2 Ergebnisse 85

0 Myrtenol -1
L
O Verbenon (ML
M tr-Verbenol O 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10
adapt. |
1 Woche .
nicht adapt.
adapt.
6 Wochen )
nicht adapt.
adapt. ||
10 Wochen nicht adapt.
adapt.
14 Wochen )
nicht adapt.

Abb. 2-85:  Vergleich der Biotransformationsleistung von a-Pinen-adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von G. frondosa bel Langzeit-
Submerskultivierung (nach 48 h Transformati onsdauer)

---#---tr-Verbenol, nicht adapt. —¢— tr-Verbenol adaptiert
~---®---Myrtenol, nicht adapt. ~ —e— Myrtenol, adpatiert
----&---\erbenon, nicht adapt. —®— Verbenon, adaptiert

Transformeati onsdauer [d]

Abb. 2-86.  Zeitverlauf der a-Pinen-Biotransformation in adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen von G. frondosa nach 6 Wochen
Adaptionszeit
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2.1.10.2 Adaptionsverhalten von P. sapidus in Gegenwart von Limonen

Limonen war aufgrund seiner geringeren Flichtigkeit und der besseren chemischen Be-
standigkeit in walirigen Lésungen als Substrat einfacher zu handhaben als die bi-
cyclischen Pinene und es erwies sich bei der Transformation Busahidus als gutes
Transformationssubstrat (vgl. Abb. 2-56). Deshalb wurden mit diesem Substrat eben-
falls Adaptionsversuche durchgefiihrt, wobei die Adaption au¥dikulturen 2, die im
halbkomplexen SNLH-Medium kultiviert wurden, beschréankt war. In den experimen-
tellen Kulturen wurde vor Transformationsbeginn keine Adaption durchgefiihrt. Durch
diese Kulturfihrung wurden vergleichbare Wachstumsergebnisse in den adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen erhalten.

Abb. 2-87 zeigt, dal3 nach einer Woche Adaptionszeit sehr deutliche Unterschiede auf-
traten: Beim Carveol lag Uber den gesamten Transformationsverlauf die Konzentration
in den adaptierten Kulturen um mehr als das Doppelte tber der Konzentration in den
nichtadaptierten Kulturen. Beim Carvon wiesen die adaptierten Kulturen sogar eine 3-4
mal hdhere Konzentration auf. Um sicherzustellen, dal3 die Unterschiede nicht durch aus
den Vorkulturen in die experimentellen Kulturen gelangte Produkte bedingt waren,
wurden die adaptierten Kulturen vor Transformationsbeginn (d.h. vor Substratzugabe)
auf ihren Produktgehalt hin untersucht. Weder Carveol noch Carvon waren nachweis-
bar.

In weiteren Adaptionsversuchen wurden zwei unabhangig voneinander kultivierte Ver-
suchsreihen A und B (aus getrennt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten angesetzten
Vorkulturen 1 und2) durchgeftihrt. Abb. 2-88 ist zu entnehmen, dal3 die Produktsumme
(Carveol + Carvon) sowohl bei Reihe A als auch bei Reihe B in den adaptierten Kultu-
ren ca. dreimal so grof3 war wie in den nichtadaptierten Kulturen. Die absolute Konzen-
tration der Produkte war jedoch bei Reihe B in den adaptierten wie in den nichtadap-
tierten Kulturen nur etwa halb so grof3 wie bei Reihe A.

Die Reproduzierbarkeit der Adaption konnte somit bestatigt werden — sie flhrte etwa zu
einer Verdreifachung der Transformationsaktivitat. Die Grundaktivitat der Vorkulturen
schien jedoch zusatzlich durch andere Faktoren beeinflul3t zu werden, die durch eine

Adaption nicht nivelliert werden konnten.
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Abb. 2-87:  Limonenadaption von P. sapidus. Limonentransformation durch
adaptierte und nichtadaptierte Kulturen (1 Woche Adaptionszeit)

Carveol . _ .
+ Carvon —&— gdaptiert A ---®---nicht adaptiert A

[mg L'l] —— adaptiert B ----#----nicht adaptiert B

120 ~

100

80 A

60

40 A

204 A bW -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-88:  Limonenadaption von P. sapidus: Vergleich zweier unabhangig gefiihrter
Versuchsreihen A und B (1 Woche Adaptionszeit)
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Ahnlich wie bei den Langzeitversuchen noitPinen, wurde auch fiir Limonen das
Langzeitverhalten adaptierter und nichtadaptierter KulturerPveapidus untersucht.

Abb. 2-89 zeigt ein ahnlich komplexes Bild wie es beiRinen erhalten wurde. Nach
einwéchiger Adaption traten o.g. deutliche Effekte auf. Nach 2 Wochen lagen die Pro-
duktmengen in den adaptierten nur geringfiigig Uber denen der nichtadaptierten Kultu-
ren. Nach 4 Wochen kehrte sich das Bild um und die Produktbildung war in den
nichtadaptierten Kulturen mehr als doppelt so hoch wie in den adaptierten. Nach 6 Wo-
chen Submerskultivierung wuchsen die adaptierten experimentellen Kulturen nicht
mehr an, wahrscheinlich aufgrund einer Schadigung durch die permanente Limonenpra-
senz. Die nichtadaptierten Kulturen zeigten noch gutes Wachstum, die Produktbildung
war jedoch mit max. 30 mg-Lwieder sehr viel niedriger als nach 4 Wochen.

Eine einwdchige Adaptionszeit der Vorkulturen 2 erschien bei diesem Pilz fur die Li-
monentransformation daher sinnvoll, wahrend langere Adaptionszeiten lediglich

schlechtere Transformationsleistungen bewirkten.

Summe Carveol -+ 1Woche (nicht adapt) ~ —+— 1 Woche (adapt.)
+ Carvon -0 2 \Wochen (nicht adapt) ~ —o— 2 Wochen (adapt.)
(mg LY ~---a---- 4 \Wochen (nicht adapt. ) ~ —— 4 Wochen (adapt.)
---0--- 6 Wochen (nicht adapt.)
07 ‘A
60 -

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Transformationsdauer [d]

Abb. 2-89: Limonenadaption voR. sapidus. Vergleich von adaptierten und
nichtadaptierten Kulturen nach 1, 2, 4 und 6 Wochen Kulturzeit
(6 Wochen: adaptierte Kulturen wuchsen nicht mehr an)
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Teilzusammenfassung 2.1.10:

Die Langzeitkultivierung der 5 Basidiomyceten P. sapidus, G. applanatum, T. hir-

suta, M. giganteus und G. frondosa in Gegenwart geringer Mengen a-Pinen ergab

ein indifferentes Adaptionsverhalten. Wahrend eine 6-wdchige Adaption fur alle
Stdmme eine Verbesserung der Transformationsleistung mit sich brachte, liel3 sich
der Effekt bei langerer Kultivierung nicht bestéatigen. Die langere Submerskultivie-
rung brachte tendenziell eher fur die nichtadaptierten Kulturen verbesserte Transfor-
mationsergebnisse.

Bei P. sapidus fuhrte die einwéchige Limonenadaption zu einer Verdreifachung der
Produktmengen. Dabei erwies sich die Adaption in derkulturen 2 (halbkomple-

xes Hefeextrakt-Medium = SNLH) gegenuber der furcd#einen-Versuche durchge-
fuhrten Adaption in deNorkulturen 1 (synthetisches Medium = SNLB) als vorteil-
haft.

Der relative Effekt der einwdchigen Adaption erwies sich als reproduzierbar, die ab-
solute Produktkonzentration unabhangig voneinander durchgefuhrter Kultivierungen
unterschied sich jedoch deutlich.

Eine Verlangerung der Adaptionszeit fuhrte auch hier nicht zu einer Verbesserung.
Vielmehr trat dabei eine Schadigung der Kulturen auf, und die nichtadaptierten Kul-

turen zeigten, wie auch schon baiiPinen, eine bessere Produktbildung.
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2.1.11 Mdoglichkeiten zur Produktgewinnung und Substratzufihrung mit

Hohlfasermembranmodulen

Hydrophobe Hohlfasermembranmodule sind aufgrund ihrer grol3en Membranoberflache
geeignet, einen schnellen Stoffaustausch zwischen zwei Phasen (flissig/flissig, gasfor-
mig/flissig) herbeizufiihren. Auch organisch-walirige Flussig/flissig-Extraktionen kon-
nen auf diese Weise durchgefuhrt werden.

Als Modellsystem wurde ein 2L-Bioreaktor mit einer Anfangskonzentration von je
100 mg L* Carveol und Carvon untersucht, dessen waRrige Phase durch den Extra-
kapillarraum eines Polypropylen-Hohlfasermoduls im Kreislauf gefuhrt wurde. Durch
den Intrakapillarraum wurde Limonen als Extraktionsmittel ebenfalls im Kreislauf ge-
fuhrt. Vor Eintritt in das Modul wurde das Limonen zur Adsorption der oxyfunktionali-
sierten Terpene durch eine Kieselgelsaule gepumpt.

Wie Abb. 2-90 zeigt, war eine Extraktion der eingesetzten Produkte auf diese Weise
moglich: Nach 1,5 h waren mehr als 90% des Carvons und etwa 80% des Carveols ex-
trahiert. Die Limonensattigungskonzentration lag in diesem System bei 13.mg L

Die Adsorption der oxyfunktionalisierten Terpene (Abb. 2-91) fuhrte bei Carveol zu
einer Wiederfindung im Sauleneluat von 53,3 %, wahrend die Limonen- und die Was-
serphase jeweils ca. 10% der eingesetzten Carveolmenge enthielten; die Gesamtwieder-
findung betrug hier 73,2%.

Das Carvon wurde etwas schlechter adsorbiert und daher nur zu 40,4 % im S&uleneluat
wiedergefunden. Ein entsprechend gréf3erer Anteil von 18,2 % blieb in der Limonen-
phase gel6st. Mit dem in der wéalrigen Phase verbleibenden Carvon betrug die Gesamt-
wiederfindung 64,6%.

26,8 bzw. 35,4% der eingesetzten Carveol- bzw. Carvonmengen gingen bei dieser Art
der Produktgewinnung verloren. Ursache kénnten einerseits Verluste durch das verwen-
dete Schlauch- und Membranmaterial sein, aber auch eine unvollstandige Desorption

vom eingesetzten Kieselgel ware denkbar.
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Carveol / Carvon —e— cis/trans-Carveol - Limo"nen
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Abb. 2-90:  Zeitverlauf der Carveol/Carvon-Extraktion und Limonensattigung mittels
Hohlfasermodul aus einem 2L-Reaktor

[mg] 53.3 % HE Carveol
120 270 O Carvon
100 A

40.4 %
80 -
60 -
18.2 %
40 A
10.5% 9.4 %
N .%
0 I T T I |
Saulen-Eluat Limonen-Phase walrige Phase

%-Angaben: Wiederfindung der eingesetzten Substanzmenge

Abb. 2-91:  Wiederfindung des Substrates und der Produkte im Sauleneluat, der
Limonenphase und der waldrigen Phase
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2.2 Biotransformation des Monoter penalkohols Citronellol durch
Pilze

Die Biotransformationen von Terpenkohlenwasserstoffen hatten nur zu geringen Um-

satzraten gefuhrt. Daher sollte durch den Einsatz des Monoterpenalkohols Citronellol
untersucht werden, ob dieses weniger lipophile, einfach oxyfunktionalisierte Substrat zu
besseren Ergebnissen fluhrt. Da die Transformationsféahigkeit von Basidiomyceten fur
dieses Substrat bis dahin noch nicht untersucht worden war, muf3te zunéachst eine Aus-

wahl geeigneter Stamme getroffen werden.

2.2.1 Screening der Citronellol-Transformationsleistung von 21 Pilzstammen

2.2.1.1 Auswahl der Stamme und Screening

Um aus der Vielzahl der méglichen kommerziell erhaltlichen Pilzstdmme eine Voraus-
wahl zu treffen, wurden 21 Stamme ausgewahlt (s. Tab. 2-9), die mindestens eines der
folgenden Kriterien erfullten:

a) Sammwurde von terpenhaltigen Substraten.B. Nadelhélzern — isoliert,

b) Samm st zur Terpenbiosynthese fahig,

C) Eine PilzGattung ist aufgrund bisher durchgefiihrter Terpentransformationen fur
ihre Transformationsleistungen bekannt,

d) Eine PilzGattung ist aufgrund bisheriger Untersuchungen fur ihre Fahigkeit zur
Metabolisierung von Xenobiotika bekannt.

Von terpenhaltigen Substraten isolierte Basidiomyceten sind in groRerer Zahl bei den
kommerziellen Kultursammlungen erhéltlich. 5 Stamme (Nr. 7, 8, 11, 12 und 13) wur-
den nach diesem Kriterium ausgewahilt.

Von Basidiomyceten, die zur Terpenbiosynthese fahig §2&] 24], wurden 2 Stdmme

der GattundCyathus und 4 Stamme aus verschiedenen Gattungen (Nr. 1, 5, 9, 10) unter-
sucht.

Die GattungPleurotus war aufgrund bisher bekannter Terpentransformationsleistungen
[10, 11] und bekannter Fahigkeiten zur Metabolisierung von Xenobiotika [25] interes-
sant. Aus dieser Gattung wurden 8 Stamme (Nr. 15-21) in das Screening aufgenommen.
Neben 19 Basidiomycetenstaimmen wurden die Deuteromycetenst@onyrespora

cassiicola (Nr. 2) undDiplodia gossypina (Nr. 6) als Referenzorganismen fur das
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Screening ausgewahlt, da ihre Fahigkeit zur effektiven Transformation von Terpenen
bekannt war [26-29].

Von den so ausgewahlten Pilzen wurden nach dem ublichen Verfahren Vorkulturen und
experimentelle Kulturen in SNLH-Medium inokuliert.

Zu den 2,5 Tage alten experimentellen Kulturen wurden 50 ul (+/-)-Citronellol (=0,27
mmol) je 100 mL Kulturvolumen gegeben. Nach 2, 4 und 7 Transformationstagen wur-
den Proben genommen und als Sammelproben extraktiv aufgearbeitet, um das Pro-

duktspektrum tber einen langeren Zeitraum zu erfassen.

Tab. 2-9: Pilzstamme flr das Citronellol-Screening
Nr. Stamm-Name Kultur- Stamm- Anmerkung

samml. Nr.
1 Boletus luridus CBSs 115.42 Monoterpensynthese
2 Corynespora cassiicola  CBS 624.75 Terpentransformation
3 Cyathus africanus DSM 1593 Monoterpensynthese
4 Cyathus striatus DSM 1652 Terpensynthese
5 Cystoderma carcharias CBS 157.47 Terpensynthese
6 Diplodia gossypina ATCC 10936  Terpentransformation
7 Fomitopsis pinicola DSM 4957 von Fichtenholz isoliert
8 Ischnoderma benzoinum CBS 311.29 von Nadelholz isoliert
9 Lepista nuda DSM 8620 Monoterpensynthese
10 Paxillusinvolutus CBS 477.89 Monoterpensynthese
11  Phaeolus schweinitzi DSM 5136 von Kiefernholz isoliert
12 Phéllinus pini DSM 5238 von Kiefernholz isoliert
13 Pholiota squarrosa DSM 5127 von Nadelholz isoliert
14 Pleurotus columbinus DSM 3371 Gattung

[
(93]

Pleurotus cornucopiae = DSM 8298 Gattung
(Habsch) (P 125-7)

16  Pleurotus flabellatus DSM 8299 Gattung
(Hubsch) (P 127-2)

17  Pleurotuslampas CBSs 323.49 Gattung

18 Pleurotus ostreatus DSM 1020 Gattung

19 Pleurotuspulmonarius  DSM 9558 Gattung

20  Pleurotus sajor-caju DSM 5339 Gattung
(Hubsch) (P 225-1)

21  Pleurotus sapidus DSM 8266 Gattung

(Hiibsch) (P 226-1)
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2.2.1.2 ldentifizierung der Transfor mati onsprodukte

Die ldentifizierung der Produkte, deren genaue Durchfihrung in den folgenden Ab-
schnitten dargestellt werden soll, ist Tab. 2-10 zu entnehmen.

Die ldentifizierung erfolgte Uber den Vergleich mit Referenzmassenspektren (Kenn-
zeichnung ,MS* in Tab. 2-10), tber den Vergleich mit Literatur-Kovats-Indices (Kenn-
zeichnung ,KI%), Uber den Vergleich mit Massenspektren und Retentionszeiten von
Standards (Kennzeichnung ,Std.”) oder Uber die NMR-Spektren von synthetisierten
Referenzsubstanzen (Kennzeichnung ,NMR").

Die Doppelbindung im Citronellol (s. Abb. 2-90) wird zum Epo¢dd/b) oxidiert. Das
3,7-Dimethyl-1,6,7-octantridl9) kann daraus durch Hydratisierung entstehen.

Die Oxidation der primaren OH-Gruppe des Citronellols fuhrt zum Citron&)al
durch Hydrierung der Doppelbindung entsteht 3,7-Dimethyl-1-oc{@ol

Daneben treten Hydroxylierungen in Allylposition auf. Dies kann ohne oder mit Umla-
gerung der Doppelbindung durch Hydroxylierung einer der terminaleaGEtppen
geschehen.

2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-didi8) entsteht ohne Umlagerung. Bei 3,7-Dimethyl-5-octen-
1,7-diol (6) und 3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-digl) ist dagegen die Doppelbindung des
Citronellols zum C-5 bzw. zur terminalen Methylgruppe hin umgela@®@rist direkter
Precursor des Rosenoxids/b), das durch Wasserabspaltung daraus entsteht.
3,7-Dimethyl-1,7-octandiol5) kann entweder durch Hydratisierung von Citronellol
oder durch Hydrierung der Doppelbindung des ungesattigten B)aebildet werden.
Neben dem bekannten blumigen Duft des Rosenoxids wurden bei den identifizierten
allylischen Diolen(6), (7) und (8) sowie dem Epoxid4) citrusartig-blumige Geruch-
seindriicke festgestellt. Das Tri@®) erwies sich aufgrund seiner weitaus grof3eren Hy-
drophilie und dadurch geringen Fluchtigkeit als geruchlos. Auch eine Erhdhung der Li-
pophilie dieser Verbindung (M190) durch Acetylierung zum Triacetat fA316) er-

brachte keine verbesserten sensorischen Eigenschaften des Produktes.
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* * * OH * A
OH « \OH . O OH N
o) ‘ O
OH

B-Citronellol 3,7-Dimethyl-6,7- 3,7-Dimethyl- 3,7-Dimethyl-
Epoxy-1-octanol (4a/b)  1,6,7 -octantriol (9)  1-octanol (3)

. o
OH OH S

OH

Citrondlal(2)

T

2,6-Dimethyl- (E)-3,7-Dimethyl- 3,7-Dimethyl- 3,7-Dimethyl- cis/transr
2-octen-1,8-diol (8)  5-octen-1,7-diol (6) 1,7-octandiol (5)  7-octen-1,6-diol (7) Rosenoxid( la/b)

Abb. 2-92:  Produkte der Citronellol-Transformation durch Pilze

Tab. 2-10: Identifizierte Produkte der Citronellol-Transformation durch Pilze

Nr. Substanz Identifiziee  Kovats-Index Lit.-Kovats-
la cis-Rosenoxid Std., KI, MS 1336 1354
1b trans-Rosenoxid Std,, KI, MS 1350 1370
2 Citronéllal Std., MS, Kl 1465 1465, 1474
3 3,7-Dimethyl-1-octanal Std., MS 1660 -
da 3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-octanol NMR 2026 -
(1. Isomer)
4b 3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-octanol NMR 2038 -
(2. 1somer)
5 3,7-Dimethyl-octan-1,7-diol MS, KI 2200 2202
6 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol NMR 2203 -
7 3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-diol NMR 2346 -
8 2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-diol MS 2496 -
9 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol NMR, MS 2800 -
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2.2.1.2.1 *H- und *C-NMR-Spekiroskopie

Von den Diolen (6) und (7), vom Epoxid (4) und vom Triol (9) waren keine Ver-
gleichsmassenspektren verfiigbar. Diese Substanzen wurden deshalb aus Citronellol
synthetisiert und NMR-spektroskopisch identifiziert.

Durch Vergleich der Massenspektren dieser Produkte mit den Massenspektren der Kul-
turmedienextrakte wurde dann die endgultige Identifizierung der Transformationspro-

dukte vorgenommen.

10 OH 8
3,7-Dimethyl-5-octen- 3,7-Dimethyl-7-octen-
1,7-diol (6) 1,6-diol (7)

10 OH 8
6,7-Epoxy-3,7-dimethyl- 3,7-Dimethyl-
1-octanol (4) 1,6,7-octantriol (9)

Abb. 2-93:  Strukturen der mittels NMR identifizierten Substanzen

221211 H-NMR

Die 'H-NMR-Spektren waren vor allem zur Festlegung der Doppelbindungen in den
Diolen hilfreich. Die MelRergebnisse sind in Tab. 2-11 dargestellt.

Bei (6) liegt ein Multiplett bei 5,54 ppm vor, daf3 auf 2 Protonen am doppelt gebunde-
nen C-5 und C-6 hinweist. Die Methylgruppen an C-8 und C-10 sind anhand des
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Singluletts bei 1,31 ppm und die Methylgruppe an C-9 anhand des Dubletts bei 0,90

ppm zu erkennen.

Bel (7) sind 2 Protonen mit 8=4,92 und 4,81 ppm vorhanden. In diesem Spektrum sind

nur die Methyl-Protonen von 2 Methylgruppen sichtbar (C-9, C-10), so daf3 die genann-
ten 2 Protonen mit hoher chemischer Verschiebung den cis- und trans-Protonén am sp
hybridisierten C-8 zugeordnet werden konnen. In diesem Spektrum wurden auch die
zwei OH-Protonen des Diols detektiert.

Im Spektrum vor{4) sind die Protonen von 3 Methylgruppen sichtbar (C-8, C-9, C-10).
Wichtig ist daneben das Proton am C-6, dessen chemische Verschiebung von 2,72 ppm
einen Hinweis auf den Epoxidring gibt.

(9) zeigt nur wenige Charakteristika ithi-Spektrum. Die Methylprotonen (C-8, C-9,

C-10) sind jedoch ebenso vorhanden wie die 3 OH-Protonen.

Tab.2-11: 'H-NMR-Daten (CDC4, 200 MHz, interner Standard: TMS)
(6) ()

3 (ppm) 3 (ppm)
1-H, 367 m 1-H, 3,63 m
5H+6-H 554 m 6-H 400 m
8Hs310-H; 1,31 s 8Hgs 4,81 m
8Hyas 4,92 m
9-Hg 090 d (J=6,2Hz) 9-Hz; 089 d (J=6,0Hz)
10-H; 1,71 s

2x OH 2,93 brs

(4) (9)
d (ppm) d (ppm)
1-H, 365 m 1-H, 368 m

2-H,, 5-H, 1,55 m
3-H,4-H, 1,40 m
6-H 2,72 t (J=6,0 Hz) 6-H 3,33 m
8-Hj3,10-Hz 1,27 S 8-H3,10-H; 1,15 S
1,31 S 1,21 S
9-Hjz 0,92 d @J=6,1Hz) 9-H; 0,92 d
1xOH 2,75 S 3x OH 2,80 brs
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221212 BC-NMR

Durch die Auswertung der **C-NMR-Spektren zusétzlich zu déhl-NMR-Spektren
konnten die Strukturen der 4 Verbindungen abgesichert werden (Tab. 2-12).

Bei allen Substanzen ist die OH-Gruppe am C-1 aus dem Citronellol, erkennbar am Si-
gnal bei 60,6-60,9 ppm, vorhanden. Die Verbindun@en(7) und (9) liegen aufgrund

der jeweils 2 chiralen Zentren als Diastereomeren-Paare vor, wodurch Doppelpeaks im
C-NMR mit Differenzen von bis zu 0,7 ppm auftreten.

C-2, C-3, C-9 und C-10 weisen in allen 4 Spektren in etwa die gleiche chemische Ver-
schiebung auf, da sich hier Strukturunterschiede der untersuchten Substanzen nicht be-
merkbar machen.

Am C-4 unterscheidet sich n(8) von den anderen 3 Substanzen, da es sich nur in die-
sem Fall um ein allylisches C-Atom handelt. AuRerdem deute(6peie Signale bei

125,3 und 139,6 ppm, die C-5 und C-6 zugeordnet werden kénnen, auf eine Doppelbin-
dung hin.

Bei (7) ist aufgrund der Absorptionen bei 147;6/147,7 und 110,9/111,1 ppm ebenfalls
eine Doppelbindung vorhanden, die C-7 und C-8 zugeordnet werden kann.

(9) hat keine Doppelbindung, denn das Spektrum zeigt keine Signade90ippm.

Die Lokalisierung der zusatzlich zum C-1 in die untersuchten Verbindungen eingefthr-
ten OH-Gruppen ist anhand der chemischen Verschiebungen, kombiniert mit den Er-
gebnissen des APT-Experimentes (attached proton test), eindeutig moglich.

Bei (6) ist das OH-substituierte C-Atond<70,7 ppm) quartar oder ein Methylen-
Kohlenstoff (CH). Letzterer kdnnte nur entstehen, wenn eine der 3 Methylgruppen hy-
droxyliert wirde. Da die 3 Methyl-C-Atome (C-8, C-9, C-10) jedoch vorhanden sind,
kommt nur eine Hydroxylierung an C-3 oder C-7 in Frage, weil nur das zu einem nicht
H-substituierten C-Atom fihrt. Die OH-Gruppe mul3 an C-7 gebunden sein, da die bei-
den benachbarten Methyl-C-Atome (C-8 und C-10) im Vergleich zum C-9 zu tieferem
Feld verschoben sind. Wéare die OH-Gruppe an C-3 gebunden, dirfte nur ein Methyl-C
(C-9) verschoben sein.

Bei (7) konnte die Lage der Doppelbindung anhand des H-NMR bereits zwischen C-7
und C-8 lokalisiert werden. Neben der OH-Gruppe am C-1 ist bei dieser Verbindung
noch ein weiteres OH-substituiertes C &%{75,8/76,2 ppm vorhanden. Da es sich ge-

maf APT-Spektrum um ein einfach H-substituiertes C handeln mufs@Deidet bei
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OH-Substitution aus), kénnen C-1, C-2, C-4, C-5 oder C-6 diese zweite OH-Gruppe
tragen. Die gute Ubereinstimmung von C-1, C-2, C-4 und C-5®omit den gleichen
C-Atomen von(4) und(9) lait darauf schlie3en, dal? dieser Teil des Molekuls bei allen

3 Substanzen gleich sein muf3 und dafl} die zweite OH-Gruppé&/vdeshalb an C-6
gebunden sein muf3.

Auch der der Vergleich mit einem vorhandenen Referenzspektrum [30] ergab gute
Ubereinstimmung mit dem gemessenen Spektrun(®on

Bei (4) ist keine Doppelbindung vorhanden (vgl. H-NMR-Auswertung), C-8 und C-10
der Methylgruppen weisen jedoch deutlich unterschiedeWéerte auf. Dies deutet auf

eine Fixierung der C-6 - C-7 - Bindung z.B. durch einen Epoxidring hin. Dies wird
durch die hohen chemischen Verschiebungen an C-6 und C-7 bestatigt. Die Struktur
wird aul3erdem durch die Tatsache gestitzt, dal3 die Hydrolygd)van(9) fuhrt.

(9) weist keine sterische Fixierung und keine Doppelbindungen auf. Dafir sind zusatz-
lich zum C-1 zwei weitere C-Atome mit=70-80 ppm vorhanden. Dies deutet auf 2
weitere OH-Gruppen hin. C-8 und C-10 sind zu tieferem Feld verschoben und das APT-
Experiment ergibt, daR C-7 kein Proton tragt. Daraus laf3t sich schliel3en, dal’ eine OH-
Gruppe an C-7 gebunden ist.

Die gute Ubereinstimmung der C-1 bis C-5 zugeordneten Absorption€n) o) und

(9) bestétigt, dafd die dritte OH-Gruppe @y an C-6 gebunden ist. Vorhandene Refe-

renzdaten [31] ergaben auch (@) eine gute Ubereinstimmung.
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Tab.2-12:  C-NMR-Daten (CDCl3, 50 MHz, interner Standard: TMS,
APT-Experiment)

(6) (7)° (4° (9)°

3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
C-1 60,9 (+) 60,6 (+) 60,6 (+) 60,7 (+)
C-2 39,7(+) 39,6/39,7 (+) 38,0 (+) 39,5/39,8 (+)
C-3  29,7°() 29,2295 (-) 29,2/29.4 (-) 28,7/29,7 (-)
C-4 392(+) 32,5/32,8 (+) 33,7 (+) 33,3/34,0 (+)
C-5 1253(-) 32,0/32,2 (+) 26,2/26,4 (+) 28,5/29,2 (+)
C-6 1396 (-) 75,8/76,2 (-) 64,7/64,8 (-) 78,2/79,0 (-)
C-7 70,7 (+) 147,6/147,7 (+) 58,5/58,6 (+) 73,2 (+)
C-8 298" (-) 110,9/111,1 (+) 249 () 26,4 (-)
C9 196() 19,7 (-) 19,5/19,6 (-) 19,6/19,9 (-)
C-10 29,9°(-) 17,3/17,6 () 18,6/18,7 (-) 23,2 (-)

3Diastereomeren-Gemische ° Signalzuordnung kann vertauscht sein
(+) = quart.C oder CH,, (-) = CH oder CHj

22122 GC-MS

Durch die NMR-Spektren konnte die Struktur der Verbindungen geklart und den Mas-
senspektren zugeordnet werden.

Die Abb 2-94 bis 2-101 zeigen die Massenspektren der Verbindungen: Das Molekilion
ist nur beim Epoxid4) (M,=172, Abb. 2-98) zu sehen. Bei den Diolen sind m/z=157
(M-15, Methylabspaltung) und m/z=154 (M-18, Wasserabspaltung) die héchsten sicht-
baren Massen. Auch mittels chemischer lonisation konnten die Molekulionef@)yon

(7) und(9) nicht detektiert werden.

Beim Diol (6) tritt als Basispeak m/z=139 auf (Abb. 2-94), der durch Abspaltung von
CHs und HO entsteht. Dieser, wie auch die weiteren Peaks im Spektrurgygeben
keinen sicheren Aufschluf3 Uber die Struktur der Verbindung.

Durch den Austausch des Hydroxywasserstoffs gegen einen Trimethylsilylrest kann in
einigen Fallen eine Stabilisierung dieser funktionellen Gruppe erreicht werden, so daf3
die Detektion des Molekulions méglich wird. Bei Diolen mit=#72 ergibt die Silylie-

rung der OH-Gruppen ein Molekulargewicht vonV816.
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Im Spektrum des silylierten Diols (6) (Abb. 2-95) ist das silylierte Molekulion zu erken-

nen. Weitere Fragmente sind m/z=301 (= M-15, Methylabspaltung), m/z= 226 und 136
(=M-90 und M-180, Abspaltung von ein- bzw. zweimal Trimethylsilanol).

Das unsilylierte Diol(7) weist einen sehr deutlichen Basispeak mit m/z=71 auf (Abb.
2-96). Dabei handelt es sich um das Produkt der Allylspaltung. Das entstehende Allyl-
kation ist sehr stabil und stellt daher das herausragende Fragment im Spektrum dar.
Weitere strukturspezifische Fragmentionen treten nicht auf.

Im Spektrum der silylierten Verbindur(@) ist das Molekulion (m/z=316) vorhanden
(Abb. 2-97). Basispeak ist auch hier das Produkt der Allylspaltung (m/z=143).

Das Epoxid(4) unterliegt besonders leicht Umlagerungen. So entsteht der Basispeak
m/z=59 (Abb. 2-98) durch Abspaltung eines 2-Hydroxyisopropyl-Restes nach Umlage-
rung des Epoxids zum tertiaren Alkohol. Bé) und (9) tritt diese Masse ebenfalls
deutlich und bereits ohne Umlagerung auf.

Aufgrund der vielfaltigen Umlagerungsmaoglichkeiten ergeben sich sichere Strukturhin-
weise aus dem Epoxid-Spektrum nicht.

Nach Silylierung ist das Molekilion des Epoxi{¥) mit m/z=244 nicht melRbar
(Abb. 2-99), wohl aber das Produkt der Methylabspaltung (M-15, m/z=229)

Bei (9) stellt die Abspaltung der Hydroxyisopropyl-Gruppe (m/z=59, Abb. 2-100) die
wichtigste Fragmentierungsreaktion dar. Verbleibt die Ladung des Fragmentions am
C-6-gebundenen Sauerstoff, so ergibt sich m/z=131. Daraus entstehen durch zweimalige
Wasserabspaltung die weiteren charakteristischen Massen m/z=113 und m/z=95.

Die Silylierung des Triols (Abb. 2-101) fuhrt nicht zum Molekulion (m/z=406), sondern
die hochste Masse (m/z=301) entsteht durch Abspaltung von 1 Trimethylsilanol und
CHzs. Der Basispeak entsteht durch Abspaltung der silylierten tertiaren OH-Gruppe mit
m/z=131.

Das 2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-di¢8) (Massenspektrum s. Anhang, Abb. 1) wurde an-
hand eines Literaturspektrums [32] identifiziert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal} die Auswertung der Massenspektro-
metrie bei dieser Substanzklasse nicht zur Strukturaufklarung ausreicht, sofern keine
Referenzspektren vorhanden sind. Daraus wird die Notwendigkeit zur Verwendung ei-

ner zerstérungsfreien Methode wie der Kernresonanzspektrometrie deutlich.
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Abb. 2-94:  Massenspektrum von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol (6)
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Abb. 2-95.  Massenspektrum von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol (6) - silyliert
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Abb. 2-99:  Massenspektrum von 3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-octanol (4) - silyliert
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Abb. 2-100: Massenspektrum von 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol (9)
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Abb. 2-101: Massenspektrum von 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol (9) - silyliert
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2.2.1.2.3 Produktmengen der Citronellol-Transformation

Die im Medium enthaltenen Produktmengen (Sammelproben tber 7 Tage Transformati-
onszeit, vgl. 4.9.1.3) sind in Tab. 2-11 dargestellt.

Die folgenden Stamme zeigten eine deutliche Produktbildung an 0&)l€i@) und(8),
Rosenoxid1) oder Triol(9):

Stamm Nr. 5 Cystoderma carcharias) wies neben dem hdchsten Gehalt an Rosenoxi-
den auch eine deutliche TrigB) und Diol-(6) Bildung auf.

Stamm Nr. 7 zeigte neben relativ viel Rosenoxid einen sehr hohen Gehalt §B)Diol

Da es sich bei diesem Produkt um ein typisches Hydratisierungsprodukt handelt, kann
eine enzymatische Bildung nur anhand der Untersuchung der pH-Abhangigkeit der
Blindwerte geklart werden.

Die Stamme Nr. 9, 14, 19, 20 und 21 bildeten mehrere [fgler Diole (6) und (7)

sowie des Epoxid§da/b). Rosenoxid(la/b) entstand dagegen nur in Konzentrationen
von 20-100 ug L.

Die Trockenmassen gingen bei allen Basidiomycetenstammen, denen Citronellol zudo-
siert wurde, im Vergleich zu den Leerwerten auf 10-25% zuriick. Nur bei den beiden
Deuteromyceten (Nr. 2 und Nr. 6) wurde das Wachstum durch den Citronellolzusatz
nicht gestort. Allerdings wurden b€orynespora cassiicola (Nr. 2) keine Produkte ge-
funden, obwohl das Citronellol vollstandig verbraucht war (im Medium nicht mehr
nachweisbar).

Bei Diplodia gossypina (Nr. 6) wurde nur das Triq9) in einer Menge von 6,8 mg'L
nachgewiesen und ebenfalls kein Citronellol mehr. Beide Pilze konnten das Citronellol
vermutlich sehr effektiv transformieren, akkumulierten jedoch keine oder nur geringe
Produktmengen, so daf} sie unter diesen Kultivierungsbedingungen fir Transformatio-

nen nicht geeignet waren.



Tab.2-13:  Produktmengen der Citronellol-Transformation ([mg L™] in Sammelproben) und K ulturparameter
Stammnr. (vgl. Tab. 2-9) 1 2 3 4 5 6 | 7| 8|9 |10|11 |12 |13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21
Name Leer* | BLU | CCAS|CAF | CSTR |CCAR|DGO| FPI | IBE [LNU| PIN | PSC| PPl | PSQ| PCL | PCR | PFL | PLA | POS | PPU | PSAJ |PSAP
la |cis-Rosenoxid 0,015(0,230f - |0,121| 0,614 | 1,428 | - |1,214{0,051|0,426/ - |0,045|0,038|0,014|0,034| 0,078 |0,022| 0,115| 0,022( 0,024 | 0,087 | 0,071
1b |trans-Rosenoxid 0,004|0,030 - |0,086| 0,102 | 0,756 | - |0,347|0,008/0,248/ - |0,006|0,006/0,004| - | 0,007|0,001|0,064|0,007| 0,002| 0,026 | 0,006
2 |Citronelld - - - - - - - - - - - - 1028|215| 0,24 | 096 | - 0,18 | 1,20 | 0,13 | 0,42
3 [3,7-Dimethyl-1-octanol 016 | - - - ] 055 | - - 1020| - - - |1040|027| - | 038 - - - 1098 003 | 049
4a [3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1- | 038 | - | - |081[ 025 | - | - | - [043|927| - | - [075]|043[702] 091 |408| - [143| 655|339 |69
octanol (1.Isomer)
4b |3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1- | 0,47 | - - 0,92 - - - - 1048(93(032| - [(013|048| 7,18 | 097 | 419 | - 149 | 6,77 | 3,80 | 7,36
octanol (2.Isomer)
5 |3,7-Dimethyl-1,7-octandiol | - - - - - - - 119,20 - - 157 | - - - - - - - - - -
6 |3,7-Dimethyl-5-octen-1,7- | 0,50 [0,92| - |223| 272 | 1,74 |017| - |102|4,23(068| - |164|059|292| 1,91 |213|1,36| 1,00| 3,19 | 3,99 | 3,83
diol
7 |3,7-Dimethyl-7-octen-1,6- | 0,21 |{0,29| - |0,83| 0,73 | 0,36 |0,17| 0,57 | 0,15|10,57| 0,17| 0,26| 0,44| 0,21 | 1,19| 0,52 | 0,55| 0,15 | 0,13 | 0,92 | 1,51 | 1,28
diol
8 [2,6-Dimethyl-2-octen-1,8- - - |028| - 074 | - - 10,24/1,13|005|0,11|006| - |023|008| - |087| - | 013| 0,36 | 0,38
diol
9 |3,7-Dimethyl-1,6,7- octan- | - - - - 108 | 05368 - - 1,24 - |01 - - - - - - - |021
triol
pH-Wert - 6,96 [531| 469 | 429 |7,13|2,78|5,50| 5,84 556|561|599]|702| 562 | 687 | 518 | 6,06 | 6,40 | 592 | 6,13
(Kultur + Substrat)
pH-Wert (Kultur ohne - 7,14 |452| 506 | 4,77 | 7,372,555 4,73 | 6,92 499|517 |574|7,05| 483 | 651|583 |6,44| 6,77 | 6,05 | 631
Substrat)
Trockenmasse [g LY - 964 (1,10| 054 | 0,61 [8,68|1,37|0,35| 3,26 0,79|0,72|0,06| 146 | 165 | 1,67 | 0,75| 0,09 | 0,37 | 3,38 | 1,60
(Kultur + Substrat)
Trockenmasse [g L] - 9,15 |4,34| 495 | 7,66 [9,84|3,64 (233|926 2,98|312| 047|436 | 297 | 605|3,63|063| 291 | 818 | 6,89
(Kultur ohne Substrat)

*Die Citronellol-Leerwerte wurden von den angegebenen Konz

. in den Pilzmedien bereits subtrahiert.
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2.2.1.2.4 Untersuchung der Kulturen von C. carcharias auf saure und nichtfliichtige

Citronellol-Transformationsprodukte

Die Oxyfunktionalisierung von Citronellol schafft die Voraussetzungen fir eine weitere
Oxidation der Diole bzw. des Triols zu den entsprechenden Carbonsauren. Um die Be-
deutung eines solchen Stoffwechselweges zu untersuchen, wurdéncaocharias-

Kulturen nach 48 h Transformationszeit saure Extrakte gewonnen und methyliert. Wie
schon beP. sapidus ergab auch hier die GC-MS-Auswertung keine Hinweise auf saure
Transformationsprodukte.

Wie bei der Limonen-Transformation durelsapidus (s. 2.1.5) wurde auch bei

C. carcharias die Bildung nichtflichtiger Transformationsprodukte nach separater Auf-
arbeitung von Medium und Myzel mittels HPLC-ELSD und zusatzlich HPLC-MS un-
tersucht.

Wie Abb. 2-102 zeigt, traten beim Vergleich des Blindwertes (Medium von Kulturen
ohne Citronellolzugabe) mit dem Transformationswert (Medium von Kulturen mit
Citronellolzugabe) 3 Peaks im Chromatogramm besonders hervor.

Bei dem ersten und gréf3ten Peak (Peak 1) handelte es sich um das schon gaschromato-
graphisch identifizierte Triq(9).

Die beiden nachfolgenden Peaks (2 und 3) waren sehr viel kleiner. Da sie auf der Diol-
saule nach dem Triol eluierten, muf3te es sich um polarere Produkte handeln, die damit
als weitere Abbauprodukte von Interesse sein kénnten.

Durch die HPLC-MS-Untersuchung wurden von den Peaks Nr. 1 und 2 Massenspektren
erhalten, fur Peak 3 reichte die Empfindlichkeit der Messung jedoch nicht aus.

Das Spektrum von Peak 1 entsprach dem GC-MS-Spektrum des Triols (vgl. Abb. 2-100,
bei der HPLC-MS wurde jedoch nur der Massenbereich ab m/z=88 erfalit).
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Abb. 2-102: Festphasenextrakte aus Medien citronellolgefitterter Kulturen von
C. carcharias
1) HPLC-ELSD-Spur (gestrichelte Lini€. carcharias o. Citronellol),
2) HPLC-UV-Spuren (210 und 230 nm),
3) Particle-Beam (PB)-MS-Spur (Totalionenstrom)
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Das Massenspektrum von Peak 2 (s. Anhang, Abb. 6-2) hatte groRe Ahnlichkeit mit

dem von 3,7-Dimethyl-1,7-octandi(8). Die Retentionszeit dieser Verbindung lag je-

doch bei der HPLC-ELSD mit 17,6 min deutlich vor Peak 2. Massen groi3er als

m/z=159 waren im HPLC-MS-Spektrum nicht vorhanden, so daf3 nicht auf das Vorhan-
densein eines Konjugates geschlossen werden, sondern eher ein nichtflichtiges Oxidati-
onsprodukt des Citronellols vermutet werden konnte. Eine vollstéandige Identifizierung
des Produktes erfolgte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht.

Im Gegensatz zum Medium wurden im Myzel zwischen Kontrollkulturen und Trans-
formationskulturen — abgesehen von einem kleinen Triolpeak im Transformationswert —
keine Unterschiede in den HPLC-ELSD-Chomratogrammen festgestellt (Chromato-

gramme nicht abgebildet).

Teilzusammenfassung 2.2.1:

* Neben den allylischen Diolen, darunter auch dem Rosenoxid-Precursor 3,7-
Dimethyl-5-octen-1,7-diof6), ergab die Transformation des Monoterpenalkohols
Citronellol auch das Epoxid sowie das resultierende vicinale(Bjalls Produkte.
Rosenoxid konnte bei vielen Pilzen als Nebenprodukt nachgewiesen werden.

» Bei allen 19 untersuchten Basidiomyceten wurden Transformationsprodukte festge-
stellt. Cystoderma carcharias bildete die grof3ten Rosenoxid-Mengen.

[0 Fazit: Ziel der weiteren Untersuchungen sollte sein, die Citronellol-Transformation

durchC. carcharias nach Méglichkeit auf die Rosenoxidbildung hin zu optimieren.

2.2.2 Untersuchung der nichtenzymatischen Reaktionen von Citronellol

und seinen Transformationsprodukten in wafrigen Kulturmedien

Anhand von Kontrollexperimenten sollte festgestellt werden, welchen pH-abhéngigen
Reaktionen Citronellol in waldriger Losung unterliegt und wie die Biotransformations-
produkte sich nichtenzymatisch verandern. Fur die Citronellolblindwerte wurden 2 x 20
uL Citronellol (100 mL)* bei verschiedenen pH-Werten unter den gleichen Bedingun-
gen wie die Pilzkulturen inkubiert.

Wie Abb. 2-103 zu entnehmen ist, wurde Citronellol bei pH-Wefded kaum abge-
baut. Bei niedrigeren pH-Werten (hier pH 2,5) wurde die Doppelbindung des Citronel-
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lols zum 3,7-Dimethyl-1,7-octandiol (5) hydratisiert. Unter den gewéhlten Bedingungen
trat eine fast konstante Reaktionsgeschwindigkeit von etwa 15-20mi{ fiir die
Diolbildung wie auch fir den Citronellolabbau auf. Eine mégliche enzymatische Bil-
dung dieses Diols in Kulturen von Stamm Nr. 7 (vgl. 2.2.1.2.3) war daher nicht von

einer nichtenzymatischen, saurekatalysierten Bildung zu unterscheiden.

—&— Citronellol, pH 2.5

—&— Citronellol, pH 4

—— Citronellol, pH 7

----A---- 3 7-Dimethyl-1,7-octandiol, pH 2.5
1 ---#&--- 3 7-Dimethyl-1,7-octandiol, pH 4
[mg L] ---#---- 3 7-Dimethyl-1,7-octandiol, pH 7

Zeit [d]

Abb. 2-103: pH-Abhangigkeit der Citronellol-Blindwerte bei direkter
Citronelloladdition (2 x 20 pL Citronellol pro 100 mL SNLH-Medium)

Aul3er diesem Hydratisierungsprodukt konnte jedoch keine Produktbildung festgestellt
werden, die Uber die in Tab 2-13 dokumentierten Citronellolleerwerte hinausging.
Wasserstoffperoxid (40,) kommt als typisches Produkt verschiedener Oxidasen als
blindwertbeeinflussender Medienbestandteil in Frage. Um dies zu untersuchen, wurde
einem Citronellolblindwert (2 x 0,11 mmol pro 100 mL) gleichzeitig mit Citronellol-
zugabe jeweils eine aguimolare Menge an Wasserstoffperoxid zudosiert. Wie Abb. 2-
104 zeigt, wurde ein Einflul3 dieses Oxidationsmittels auf den Gehalt an nichtenzymati-

schen Abbauprodukten nicht festgestellt. Einziges nachweisbares Produkt war auch hier
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das 3,7-Dimethyl-1,7-octandiol (5), wahrend Hydroperoxide oder andere zusatzliche
Produkte nicht detektierbar waren.

Neben den nichtenzymatischen Reaktionen von Citronellol ist auch der Abbau der
Citronelloloxidationsprodukte wichtig, um die Bedeutung des chemischen Abbaus der
primaren Produkte zu den Folgeprodukten abschatzen zu kénnen.

Wurde wéaRrigem SNLH-Medium 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-dB)l (1,8 mg L) zuge-

setzt, so war eine saurekatalysierte intramolekulare Veretherung zum Rosenoxid zu er-
warten. Es zeigte sich (s. Abb. 2-87), dal3 bei pH-Westeh zwar zunachst eine Ro-
senoxidbildung stattfand, dafd aber im weiteren Verlauf ein Abbau dieses Produktes zu
nicht identifizierten Verbindungen auftrat. Bei pH 7 war die Rosenoxidbildung langsa-

mer, allerdings war bei diesem pH-Wert auch kein Rosenoxidverlust feststellbar.

—&— Citron€llol

Citroneflol ---#&--- 3 7-Dimethyl-1,7-octandiol Diol

[mg L] on
° 2.5
350 1 o J
300 1 -

250 _ “..---------.._..-- | 15
200 .
o - 1.0
-

108 | - 0.5
50 4

0 ; . . | | | N

0 1 2 3 . i : 7
Zeit [d]

Abb. 2-104: Citronellolblindwert bei pH 4 unter Zusatz einer aquimolaren Menge
Wasserstoffperoxid
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----A--- cigltrans-Rosenoxid, pH 2.5
-~ --- cigltrans-Rosenoxid, pH 4
----#--- cigltrans-Rosenoxid, pH 7

[mg L] —— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, pH 2.5
—®— 37-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, pH 4

1.80 —— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, pH 7

1.60 A

1.40

1.20 A

1.00 A

0.80

0.60

0401 i\

020 "

0.00 #-

0 1 2 3 4 5 6 8 9
Zeit [d]

Abb. 2-105: Abbau von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol (6) zu Rosenoxid bei
verschiedenen pH-Werten

[mg L]
12 7

10 1

Zeit [d]

Abb. 2-106: Stabilitat von 3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1-octar{d) in SNLH-Medium
bei pH 7,0
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Das Epoxid erwies sich bei pH-Werten von 2,5 und 4,0 als sehr instabil: Bei Zusatz von

10 mg L™ war es nach einem Tag nicht mehr nachweisbar. Bel pH 7,0 (Abb. 2-106)

blieb dieses Produkt dagegen Uber den Zeitraum von 7 Tagen noch zu 80% erhalten.
Das 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantrig®) wies eine gute pH-Wert-Stabilitat auf: Unter den
hier untersuchten Bedingungen traten keine Abbaureaktionen auf, sondern das Triol

blieb vollstandig erhalten (Ergebnisse nicht dargestellt).

Teilzusammenfassung 2.2.2:

* In chemischen Blindwerten trat bei pH-Wert@4 das Hydratisierungsprodukt 3,7-
Dimethly-1,7-octandiol als Hauptprodukt auf. Wasserstoffperoxid hatte keinen Ein-
flul® auf die Blindwerte.

» Das Rosenoxid-Precursor-Diol 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-(lliel3 sich in walri-
ger Losung nichtenzymatisch zum Rosenoxid umsetzen.

o 3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1-octandl4) wurde bei pH-Werten unter 7 sehr schnell
abgebaut, wahrend das dabei entstehende 3,7-Dimethyl-1,6,7-oct@\teamle sehr
gute pH-Wert-Stabilitat aufwies.
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2.2.3 Zeitlicher Verlauf der Biotransformation bel Cystoderma carcharias und

Pleurotus sapidus

Aufgrund der Ergebnisse des Screenings flr citronelloltransformierende Pilzstamme
wurden fur weitergehende Untersuchungen die Basidiomycetenstdbgsaerma
carcharias (Stamm Nr. 5) undPleurotus sapidus (Stamm Nr. 21) verwendet. Letzterer
wurde ausgewahlt, weil er neben guten Transformationsleistungen beim Citronellol die
besten Transformationseigenschaften bei den Terpenkohlenwasserstoffen aufgewiesen
hatte.

Zunachst wurde der zeitliche Verlauf der Biotransformation néaher untersucht, um her-
auszufinden, ob die interessanten Zielprodukte 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7&diahd

Rosenoxid1) im Transformationsverlauf in gréf3eren Mengen auftraten.

2.2.3.1 Direkte Citronelloldosierung

Zu den 100 mL-Kulturen wurden nach 2,5 Kulturtagen 50 puL Citronellol dosiert und
die Produktmengen im Kulturverlauf verfolgt.

Abb. 2-107 zeigt die Produktbildung Hisapidus. Bei diesem Stamm war das Epoxid
Hauptprodukt mit einem Gehalt von fast 60 mg, lder nach einem Tag Trans-
formationsdauer erreicht wurde und im weiteren Kulturverlauf wieder abnahm.

Der Gehalt an 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-di@), dem direkten Rosenoxid-Precursor
nahm bis zum Ende der Kultivierung zu. Rosenddidwar allerdings im Medium nur

zu <1 mg [* nachweisbar. Trotz des relativ hohen Diolgehaltes fand also eine nen-

nenswerte Akkumulation von Rosenoxid nicht statt.

Bei C. carcharias trat ebenfalls das Epoxi@) als Hauptprodukt mit >60 mgLauf
(Abb. 2-108). Im weiteren Verlauf wurde eine deutliche Menge an 3,7-Dimethyl-5-
octen-1,7-diol6) gebildet (16 mg I nach 9 Transformationstagen). Bei diesem Stamm
war Rosenoxid in einer Menge von maximal 2,5 rifgnachweisbar.

Aulerdem war beiC. carcharias eine deutliche Triolbildung festzustellen (max.
16 mg LY.
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Rosenoxid, —e— cig/trans-Rosenoxid Epoxid
Diole —e— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol [mg LY
[mg L] —o— 6,7-Epoxy-3,7-Dimethyl - 1-octanol

0<% ?/? ? M T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-107: Citronélol-Transformation durch P. sapidus
(direkte Substratzugabe)

2.2.3.2 Citronelloldosierung uiber die Gasphase

Da sich die Substratdosierung tber die Gasphase bei der Limonentransformation durch
P. sapidus als gunstig erwiesen hatte, wurde dieser Dosierungsmodus bei der Citronel-
lol-Transformation durcl€. carcharias ebenfalls untersucht. Dazu wurden zu 2,5 Tage
alten Submerskulturen 500 pL Citronellol in ein Gasphasenreservoir dosiert.

Dadurch trat eine Verschiebung im Produktspektrum auf (Abb. 2-110). Das Egpxid

war im Medium gar nicht mehr nachweisbar, stattdessen war das(9)riolit max.

17 mg L' Hauptprodukt. Seine Konzentration lag damit deutlich tiber der des 3,7-
Dimethyl-5-octen-1,7-diolg6), dem Rosenoxid-Precursor (max. 3 m.LIm Ver-

gleich zur direkten Substratdosierung wurde vom Diol und vom Rosenoxid bei der Gas-
phasendosierung nur etwa die Halfte der Produkte gebildet, wahrend die absolute

Triolmenge bei beiden Methoden vergleichbar war.
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Rosenoxid —&— cis/trans-Rosenoxid
) . —e— 3 7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol -
Diole, Triol —o— 3,7-Dimethyl-7-octen-1.6-diol Epoxid
[mg L] —o— 3,7-Dimethyl-1,6, 7-octantriol [mg L]
—>— 3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1-octanol

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Transformationsdauer [d]

Abb. 2-108: Citronédllol-Transformation durch C. carcharias (direkte Substratzugabe)

Trocken_rnassel Glucose [%]
[gL7]
25 —&— Trockenmasse —#— Glucose -2
207 - 15
15 A
-1
10 ~ - d
<4
5 - - 0.5
0 » . "0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-109:  Kulturparameter der Citronellol-Transformation durch C. carcharias
(direkte Substratzugabe)
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Rosenoxid, —&— cis/trans-Rosenoxid Triol
: —e— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol -1
Diole —o—3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-diol [mg L]
[mg L] —— 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Transformationsdauer [d]

Abb. 2-110: Citrondlol-Transformation durch C. carcharias
(Gasphasen-Substratzugabe)

Trockenmasse
[g |_-1] —— Trockenmasse —&— Glucose Glucose [%0]

25 " """"""" | 3
20 T
15 A

10 7

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Transformationsdauer [d]
(3% Glucoseaddition am 8.Transformationstag)

Abb. 2-111:  Kulturparameter der Citronellol-Transformation durch C. carcharias
(Gasphasen-Substratzugabe)
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Die Gasphasen-Zugabe fuhrte aufgrund der geringeren Substratkonzentration im Myzel
von C. carcharias dazu, dal3 Uber den gesamten Transformationsverlauf ein Glucose-

verbrauch und Wachstum vorhanden war (Abb. 2-111).

Teilzusammenfassung 2.2.3:

» Sowohl P. sapidus als auchC. carcharias bildeten das 3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-
octanol (4) als Hauptprodukt, wahrend das Rosenoxid-Precursor{B)ound das
Rosenoxid1) nur als Nebenprodukte auftraten.

» Citronellol bewirkte bei direkter Zugabe, wie schon die Terpenkohlenwasserstoffe,
eine vollstandige Wachstumshemmung.

» Dagegen trat bei der Substratdosierung tber die Gaspha€e t@icharias noch
Wachstum auf. Aufgrund der geringeren Flichtigkeit des Citronellols fuhrte sie je-
doch auch zu verringerten Produktmengen. Wéhrend das E@dxicer nicht mehr
im Medium nachgewiesen wurde, war in diesem Fall das ®jidflauptprodukt.

00 Fazit: Die Gasphasendosierung bot fir Monoterpenalkohole keine Vorteile und die
Bildung allylischer Produkte trat nur als Nebenreaktion der Transformation auf, wah-
rend die Epoxidierung bzw. die Bildung des korrespondierenden vicinalen Diols im

Vordergrund stand.

2.2.4 Substrat- und Produktverteilungin Medium und Myzel bel der Citronellol-

Transformation durch C. carcharias

Die separate Bestimmung der Substrat- und Produktgehalte bei der Transformation von
Citronellol ergab, daR die Produkte in ca. 4-fachem UberschuR im Medium geldst vorla-
gen (Abb.2-112).

Das Citronellol war im Myzel nur in einer ca. 50% groéf3eren Menge geldst als im Medi-
um. Es unterschied sich damit wesentlich von den Terpenkohlenwasserstoffen, bei de-
nen die Loslichkeit im Myzel um ein Vielfaches besser war als diejenige im Medium
(Faktor 114 fux-Pinen nach 48 h Transformationszeit, s. 2.1.4). Dies ist auf die viel

bessere Wasserldslichkeit von Citronellol zuriickzufiihren.
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M cis/trans-Rosenoxid O 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol
A 3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-diol @ 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol
LI Citronellol

Citronellol [mg L™ Kulturvolumen]
0 1 2 3 4 5 6

Substrat |

Produkte I TR

Mycel Substrat |

Produkte Il TEIEEE

0 10 20 30 40 50 60
Produkte [mg L™ Kulturvolumen]

Medium

Abb. 2-112: Substrat- und Produktverteilung bei der Citronellol-Transformation durch
C. carcharias (48 h Transformationszeit, Citronellol: 2 x 20 uL/100 mL)

2.2.5 Variation der Kulturbedingungen bei der Citronellol-Transformation durch

C. carcharias

C. carcharias (Stamm Nr. 5) erwies sich in den Vorversuchen als fir die Citronellol-
Transformation am besten geeigneter Stamm, da die héchsten Konzentrationen an den
Zielsubstanzen Rosenox{d) und dessen Vorstufe 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-d&)l

erzielt wurden.

Als Hauptprodukte traten bei den Vorversuchen 3,7-Dimethyl-1,6,7-octaf8yibkw.
3,7-Dimethyl-6,7-Epoxy-1-octan¢4) auf.

Ziel der Experimente zur Variation der Kultivierungsbedingungen war es, zunachst
Aufschluf® Gber die Abhangigkeit des Produktspektrums von den Kulturbedingungen zu
gewinnen und dann die Produktbildung mdglichst zugunsten der Zielsubs(ihned

(6) zu beeinflussen.

Aufgrund der deutlichen Wachstumshemmung durch die in den ersten Versuchen einge-
setzte Menge an Citronellol (50 pL / 100 mL Kultur = 0,275 mmol / 100 mL) wurde in
den nachfolgenden Versuchen eine stufenweise Dosierung von je 20 pL (=2 x 0,11
mmol) nach 2,5 und 3,5 Kulturtagen vorgenommen, um die toxischen Effekte mdglichst

gering zu halten.
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2.2.5.1 Plackett-Burman-Design zur ldentifizierung von Medienbestandteilen mit Ein-

fluR auf die Transformationsleistung und das Produktspektrum

Fur die Untersuchung der Einflisse verschiedener Medienbestandteile auf die Citronel-
lol-Transformation durcl€. carcharias wurde das gleiche Plackett-Burman-Design
verwendet wie fur die Limonen-Transformation duRctsapidus (vgl. 2.1.8.1)

Die Substratzugabe erfolgte in Mengen von jeweils 20 uL (0,11 mmol) je 100 mL Kul-
turvolumen nach 2,5 und 3,5 Kulturtagen.

Vor der Darstellung der Transformationsergebnisse, sollen die Einflisse der verschiede-
nen Parameter auf die Pilztrockenmasse im durchgefihrten Plackett-Burman-Design
aufgezeigt werden.

Vor der Citronellolzugabe (nach 2,5 Kulturtagen) waren positive Wachstumseffekte
durch Glucose, Malzextrakt, Hefeextrakt und Magnesium festzustellen (Abb. 2-114).

Ein deutlich negativer Effekt wurde durch Universalpepton hervorgerufen. Alle anderen
Effekte lagen im Bereich der Schwankungen der Dummies.

24 h nach der ersten Citronellolzugabe waren die positiven Effekte noch deutlich vor-
handen (Abb. 2-115), wenn auch die Gesamttrockenmasse aufgrund der Substrattoxizi-
tat bereits abgenommen hatte. Der negative Effekt des Peptons konnte hier nicht besta-
tigt werden. Besonders der positive Effekt von Calcium trat nach Beginn der Biotrans-
formation noch deutlicher hervor als zuvor.

Nun war es interessant festzustellen, inwieweit die Effekte auf die Trockenmasse paral-
lel zu den Effekten auf die Produktbildung verliefen.

In diesem Transformationsversuch wurde eine geringere Citronellolmenge zudosiert als
in den vorigen Versuchen, um Toxizitatsprobleme zu minimieren. Dadurch war die Pro-
duktbildung in diesem Ansatz fast vollstandig zum Triol hin verschoben, und daneben
war eine geringe Menge des 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-d&)lvorhanden. Rosenoxid
wurde kaum gebildet und konnte daher fir die Auswertung des Versuches nicht heran-
gezogen werden.

Der Umsatz des Citronellols erfolgte in dieser Kultivierung auf3erordentlich schnell. Das
Citronellol wurde innerhalb von 72 h nach der ersten Substratzugabe nahezu vollstandig
umgesetzt (im Medium nur noch <5 mg bachweisbar). Abb. 2-113 zeigt den Trans-
formationsverlauf in einer Kultur, die zeitlich parallel zum Plackett-Burman-Design,
jedochim SNLH-Medium, gefiihrt wurde.
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Unter Vernachlassigung des Myzelvolumens entsprach die gebildete Triolmenge von
1,89 mmol [* (359 mg ) einer Umsatzrate von 86% zum Triol (theoretisch max.
2,2 mmol Y.

—&— 3 7-Dimethyl-1,6,7-octantriol Diol, Rosenox.
Triol —+— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol [mgLY
[mgL™] —— cjs/trans-Rosenoxid
400 - - 40

0 1 2 3 4 5
Transformati onsdauer

Abb. 2-113: Citronellol-Transformation durc@. carcharias (SNLH-Medium)

Die Triolbildung, ausgewertet nach 24 h Transformationszeit (Abb. 2-116), wurde von
keinem der eingesetzten Medienbestandteile in dem eingesetzten Konzentrationsbereich
deutlich positiv beeinfluBt. Bei Calcium war ein positiver Effekt von 27 thddst-
stellbar, der damit jedoch im Bereich der Dummyvariablen lag.

Negative Effekte waren etwas deutlicher: Malzextrakt, Asparagin, Universalpepton und
Natrium wirkten sich eher negativ auf die Triolbildung aus.

Berechnet man die Ergebnisse nicht als Konzentrationen im Medium, sondern normiert
auf 1 g Kulturtrockenmasse, so erhélt nspezifische Effekte, bei denen dann Trok-
kenmasseunterschiede nicht mehr ins Gewicht fallen (Abb. 2-117).

Die negativen Effekte waren ahnlich wie bei den nicht-normierten Werten. Der leicht
positive Effekt des Calciums wurde hier jedoch nicht mehr festgestellt. Der positive
Effekt des Calciums war also folglich auf das verbesserte Wachstum bzw. die verrin-

gerte terpenbedingte Schadigung der Kulturen zuriickzufuihren (vgl. Abb. 2-115), wéah-
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rend die festgestellten negativen Effekte (Malzextrakt, Asparagin, Universalpepton und
Natrium) unabhangig von der Trockenmasse zu einer Verringerung der Transformati-
onsaktivitat fuhrten.

Die Bildung des Diolg6) wurde durch eine Reihe von Parametern leicht positiv beein-
fluldt (Abb. 2-118), die Gesamtkonzentration blieb jedoch auf niedrigem Niveau (Mit-
telwert: 9,1 mg [* nach 24 h). Auch hier fiel der positive Effekt des Calciums auf, wéh-
rend die Effekte von Pepton, Hefeextrakt, Vitaminen, Phosphat, Spurenelementen und
Magnesium weniger deutlich waren. Natrium hatte auch beziglich der Diolbildung ei-
nen deutlich negativen Effekt.

Die Normierung auf die Trockenmasse (Abb. 2-119) fiihrte zu einem ahnlichen Ergeb-
nis, wie bei der Triolbildung: Der Calcium-Effekt ging zuriick, wéhrend die anderen
Effekte sich kaum veranderten, also nicht auf Trockenmasseunterschiede zurtickzufiih-
ren waren.

In den dargestellten Diagrammen (Abb. 2-114 bis 2-119) waren — wie oben erlautert —
einige positive und negative Effekte feststellbar, die sich deutlich von den Effekten der
drei Dummy-Variablen unterschieden.

Trotzdem war fur keinen der 12 Medienparameter eine statistische Signifikanz eines
Effektes auf Trockenmasse, Diol- oder Triolbildung mittels F-Test [33] sicher nach-
weisbar, da die Dummy-Variablen bereits deutliche Schwankungen aufwiesen.

Fur die Dummies mufdten im Idealfall die Effekte = 0 sein. Griinde fur die Abweichung
von 0 kdnnen Kombinationseffekte verschiedener Medienbestandteile sein, die bei der
Erstellung des Plackett-Burman-Designs nicht beachtet werden und daher zu Stérungen
fuhren kdnnen, wenn sie sich in den gewéhlten Faktorkombinationen nicht mehr voll-

standig nivellieren.
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Abb. 2-114:  Plackett-Burman-Design: Einflul3 der Medienvariation auf die
Pilztrockenmasseor Citronellolzugabe
(2,5 Tage Kulturdauer, mittlere Trockenmasse: 21,7)g L
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Abb. 2-115: Plackett-Burman-Design: Einflul3 der Medienvariation auf die
Pilztrockenmassebildungach der ersten Citronellolzugabe
(3,5 Tage Kulturdauer, mittlere Trockenmasse: 15,5)g L
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Effekt [mg L™
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Abb. 2-116: Plackett-Burman-Design: Einflul3 der Medienvariation auf die
Bildung von 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantri(®) nach 24 h
Transformationszeit (mittlerer Gehalt im Medium: 110,3 ity L
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Abb. 2-117: Plackett-Burman-Design: Einflul3 der Medienvariation auf die
trockenmassenormierte Bildung von 3,7-Dimethyl-1,6,7-octar(®)ol
nach 24 h Transformationszeit (mittlerer normierter Gehalt 7,29%g g
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Abb. 2-118: Plackett-Burman-Design: Einflu3 der Medienvariation auf die Bildung
von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-digb) nach 24 h Transformationszeit
(mittlerer Gehalt im Medium: 9,1 mg*)
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Abb. 2-119: Plackett-Burman-Design: Einflul3 der Medienvariation auf die
trockenmassenormierte Bildung von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7¢@)ol
nach 24 h Transformationszeit (mittlerer normierter Gehalt 0,60%g g
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2.2.5.2 Transformation bei verschiedenen Cal ciumkonzentr ationen

Der Design-Versuch zeigte einen moglichen positiven Einflu von Calcium auf die Bil-
dung des Rosenoxid-Precursors 3,7-Dimethyl-5-octen-1, 4@)idUm die Signifikanz
dieses Einflusses zu uberpriufen, wurde eine Citronellol-Transformation mit verschiede-
nen Calciumgehalten im Medium durchgefihrt.

Abb. 2-120 zeigt, daR? bei Calciumgehalten von 14, 54 und 136’ mdgs.Maximum

der Diolkonzentration im Vergleich zur Kontrolle (SNLH-Medium) und zu der Kultur

mit dem héchsten Ca-Gehalt (273 mY) einen Tag eher erreicht wurde, signifikante
Effekte lassen sich daraus jedoch nicht ableiten.

Ein Einflul} des Ca-Zusatzes auf die Triolbildung konnte nicht festgestellt werden

(Abb. 2-121).

—e— Kontrolle —— Calcium 14 mg/L
[mgL'l] —&—Cacium54 mg/L —— Calcium 136 mg/L
—0— Calcium 273 mg/L

O {r' T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Transformationsdauer [d]

Abb. 2-120: Bildung von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-di@) durchC. carcharias bei
verschiedenen Ca-Konzentrationen
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—e— Kontrolle —e— Calcium 14 mg/L
[mg |_-1] —&—Cacium54 mg/L  —— Calcium 136 mg/L
300 - —0— Calcium 273 mg/L
250 A
200 A
150 A
100 A
50
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-121:  Bildung von 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol (9) durch C. carcharias bel
verschiedenen Ca-K onzentrationen

2.2.5.3 Durchfuihrung der Biotransformation in Transformationsmedien

Transformationsmedien enthalten neben einem Puffersystem zur Einstellung des pH-
Wertes noch die fir die Biotransformation notwendigen Substrate. Fiur diesen Versuch
wurde ein Phosphatpuffer (20 mmatmit pH 7,3 (zur Verbesserung der Stabilitét des
bei der Transformation gebildeten Epoxids) verwendet. Verglichen wurde die Citro-
nellol-Transformation durclE. carcharias in einem glucosefreien, einem glucosehalti-
gen und in einem glucose- und hefeextrakthaltigen Phosphatpuffer. Auf3erdem wurde
untersucht, ob auch im myzelfreien Medium der 2,5 Tage alten Kulturen ein Umsatz
stattfindet. Als Kontrolle wurde ein Standardansatz im SNLH-Medium parallel gefihrt.
Die Zellmasse fur die Transformationsmedien wurde durch 2,5-tdgiges Wachstum in
SNLH-Medium und nachfolgendes Abtrennen und Waschen gewonnen. Die geerntete

Zellmasse wurde dann in die verschiedenen Transformationsmedien tUberfihrt.
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Eine Triolbildung (Abb. 2-122 oben) war sowohl im myzelfreien Medium (2,5 Tage

altes Kulturmedium nach Abtrennung des Myzels) als auch im glucosefreien Phosphat-

puffer (Anfangs-pH-Wert 7,3) kaum feststellbar. Bei Zusatz von Glucose bzw, Glucose

und Hefeextrakt fand eine deutliche Produktbildung statt, die jedoch langsamer verlief

und eine um etwa 30% geringere Maximalkonzentration erreichte als die Kontrolle, ob-

wohl in allen Kulturen auch zum Ende der Transformationsdauer noch Glucose im Me-

dium vorhanden war (Werte nicht dargestellt).

Die Epoxidkonzentration (Abb. 2-122 unten) war in den glucosehaltigen Transfor-
mationsmedien im Vergleich zur Wachstumsmedium (pH 4,5-5,0) dagegen um etwa

60% hoher. Dies ist auf einen zu erwartenden pH-Wert-Effekt zuriickzufthren.

Fur das Diol (Abb. 2-123 oben) entsprachen die Ergebnisse denen fur das Triol.

Eine Betrachtung des pH-Verlaufes in den Transformationsansatzen (Abb. 2-123 unten)
zeigt, dalR in den glucosehaltigen Transformationsmedien eine Angleichung des pH-
Wertes vom Anfangs-pH 7,3 an den fur diesen Pilz im Wachstumsmedium normalen
pH-Wert von 4,0-5,0 auftrat.

Der Zusatz von Hefeextrakt als komplexer Vitamin- und auch N-Quelle flhrte nicht zu
einer Verbesserung der Eigenschaften der Transformationsmedien.

Daraus ergab sich, dal3 die Durchfihrung der Biotransformation in einfachen Pufferl6-
sungen unter Zusatz von Glucose als C-Quelle ohne weiteres moglich ist, jedoch mit
einer geringeren Umsatzgeschwindigkeit und einem niedrigeren Produktmaximum ein-
hergeht.

In myzelfreiem Medium wurde kein Citronellol umgesetzt. Auch wenn durch die Ent-
fernung der Zellmasse die Bereitstellung von Coenzymen fur Exoenzyme im Kulturme-
dium in diesen Ansatzen nicht mehr stattfinden konnte, so ware doch zumindest direkt
nach Substratzusatz eine geringe Produktbildung zu erwarten gewesen, wenn Exoenzy-
me beteiligt waren. Dies belegt die Beteiligung zellgebundener Enzyme an der Trans-

formation von Citronellol durck. carcharias.
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—e— Puffer
Triol —=— mycelfreies Medium
1 —— Puffer + Glucose
[mg L] —o— Puffer + Glucose + Hefeextrakt
—eo— Kontrolle
300
250
200
150 -
100 -
50 A
0 ? S E— T # T T T 4
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Transformati onsdauer [d]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-122: Bildung von Triol (9) und Epoxid (4) aus Citronellol durch C. carcharias
in verschiedenen Transformationsmedien und myzelfreiem
Wachstumsmedium
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—e— Puffer
—=— mycelfreies Medium
—— Puffer + Glucose

Diol L —O0— Puffer + Glucose+Hefeextrakt
iol [mgL"] —e— Kontrolle

16 -
14
12

O T - T t T I I -
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Transformationsdauer [d]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Transformationsdauer [d]

Abb. 2-123:  Bildung von Diol (6) aus Citronellol C. carchariasin verschiedenen
Transformationsmedien und myzelfreiem Wachstumsmedium
sowie pH-Verlauf
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2.2.5.4 Lichteinflu}

Wie bei der a-Pinen-Transformation durch verschiedene Basidiomyceten wurde auch

bei der Citronellol-Transformation durch C. carchariasuntersucht, ob die Produktbil-
dung von Art und Dauer der Kulturbelichtung abhangig ist.

Dazu wurden die Dunkelkulturen ohne jegliche Belichtung, Lichtkulturen mit 14-
stlindiger taglicher Belichtungsdauer (UV-A) und Kontrollkulturen mit natirlichem

Hell-Dunkel-Wechsel miteinander verglichen.

Triol —®—Triol / Kontrolle —@—Triol / Dunkel _
2 —e—Triol / Licht —o— Diol / Kontrolle Diol
[mg L] —o—Diol / Licht —o— Diol / Dunkel [mg L
300 - 30
250 - 25
200 - 20
150 + 15
100 + - 10
50 1 - 5
O £F T T T T 0
0 1 2 3 4 5

Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-124:  Untersuchung des Lichteinflusses auf die Citronellol-Transformation
durchC. carcharias (Licht = 14 h & UV-A-Belichtung)

Wie Abb. 2-124 zeigt, war ein Einflu@ der Belichtung auf die Bildung von 3,7-
Dimethyl-1,6,7-octantrio(9) und von 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-di¢b) nicht festzu-
stellen. Die UV-A-Belichtung zeigte allenfalls auf die Triolbildung einen geringen ne-
gativen Effekt.

Auch in diesem Versuch wurde das eingesetzte Citronellol (2,2 mifyohit 72% Um-

satz sehr effektiv zum Triol (im Maximum 300 mg E 1,58 mmol [') umgesetzt; der

Umsatz zum Diol (max. 12,6 mg'i= 0,073 mmol [}) betrug dagegen nur 3,3%.
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2.2.5.5 Zusatz von Cytochrom-P 450-Monooxygenase-Inhibitoren

1-Aminobenzotriazol (=ABT) und SKF-525 A (=SKF) sind als Cytochrom-P450-Mono-
oxygenase-Inhibitoren bei hoheren Pilzen bekannt [34].

Sie wurden Kulturen voR. carcharias zu Transformationsbeginn gemeinsam mit dem
Substrat (Citronellol) in einer Konzentration von 0,1 mmidlzgesetzt.

Die Triolbildung wurde durch beide Inhibitoren im Vergleich zum inhibitorfreien Kon-
trollwert deutlich vermindert (Abb. 2-125): Bei SKF war die Triolbildung nach 2 Tagen
beendet und bei ABT nach 4 Tagen. Die erreichte Konzentration lag nach 8 Tagen bei
etwa 30% der Konzentration im Kontrollwert. Im Gegensatz zu den inhibierten Kulturen
war die Produktbildung in der Kontrolle zu diesem Zeitpunkt noch nicht beendet.

Die Bildung des Epoxids als primarem Oxidationsprodukt der beteiligten oxygenieren-
den Enzyme war in allen Ansatzen nur gering, so daf3 signifikante Unterschiede zwi-
schen inhibierten und nicht-inhibierten Kulturen nicht feststellbar waren.

Da bei den niedrigen pH-Werten im Medium (pH 3,5-4,5) eine sofortige Hydrolyse des
gebildeten Epoxids zum Triol ablauft, war das Triol zur Beurteilung einer hemmenden
Wirkung der eingesetzten spezifischen Hemmstoffe geeignet. Folglich konnte eine Be-
teiligung von Cytochrom-P450-Monooxygenasen an der Citronellol-Transformation

durchC. carcharias als sehr wahrscheinlich angenommen werden.

——Triol (ABT) —o—Triol (SKF) —&—Triol (Kontrolle)
----¢--- Epoxid (ABT) ----@--- Epoxid (SKF) ---®--- Epoxid (Kontrolle)
Triol Epoxid
[mg L] [mg L]

70 A 5
60 - 4.5
-4
50 A - 35
-3
40 A
A - 25
307 - [ 2
20 - . - I‘ 1.5
101 & !
K : 0.5
o= = eressssians o . 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-125: Wirkungen der Cytochrom-P450-Inhibitoren 1-Aminobenzotriazol und
SKF-525 A auf die Citronellol-Transformation dur€hcarcharias
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2.2.5.6 Zusatz eines Epoxid-Hydrolase-Inhibitors

Wahrend in den ersten TransformationsversuchenOmdarcharias grofiere Mengen

des Epoxideg¢4) als Produkte auftraten (s. 2.2.3), wurde bei allen weiteren Versuchen
das Triol (9) als Hauptprodukt gebildet. Dies legte die Vermutung nahe, dal’ in den
spateren Versuchen eine Epoxid-Hydrolase-Aktivitat in dem Pilz vorhanden war.

Der Zusatz eines effektiven Hydrolase-Inhibitors wéare eine Moglichkeit, um die Bil-
dung des Triols aus dem Epoxid zu hemmen und so die Beteiligung einer Hydrolase an
der Triolbildung zu belegen.

Von S&ugetierleber-Microsomen ist bekannt, @gflohexenoxid ein effektiver Inhibi-

tor fur Epoxid-Hydrolasen ist [35], wenn es in gleicher Menge wie das Substrat einge-
setzt wird.

Fur das Inhibitor-Experiment wurden Kulturen v@ncarcharias nach 2,5 und 3,5
Kulturtagen mit je 0,11 mmol Citronellol und 0,11 mmol Cyclohexenoxid pro 100 mL
Kultur versetzt. Wie Abb. 2-126 zu entnehmen ist, wurde die Produktbildung durch
Cyclohexenoxid jedoch nicht gehemmt. Eher war in den Kulturen mit Zusatz von Cy-

clohexenoxid eine leichte Erh6hung der Transformationsgeschwindigkeit festzustellen.

—&—Triol / Kontrolle ——Triol / Cyclohex.ox.

Triol —=— Diol / Kontrolle —— Diol / Cyclohex.ox. Diol

[mgL™] [mgL'l]

300 7

250

200 A

150 -

100 A

0« T T T T 0

0 1 2 3 4 5
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-126: Untersuchung des Einflusses von Cyclohexenoxid auf die
Citronellol-Transformation durc@. carcharias
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2.2.5.7 Beeainflussung der Transformationsleistung durch Substratadaption der Vor -

kulturen

Um zu klaren, ob die vollstdndige Verschiebung des Produktbildungsgleichgewichtes
zum Triol (9) hin auf einen Induktions- oder Adaptionseffekt zurtckzufihren sein
koénnte, wurden citronellol-adaptierte und nicht-adaptierte Vorkulturen gefiihrt und de-
ren Transformationsleistungen verglichen.

Es ergab sich (s. Abb. 2-127), dal’ die Transformationsgeschwindigkeit und die maxi-
malen Konzentrationen in adaptierten und nichtadaptierten Kulturen annéhernd gleich
waren, sowohl bezlglich der Triol- als auch der Diolbildung. Ein Adaptionseffekt auf

die Transformation war demzufolge bei diesem Pilz nicht feststellbar.

Triol Diol
[mg L] gL
160 - 20
[
140
120 s
100 -
80 A 10
60 -
04 e L&
20 1
0 0
0 1 2 3 4
Transformati onsdauer [d]

---&--- 3 7-Dimethyl-1,6,7-octantriol, nicht adaptiert
—&— 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol, adaptiert
----8---- 3 7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, nicht adaptiert
—=e— 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, adaptiert

Abb. 2-127 Vergleich der Citronellol-Transformation durch adaptierte und nicht-
adaptierte Kulturen vo@. carcharias
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2.2.5.8 Abhangigkeit der Transformationsleistung von der eingesetzten Substratmenge

Aufgrund der Toxizitat hat die eingesetzte Substratmenge gro3en EinfluR auf Terpen-
transformationen durch Basidiomyceten. Zur Untersuchung dieses Einflusses wurden
Kulturen vonC. carcharias Mengen von 0,22 bis 2,2 mmol Citronellol pro 100 mL
Kulturvolumen zugegeben.

Abb. 2-128 (Triol) und Abb. 2-129 (Diol) zeigen, daR alle Mengen tber 0,22 mmol pro
100 mL (=343 mg L) zu einer starken Verminderung der Transformationsleistung
fihrten.

Die niedrigen Produktkonzentrationen bei den gré3eren Substratmengen stimmen mit
den bei den ersten Versuchen (1 x 50 pL Citronellol = 0,275 mmol) erhaltenen Produkt-
konzentrationen gut Uberein. Die hohen Triolbildungsraten in den meisten der bisher
beschriebenen Versuche waren folglich auf die im Vergleich zu den ersten Citronellol-
Transformationen verringerte Substratmenge zuruckzufuhren.

Wie Abb. 2-130 zeigt, war die Rosenoxidbildung in allen Kulturen mit durchschnittlich

2 mg L' in etwa gleich gering.

Citronellol bewirkte beiC. carcharias, ahnlich wie die Monoterpenkohlenwasserstoffe

bei den in Abschnitt 2.1 beschriebenen Basidiomyceten, eine Wachstumshemmung (s.
Abb. 2-131). Bei den Kulturen mit der hochsten Transformationsleistung und der nied-
rigsten Substratdosierung (2 x 20 puL pro 100 mL Kulturvolumen) trat dieser fungistati-
sche Effekt ebenfalls auf, im Gegensatz zu den héheren Dosierungen nahm die Trok-
kenmasse jedoch nicht ab, sondern blieb konstant und nahm am Ende der Transformati-
on, nach Metabolisierung des Citronellols, leicht wieder zu.

Bei allen hoherdosierten Kulturen fihrt die Schadigung der Zellen zu einer stetigen Ab-
nahme der Trockenmasse.

Ein Wachstum unter Zusatz von Citronellol war nur bei Dosierung lber die Gasphase
festzustellen (vgl. Abb. 2-111). Nachteil dieser Methode war jedoch, dal’3 keine nen-
nenswerte Produktakkumulation stattfand (Abb. 2-110), da die gebildeten Produkte (vor
allem das Triol) aufgrund des fortgesetzten Pilzwachstums wahrscheinlich schnell wei-

ter abgebaut wurden.
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. —— 2 x 20pL (=0.22 mmol)—®— 2 x 50 pL (=0.55 mmg
[mg L] | —+—2x 100pL (=1.1 mmol)—®—2 x 200 pL (=2.2 mmgq
400 -

350 1
300
250
200
150 A
100 A

50 T

i

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-128: Triolbildung durch C. carcharias bei Zusatz unterschiedlicher
Citronellolmengen (bezogen auf 100 mL Kulturvolumen)

. ——2 x 20uL (=0.22 mmol)—®— 2 x 50 pL (=0.55 mmg
[mg L] |—+—2 x 100uL (=1.1 mmol)—®— 2 x 200 uL (=2.2 mmd
16 -

14 A
12 1
10 1
g -
6 -
4
2 -

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-129:  Diolbildung durch C. carcharias bei Zusatz unterschiedlicher
Citronellolmengen (bezogen auf 100 mL Kulturvolumen)
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[mg L] [—e—2 x 20uL (= 0.22 mmoly =2 x 50 kL (= 0.55 mm
—&— 2 x 100ul (= 1.1 mmol) ——2 x 200 pL (=2.2 mmg

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-130 Rosenoxidbildung durch C. carcharias bei Zusatz unterschiedlicher
Citronellolmengen (bezogen auf 100 mL Kulturvolumen).

—O—Kontrolle (0. Citronellol) —#—2 x 20 pL (=0.22 mma
—&—2 x50pL (=0.55 mmol) —4—2x100 pL (=1.1 mma
—— 2 x 200pL (=2.2 mmol)

Transformationsdauer [d]

Abb. 2-131: Trockenmassen von C. carchariasim Verlauf der
Citronellol-Transformation mit verschiedenen Substratmengen
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2.2.5.9 Variation der Zeitpunkte der Substratzugabe

Die Aktivitat der an der Terpentransformation beteiligten Enzyme verandert sich im
Verlauf der Kultivierung. Ublicherweise werden Terpentransformationen mit wachsen-
den Kulturen durch Substratzugabe gestartet, wenn sich die Kultur zwischen Mitte und
Ende der Trophophase befindet (vgl. 2.1.9.1.2).

Die Transformationsleistung und das Produktspektrum ist mdglicherweise davon ab-
hangig, in welchem Kulturalter die Transformation durch Zugabe des Terpensubstrates
gestartet wird.

Daher wurde Kulturen vo@. carcharias zu den Zeitpunkten 0, 12, 24, 48, 72 und 96 h
nach Inokulation die erste Citronelloldosis von 0,11 mmol (20 pL pro 100 mL) und je-
weils 24 h spéater erneut die gleiche Menge Citronellol zugegeben.

Die Bildung des Triolg9) (Abb. 2-132) war bei einem Transformationsbeginn 48 und

72 h nach Inokulation am gunstigsten, wéhrend ein Beginn nach 0, 12 und 96 h zu ei-
nem deutlichen Verlust bei der Transformationsgeschwindigkeit in den ersten 3 Kultur-
tagen sowie bei der maximalen Produktkonzentration fiihrte. Der Transformationsver-
lauf beim Diol(6) war den Ergebnissen des Tri¢® analog (s. Abb. 2-133).

Aus den verschiedenen Kulturverlaufen fiel jedoch die 24 h-Kultur deutlich heraus: Die
Produktkonzentration im Kulturmedium durchlief hier zunachst 2 Tage nach Transfor-
mationsbeginn ein Maximum, nach 4 Tagen ein Minimum und stieg danach wieder an,
bis beim Triol die Konzentration nach 6 Tagen sogar héher ist als im Maximum (nach 2
Tagen) war.

Der Effekt, dal3 nach einem Konzentrationsminimum die Produktkonzentration wieder
anstieg, trat in abgeschwachter Form beim 0 h- und 24 h-Wert sowie schon in einer der
ersten Versuchsreihen (vgl. 2.2.3.1, Abb. 2-108) auf.

In den Versuchen mit hoher Transformationsleistung wurde die Kultivierung nach
Durchlaufen des ersten Produktmaximums (nach 2-3 Tagen Transformationsdauer) nur
fur 1-2 Tage fortgefuhrt (Gesamttransformationszeit: 4-5 Tage). Ein erneuter Konzen-
trationsanstieg ware aber wahrscheinlich erst in den darauf folgenden Tagen aufgetreten.
Ergebnis dieser Untersuchung war, dal3 der gewahlte Zeitpunkt der Substratzugabe ei-
nen Einflu auf die Transformation hatte, der in allen bisherigen Versuchen gewéhlte

Zeitpunkt von 2,5 Tagen (= 60 h) aber im gunstigsten Bereich lag.
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[mg L]
350 T

300 A
250 1
200 A
150 A
100
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Transformationsdauer [d]

—T—0h—*-12h ®-24h —4—48h —<°—72h —©°-96h

Abb. 2-132:  Triolbildung aus Citronellol durch C. carcharias bei unterschiedlichen
Zeitpunkten der ersten Substratzugabe (Angaben in [h] nach der
Inokulation)

O {H T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Transformationsdauer [d]

——0h —*—12h ®-24h —4—48h —<—72h ©-96h

Abb. 2-133:  Diolbildung aus Citronellol durch C. carcharias bei unterschiedlichen
Zeitpunkten der ersten Substratzugabe (Angaben in [h] nach der
Inokulation)
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Teilzusammenfassung 2.2.5:

» DieVariation der Kultivierungsbedingungen (Medienzusammensetzung, Licht, Ad-
aption der Vorkulturen) brachte sowohl hinsichtlich der Zielprodukte Diol (6) und
Rosenoxid (1) als auch hinsichtlich der Gesamtproduktmengen keine Verbesserun-
gen.

» Es wurde gezeigt, dal’ die Durchfiihrung von Transformatione@.rcércharias
auch in Transformationsmedien moglich ist, sofern sie Glucose enthalten. Exoenzy-
me waren an der Citronellol-Transformation nicht beteiligt.

» Die Transformation wurde durch die Cytochrom-P450-Inhibitoren SKF-525 A und 1-
Aminobenzotriazol um bis zu 70% inhibiert. Der Epoxid-Hydrolase-Inhibitor Cyclo-
hexenoxid zeigte dagegen keine Wirkung.

» Als Substratzugabezeitpunkt waren auch fur diesen Pilz 2-3 Tage am gunstigsten.
Substratmengen von 0,22 mmol pro 100 mL (2 x 20 pL im Abstand von 24 h) fuhr-
ten zu einem nahezu vollstandigen Umsatz zum [@)owahrend grol3ere Mengen
grundsatzlich zu einer Hemmung der Transformation fuhrten.

[0 Fazit: Die Optimierung der Citronellol-Transformation du€tcarcharias fihrte zu
einem vollstandigen Umsatz des eingesetzten Substrates zur(O) ribée ge-
wuschte Verschiebung des Produktspektrums zu den Zielverbindungen konnte je-

doch nicht erreicht werden.

2.2.6 Citrondllol-Transformationen im Bior eaktor

2.2.6.1 Direkte BellUftung des Reaktors

Die einfachste Art der Beliftung ist das Einleiten von Druckluft- oder Sauerstoff vom
unteren Ende der Flissigkeitssaule im Reaktor her durch BelUftungsrohre oder direkt
durch den verwendeten Ruhrer.

Fur die Kultivierung vorC. carcharias im Bioreaktor wurde ein einfaches Bellftungs-
rohr mit Druckluft eingesetzt. Mehrere Versuche zeigten, daf} die dadurch erreichte Sau-
erstofftransferrate fir diesen schnellwachsenden Pilzstamm nach langerer Kultivierung

(3-4 Tage) fur die Kulturstabilitat und Terpentransformation nicht mehr ausreichte.
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Nach einem schnellen Anwachsen der Kultur fand die im Kulturkolben normale Pellet-

bildung hier nicht statt. Stattdessen nahm die Viskositat des Mediums stark zu und es
trat eine unerwiinschte Schaumbildung auf.

Eine nennenswerte Citronellol-Transformation konnte mit dieser Reaktoranordnung
trotz eines meRbaren Glucoseverbrauches (10-15d)'J.nicht erreicht werden (Triol:

max. 2 mg ).

2.2.6.2 Beliftung durch einen hydrophoben Kapillarmembranschlauch

Aufgrund der Ergebnisse bei der Reaktorkultivierung mit direkter Bellftung, wurde in
diesem Versuch untersucht, ob die Belliftung Uber eine groRe Membranflache im Reak-
tor zu einer hoheren Transformationsleistung durch eine verbesserte Sauerstoffversor-
gung flhrt.

Vorversuche zur blasenfreien Bellftung mit einem Silikonmembranschlauch (15 m
Lange, Innendurchmesser 3 mm, Wandstarke 0,35 mm, Membranflache: 1743 cm?), der
an einer Seite verschlossen und von der anderen Seite mit 1 bar Sauerstoffdruck beauf-
schlagt wurde, hatten ebenso wie die direkte Bellftung zu einer unzureichenden Versor-
gung mit Sauerstoff gefuhrt. AuBerdem bewirkte die gute Loslichkeit der eingesetzten
Terpensubstrate im Silikon eine Aufweichung und ein Aufquellen des Schlauchmateri-
als. Aus diesen Griunden erwies sich die Anwendung von Silikonschlauchen fur Ter-
pentransformationen als ungeeignet.

In einem weiteren Versuch wurde daher eine Wicklung einer mikroporésen hydropho-
ben Polypropylen-Hohlfasermembran mit einer Porengréf3e von 0,2 um im Reaktor an-
gebracht (Membranflache im Reaktor: 1272 cm?). Durch Einleiten von Druckluft von
beiden Schlauchenden her wurde ein TransmembranfluR von 50 mi artialten.

Durch die Schlauchwicklung im Reaktorinnenraum wurde auf3erdem eine vertikale Zir-
kulation des Reaktormediums bewirkt, die vergleichbar war mit der Wirkung eines
Leitrohres.

Abb. 2-134 zeigt, dal die Triolbildung in den ersten 5 Tagen sehr effektiv war. Die Pro-
duktbildungsrate lag am zweiten Transformationstag mit ca. 150’ aigdm héchsten,
betrug aber auch an den folgenden beiden Tagen noch >108d%g L

Nach dem 5. Kulturtag nahm die Produktbildung deutlich ab, zeitweise wurde sogar

eine Abnahme der Triolkonzentration festgestellt, die nicht allein auf den Verdinnungs-
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effekt durch Glucosezugabe zurickgefihrt werden konnte. Die Endkonzentration an
Triol (9) betrug max. 866 mgL Es war eine deutliche Korrelation der Triolbildungs-

rate mit der Sauerstoffsattigung im Reaktor (s. Abb. 2-136) festzustellen. Als Grund fur
die Abnahme der Sauerstoffsattigung nach dem 5. Transformationstag ist anzunehmen,
dal’ sich die Poren der Kapillarmembran teilweise zugesetzt hatten (ein Festwachsen des
Pilzes auf der Membran trat dagegen kaum auf).

Die vom Diol (6) gebildete Menge uberschritt auch in diesem Reaktorversuch nicht die
im Kulturkolben erreichten Konzentrationen von 10-15 rig L

Der Glucoseverbrauch war tber den gesamten Transformationsverlauf sehr hoch, so dal3
taglich 20 g [* supplementiert werden muften (Abb. 2-137).

In der Reaktorabluft wurden in den ersten beiden Tagen nur geringe Mengen an Citro-
nellol gefunden (Abb. 2-135). Dies ist darauf zurtickzufihren, dal zunachst eine Satti-
gung der hydrophoben Membran stattfand, bevor ein Teil des Substrates uber die Abluft
ausgetragen wurde.

Die Citronellolverluste Uber die Abluft erreichten am 3. und 4. Transformationstag die
hdchsten Werte und betrugen maximal 7,3 % (bezogen auf die am Tag zuvor zudosierte
Citronellolmenge, Tab. 2-14). Im spateren Verlauf nahmen die ausgetragenen Citronel-
lolmengen ab, obwohl taglich Citronellol nachdosiert wurde (vgl. Abb. 2-134).

Der Grund dafur war die Abnahme der Beluftungseffektivitat (auch erkennbar an der
sinkenden Sauerstoffsattigung) aufgrund des schon erlauterten Zusetzens der Membran-
poren.

Die in der Abluft vorliegenden Rosenoxidmengen betrugen am 4. und 5. Transformati-
onstag jeweils fast 10 mg'dAbb. 2-135), wahrend in der waRrigen Phase kein Rosen-
oxid nachweisbar war. Dies deutet auf ein quantitatives Austragen dieser Verbindung

durch die Reaktorbeltftung hin.
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Triol [mg L] ——Triol —=— Diol Diol [mgL™]
900 - - 100
800 - - 90
700 - - 80
600 - - 70
500 1 60
400 - [0

- 40

300 1 2

200 1 - 20

100 - - 10
T T T T T T T T T T T T —=

f

FErfr”

; 8 9 10 11 12 13 14
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-134: Gehalte an 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol (9) und 3,7-Dimethyl-5-octen-
1,7-diol (6) im Medium (Pfeile: Zeitpunkte der Citronellolzugabe)

1

M Citronellol O cis/trans-Rosenoxid

2

3

4 5 6 7 8 9 10 12 13 14

Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-135: Citronellol und Rosenoxid in der Reaktorabluft (jeweils 24 h
Adsorptionszeit)
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O-Sétt. [%] —a— Sauerstoffsattigung pH-Wert
----0---- pH-Wert
100 <, -5
0 : - 4.8
80 5 - 4.6
70 - - 4.4
60 1 - 4.2
50 + -4
40 - 3.8
3041 o o - 3.6
20 - P o o - 3.4
o4 et ‘ 3.2
O T T T T T T T T T T T T T 1 3
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Transformati onsdauer [d]

Abb. 2-136: Sauerstoffsattigung und pH-Wert im Verlauf der Transformation

Glucose
[gL™]

O I‘ T T L I‘ T T T T T T T AT AI
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Transformeati onsdauer [d]

Abb. 2-137:  Glucosegehalt im Verlauf der Transformation
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Tab. 2-14:  Citronelolverluste tiber die Reaktorabluft (Prozentangaben bezogen auf
die 24 h zuvor zugesetzte Citronellolmenge)

Transforma-  [mg] zugesetzt  [%] der zugesetz-

tionsdauer[d] (pro Tag) ten Menge in der
Abluft
1 341,6 0,1
2 341,6 0,4
3 341,6 7,3
4 341,6 6,9
5 341,6 51
6 341,6 4,9
7 kein Substratzusatz
8 341,6 3,4
9 170,8 4,9
10 170,8 2,9
12 kein Substratzusatz
13 kein Substratzusatz
14 kein Substratzusatz

Teilzusammenfassung 2.2.6:

» Die direkte Beliftung fihrte bei diesem Pilzstamm nicht zu einer ausreichenden Sau-
erstoffversorgung im Reaktor. Eine Terpen-Transformation war auf diese Weise
nicht durchfihrbar.

» Der Einsatz eines mikroporésen hydrophoben Membranschlauches ermdglichte eine
ausreichende BelUftung und gute Transformationsraten. Die Substratverluste waren
mit max. 25 mg @ akzeptabel.

O Fazit: Der Einsatz hydrophober Membranen stellt eine Mdéglichkeit zur Reaktor-
beltftung schnellwachsender Pilzkulturen fiir die Transformation fllichtiger Substrate

dar.
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2.2.7 Vergleich der Citronellol-Transformation durch Cystoderma carcharias mit

den Transformationen von a-Pinen und Limonen

C. carcharias erwies sich als sehr effektiver Transformierer des acyclischen Monoter-
penakohols Citronellol. Um einen Vergleich dieses Pilzes mit den zu Anfang dieser

Arbeit untersuchten Kohlenwasserstoff-Transformationen durchfuhren zu kénnen, wur-
de die Transformation von Limonen uoePinen durch diesen Pilz untersucht (Gaspha-
sendosierung des Substrates, 5 Tage Transformationsdauer, dann extraktive Aufarbei-
tung).

Die Ergebnisse der Produktidentifizierung sind in Tab. 2-15 und Abb. 2-138 dargestellt.
Aus Limonen wurde in kleinen Mengen Limonenepoxid als cis/trans-Isomerengemisch
gebildet. Das daraus durch Hydrolyse entstehende p-Menth-8-en-1,2-diol (Limonengly-
kol) lag als Hauptprodukt der Transformation vor.

Weiterhin wurde die Doppelbindung am Isopropenylrest zum vicinalen Diol, dem
p-Menth-1-en-8,9-diol (Uroterpenol), umgesetzt, das korrespondierende Epoxid konnte
in diesem Fall jedoch nicht identifiziert werden.

Auch ein allylisches Hydroxylierungsprodukt fand sich in gleicher Menge wie das Uro-
terpenol als drittes Hauptprodukt der Transformation: Perillaalkohol, der durch Hy-
droxylierung der exocyclischen Methylgruppe entstand.

Die a-Pinen-Transformation durc@. carcharias flihrte neben den typischen in Allyl-
position oxidierten Bicyclen Myrtenol, trans-Verbenol und Verbenon zusatzlich zu dem
monocyclischen trans-Sobrerol als Hauptprodukt. In geringen Mengen trat dieses Pro-
dukt auch im chemischen Blindwert auf, daher konnte nur bei diesem Pilz eine biokata-
lytische Bildung eindeutig belegt werden, wahrend bei den in 2.1.1 beschriebenen Pilz-
stammen die gefundenen Sobrerolmengen zu gering waren.

Die Unterschiede zu der Limonentransformation difrckapidus waren offensichtlich,

denn dieser Pilz hydroxylierte hauptsachlich endocyklische C-Atome mit oder ohne
Umlagerung der 1-2-Doppelbindung des Limonens bzwoelemens, so dafd als prima-

re Produkte cis/trans-Carveole bzw. cis/trans-p-2,8-Menthadien-1-ol (vgl. 2.1.2) auftra-
ten. Eine Hydroxylierung an der Methylgruppe sowie ein Angriff der Ring- bzw. der

Isopropenyldoppelbindung trat Heisapidusim Gegensatz zG. carcharias nicht auf.
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Die Produktmengen der Kohlenwasserstoff-Transformationen waren bei beiden Pilzen

etwa vergleichbar: Die Summe der Hauptprodukte lag bei etwa 50-100 mg L™ — abhéan-

gig von der Transformationsdauer und dem Substratzugabemodus.

Die Citronellol-Transformation durcl. carcharias war dagegen ungleich effektiver.

Der Umsatz des eingesetzten Substrates zum Triol war fast vollstandig und die ally-
lischen Diole sowie das cis/trans-Rosenoxid traten nur als Nebenprodukte auf.

Wie fir P. sapidus (vgl. 2.1.2) wurde auch fU€. carcharias der Sesquiterpenkohlen-
wasserstoff Valencen als Substrat untersucht. Eine Gber den chemischen Blindwert hin-
ausgehende Transformation konnte jedoch auch bei diesem Pilz nicht festgestellt wer-

den.

Tab. 2-15:  Transformation von R-(+)-Limonen und @H-Pinen durclC. carcharias
(5 Tage Transformationsdauer; Kovats-Indices fir SE 54 u. CW 20 M)

Substanz |dentifi- KovatsIndex Lit.-Kovatss  [mgL™]
zZierung (SE/CW) Index (SE/CW)
[15, 16, 17]

R-(+)-Limonen

cis/trans-Limonen- Std., KI, MS cis 1129, cis: 1119, 1,02
1,2-epoxid trans 1132 trans: 1122

/ 1459 /-
Perillaalkohol Kl, MS 1290/ 2013 1281/ - 14,83
p-Menth-8-en-1,2- MS 1335/2288 -/- 27,74
diol (Limonenglykol)
p-Menth-1-en-8,9- MS 1431 /2418 -/ - 15,66

diol (Uroterpenol)

(=)—a-Pinen

trans-Verbenol Std., KI, MS 1139/ 1683 1140/ 1735 0,35
Myrtenol Std., KI, MS 1186/ 1799 1191/1784 10,10
Verbenon Std., KI, MS 1197/ 1696 1195/1733 5,67

trans-Sobrerol Std., KI, MS 1367 /2334 -/ - 15,65
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OH
OH E
EO ; OH
N N AN E o ]jOH N

Limonen Limonen-  p-Menth-8-en-  p-Menth-1-en- Perillaalkohol
1,2-epoxid 1,2-diol 8,9-diol
(Limonenglykol) (Uroterpenol)

OH, OH
éé Sé\
"OH 0
OH

o-Pinen trans-Sobrerol  Myrtenol trans-Verbenol ~ Verbenon

Abb. 2-138:  Transformationsprodukte von Limonen und a-Pinen durch C. carcharias



150

3 Diskussion

3.1 Terpenoide: Aromastoffe und Aromastoffvorstufen

3.1.1 Bedeutungvon Terpenoiden als Duft- und Aromastoffe

Terpenoide, vor alle Monoterpenoide, sind die wichtigsten Duft- und Aromastoffe in

den etherischen Olen hoherer Pflanzen (vgl. Tab. 3-1 und 3-2).

Wahrend die Monoterpenkohlenwasserstoffe nur begrenzte Bedeutung als Aromastoffe
haben, sind dienonofunktionalisierten cyclischen und acyclischen Monoterpenoide die
Substanzen mit den interessantesten sensorischen Eigenschaften. Der Grund fir diesen
Unterschied liegt darin, dald als Voraussetzungen fir die sensorische Aktivitat von Stof-
fen neben einem einem hohen Dampfdruck das Vorhandensein eines hydrophoben und
eines hydrophilen Molekiilteils (oberflachenaktive Eigenschaften) und damit auch eine
gewisse Wasserloslichkeit notwendig ist. Beide Voraussetzungen werden von den Koh-
lenwasserstoffen nur unzureichend erfullt.

Das Einsatzgebiet der Terpenoide durch die Duft- und Aromaindustrie umfal3t mittler-
weile eine grof3e Zahl von Parfimeriewaren und Kosmetika (vor allem blumige Dufte),
Lebensmitteln (Citrus- und Minzaromen), aber auch eine Vielzahl von Haushaltspro-
dukten (Reinigungsmittel u.a.; v.a. Citrusaromen).

Die erste Identifizierung der verschiedenen Terpenoide erfolgte zumeist nach Isolierung
aus Pflanzenmaterial. Die Gehalte an etherischen Olen in Pflanzen sind jedoch mit Kon-
zentrationen zwischen 0,1 und maximal 10% gering und die Komplexitat der Ole so
grof3, dal3 eine industrielle Gewinnung von Aromastoffen aus diesen naturlichen Quellen
nur in wenigen Fallen wirtschaftlich wéare und den Bedarf auf Dauer decken kdnnte.

Aus diesem Grund wurden bereits Ende der 80er Jahre 84% der weltweit verwendeten
Aromastoffe durch chemische Synthese gewonnen [46].

Die terpenoiden Aromastoffe bieten den Vorteil, dal’3 sie haufig aus kostengunstigen
Rohstoffen (v.a. aus Terpenkohlenwasserstoffen) mittels chemischer Synthese gewon-
nen werden kénnen.

Sowohl im Aroma- als auch im Duftstoffsektor besteht nach wie vor Interesse, diese

naturidentischen Aromastoffe durch nattrliche Aromen zu ersetzen.



Tab. 3-1: Acyclische Monoterpenoide mit Bedeutung als Duft- und Aromastoffe (zusammengestellt aus [36])

Trivialname Chem. Name Geruchseindruck Verwendung natirliches Vorkom-
men
Duftkompositionen Aromakompositionen
Alkohole
Geraniol 3,7-Dimethyl-trans-2,6-  frisch, griin, blumig, blumige Noten Akzentuierung von  Citronella-/Palmarosadl
octadien-1-ol Citrusnoten
Nerol 3,7-Dimethyl€is-2,6- angenehm, rosenéahnlich blumige Noten Bouquet von Citrusaro- Neroliol
octadien-1-ol (Rosendifte und andere) men
(+)/(-)-Linalool  3,7-Dimethyl-1,6- blumig-frisch fruchtige Noten fruchtige Noten Rosenholzdl (brasilian.),
octadien-3-ol (lilien&ahnlich) Shiudl, Korianderél
Myrcenol 2-Methyl-6-methylen-7- frisch-blumig, Topnoten in Citrus- und Lavendelkomp. Chin. Lavendelél
octen-2-ol nach Limone
(+)/ (-)-B- 3,7-Dimethyl-6-octen-  siRlich, rosendhnlich Rosen- und allg. Blumendiifte Bouquet von Citruskor+): Boronia citriodora-
Citronellol 1-ol (-) angenehmer als (+) positionen u. Eucalyptus citriodora-
ol,
(-): Geranium- / Rosendl
Aldehyde
Citral (Gemisch 3,7-Dimethyl-2,6- zitronenahnlich Citrusaromen viele ether.Ole (z.B. aus
aus Geranial +  octadien-1-al Lemongrass d.itsea
Neral) cubeba)
7-Hydroxydihy- 3,7-Dimethyl-7-hydroxy- blumig (Lindenbliten, Lily Parfimkomp. mit Lindenbliten o. Lilienddif-
drocitronellal octan-1-al of the Valley) ten
Ester
Geranylacetat 3,7-Dimethyltrans-2,6-  fruchtig, rosenahnlich, blumig-fruchtige sowie Lavendel- u. Citrud-ruchtaromen Callitris- u. Eucalyptus
octadien-1-ylacetat kompositionen Palmarosadl
Linalylacetat 3,7-Dimethyl-1,6- bergamotte-/ lavendelahnlich sehr wichtig f. Lavendel-, Flieder-, Bergaz.T. in Citruskomposi- Hauptkomponente v.
octadien-3-yl-acetat mottedifte tionen Lavendel-,
Bergamottedl
Citronellylacetat 3,7-Dimethyl-6-octen-  frisch-fruchtig, Rosen-, Lavendel-, Geraniumnoten Citrusaromen u. Abrun-

1-yl-acetat rosendhnlich dung v. Fruchtaromen




Tab. 3-2:

Cyclische Monoterpenoide mit Bedeutung als Duft- und Aromastoffe (zusammengestellt aus [36])

Trivialname Chem. Name Geruchseindruck Verwendung natirl. Vorkommen
Duftkompositionen Aromakompositionen
Kohlenwasserstoffe
Limonen 1,8-p-Menthadien citrusartig Citrusaromen R-(+): Citrusschalendl
(hs. Haushaltsprod.) S-(-): Mentha sp., Coni-
feren
o-Pinen 2,6,6-Trimethylbicyclo nach Terpentindl, z.T. fur industrielle Produkte (+): Pinus palustris
[3.1.1] hept-2-en medizinisch hs. als Rohstoff fur Synthesen (Terpineole, Borneol, Campher) (-): P.pinaster
P.caribea
B-Pinen 6,6-Dimethyl-2-methylen- nach Terpentindl, Duftkomp. f. Haushaltsprod. Terpentindle

bicyclo [3.1.1] heptan

medizinisch hs. als Rohstoff fir Synthesen (Myrcen u.a.)

(< alsa-Pinen)

Alkohole u. Ether

cis/trans- 4-methyl-2-(2-methyl-1-
Rosenoxid propenyl)tetrahydropyran
(-)-Menthol p-Menthan-3-ol
Isopulegol 8-p-Menthen-3-ol
a-Terpineol 1-p-Menthen-8-ol

1-Terpinen-4 -0l  1-p-Menthen-4-ol

Borneol 2-Bornanol

blumig, nach Geraniumdl, Rosendufte

nach Karottenblattern
Minze, kuhl-erfrischend Kosmetika, Zigaretten
Kaugummi

Blutendifte, Geraniumnoten
wichtigste Komponente in Fliederdiften
kiinstl. Geraniumoéle, krautige Noten

minzig-krautig
fliederahnlich

muskatnuR&ahnl., holzig-
erdig

(+): campher-ahnl., scharfHerst. ether. Ole
pfefferahnl.
(-): weniger scharf als (+)

kinstl. Pfefferole

Bulgar. Rosendl, Gerani-
umol

Arzneimittel, Zahnpasfentha sp.

viele ether. Ole

Pinus u. Eucalyptus-Ole

(-Pinaceae, Citro-
nellél; (+): Rosmarin-,
Lavendeldl

Aldehyde u. Ketone

Menthon p-Menthan-3-on minzig synthet. Pfefferminzéle viele ether. Ole
Carvon 1,8-p-Menthadien-6-on (+): kimmel-, dillahnl. (+) / (-): viele Lebensm. (+): Kiimmel-u. Dill6l
(-): spearmintahnl. und Getrénke (-): Spearmintol
Verbenon 4,6,6-Trimethyl-bicyclo campheréhnlich Rosmarindl ( bis zu 37%,
[3.1.1]hept-3-en-2-on abhangig v. d. Herkunft)
Ester

(-)-Menthylacetat  (-)-p-Menthan-3-yl-acetat
a-Terpinylacetat  1-p-Menthen-8-yl-acetat

Pfefferminzaromen
Lavendel- u. Bergamottekompositionen

frisch-fruchtig, Pfefferminz
bergamotte-lavendelahnl.

in vielen ether. Olen
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Lebensmittelrechtlich unterscheiden sich naturliche Aromen von den naturidentischen
gemal der Aromenverordnung [37] dadurch, daRssenatirlichen Rohstoffen pflanz-
licher oder tierischer Herkunft mit Hilfe enzymatischer oder mikrobiologischer Verfah-
ren bzw. herkbmmlicher Lebensmittelzubereitungsverfahren hergestellt werden.
Als Vorteile natirlicher Aromastoffe sind zu nennen:
» die Gewinnung erfolgt aus regenerierbaren Rohstoffquellen
 durch biologische Produktionsverfahren ist die Herstellung umweltfreundlich
» die Produktqualitat ist u.U. gegentber den chemisch synthetisierten Aromen ver-
bessert:
- héhere Enantiomerenreinheit
- hohe Spezifitat der Bildungsreaktionen, dadurch treten weniger unerwiinschte
Nebenreaktionen auf

* bessere Akzeptanz beim Verbraucher

Cis- undtrans-Rosenoxid treten als Impactverbindung im bulgarischen Rosendl sowie in
groRerer Menge im Geraniumd6l auf. Seit Mitte der 60er Jahre werden die Rosenoxide
fur blumig-griine Kopfnoten in der Parfimindustrie eingesetzt. Mittlerweile werden
jahrlich mehr als 50 Tonnen der Rosenoxide (einschliel3lich des 4-Hydroxydihydro-
Rosenoxids, einem Maiglockchen-Duft) eingesetzt. Dabei handelt es sich um naturiden-
tische Rosenoxide, die durch sensibilisierte Photooxidation von Citronellol gewonnen
werden (Abb. 3-1). Der Reaktionsweg wurde 1961 venddr, KLEIN und SSHENCK

[38] entdeckt und verlauft analog der Bildung dieser Duftstoffe in den Zellen von Ro-
senpflanzen [39].

Zunnachst wird Citronellol mittels Photooxidation unter Umlagerung der Doppelbin-
dung zu zwei allylischen Hydroperoxiden oxidiert. Diese werden mit Natriumsulfit zu
den allylischen Diolen reduziert von denen eines, das 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol,
dann sauer katalysiert zu einem Gemisch aus cis- und trans-Rosenoxid umgesetzt wer-
den kann.

Neuere Untersuchungen zeigen einen alternativen Weg auf, der die elektrochemische

Oxidation von Citronellol zur Grundlage hat [40].
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3,7-Dimethyl-5-
octen-1,7-diol
OH
+H2S04 0O
_—
-H20
+02 + Na2503 (-)-cisltrans-Rosenoxid
_—
| (Licht, Sens.)
(-)-Citronellol i/\
3,7-Dimethyl-7-
octen-1,6-diol

Abb. 3-1: Herstellung von cis/trans-Rosenoxid durch sensibilisierte Photooxidation

Die Carvon-Enantiomere a's interessante allylische Oxidationsprodukte aus Limonen

haben sehr unterschiedliche sensorische Eigenschaften. Wéahrend (+)-Carvon als Haupt-
bestandteil des Kimmeldls (ca. 60%) und Dill6ls einen typischen kiimmelahnlichen
Geruch aufweist, hat das im Spearmintdl als Hauptbestandteil (70-80%) auftretende (-)-
Carvon eine frische, minzige Note. Die Carvonenantiomeren wurden friher durch frak-
tionierte Destillation aus Kiimmel- und Spearmintél gewonnen. Heute werden sie dage-
gen meist durch chemische Synthese aus enantiomerenreinen Limonenen ergestellt. Der
bevorzugte Syntheseweg verlauft tber die Addition von Nitrosylchlorid an die endocyc-
lische Doppelbindung. Die basenkatalysierte Elimination von Chlorwasserstoff fiihrt

zum Carvonoxim, das dann saurekatalysiert zum enantiomerenreinen Carvon hydroly-
siert wird [36].

Verbenon als wichtiges Transformationsprodukt au®inen ist eine fur den Geruch

wichtige Komponente in Rosmarindlen. Die Gehalte liegen je nach Herkunft des Oles

zwischen 1 und 37% im etherischen Ol [41].
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3.1.2 Bedeutung von Terpenoiden bei héheren Pilzen

3.1.2.1 Biosynthese von Terpenoiden durch héhere Pilzen

Auch hohere Pilze sind in der Lage, eine Reihe terpenoider Aromadeffevo zu
produzieren (vgl. Tab.3-3), wenngleich bei ihnen, im Gegensatz zu den Pflanzen, keine
Speicherung dieser Metaboliten stattfindet.

Bei Basidiomyceten wie Amanita ovoidea, Cystoderma carcharias, Cronartium fusi-

forme, Ganoderma applanatum, Gomphidius glutinosus, Ischnoderma benzoinum,
Kuehneromyces mutabilis, Lentinellus cochleatus, Lepista nuda, Mycena pura, Phel-

linus sp., Pholiota populnea, Pleurotus euosmus, Polyporus sp. undTrametes odorata
wurden als typische Produkte Monoterpenkohlenwasserstoffexwieujen, a-Pinen,
B-Pinen,a-Fenchen, Camphen, SabinenPhellandrenf-Phellandreng-Terpinen,y-
Terpinen, p-Cymen, Limonen, Caren, Myrcen mit den korrespondierenden Monoterpe-
nalkoholen und ihren Acetaten identifiziert (Tab. 3-3).

Auch eine Vielzahl von Sesquiterpenen und Sesquiterpenalkoholen aus der Cadinan-
Reihe (Cadinolep-Cadinen), der Muurolan-Reihe (Muurolole, Muurolene), der Bisa-
bolan-Reihe (z.B. Lepistiron), der Protoilludan-Reihe, sowie Farnesole, Drimenol
(Bicyclofarnesol) unda-Bisabolol wurden bereits als Biosyntheseprodukte der Basi-
diomyceten identifiziert.

In der Ordnung deAscomyceten (Schlauchpilze) ist besonders die Gatt@egatocystis

fur die Fahigkeit zu Produktion von Terpenoiden bekannt. Dazu zahlen weniger Mono-
terpenkohlenwasserstoffe, sondern vielmehr acyclische Monoterpenalkohole wie Citro-
nellol, Nerol, Geraniol, Nerol und deren Acetate bzw. die korrespondierenden Aldehy-

de, monocyclische Monoterpenalkohole wi€eTerpineol, aber auch Sesquiterpenkoh-
lenwasserstoffe wie diex- und 1-Amorphene, d-Cadinen und die Protoilludan-

Sesquiterpene.



[42]
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Tab. 3-3: Biosynthese von Terpenoiden durch hohere Pilze
Name Produkte Ref.
Ascoidea hylecoeti Citronellol, Linalool, Nerol, a-Terpineol, Citronellal, Limonen, [42]
Myrcen, Citronellylacetat u.a.
Amanita ovoidea o-Thujen, a-Pinen, a-Fenchen, Camphen, Sabinen, 3-Pinen, (- [24]
(Bull.:Fr.) Link Phellandren, a-Phellandren, a-Terpinen, p-Cymen, Limonen, y-
Terpinen, trans-Sabinenhydrat, Terpinolen, Camphenhydrat, Piperitol
Ceratocystis coerulescens Nerolidol, Citronellol, Citronellylacetat, 2,3-Dihydrofarnesol, tr,tr- [42]
(Minch) Farnesol, Geraniol, Nerol. Linalool, a-Terpineol, Geranylactetat, Nery-
|acetat
Ceratocystis fimbriata Linalool, Citronellol, Geraniol, a-Terpineol [42]
Ellis & Halst
Ceratocystis moniliformis Geraniol, Citronellol, Nerol, Linalool,aTerpineol, Geranial, Neral, [42]
Citronellylacetat, Geranylacetat
Ceratocystis picae 6-Protoilludene (tricycl. Sesquiterpenkohlenwasserstoffe), Cerapicol +  [42]
Ceratopicanol (tricycl. Sesquiterpenalkohole)
Ceratocystis populina T-Muurolol, a-Amorphen, T-Amorphen (bicycl. Sesquiterpene), &- [42]
Hinds & Davidson Cadinol, 3-Cadinen
Ceratocystis variospora Citronellol, Citronellylacetat, Geranial, Neral, Geraniol, Linalool, [42]
Geranylacetat, Nerol, a—Terpineol
Ceratocystis virescens Citronellol, Citronellylacetat, Geranial, Neral, Geraniol, Linalool, [42]
Geranylacetat, Nerol, Nerylacetat, a-Terpineol
Clitocybe illudens 3-Cadinol, Protoilludan-Sesguiterpene [42]
Cystoderma carcharias a-Fenchen, Myrcen, p-Mentha-2,4(8)-dien, Limonen, trans- [24]
(Pers.:Rf.) Fayod Sabinenhydrat, Fenchon, Terpinolenhydrat, Fenchol, Camphenhydrat
Cronartium fusiforme [-Farnesen, a- und B-Pinen, Caren, Myrcen, Limonen, 3-Phellandren,  [42]
o-Terpinen, Camphen, Terpinen-4-ol, Citronellol
Cystoreum muraii Bisabolan-Sesquiterpen [42]
(Berk. & Curt.)
Ganoderma applanatum cis-/trans-Linalooloxid (furanoid), Linal ool [43]
Gomphidius glutinosus o-Thujen, a-Pinen, a-Fenchen, Camphen, Sabinen, 3-Pinen, (- [24]
(Sch.:Fr.) Fr. Phellandren,
Hypomyces odoratus Sesquiterpen-Ether und -Alkohole [42]
Ischnoderma benzoinum Linalool [42]
Kuehneromyces mutabilis cis-/trans-Linalooloxid (furanoid) [43]
Lactarius uvidus Drimenol (ein Bicyclofarnesol) [42]
Lentinellus cochleatus trans-Nerolidol [42]
Lentinus lepideus (Fr.:Fr.) Fr.  Sesquiterpene mit Cadinan- und Muurolan-Geriist, Cadinole, Muurdi2]
le, Cubenole, Farnesol, Drimenol, Terrestrol
Lepistairina (Fr.) Bigelow Lepistiron (=3S,4S,10R)-3,10-Epoxy-11-oxo-bisabola-1,8-dien
Lepista nuda (Bull.:Fr.)Cooke Linalool, cis-Linalooloxid (furanoid + pyranoid) [24]

Leptographium lundbergii
Lag. et Mel.
Mycena pura

Phellinus sp. (P. igniarius, P.

laevigatus, P. tremulae)
Phlebia radiata Fr.
Pholiota populnea
Pleurotus euosmus

(Berk. apud Hussey)
Polyporus durus

Polyporus sp.

Trametes odorata (syn. Gloeo-

phyllum odoratum)
Trametes suaveolens
Trichothecium roseum

Africanole (Sesquiterpenalkohole): Leptographiol, Isoleptographiol, [42]

Isoafricanol

cis-/trans-Linalooloxid (furanoid und pyranoid), Linalool, Citronellol

Linalool, a-Pinen

a-Bisabolol
cis-/trans-Linalooloxid (furanoidp-Cadinen
Linalool, cis-/trans-Linalooloxid

Sesquiterpene: B-Farneseny-Muurolen,-Bisabolen - Cadinen,
Farnesol u.a.

Farnesol, Nerolidol

Nerol, Citronellol, Linalool, Drimenol, Limonen

o-Cadinen
Nerol, Linalool, Citronellola- und - Terpineol, Nerolidol, Linalyla-
cetat, Citronellylacetat, Geranylacetat

(8]
[42]

[42]

[43]
[42]

[44]

[43]
[42]

[42]
[42]
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Zur Biosynthese von Terpenoiden sind alle héheren Lebewesen fahig [45, 46]. Dabei
werden zunachst Isopreneinheiten tber den Mevalonsaure-Weg gebildet (s. Abb. 3-2).
Ausgehend von Acetyl-Coenzym A entsteht zunachst Gber mehrere Reaktionsschritte
Mevalonséure als &Saure. Diese wird durch zweifache Phosphorylierung mittels ATP
aktiviert und danach durch Decarboxylierung und Wasserabspaltung in Isopentenyl-
diphosphat tberfuhrt.

Diese 5 C-Atome enthaltende Ausgangsverbindung aller Terpenoide besitzt einen Kopf
(C-5, an der Doppelbindung), der fur die elektrophile Substitution und einen Schwanz
(C-1 mit gebundenem Sauerstoff), der fur die nukleophile Substitution zugénglich ist.
Durch enzymatische Isomerisierung kann aus Isopentenyldiphosphat das Dimethylallyl-
diphosphat entstehen. Durch Kondensation eines Isopentenyldiphosphatmolekils mit
einem Dimethylallyldiphosphat wird zunachst Geranyldiphosphat als Ausgangsverbin-
dung der Gruppe der Monoterpene gebildet (Abb. 3-2). Durch Anhangen weiterer
Isopentenyleinheiten kdnnen die Ausgangsverbindungen der Sesquiterpene (3 Einhei-
ten), Diterpene (4 Einheiten), Sesterpene (5 Einheiten), Triterpene (6 Einheiten), Tetra-
terpene (8 Einheiten) und schliel3lich der Polyterpene (>8 Einheiten) gebildet werden.
Durch weitere enzymatische Umsetzungen des Geranyldiphosphatrestes wird aus dem
einfachen acyclischen,gEKorper die grof3e Vielfalt der Monoterpenoide gebildet. Fol-
gende Reaktionstypen sind dabei von besonderer Bedeutung (s. Abb. 3-3):

Hydrolytische Spaltung: Diese einfachste Reaktion der Isopentenylphosphate fuhrt zu
den korrespondierenden Alkoholen, z.B. Geraniol.

E/Z-1somerisierung: z.B. Transformation von Geranyl- in Neryldiphosphat und umge-
kehrt.

Cyclisierung: Cyclische Monoterpene werden aus Diphosphaten aliphatischer Monoter-
pene durch polyfunktionelle Enzyme — sogenannte Carbocyclasen — gebildet.

Aus Geranyldiphosphat entsteht z.B. zunachst Bornyldiphosphat, das durch Hydrolyse

in Borneol und durch Dehydrierung in Campher Uberfuhrt werden kann.
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Acetoacetyl CoA Mevalonsaure diphosphat
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CHa_ CHa_
/C=CH—CH2—O—P|—Pi “C—CH—CH,—O—P—Pj
CH3 CHY’
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CHa_
/C=CH—CI—|2—CHZ—C=CH—CH2—O—Pi—Pi =

CH4 |
Gerayl-diphopha
Abb. 3-2: Bildung von Isopentenyldiphosphat tiber den Mevalonsaureweg
und Dimerisierung mit Dimethylallyldiphosphat zu Geranyldiphosphat
Die TerpenkohlenwasserstoffiePinen,3-Pinen und Limonen kénnen aus Neryl-
diphosphat enzymkatalysiert Gber ein kationisches Zwischenprodukt durch Umlagerun-
gen und nachfolgende Deprotonierung gebildet werden.
Veresterungen: Acylierungen erfolgen unter Anlagerung von Acyl-CoA an die entspre-
chenden Terpenalkohole (Geraniol, Citronellol, LinaloeTerpineol u.a.)
Oxidationen: Hydroxylierungen, Dehydrierungen
Diese Oxidationsreaktionen gehodren zu den spateren Reaktionen im Verlauf der Bio-
synthese. Bei den Biotransformationen stellen sie dagegen die primaren Schritte dar.
Diese oxidativen Schritte, durch die sowohl endogene als auch exogene Terpene (z.B.
bei Pilzwachstum auf pflanzlichen, terpenhaltigen Substraten) funktionalisiert werden
konnen, sind folglich sowohl fiir die Biosynthese (Anabolismus) als auch fir den Abbau

der von den Zellen aufgenommenen Stoffe (Katabolismus) von Bedeutung.
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Das Vorhandensein dieser terpenmetabolisierenden Enzymsysteme ist Grundvorausset-
zung fur die Moglichkeit zur effektiven Transformation exogener Terpene, wie sie im

naturlichen pflanzlichen Substrat saprotroph oder parasitisch wachsender Pilze enthalten

N7 Co—P—R
Geranyl-diphosphat
| l }2n
o " 0H
O—PRi—Pi
N
| %

Neryl-diphosphat Bornyl-diphosphat Geraniol
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Abb. 3-3: Biosynthesewege einiger Monoterpene — ausgehend von Geranyl-
diphosphat
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3.1.2.2 Bedeutung von Basidiomyceten bei der Bildung terpenoider Pheromone

Eine Reihe cyclischer Monoterpene spielt eine wichtige Rolle bel der Regulation des

Befalls von Koniferen durch verschiedene Borkenkéfer. So ist cis-Verbenol das Aggre-
gations-Pheromon fips typographus (Buchdrucker) und trans-Verbenol fDendroc-

tonus ponder osae (Bergkiefern-Borkenkafer, Nordamerika), wahrend Verbenon fur
letzteren ein Antiaggregations-Pheromon darstellt.

Aus diesem Grund ist auch die 6kologische Bedeutung von Pilzen bei diesen Regula-
tionsmechanismen interessant: Infektionen Riamea excelsa mit dem phytopathogenen
Basidiomycete\rmillaria mellea (Hallimasch) bewirkten einen verstarkten Befall der
Baume durch. typographus [13]. Da der Pilz in der Lage ist, die im Koniferenharz na-
turlich vorkommenden Terpenkohlenwasserstaffeind3-Pinen zu Verbenol und Ver-
benon zu transformieren [47], kdnnte auf diese Weise ein Signalstoff entstehen, der die
Borkenkafer zu kranken und sterbenden Baumen lockt.

Der 6kologische Vorteil fur den Pilz — im Sinne einer Symbiose — kénnte in diesem Fall
sein, daf3 durch die Insekten Basidiosporen aktiv zu anderen Baumen transportiert und
dadurch besser verbreitet werden.

Daneben hat die Oxyfunktionalisierung auch wichtige Bedeutung bei der Detoxifikation
von Terpenkohlenwasserstoffen. Moglicherweise nutzen Borkenkéfer die Transfor-
mationstatigkeit von Basidiomyceten auch in diesem Punkt aus. Allerdings sind auch
die Borkenkafer selbst in der Lage, Terpene zu oxyfunktionalisieren und aul3erdem
spielen neben Basidiomyceten auch andere Mikroorganismen (z.B. endosymbiotisch in
den Kafern lebende Hefen) eine Rolle bei den beobachteten Biotransformationen.
Wenn auch tber die 6kologische Bedeutung von Terpentransformationen durch Pilze
insgesamt noch wenig bekannt ist, so ist doch denkbar, daf3 auch die in dieser Arbeit
untersuchten Pilze, die u.a. trans-Verbenol und Verbenon als Produkte bilden, in ihrem

natlrlichen Lebensraum eine Bedeutung bei der Freisetzung von Pheromonen haben.
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3.2 Terpentransformationen durch Mikroorganismen

3.2.1 Terpene als Substrate fur Biotransformationen

Terpenkohlenwasserstoffe sind aufgrund ihres geringen sensorischen Wertes als Duft-

und Aromastoffe von geringer Bedeutung und werden aus etherischen Olen von Pflan-
zen vor deren Verwendung fur Aromen oder Duftstoffe meist entfernt. Da sie jedoch als
Hauptbestandteile einiger in groBen Mengen erhaltlicher etherischer Ole auftreten (vgl
Tab. 3-4), sind sie als kostengunstiges Startmaterial fir biotechnologische oder chemi-
sche Synthesen von Aromastoffen ideal.

Die wichtigste natirliche Quelle fur Monoterpene ist Kiefernharz, dessen Weltjahre-
sproduktion auf 1,5 Mio t geschatzt wird. Die Gewinnung erfolgt meist durch Anritzen
des Stammes und Sammeln des austretenden Harzes. Daraus kann durch Wasserdampf-
destillation das etherische Ol, das dann als Terpentinél bezeichnet wird, abgetrennt wer-
den. Die so gewonnene Menge von jahrlich etwa 260 000 t Terpentindl entspricht 80%
der Weltjahresproduktion aller etherischen Ole. Daraus werden durch weitere Destillati-
on jahrlich ca. 160 000a-Pinen und 26 000@3-Pinen gewonnen.

Orangendl kann in grof3en Mengen durch kaltes Auspressen von Orangenschalen mit
einer Weltjahresproduktion ca. 20 000 t gewonnen werden. Durch Destillation kann das
darin enthaltene R-(+)-Limonen (bis zu 97% des Ols) abgetrennt werden [48].

Da folglicha-Pinen und Limonen besonders leicht und in grof3en Mengen als naturliche
Substrate verfiigbar sind, wurde ein Schwerpunkt dieser Arbeit auf Untersuchungen von

Biotransformationen dieser beiden Monoterpenkohlenwasserstoffe gelegt.

Tab. 3-4. Einige Monoterpene aus regenerierbaren Quellen [48]

Terpen Quédle Gehalt

(+)-Limonen Orangenol bis 97%
Citrussinensis (L.) Osbeck

(-)-Limonen Weildtannendl bis 90%
Abies alba Mill.

(+)-a-Pinen Griech. Terpentindl bis 90%
Pinus halepensis Mill.

(-)-a-Pinen Franzds. Terpentindl 20-75%
Pinus pinaster Ait.

(+)-B-Pinen Nadel6l vonPinus pinerosa  bis 75%
Douglas ex C. Laws

(-)-a-Phellandren Eukalyptusol bis 80%
Eucalyptus dives Schauer

var. A (u.a. Spezies)
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Der Monoterpenalkohol Citronellol hat im Gegensatz zu den Terpenkohl enwasserstof -

fen selbst grof3e Bedeutung als Duft- und Aromastoff und ist auRerdem Edukt fir die
Rosenoxidherstellung (vgl. 3.1.1). (-)-Citronellol (verunreinigt mit dem (+)-
Enantiomeren) kann aus Geranium- und Rosendlen oder durch chemische Synthese aus
enantiomerenreinen Pinenen hergestellt werden. (+)-Citronellol kann durch katalytische
Hydrierung der Carbonylfunktion des Citronellals aus Java-Citronell6l gewonnen wer-
den. GroRRere Mengen racemischen Citronellols werden durch partielle Hydrierung von

synthetischem Geraniol und/oder Nerol produziert [36].

3.2.2 Systematik mikrobieller Terpentransformationen

Die meisten Monoterpene gehen eine grof3e Zahl von Reaktionen ein. Bei acyclischen,
monocyclischen und besonders bei bicyclischen Terpenkohlenwasserstoffen konnen im
Verlauf der der ersten Funktionalisierung Umlagerungen am Kohlenstoffgerist oder an
den Doppelbindungen auftreten, die zu komplexen Produktgemischen fiihren.

Der grofdte Teil der Reaktionen umfal3t oxidative Schritte, bei den nichtoxidativen
Schritten spielt jedoch die Hydratisierung von Doppelbindungen oder Ringbricken eine
wichtige Rolle.

Im folgenden soll anhand der in dieser Arbeit durchgeflhrten sowie anhand literaturbe-
kannter Biotransformationen eine systematische Betrachtung der moglichen Reaktions-

typen durchgefihrt werden.

3.2.2.1 Allylische Hydroxylierungen

Die allylische Hydroxylierung von Monoterpenen ist aus Sicht der Aromabiotechnolo-
gie einer der wichtigsten Reaktionstypen, da er zu interessanten Aromastoffen bzw. de-
ren direkten Vorstufen (z.B. Carveol, Borneol, Verbenol) fihrt.

Diese Hydroxylierungen in Allylstellung kénnen mit oder ohne Umlagerung der Dop-
pelbindungen ablaufen. Die Umlagerung laRt sich anhand eines radikalischen Uber-
gangszustandes erklaren, wie er bei Cytochrom-P450-gebundenen Monooxygenasen am

Ende des Oxidationszyklus vorliegt (vgl. 3.2.4.2). Auch ein radikalkationisches Zwi-
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schenprodukt, wie es bei peroxidasevermittelten Oxidationen auftritt, konnte zu einer

solchen Umlagerung von Doppelbindungen fihren (vgl. 3.2.4.4).

3.2.2.1.1 Allylische Hydroxylierungen von Monoter penkohlenwasser stoffen

Allylische Hydroxylierungen von Monoterpenkohlenwasserstoffen sind bereits von ei-
ner Reihe terpentransformierender Mikroorganismen und Substrate bekannt. So trans-
formierte einPseudomonas-Stamm (PL-Strain) Limonen zu den allylischen Alkoholen
Carveol und Perillaalkohol neben anderen neutralen und sauren Produkten [49, 50].
Penicillium italicum setzte Limonen zu den allylischen Alkoholen Carveol, Perillaalko-
hol, cis/trans-p-Mentha-1,8-dien-4-ol und — unter Umlagerung der Doppelbindung — zu
cis/trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol um [51] (s. Abb. 3-A3pergillus cellulosae bildete

bei der Transformation von (-)-Limonen neben anderen Produkten Perillaalkohol als
wichtigstes Transformationsprodukt, wahrend die Umsetzung von (+)-Limonen zu Pe-
rillaalkohol und Carveol fuhrte. Hauptprodukt war im letzten Fall ein vicinales Diol
[52].

Die allylische Hydroxylierung vom-Pinen bzw.3-Pinen fihrte belAspergillus niger

NCIM 612 zu cis-Verbenol bzw. Pinocarveol und, neben anderen Produkten, durch
weitere Oxidation dieser Alkohole zu Verbenon bzw. Pinocarvon [53, 54].

In einer Cometabolisierung mit Methanol als Kohlenstoffquelle seAzatobacter

methanolicus a-Pinen u.a. zu trans-Verbenol und Verbenon um [55].
Der Basidiomycefrmillariella mellea transformierten-Pinen zu Verbenol und Verbe-

non [47] sowie zu trans-Sobrerol als nicht-allylischem Oxidationsprodukt.
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HO. @)
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\ OH
i Perilla- p-Mentha p-Mentha
Limonen Carveol Carvon dkohol  18-diend-o  28-dien-1-0
OH = O
oH N7 OH o)
a-Pinen cis-Verbenol trans-Verbenol Verbenon Myrtenol Myrtenal
....... OH 0]
—_—
B-Pinen trans-Pinocarveol Pinocarvon

Abb. 3-4: Die wichtigsten durch Biotransformationen gebildeten allylischen
Oxidationsprodukte von Limonen, a-Pinen und 3-Pinen

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Basidiomyceten trat — entsprechend den Ergebnis-
sen von BSMANN und BERGER [10, 11, 56] — die allylische Hydroxylierung bei allen
eingesetzten Substraten auf.

P. sapidus oxidierte alle untersuchten Substrate vor allem in Allylposition des 6-Ringes
von a—-Pinen (Abb. 3-5)B-Pinen (Abb. 3-6) bzw. Limonen (Abb. 3-7), bevorzugt ohne
Umlagerung der Doppelbindung.

Dies fuhrte zu den Hauptprodukten Verbenol, trans-Pinocarveol bzw. Carveol. Dagegen
wurden die doppelbindungsisomeren Produkte nur Heifinen (Myrtenol, 86% im
Vergleich zum Hauptprodukt trans-Pinocarveol) und beim Limonen (cis/trans-p-2,8-
Menthadien-1-ol, 55 % im Vergleich zu den Carveolen) nachgewiesen (vgl. 2.1.2, Tab.
2-3, 2-4).

Auffallig war bei diesem Pilz, dal3 eine Selektivitat fir die Hydroxylierung von Ring-
kohlenstoffatomen bestand: Eine Hydroxylierung allylischer exocyclischer C-Atome

(Methylgruppe am C-1, beim Limonen zuséatzlich die Methylgruppe der Isopropenyl-
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gruppe) trat nur bel der a-Pinen-Transformation auf. Das dabei gebildete Myrtenol be-

trug jedoch nur 6% bezogen auf die Summe Verbenol + Verbenon (vgl. Tab. 2-2).

Eine andere Selektivitat zeigten dagedeametes hirsuta und auchMeripilus gigan-

teus: Sie setztero-Pinen durch Hydroxylierung der exocyclischen Doppelbindung zu
Myrtenol als Hauptprodukt um.

Die Transformation vom-Pinen bzw. Limonen durc8. carcharias fuhrte zusatzlich

zu den allylischen Produkten (Myrtenol, Verbenol, Verbenon) zum trans-Sobrerol als
Hauptprodukt. Beim Limonen zeigte dieser Pilz eine Hydroxylierung der exocyclischen
Methylgruppe zum Perillaalkohol. Hauptprodukte waren jedoch auch hier nicht die al-
lylischen Oxidationsprodukte, sondern die vicinalen Diole. Die Hauptprodukte bei die-

sem Pilz waren typische Epoxid-Abbauprodukte (s. 3.2.2.3).
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Abb. 3-5: Transformationsprodukte von a-Pinen durch Basidiomyceten und ihre
méglichen Bildungswege# nicht identifizierte Zwischenprodukte)
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Abb. 3-6: Transformationsprodukte von [3-Pinen durch P. sapidus und ihre
maoglichen Bildungswege
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Limonen- p-Menth-1-en
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Abb. 3-7: Transformationsprodukte von Limonen durch P. sapidus und
C. carcharias sowie mégliche Bildungswege=(nicht identifizierte
Zwischenprodukte)
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3.2.2.1.2 Allylische Hydroxylierungen von Monoter penalkoholen

Die mikrobielle Hydroxylierung von Monoterpenalkoholen war bisher, verglichen mit

den Monoterpenkohlenwasserstoffen, seltener Gegenstand der Untersuchung von Ter-
pentransformationen. Grund daflr ist zum einen, dal3 hier die Substrate nicht in so gro-
Ben Mengen aus Pflanzenmaterial gewonnen werden konnen, wie es bei den Pinenen
und beim Limonen der Fall ist, zum zweiten sind die Produkte in den meisten Féllen als
Aromastoffe weniger interessant, da eine zweite Funktionalisierung hier zu Produkten
fuhrt, die kaum flichtig und daher auch sensorisch weniger wirksam sind. Die als Sub-
strate eingesetzten Monoterpenalkohole (Citronellol, Geraniol, Nerol) sind dagegen
hochwirksame Aromastoffe mit blumigen Noten, die groRe Bedeutung fir die Duft- und
Aromaindustrie haben.

Die Biotransformation von Citronellol durdBotrytis cinerea wurde von BRUNERIE et

al. [32, 57] sowie von Rrp und MANDERY [58] beschrieben. Sie ergab als allylische
Oxidationsprodukte (neben anderen Produkten)wdrydroxylierten Allylalkohol(8)

(Abb. 3-5) sowie das Dio(7), ein allylisches Oxidationsprodukt vom Photooxidati-
onstyp, das unter Umlagerung der Doppelbindung des Citronellols gebildet wird. Ro-
senoxid konnte bei den Citronelloltransformationen von diesen Autoren ebenfalls als
Produkt nachgewiesen werden. Das D@ als direkter Rosenoxidprecursor wurde
jedoch nicht identifiziert. Analoge Ergebnisse wurden Bainerea fur die Transfor-

mation von Geraniol und Nerol erhalten.

OH
OH
OH - = | OH
CH,OH N
Citronellol (E/2)-2,6-Dimettyl- 3,7-Dimethyl-7
2-octen-1,8-dio[8) octen-1,6-dic (7)

Abb. 3-8: Allylische Hydroxylierungsprodukte aus der Transformation von
Citronellol durchBotrytis cinerea (nach [32, 57, 58])
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Bei den in dieser Arbeit untersuchten Pilzen wurden bei fast allen Stammen (vgl.
Tab. 2-13) allylische Hydroxylierungsprodukte identifiziert. 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-
diol (6) und 3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-diol urfd) (vgl. Abb. 3-9) wurden ebenso nach-
gewiesen wie das-Hydroxylierungsprodukt Dio{8). Das Diol(6) wurde als Biotrans-

formationsprodukt damit erstmalig identifiziert. Zur Bildung der Rosenoxide aus diesem
Diol vgl. 3.2.2.8.

* * * OH
* OH . » ~OH
< —> OH e
OH O
OH

p-Citronellol 3,7-Dimethyl-6,7- 3,7-Dimethyl-
3,7-Dimethy!- Epoxy-1-octanol (4a/b) 1,6,7 -octantriol (9)
1-octanol (3)
X
l @] OH X OH HO - OH
Citrondllal (2) N
OH OH
2,6-Dimethyl- (E)-3,7-Dimethyl- 3,7-Dimethyl-
2-octen-1,8-diol (8) 5-octen-1,7-diol (6) 7-octen-1,6-diol (7)
-H20
(H*)
(@]

cis/trans-Rosenoxid (1a/b)

Abb. 3-9: Transformation von Citronellol durch Basidiomyceten
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3.2.2.2 Hydroxylierung an nicht-aktivierten C-Atomen

Hydroxylierungen an nicht-aktivierten C-Atomen wurde bei den in dieser Arbeit unter-
suchten Terpentransformationen nicht beobachtet. Da alle eingesetzten Substrate Dop-
pelbindungen aufwiesen, war die Oxidation an aktivierten C-Atomen bevorzugt.

Als Beispiele fur solche Oxidationen aus der Literatur seien die \BrAHaM et al.

[59] dokumentierten Transformationen der bicylcischen Monoterpenalkohole Fenchol
und Borneol durch den Deuteromycet@iplodia gossypina (ATCC 10936) genannt
(Abb. 3-10). Dieser Pilz hydroxyliert Fenchol und Borneol und andere ahnliche Sub-
strate stereospezifisch in 5- bzw. 6-exo-Position.

Als weiteres Monoterpen ohne Doppelbindung kann 1,8-Cineol durch Bacdius
cereus-Stamm hydroxyliert werden (Abb. 3-10) [60].

HO
D. gossypina HO
_—
OH OH OH

Fenchol 5-exo 6-exo
HO
D. gossypina
- HO
OH OH OH
Borneol 5-exo 6-exo
B. cereus HO
_—
O O
1,8-Cineol 6-exo

Abb. 3-10:  Hydroxylierung von Fenchol und Borneol duiplodia gossypina und
von 1,8-Cineol durciBacillus cereus
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3.2.2.3 Epoxidierungen von Doppel bindungen und ihre Folgereaktionen

Epoxidierungen sind typische Cytochrom-P450-vermittelte Reaktionen. Sie wurden bel

einer groRen Zahl von Terpentransformationen als Zwischen- oder Endprodukte nach-
gewiesen.

Wahrend ARAHAM et al. [59] bei der Citronelloltransformation dur8reptomyces

griseus (DSM 40881) das Epoxi(4) (Abb. 3-9) als Hauptprodukt (20% Umsatzrate)
fand, erhielten WNKAI, MIYAZAWA et al. [61, 62] bei der Transformation von Citronel-

lal bzw. Citronellol durchGlomerella cingulata das aus dem Epoxid gebildete vicinale
3,7-Dimethyl-1,6,7-octantridl).

Epoxide sind in neutralen bis sauren waldrigen Loésungen sehr instabil. Das Epoxid aus
Citronellol (Abb. 3-9 Nr.4a/b) ist im Neutralen relativ stabil (vgl. Abb. 2-106), wah-
rend bei niedrigeren pH-Werten eine sehr schnelle Hydrolyse stattfindet (bei 18 mg L
vollstandiger Abbau innerhalb eines Tages). Diese fuhrt zum vicitiedagDiol, im

Falle des Citronellols zum o.g. Tri(9).

Das Epoxid(4) konnte im Screening bei 14 der 21 Pilze nachgewiesen werden (vgl.
Tab. 2-13). Sowohl bdp. sapidus als auch beC. carcharias traten bei der Untersu-
chung der Zeitverlaufe (Abb. 2-107 und 2-108) Mengen von 50-70 hapt.

Das Triol (9) als Hydrolyseprodukt wurde bei den weiteren Untersuchungen an
C. carcharias in hohen Konzentrationen gebildet. Weitere Folgeprodukte des Epoxids

wurden nicht nachgewiesen.

Bei a-Pinenoxid wirkt sich die Ringspannung des Oxiranringes durch die tricyclische
Struktur dieser Verbindung noch ungtinstiger auf die Stabilitdt aus. Untersuchungen von
GRIFFAITHS et al. [63] sowie eigene Versuche (Ergebnisse nicht dargestellt) zeigten, dafl3
dieses Epoxid auch bei pH 7,0 sehr schnell abgebaut wird. Hauptabbauprodukte sind
dabei nach Offnung und Umlagerung der Kohlenstoffbriicke des Pinenoxids das Cam-
pholenaldehyd, das trans-Sobrerol und das cis/trans-Carveol, wahrend das vicinale Diol
(2,3-Pinandiol) keine Rolle spielt.

Aus den sauren Pilzkulturmedien (ca. pH 3-5) konnte diese Verbindung daher nicht iso-

liert werden. Das Carveol als ein Nebenprodukt ddrinentransformation durch

P. sapidus (vgl. Tab. 2-2) deutet aber aafPinenoxid als Intermediat der Transformati-
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on hin (vgl. Abb. 3-5). Ein solcher Bildungsmechanismus wurde schon 1962 von
PREMA und BHATTACHARY YA [53] postuliert.

Die Umlagerung des Pinenoxids zum 3-Pinanon (Abb. 3-5) ist eine weitere mdgliche
Reaktion. Dieses Produkt wurde ebenfalls Besapidus als Nebenprodukt nachgewie-
sen.

Auch die Bildung von trans-Sobrerol als Hauptprodukt deéPinen-Transformation
durch C. carcharias verlauft Gber das Epoxid: Es entsteht durch enzymatische oder

nichtenzymatische Ring6ffnung und nachfolgende Anlagerung einer OH-Gruppe.

Neben den genannten Umlagerungen weRinenoxid ist auch die durch eine Lyase
vermittelte Umlagerung vom-Pinenoxid durchPseudomonas fluorescens (NCIMB

11671) [64] sowie durchNocardia sp. (Strain 18.3) [63, 65] bekannt, die zu cis-2-
Methyl-5-isopropyl-hexa-2,5-dien-1-al fuhrt (Abb. 3-11).

o)
Z SCHO Z SCOOH COOH
g S f

a-Pinen a-Pinenoxid cis-2-Methyl-5- cis-2-Methyl-5- 3-Isopropyl-
isopropyl-hexar isopropy!-hexar 3-butensaure
2,5-dien-1-al 2,5-diensaure

Abb. 3-11:  Transformation von a-Pinen durch Pseudomonas fluorescens (NCIMB
11671) und Nocardia sp. (Strain 18.3) [63, 64, 65]

Die Epoxidierung von Limonen ist an beiden Doppelbindungen denkbar. Bel der Trans-
formation durch C. carcharias konnte Limonen-1,2-epoxid und als Hauptprodukt das
korrespondierende Diol (p-Menth-8-en-1,2-diol) nachgewiesen werden (2.2.7, Abb. 2-
138, Tab. 2-15).

Das aus der Isopropenylgruppe abgeleitete Epoxid wurde nicht identifiziert, jedoch trat
das resultierende vicinale Diol (p-Menth-1-en-8,9-diol, 56% im Vergleich zum Haupt-
produkt) auf. Bei der Limonentransformation durch P. sapidus konnten die Epoxide
bzw. die resultierenden vicinalen Diole nicht nachgewiesen werden.

Das 1,2-Diol ist typisches Transformationsprodukt der Limonentransformation durch

viele Pilze (z.B. Corynespora cassiicola und Diplodia gossypina [26, 27]), wahrend das
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von C. carcharias gebildete 8,9-Diol bisher noch nicht dokumentiert ist. Die genannten

Diole weisen jedoch keine Aromastoffel genschaften auf.

3.2.2.4 Oxidation von primaren und sekundaren Monoterpenalkoholen zu Aldehyden

und Ketonen

Dieser Reaktionsschritt ist neben den allylischen Hydroxylierungen von besonderer Be-
deutung fur die Bildung oxyfunktionalisierter Aromastoffe, da viele Monoterpenaldehy-
de und -ketone (z.B. Carvon, Verbenon) aufgrund ihrer leichteren Fluchtigkeit inters-
santere sensorische Eigenschaften aufweisen als die zugehorigen Alkohole (Carveol,
Verbenol). Diese durch Dehydrogenasen oder Oxidasen vermittelte Oxidation tritt bei
vielen terpentransformierenden Mikroorganismen auf.

Die Dehydrierung von primaren und sekundaren Alkoholen wurde besonders bei
P. sapidus beobachtet, wéahrend sie l&&icarcharias nicht festgestellt wurde.

Citronellol wurde in geringen Mengen zu Citronellal oxidiert (Abb. 3-9), Verbenol (aus
a-Pinen) zu Verbenon (Abb. 3-5), Myrtenol (ausoderf-Pinen) zu Myrtenal (Abb. 3-

6), Carveol (aus Limonen) zu Carvon (Abb. 3-7).

Bei trans-Verbenol wurde b@i hirsuta, G. frondosa und besonders bé&l. sapidus im
Kulturverlauf haufig eine 80-90%-ige Umsetzung zu Verbenon festgestellt (z.B.
Abb. 2-45 bis 2-48, Abb. 2-76). Die Umsetzung von Myrtenol zum Aldehyd (Myrtenal)
war dagegen kaum feststellbar, sondern der Terpenalkohol wurde ins Medium abgege-
ben.

Cis/trans-Carveol wurde durdh sapidus im Kulturverlauf zu maximal 40-50% zum
Carvon oxidiert (vgl. Abb. 2-56, 2-87, 2-88).

3.2.2.5 Oxidation von Monoterpenaldehyden und -ketonen zu Carbonséuren und weite-

re Mineralisierung

Die Bildung von Carbonsauren aus Terpenoiden wurde flm-dgePinen- und die Li-
monentransformation durdh. sapidus (2.1.5) sowie fur die Citronelloltransformation
durchC. carcharias (2.2.1.2.4) untersucht. Bei keiner dieser Transformationen konnten

saure Abbauprodukte im Medium oder im Myzel nachgewiesen werden.
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Die zu den Carbonsauren fuhrenden Oxidationsschritte treten bei den meisten terpen-
transformierenden Bakterien auf, da sie haufig mit dem Terpen als alleiniger Kohlen-
stoffquelle wachsen kdnnen, indem sie es in fdédxidationszyklus einbringen und
schlie3lich zu Kohlendioxid und Wasser metabolisieren. Ein Beispiel ist die Oxidation
des ausa-Pinenoxid gebildeten Aldehyds zu den entsprechenden Carbonsauren
(Abb. 3-11).

Bei den Pilzen, die eine zusatzliche Kohlenstoffquelle zum Wachstum bendtigen, also
die Terpene nur cometabolisieren kénnen, sind aus der Literatur kaum Transformationen
zu sauren Produkte bekannt. So transformiégpergillus niger cis- und trans-
Rosenoxid zu den 9-Carbonsauren bzw. deren Methylestern (Abb. 3-12) [66].

Andere Kohlenwasserstoffe, z.B. unverzweigte Alkane, kbnnen von Pilzen zu den Fett-
sauren oxidiert werden. So konnt@ladosporium resinae [67] undPenicillium sp. [68]

auf Alkanen als alleiniger Kohlenstoffquelle wachsen.

Der fehlende Nachweis von sauren Produkten schlief3t auch bei anderen Pilzen nicht
zwangslaufig eine Mineralisierung von Terpenoiden aus, da die intrazellularen Konzen-
trationen moglicherweise um ein Vielfaches geringer sind als die Konzentrationen der

Transformationsprodukte im Medium.

- 5 - +
@) (@) ) O
OH COCH COOCH3

cis'trans-Rosenoxid

Abb. 3-12:  Oxidation von cis/trans-Rosenoxid zur 9-Carbonséaure und deren
Methylester durclspergillus niger

3.2.2.6 Baeyer-Villiger-Oxidationen

Als Baeyer-Villiger-Oxidationen bezeichnet man Oxidationen von Ketonen, bei denen
in a-Stellung zur Carbonylgruppe ein Sauerstoffatom eingefiigt wird. Die Reaktions-
produkte sind Ester. Wenn die Edukte cyclische Ketone sind, entstehen Lactone. Diese

Art von Reaktionen wurde im Bereich der Terpentransformationen schon seit Ende der
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50er Jahre von GUNsALUS und seinen Mitarbeitern beim Campher-Abbau durch ver-
schiedene Pseudomonas putida-Stamme ausfihrlich untersucht [69, 70] (Abb. 3-13).
Baeyer-Villiger-Oxidationen durch Pilze sind bisher nicht bekannt und traten bei den

hier untersuchten Basidiomyceten ebenfalls nicht auf.

o o o weliterer
, 0— Abbau
OH

B —
0
R-(+)-Campher OOH

Abb. 3-13:  Baeyer-Villiger Oxidation von R-(+)-Campher duréeeudomonas
putida (ATCC 17453) [69, 70]

3.2.2.7 Hydratisierungen von Doppelbindungen und Ringbriicken

Hydratisierungen sind typische saurekatalysierte Reaktion, die bei Terpenen in sauren
walrigen Losungen immer auftreten, die jedoch auch enzymkatalysiert sein kdnnen.
Blindwertuntersuchungen am-Pinen und Citronellol zeigten, dal3 erst bei pH-Werten
<4,0 nennenswerte Mengen an Hydratationsprodukten gebildet werden (vgl. Abb. 2-10
und Abb. 2-103).

Aus a-Pinen wird dabei durch Aufspaltung der Ringbriicke unter Wasseranlagerung
Terpineol gebildet und aus Citronellol entsteht 3,7-Dimethyl-1,7-octan-diol (5) (vgl.
Abb. 3-14). Da bei einigen Pilzen (z.Bomitposis pinicola, s. Tab. 2-13) sehr niedrige
pH-Werte von 2-4 auftreten, sind diese Nebenreaktionen hier nicht zu vernachlassigen.
Die Entscheidung, ob z.B. durc¢h pinicola das 3,7-Dimethyl-1,7-octan-diol (5) aus-
schlie3lich chemisch oder auch enzymatisch gebildet wird, ist bei diesen pH-Werten

nicht ohne weiteres maglich.
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+H20 +H20
(H+) (H+)
E—
‘ OH OH
OH H
a-Pinen a-Terpineol B-Citronellol 3,7-Dimethyl-
1,7-octandiol

Abb. 3-14:  Saurekatalysierte Hydratisierungen woi#inen und Citronellol

Wahrend also bei den hier untersuchten Basidiomyceten enzymkatalysierte Hydratisie-
rungen von Terpenen nicht nachgewiesen wurden, sind solche Reaktionen bei einigen
Mikroorganismen bekann®enicillium digitatum hydratisiert R-(+)-Limonen mit guter
Ausbeute (46% Umsatz) zumTerpineol (Abb. 3-15) [28], das als Impact-Verbindung

in Fliederduften auftritt und daher als Aromastoff interessant ist.

Aus Pseudomonas gladioli, der die gleiche Transformation durchfuhrt [71], wurde die
beteiligtea-Terpineol-Dehydratase bereits isoliert [72]. Batillus stearothermophilus
gelang GIANG und QrIEL 1995 [73] die Expression der limonentransformierenden En-
zyme inEscherichia coli. Dies war der erste bekannte rekombinante Stamm, der Terpe-
ne transformieren konnte. Die Transformationsleistung dieses Stammes war im Ver-
gleich zuP. digitatum undPs. gladioli jedoch nur gering und bedarf der Verbesserung

vor Anwendung in einem Bioprozel3.

+H20
e
(enzymat.)
N\
OH
Limonen a-Terpineol

Abb. 3-15:  Enzymatische Hydratisierung von LimonenaT erpineol
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3.2.2.8 Veretherungen

Die Veretherung des 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diols (6) unter Wasserabspaltung fuhrt

zum cis/trans-Rosenoxid (Abb. 3-8nzymatische Reaktionen dieser Art sind aus der
Literatur nicht bekannt. Die Herstellung des Rosenoxids aus denf@paffolgt jedoch

bei der industriellen Erzeugung dieses Aromastoffes saurekatalysiert [38, 74], so dal3 in
sauren Pilzmedien eine chemische Bildung aus dem biokatalytisch gebildetés) Diol
wahrscheinlich ist (vgl. Abb. 3-9). Rosenoxid wurde als Minorkomponente bei der
Citronelloltransformation durch 17 von 19 untersuchten Basidiomyceten in Konzen-
trationen von 0,03 bis 2,2 mg'lgefunden. Bei den eingehenderen Untersuchungen an
C. carcharias konnte jedoch eine Steigerung der Rosenoxidmengen iber 2,3 mg L

hinaus in der wafirigen Phase (Abb. 2-108) nicht erreicht werden.

3.2.3 Enantioselektivitdt von Terpenbiotransformationen

Die hohe Enantioselektivitat vieler Enzyme stellt potentiell einen der gréf3ten Vorteile
von Biotransformationen gegeniiber chemischen Synthesen dar. Da die sensorischen
Eigenschaften von Aromastoffen haufig von ihrer optischen Konfiguration abhangig
sind (z.B. R(-)- und S(+)-Carvon, vgl. 3.1.1), sollten die Zielsubstanzen von Terpen-
biotransformationen eine mdglichst hohe Enantiomerenreinheit aufweisen.

Bei vielen der bisher beschriebenen Terpentransformationen fand keine Untersuchung
der optischen Konfiguration statt, flr einige Mikroorganismen wurden jedoch hohe En-
antioselektivitaten bei den Umsetzungen festgestellt.

In Bezug auf allylische Oxidationen iSbrynebacterium sp. interessant, das R(+)-
Limonen zu S(-)-Carvon (99% Reinheit) transformierte [75]. Die allylische Hydroxylie-
rung von Limonen durcBacillus stearothermophilus an der exocyclischen Methyl-
gruppe fihrte bei Verwendung von R-(+)-Limonen als Substrat unter Erhalt der Konfi-
guration zum R(+)-Perillaalkohol [76].

Die Hydratisierung von R(+)-Limonen durétseudomonas gladioli ergab R(+)a-

Terpineol und S(-)-Limonen wurde zu S@Terpineol umgesetzt [71]. R(+)-Limonen

wurde durch diesen Stamm 10 mal so schnell hydratisiert wie S(-)Limonen [77].
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Auch Penicillium digitatum (DSM 62840) transformierte R(+)-Limonen zu R(+)-a-

Terpineol. Bei diesem Pilz wurde festgestellt, da? auch beim Einsatz racemischen Li-
monens nur das R(+)-Terpineol aus R(+)-Limonen gebildet wurde, wahrend das S(-)-
Limonen wahrscheinlich auf anderem Wege metabolisiert wurde [28].

Von Pseudomonas fluorescens (NCIB 11671) wurde die selektive Transformation von

a- oderB-Pinen zu S-(+)-Carvon beschrieben [78].

Die im Rahmen dieser Arbeit genauer untersuchte Limonentransformation durch den
BasidiomyceterP. sapidus ergab beim Einsatz enantiomerenreiner Substrate fur die im
ersten Oxidationsschritt stattfindende Hydroxylierung zu cis/trans-Carveol eine voll-
standige Racemisierung. Dies ist anhand des enzymatischen Bildungsmechanismus der
Carveole zu erklaren, der vermutlich tber ein Allylkation bzw. ein Allylradikal verlauft
(vgl. 3.2.2.1). Abb. 3-16 zeigt die daraus resultierende Racemisierung von R(+)- bzw.
S(-)-Limonen zu den Enantiomerenpaaren der cis- und trans-Carveole. In gleicher Wei-
se konnte der Mechanismus auch Uber eine radikalische Stufe, wie sie bei Monooxyge-
nasen auftritt (vgl. 3.2.5.2), formuliert werden. Die Racemisierung erfolgt hier durch die
Umlagerung der 1-2-Doppelbindung des Limonens. Da es sich bei beiden mdglichen
Grenzstrukturen um sekundéare Allylkationen (bzw. -radikale) handelt, liegen die daraus
gebildeten cis- und trans-Carveol-Enantiomere im Verhaltnis 1:1 vor. Eine solche Dop-
pelbindungsumlagerung trat in gleicher Weise bei der Bildung von cis/trans-p-2,8-
Menthadien-1-ol aus Limonen auf. Sie fuhrte hier jedoch bevorzugt zum stabileren ter-
tiaren Allylkation und dem daraus gebildeten Alkohol (Hydroxylierung von C-1), wah-
rend eine direkte Hydroxylierung von C-3 nicht auftrat (vgl. 2.1.2, Abb.2-2).

Das beiP. sapidus beoachtete Produktspektrum |a3t darauf schliel3en, daf? der beteiligte
Enzym-Substrat-Komplex, in dem das Substrat als Radikal oder Kation vorliegt, eine
Umlagerung von Doppelbindungen zulaf3t, weil moglicherweise die Stabilitat der En-
zym-Substrat-Bindung und die Reaktionsgeschwindigkeit nicht ausreicht, um dies zu

verhindern.
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R-(-)-Carvon

5? +§? | 3 E E |

S-(-)-Limonen

R-(+)-Limonen

N
S-(+)-Carvon

Abb. 3-16:  Bildung der cis-/trans-Carveol- und der Carvon-Enantiomere aus
R(+)- bzw. S(-)-Limonen
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3.2.4 Problematik der Terpenbiotransfor mationen

3.2.4.1 Wasserloslichkeit und Flichtigkeit

Viele Terpene wurden aufgrund ihrer stark lipohilen Eigenschaften lange Zeit als ,was-
serunldslich* eingestuft. Tab. 3-5 zeigt, dal’3 die Wasserl6slichkeit der Terpenkohlen-
wasserstoffe auferst gering ist, wobei eine deutliche Zunahme von den Bicyclen
o—/B-Pinen Uber den doppelt ungesattigten Monocyclus Limonen bis zum Myrcen, ei-
nem dreifach ungesattigten Acyclus mit zwei konjugierten Doppelbindungen, festzu-
stellen ist. Werden bei Biotransformationen Mengen oberhalb dieser Sattigungskonzen-
trationen eingesetzt, bilden die Terpene Emulsionen. Dadurch kénnen Terpentrépfchen
in direkte Wechselwirkung mit dem transformierenden Organismus treten. Um eine
gleichmalRiige Dispergierung von Terpenen in der walrigen Phase auch oberhalb ihrer
Sattigungskonzentration zu erreichen, koénnen Tenside eingesetzt werden (vgl.
2.1.9.1.5).

Die einfach oxyfunktionalisierten Terpene weisen gegeniiber den Kohlenwasserstoffen
eine 10-100-fache Loslichkeit auf und liegen im Bereich von 300 bis fast 3000'mg L
Dabei ist die Loslichkeit von Alkoholen (Carveol, Myrtenol) im Vergleich zu den korre-
spondierenden Carbonylverbindungen (Carvon, Myrtenal) 3-6 mal gro3er, da die OH-
Gruppe Wasserstoffbricken ausbilden kann. Die Loslichkeit von Transformations-
produkten ist daher normalerweise nicht der limitierende Faktor flr Terpenbiotransfor-

mationen.

Tab. 3-5: Wasserldslichkeit einiger Terpenoide bei 25°C [79, 80]

[mmol LY [mg L™ [mmol L] [mg L™
(-)-a-Pinen 0,037 5,0 (-)-a-Pinenoxid 3,51 534
(-)-B-Pinen 0,083 11,3 Carvon 3,97 596
R(+)-Limonen 0,15 20,4 (+)-Limonenoxid 4,53 690
Myrcen 0,22 30,0 (+)-Fenchol 5,37 828
Myrtenal 2,03 305 Myrtenol 6,63 1010
Nerol 2,15 332 (+/-)-Linalool 9,72 1499
Geraniol 2,62 404 (-)-Carveadl 19 2893

1S-(-)-Borneol 3,06 472
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Neben der geringen Wasserloslichkeit ist die Fluchtigkeit der Terpene eine weitere cha-
rakteristische Eigenschaft (Tab. 3-6). Dies fiuhrt besonders bei dep C
Kohlenwasserstoffen als Substraten dazu, dal3 bei aeroben Biotransformationsprozessen
grof3e Substratmengen Uber die Gasphase verloren gehen, da auf eine Bellftung der
Kulturen nicht verzichtet werden kann.

Dasa-Pinen weist den gréf3ten Dampfdruck auf, da es durch seine bicyclische Struktur
kompakter ist als das Limonen oder das Myrcen.

Eine Bestimmung der Substratmenge zur Erstellung einer Gesamtbilanz der Biotrans-
formation war beim Pinen aus diesem Grund nicht moglich. Es konnte jedoch nach di-
rekter Zugabe von-Pinen in den Kulturkolben (meist 2 x 100 pl im Abstand von 24 h)
schon 3 Tage nach der letzten Terpenzugabe nur noch 8% und nach 7 Tagen gar kein
Substrat mehr in der walirigen Phase nachgewiesen werden (vgl. Abb. 2-14)

Bei der Gasphasendosierung von Limonen ergab eine Bilanzierung der Gasphasenverlu-
ste (s. Abb. 2-8), dald innerhalb von 2 Tagen Transformationsdauer 24,5 % des dem
Gasphasenreservoir zugesetzten Limonens (500 pL) tber die Gasphase verlorengingen.
Die Dampfdriicke der Monoterpenalkohole betragen nur 1-5% der Dampfdricke der
Kohlenwasserstoffe. Ihre geringere Fluchtigkeit, verbunden mit der besseren Wasser-
l6slichkeit, bewirkt, dal3 die Verluste aus waRriger Losung z.B. im Verlauf von Bio-
transformationen relativ gering sind. So betrugen die Verluste an Myrtenol, Verbenol
und Verbenon innerhalb von 7 Tagen 10-20% der Anfangskonzentrationen von 10-11
mg L™ (Abb. 2-20). Vom Terpenaldehyd gingen dagegen innerhalb dieser Zeit 30%
verloren. Dies ist sowohl auf die leichtere Fliichtigkeit von Aldehyden zurtickzufihren
als auch auf mogliche Reaktionen der Aldehydgruppe mit nukleophilen Bestandteilen
aus dem Kulturmedium.

Die Verluste an Carveol und Carvon (Anfangskonzentrationen von 50-55")rizetru-

gen nach 7 Tagen ca. 8% des Carveols und 11% des Carvons, nach 18 Tagen waren es
ca. 15 % des Carveols und 35% des Carvons (Abb. 2-21). Ursache fir die schnellere
Abnahme der Carvon-Konzentration ist die leichtere Flichtigkeit und die schlechtere

Wasserloslichkeit des Terpenketons im Vergleich zum Alkohol.
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Tab. 3-6: Dampfdrucke einiger Terpenoide und organischer Losungsmittel (25 °C)

(aus [79]) [kPa] | (aus [81]) [kPa]
(-)-a-Pinen 0,47 |Hexan 20
Myrcen 0,25 | Cyclohexan 13
R(+)-Limonen 0,20 | Benzen 12,7
(-)-a-Pinenoxid 0,15 |Heptan 6,1
(+)-Limonenoxid 0,08 | Toluen 3,8
(+)-Fenchol 0,01 | Octan 1,9
1S-(-)-Borneol 0,01 | Cyclohexanon 0,53
Carvon 0,01 | p-Cymen 0,19
Carveol 0,003| Cyclohexanol 0,1

3.2.4.2 Reaktionen von Terpenen in waRrigen Losungen und Substratblindwerte

a-Pinen und andere ungesattigte Terpenkohlenwasserstoffe unterliegen unter Sauer-
stoffeinflul? derAutoxidation zu Verbindungen, wie sie auch bei der enzymatischen
Oxidation auftreten kénnen. Typische Autoxidationsprodukte sind trans-Pinocarveol,
trans-Verbenol, trans-Carveol, Verbenon, Myrtenal aréinenoxid. Letzteres kann in

leicht sauren walirigen Losungen schnell zum trans-Sobrerol hydratisiert werden.

Die Autoxidation erfolgt bei den Terpenen, ahnlich wie bei ungesattigten Fettséauren,
durch intermediare Bildung allylischer Hydroperoxide, die durch Folgereaktionen (Re-
duktion, Umlagerung, Dehydratisierung) zu den o.g. Produkten umgesetzt werden kon-
nen [82].

Daneben kénnen in walirigen, sauren Kulturmedien, z.B. bei Biotransformationen durch
Pilze, auchsaurekatalysierte Hydratisierungend Umlagerungerauftreten.
Hydratisierungsprodukte von a-Pinen sind a-Terpineol (unter Ring6ffnung) sowie in
geringerem Malea-Fenchol und Borneol (unter Aufweitung des 4-Rings zum 5-Ring),
Umlagerungsprodukte sind Camphen, Limonen und Terpinolen.

Hydratisierungsprodukte von Limonen sindTerpineol, undf-Terpineol, Umlage-
rungsprodukte sind-Terpineny-Terpinen, p-Cymen, und Terpinolen [83, 84].

Bei Untersuchungen der Biotransformationen von Terpenen mufd daher ein besonderes

Augenmerk auf die Art und Menge der im Substrat als Verunreinigungen enthaltenen
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und der nichtenzymatisch wahrend der Transformation gebildeten Produkte gerichtet
werden, um diese von Biotransformationsprodukten zu unterscheiden.

Die Untersuchung der Substratreinheit von verschiedaremenen ergab, dal3 bereits

hier deutliche Unterschiede bestehen. Aufgrund der verwendeten Substratmengen von
2 x 100 pL pro 100 mL (insgesamt 1716 mY) bei den Pinentransformationen wiirden

sich z.B. aus den Blindwerten fur (+&}Pinen | (s. Tab. 2-6) im Kulturmedium Ge-

halte von 0,34 mgt fiir trans-Verbenol und 0,17 mg'lfir Verbenon und Myrtenal

allein aus dem eingesetzten Substrat ergeben.

Fur die Pinen-Transformationen wurde auch die pH-Wert-Abhangigkeit der Blindwerte
ausfuhrlich untersucht (2.1.5.2). Die mengenmaRig groRte Bedeutung hatte das Hydrati-
sierungsproduki-Terpineol, das bei den pH-Werten 3,0 und 3,5 in Mengen von
1-4,5 mg [* auftrat (Abb. 2-10).

Als Autoxidationsprodukte traten trans-Verbenol, Verbenon und Myrtenal auf. Wahrend
die Myrtenol- und Verbenongehalte nur zwischen 0,1 und 0,3 Thépgen, wurden

beim trans-Verbenol bei pH-Werten von 5,0-7,0 Mengen zwischen 2,5 und 3,3 mg L
gemessen. Bei niedrigeren pH-Werten blieben die Konzentrationen geringer, wahr-
scheinlich wegen eines séurekatalysierten Abbauschrittes.

Pilzmyzel weist einen betrachtlichen Speichereffekt fiir schlecht wasserlosliche Terpene
auf (vgl. 2.1.4). Dies konnte eine Erhdhung von Blindwerten zur Folge haben, weil
durch diese Speicherung trotz Gasphasenverlusten eine Terpensattigung in der walrigen
Phase Uber langere Zeit durch einen Substratibergang aus der Myzelphase gewahrleistet
werden konnte. Dies wirde die nichtenzymatischen Reaktionen in der walrigen Phase
begiinstigen. Je nach Gesamtmenge an Myzel und nach Menge der darin enthaltenen
Membranlipide kann durch die bevorzugte Ldslichkeit in der Myzelphase allerdings
auch die Substratkonzentration in der waldrigen Phase herabgesetzt werden. Dies hatte
dann eine Verringerung der Blindwerte zur Folge.

Die zweite Annahme wurde durch den Vergleich der Pinengehalte im myzelfreien sowie
im myzelhaltigen Medium voR. sapidus gestitzt (Abb. 2-14). Im myzelfreien Ansatz
wurde nach zweimaliger Pinenaddition ein maximaler Gehalt von 320 hegreicht,

der 3 Tage spater auf etwa 20 mg abgenommen hatte. Im myzelhaltigen Blindwert

fuhrte dagegen der Speichereffekt trotz gleicher Pinendosis zu einer Abpufferung der
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Pinenkonzentration in der walrigen Phase, so dal3 hier eine Konzentration von
1-3 mg L* aufrechterhalten wurde.

Die Myzelblindwerte fur verschiedene Pilze bei pH 5,0 (Abb. 2-15 bis 2-19) waren
demzufolge fiir trans-Verbenol mit einem Maximalwert von 0,9 fhg(bei G.
applanatum) deutlich niedriger als die myzelfreien Blindwerte. Myrtenol lag mit 0,1 mg
L ahnlich wie ohne Myzel und Verbenon mit einem Maximalwert von 0,22 Tref-L

was hoher.

Insgesamt laf3t sich festhalten, dal3 bei pH-Werten >4 nur trans-Verbenol in gréf3eren
Mengen gebildet wurde. Da es sich dabei jedoch um ein wichtiges ProdukPileen-
Transformation durch Basidiomyceten handelt, war girtitative Einbeziehung des
Substratblindwertes notwendig. Dies mul3 bei allen Biotransformationen von Terpen-

kohlenwasserstoffen beachtet werden.

Bei der Citronelloltransformation wurde das Hydratisierungsprodukt 3,7-Dimethyl-1,7-
octandiol bei sehr niedrigen pH-Werten (hier pH 2,5) in bedeutenden Mengen gebildet
(vgl. Abb. 2-100). In geringeren Mengen von 0,2-0,5 rilgiaren einige Autoxidati-
onsprodukte (3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-octanol, 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol, 3,7-
Dimethyl-7-octen-1,6-diol) sowie geringe Mengen an Rosenoxiden nachweisbar (s. Tab.
2-13).

3.2.4.3 Terpentoxizitat in Mikroorganismen

3.2.4.3.1 Die toxische Wirkung von Terpenen

Die antimikrobielle Wirkung der etherischen Olen vieler Pflanzen ist in fast allen
menschlichen Kulturen schon seit langem bekannt. Die darin enthaltenen Terpenoide
sind gut lipidléslich und Iésen sich daher auch sehr gut in den Membranen von Mikro-
organismen [85]. Dies wurde fiir Basidiomyceten durch die getrennte Untersuchung von
Myzel und Medium dera-Pinen- bzw. Limonen-supplementierten Kulturen von

P. sapidus bestétigt (s. Tab. 2-5, Abb. 2-4 und Abb. 2-6). Eine Separation von Zellwand
und Membranmaterial war mit den durchgefihrten Experimenten zwar nicht mdglich.

Eine Trennung des Myzels in eine Membran/Zellmaterial-Fraktion und eine cytosoli-
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sche Fraktion (Abb. 2-5) zeigte jedoch eindeutig die bevorzugte Loslichkeit (90% des

a-Pinens) in der Fraktion, welche die Membranbestandteile enthielt.

Als Mal3 fur die Verteilung von lipophilen Substanzen zwischen einer wafirigen und
einer organischen Phase (hier der Lipidmembran) wird haufig der dekadische Logarith-
mus des n-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizientelog+) verwendet.

Tab. 3-7 zeigt die log P-Werte fir verschiedene Monoterpenoide sowie einige organi-
sche Losungsmittel. Hydrophile Lésungsmittel mit log P-Werten <1 (z.B. kurzkettige
Alkohole) sind so gut wasserl6slich, dal® ihre Konzentration in den Membranen und
damit auch ihre Membrantoxizitat gering ist.

Sehr hydrophobe Losungsmittel mit log P-Werten >5 sind ebenfalls wenig membranto-
xisch (z.B. Hexadecan, Pflanzendle), da sie einerseits aufgrund ihrer MolekulgroRRe
nicht so leicht in die Lipiddoppelschicht der Membran eindringen kénnen und sich au-
Berdem aufgrund ihrer langkettigen, den Membranlipiden &hnlichen Raumstruktur par-
allel zwischen die Phospholipidmolekiile der Membran lagern konnen und dadurch die

Membranintegritat weniger beeinflussen als kleinere, nichtlineare Molekile.

Tab. 3-7: log P-Werte von Monoterpenen [86] und organischen
Lésungsmitteln [87, 88]

Monoterpene verschiedene Losungsmittel
log P log P
R(+)-Limonen 4,83 Methanol -0,76
(-)-a-Pinen 4,27 Ethanol -0,28
(-)-B-Pinen 4,35 Benzen 2,13
Myrcen 4,88 Toluen 2,48
1S-(-)-Borneol 2,85 Hexan 3,50
(+)-Fenchol 2,85 Decan 5,60
(-)-a-Pinenoxid 2,87 Olivenol 7,5
(+)-Limonenoxid 3,43 Hexadecan 8,80
(-)-Carveol 3,29
(+/-)-Linalool 3,38
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Solche Molekile, die im log-P-Bereich zwischen 1 und 5 liegen, weisen die grof3ten
Toxizitaten auf [87]. Sie l6sen sich bevorzugt im Innern der Lipiddoppelschicht und
lassen diese anschwellen. [89]. Neben den monocyclischen aromatischen Kohlenwas-
serstoffen und den kurzkettigen Alkanen gehdéren auch die Monoterpenkohlenwasser-
stoffe sowie die einfach funktionalisierten Monoterpenoide in die Gruppe dieser toxi-

schen Substanzen.

Aul3er den log P-Werten haben auch die Eigenschaften der Membran sowie die Struktur
der gel6sten Molekile Einfluld auf die Toxizitat. So weisen Aromaten mit hydrophilen
Substituenten (z.B. Phenol, log P=1,45) eine viel groRere Membrantoxizitat auf als reine
Kohlenwasserstoffe mit ahnlichem log P (z.B. Benzen), weil ihre amphiphile Struktur
denen der Membranphospholipide &hnlich ist.

Die Permeabilitat der Zelle fir organische Lésungsmittel wird hauptséchlich durch die
Zusammensetzung und den Aufbau der Cytoplasmamembran bestimmt, wahrend die
Zellwand als Barriere fur diese Substanzen kaum eine Rolle spielt [90].

Wenn ein Losungsmittel sich in der Membran geldst hat, bewirkt es dort eine Zersto-
rung der Membranintegritéat und damit auch der Membranfunktion. Die Membranflache
wird vergroRert und die Membranfluiditat (=reziproke Viskositat) nimmt zu.

Eine Bestimmung der Konzentrationen verschiedener Losungsmittel in Biomembranen
fuhrte zu dem Ergebnis, dald ein kritische Membrankonzentraticicdl membrane
concentration) von 200 mmol [}, unabhangig von der Art der toxischen Substanz, ei-
nen vollstandigen Verlust an Bioaktivitéat bewirkt [88].

Die Zerstorung der Membranintegritat fihrt zu einer Hemmung oder Entkopplung der
Elektronentransportkette, dies wiederum bewirkt einen Zusammenbruch von Protonen-
gradienten und letztlich der Atmungskettenphosphorylierung [87], so dal3 der Energie-
stoffwechsel der Zelle zum Erliegen kommt. Die Erhéhung der Membranfluiditat kann
aulerdem zu einer Zerstorung membrangebundener Enzymkomplexe fihren. Die Inter-
aktion des membrangebundenen Enzymkomplexes von Cytochrom-P450 mit der
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase erfordert einen vergleichsweise langlebigen
Komplex, um einen Elektronentbergang zu ermdglichen. Wird dies durch die Mem-

branschadigung verhindert, wird dadurch das Cytochrom-P450-System inaktiviert [91].
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Liegen Losungsmittel in groRem UberschulR vor, so kann sich eine zweite organische
Phase um die Zelle herum ausbilden, die zu einer vollstandigen Zerstdrung der Mem-
bran und zu einem Verlust des Zellinhalts fihren kann [88]. Dieser Toxizitatsmecha-
nismus wird auch als ,Phasentoxizitat“ bezeichnet und damit von der oben erlauterten
.,molekularen Toxizitat" unterschieden, die auch schon unterhalb der walrigen Satti-
gungskonzentration des Losungsmittels auftreten kann.

Bei I6sungsmitteltolerantenPseudomonas putida-Stammen wurden Resistenz-
mechanismen festgestellt, die einer Erhdhung der Membranfluiditéat durch toxische L6-
sungsmittel entgegenwirken. Die Isomerisierung von cis- zu trans-Fettsauren erwies sich
hier als effektiver Mechanismus, der zur Aufrechterhaltung einer fir die Zelle giinstigen
Membranfluiditat fihrt. Der Vorgang ist durch eine Isomerase katalysiert. Die gebilde-
ten trans-Fettsauren haben eine geradkettige Struktur und stabilisieren die Membran
besser als die cis-Fettsduren, die einen Knick in ihrer Molekulstruktur aufweisen und
deshalb die parallele Anordnung der Acylreste der Phospholipide in den Lipiddoppel-
schichten der Membranen stéren [87, 92].

Die Erhdhung des Gehaltes an gesattigten Fettsauren in den Membranen [93], wie sie
auch bei der Temperaturadaption von anderen Mikroorganismen stattfindet [94], tritt bei
toxischen organischen Losungsmitteln ebenfalls auf, und fuhrt aufgrund der geradketti-
gen all-trans-Struktur der gesattigten Fettsduren — wie die cis-trans-Isomerisierung — zu

einer Abnahme der Membranfluiditat.

3.2.4.3.2 Substrattoxizitat

Die Untersuchung von P. sapidusergab eine geringe Terpentoleranz (2.1.7.1). Die in

den Transformationsversuchen eingesetzte hohe Dosis von 2 x 100 pL pro 100 mL
Kultur (=2 x 858 mg [) lag bei weitem (ber der waRrigen Sattigungskonzentration
(val.

Tab. 3-5). Dies fuhrte nicht nur zu einer vollstandigen Wachstumshemmung, sondern es
trat auch starke Abnahme der Trockenmasse um bis zu 10agfL Unterschiede zwi-

schen den verschiedenen Terpenkohlenwasserstaffemen, 3-Pinen und Limonen

waren nicht feststellbar.
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Die Trockenmasseabnahme ist wahrscheinlich auf eine Zerstérung von Zellmembranen
zurtckzufihren, die durch die extraktive Wirkung der in der wafdrigen Phase emulgier-
ten Terpentropfchen bedingt ist (Phasentoxizitat, s.0.). Dadurch wird ein Teil des Zel-
linhaltes in das Kulturmedium abgegeben. Erst nachdem die Membrankonzentration der
Terpensubstrate durch Gasphasenverluste und durch die Biotransformation so weit wie-
der abgenommen hat, dal3 keine toxische Wirkung mehr gegeben ist (ca. 2 Tage nach
der letzten Substrataddition), wachsen die Kulturen wieder an (Abb. 2-22).

Die Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeitocd@inentoxizitat beP. sapidus

und G. applanatum ergab keine Wachstumshemmung fir Konzentrationen bis
100 mg L* (Abb. 2-23 und 2-24). Bei 1000 mg'lirat jedoch bei beiden Pilzen eine
Abnahme der Trockenmasse auf. Fir eine ndhere Betrachtung des Konzentrations-
bereiches bis 500 mg'Lwurde Tween 80 als Tensid zur besseren Emulgierung-des
Pinens eingesetzt. Dies ergab bei 5 verschiedenen Pilzen deutliche stammspezifische
Unterschiede (Abb. 2-25 bis 2-29).

G. applanatum zeigte bei 250 und 500 mg'Lkein Wachstum mehiT. hirsuta und

G. frondosa zeigten bei zunehmender Konzentration eine Abnahme des Wachstums,
jedoch betrug die Trockenmassezunahme auch bei 500 mw¢h ca. 15-25% des
Wachstums ohne Pinenzusatz. Als unempfindlich erwied\igiganteus, der auch bei

500 mg * noch keinen negativen EinfluR auf Trockenmassezunahme und Glucose-
verbrauch erkennen lieB. sapidus war bezuglich der Trockenmasse der empfindlichste
Pilz. Schon 50 mgt bewirkten ein geringeres Wachstum, 500 rifgflihrten zu einer
deutlichen Zellschadigung, erkennbar an der Abnahme der Trockenmasse.

Trotz der fur diesen Pilz unglinstigen Terpentoleranz erwies er sich in Bezug auf die
Terpentransformationseigenschaften ginstiger als die anderenTPhizesuta und M.
giganteus zeigten sehr gutes Wachstum und in einigen Versuchen auch gute Produktbil-
dung, im Vergleich mehrerer Versuchsreihen war aber die Produktbildung nicht ausrei-
chend reproduzierba6. fondosa wuchs sehr langsam und die Produktbildung war ge-
ring, wahrendG. applanatum schnell wuchs und die Produktbildung geringer war als
beiP. sapidus, aber &hnlich reproduzierbar.

Fur die Mehrzahl der Versuche wurde daResapidus aufgrund seiner besseren Trans-

formationseigenschaften verwendet.
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Wurden bei der a-Pinentransformation durch P. sapidus zur Minimierung der Substrat-
toxizitat kleinere Substratmengen dosiert (2.1.9.1.1, Abb. 2-49, 2-50), so verringerte
sich die Transformationsrate deutlich. Auch die Lange der Transformationsphase wurde
nicht erhdht, sondern betrug immer maximal 4 Tage. Eine Verringerung der Toxizitat
durch kleinere Substratmengen erwies sich folglich bei diesem Pilz in Bezug auf die
Terpentransformation als ungiinstig, weil sie nicht zu einer verbesserten Transfor-

mationsleistung fuhrte.

Bei dem Monoterpenalkohol Citronellol wurde ebenfalls eine stark toxische Wirkung
festgestellt. Die einmalige Addition von 50 puL des Substrates zu 100 mL Kulturvolu-
men (=427 mg L) filhrte beiC. carcharias zu einer starken Zellschadigung und Trok-
kenmasseabnahme (vgl. Abb. 2-109). Aufgrund des geringeren Dampfdruckes von
Citronellol, traten hier kaum Gasphasenverluste auf, so dal3 im Gegensatz zu den Koh-
lenwasserstoffen eine toxische Wirkung auch bei einmaliger Fitterung Gber die gesamte
Transformationsdauer anhielt. Eine Verringerung der Substratdosis ging bei Citronellol
mit einer verbesserten Transformationsleistung einher, so daf eine Zugabe von 2 x 20
uL pro 100 mL (=341,6 mg1) einen fast vollstandigen Umsatz zum Triol ergab (vgl.
z.B.

Abb. 2-113). Bei dieser Substratmenge blieb die Trockenmasse Uber den Transforma-
tionsverlauf konstant. Dies ist auBer auf die geringere Substratdosis (2,2 nimol L
Citronellol im Vergleich zu 12,6 mmolta-Pinen) auf die bessere Wasserldslichkeit
des Citronellols im Vergleich zu den Kohlenwasserstoffen zurtickzufihren, die zu einer
geringeren Konzentration im Myzel und damit in den Membranen fuhrte (vgl. 2.2.4). Im
Gegensatz zu den Kohlenwasserstofftransformationen darcsapidus konnte C.
cacharias bei Wahl der optimalen Substratmenge eine gute Transformationsleistung bei
konstanter Trockenmasse aufrechterhalten und die toxischen Wirkungen konnten ohne

Verlust an Transformationsleistung minimiert werden.
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3.2.4.3.3 Produkttoxizitat

Die Produkttoxizitat wurde fir niedrige Konzentrationen von Verbenol und Verbenon
(bis 10 mg [}, s. 2.1.7.2) sowie fiir hohere Konzentrationen von Carveol und Carvon
(bis 250 mg [}, s. 2.1.7.3) untersucht. Die in diesen Experimenten zugesetzten Mengen
fuhrten beiP. sapidus nicht zu einem negativen Einflul} auf das Wachstum, eine Mem-
branschadigung in diesem Konzentrationsbereich bis 250" n{Garveol oder Carvon)

trat also nicht auf.

Fur die Produkte der Citronelloltransformation du€lcarcharias wurden keine sepa-
raten  Toxizitdtsuntersuchungen durchgefiihrt. Bei  Produktmengen bis zu
866 mg L' des Triols im Reaktorversuch (2.2.6, Abb. 2-134) war jedoch ein negativer

Einflul3 auf die Transformationsleistung nicht feststellbar.

Zusammenfassend laR3t sich festhalten, dal’ die Produkttoxizitat im Vergleich zur Sub-

strattoxizitat aus folgenden Grinden keine Rolle spielt:

» Die Substratmengen der Kohlenwasserstoffe tberwiegen die Produktmengen meist
bei weitem und die Substratkonzentration in den Membranen ist weit héher als die
Produktkonzentration (s. 2.1.4, Tab. 2-5, Abb. 2-6 und Abb. 2-8).

» Bei der Citronelloltransformation ist das Triol so gut wasserldslich, dal3 nur eine ge-

ringe Membranléslichkeit gegeben ist.

3.2.5 Enzymeder oxidativen Metabolisierung von Terpenen

3.2.5.1 Beteiligte oxidierende Enzyme

Enzyme, die eine direkte Einfuhrung molekularen Sauerstoffes in die Substratmolekile
katalysieren, werden als Oxygenasen bezeichnet. Diese Oxygenierungsreaktionen kon-
nen durch folgende Enzyme katalysiert werden:

Monooxygenasen flgen ein Sauerstoffatom aus molekularem Sauerstoff in das Sub-

stratmolekul ein, wahrend das andere Atom unter Verbrauch eines Donors (NADH oder

NADPH) reduziert und zu Wasser umgesetzt wird. Aufgrund ihrer grof3en Bedeutung
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fur die Fremdstoffmetabolisierung sollen sie im nachsten Abschnitt (3.2.5.2) noch naher
erlautert werden.

Dioxygenasen fligen simultan beide Sauerstoffatome ausrOdas Substrat ein. Auch
wenn Dioxygenasen viele verschiedene Substrate oxidieren kdnnen, so konzentriert sich
doch ihre Bedeutung fur Biotransformationen vor allem auf die Dioxygenierung aroma-
tischer Substrate. Die erhaltengs-Dihydrodiole werden meist Uber die Dicarbonsau-

ren weiter abgebaut. Besonders effektive Dioxygenierungen aromatischer Verbindungen
sind von gramnegativen Bakterien bekannt, P&udomonas sp. [95], P. putida [96],

P. fluorescens [97], Sphingomonas yanoikuyae [98].

Reaktionen, die auf Dioxygenasen zuriickzufiihren sein kénnten, wurden bei den in die-
ser Arbeit untersuchten Basidiomyceten nicht festgestellt und sind auch von anderen
Pilzen bislang noch nicht bekannt.

Peroxidasen: Sie abstrahieren 1 Elektron vom Substratmolekil und Ubertragen es auf
Wasserstoffperoxid oder andere Peroxide als Cofaktor. Das Substrat (Phenol, aromat.
Amin, Aminophenol, Thiol) geht dabei in ein Radikalkation tGber, das durch Dimerisie-
rung, Reaktion mit nukleophilen Substraten (Wasser, intramolekulare OH-Gruppe usw.)
oder Umlagerung stabilisiert werden kann. Durch die Reaktion des Radikalkations mit
sauerstoffhaltigen Nukleophilen kann auch Sauerstoff in das Substrat eingefuhrt werden.
Auf die Bedeutung von Peroxidasen fur Biotransformationen soll unten noch naher ein-

gegangen werden (3.2.5.3).

Neben den oxygenierenden Enzymen sind noch folgende Enzyme flir oxidative Bio-

transformationen wichtig:

Oxidasen: Sie Ubertragen 2 bzw. 4 Elektronen vom Substrat auf Sauerstoffmolekiile.

Dabei wird Wasserstoffperoxid bzw. Wasser gebildet. Das Peroxid ist einerseits cytoto-
xisch (Zerstérung durch Katalase), kann aber auch als Cofaktor fur andere Enzyme fun-
gieren — z.B. fur Peroxidasen. Die Beteiligung oxidasevermittelter Reaktionen an Ter-

pentransformationen durch Mikroorganismen wurde bislang noch nicht dokumentiert.

Eine Oxidation von Terpenalkoholen zu den Ketonen und von dort weiter zu den Car-

bonsauren ist jedoch denkbar.

Dehydrogenasen: Sie bewirken am Substrat die gleichen Oxidationen, wie die Oxida-

sen. Allerdings werden die dem Substrat entzogenen Elektronen von ihnen nicht auf

Sauerstoff als Akzeptor ubertragen, sondern auf N&B Coenzym (in einigen Fallen
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fungieren auch NADP" oder die Flavinnucleotide FMN oder FAD als Elektronenak-
zeptoren). Neben ihrer groRen Bedeutung im Energiestoffwechsel der Zelle (Citratcy-
clus und Atmungskette) sind Dehydrogenasen auch als oxidative Enzyme im Rahmen
von Biotransformationen bedeutsam. Beispielsweise wird die 1,2-Dehydrierung von
Steroiden durchArthrobacter ssimplex selektiv durch eine Steroid-1,2-Dehydrogenase
katalysiert [99]. Uber die Bedeutung von Dehydrogenasen bei Terpentransformationen
ist ebenfalls noch wenig bekannt, eine Beteiligung an der Oxidation von Terpenalkoho-

len zu den Ketonen oder Aldehyden ist jedoch wahrscheinlich.

3.2.5.2 Cytochrom-P450-abhéngige Monooxygenasen

Die Oxyfunktionalisierung von Terpenen oder anderen lipophilen Stoffen stellt in biolo-

gischen Systemen haufig eine Entgiftungsreaktion im Sinne einer Phase I-
Metabolisierung dar. Ziel dieser Reaktionen ist es, lipophile Substrate besser wasserlos-
lich und damit besser ausscheidbar zu machen oder zumindest funktionelle Gruppen in
nur wenig reaktive Verbindungen einzufiihren, die in weiteren enzymatischen Reaktio-
nen (Phase II-Reaktionen) dann mit hydrophilen Substanzen konjugiert werden kénnen.
Die wichtigsten Enzyme in diesem Prozel3 sind die Cytochrom-P450-abhangigen Mo-
nooxygenasen. Das aktive Zentrum dieser Enzyme enthalt ein Ham-Molekil, dessen
zentrales F&-lon eine stark elektrophile Bindungsstelle darstellt. Das Enzym greift
daher an den elektronenreicheren Stellen der Substratmolekiile an und folgt damit den
aus der organischen Chemie bekannten Regeln der elektrophilen Substitution.

Die Oxidation mit Cytochrom-P450-Monooxygenasen erfordert neben molekularem
Sauerstoff noch eine NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase, die im Verlaufe eines Oxi-
dationscyclus NADPH verbraucht. Die beteiligten Enzyme liegen meist in der Membran
des endoplasmatischen Reticulums als Enzymkomplex vor, jedoch sind auch einige
cytosolische Cytochrom-P450-Monooxygenasen bekannt. Wird der Enzymkomplex
zerstort (z.B. durch eine Membranschéadigung), so wird das Cytochrom-P450-System
inaktiviert (vgl. 3.2.4.3.1).

Die eigentliche Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf das Substrat erfolgt im Verlauf
des Oxidationscyclus iber einen radikalischen Ubergangszustand. Dies kann die bei
allylischen Hydroxylierungen in dieser Arbeit haufig beobachteten Umlagerungen der

Doppelbindungen erklaren (vgl. 3.2.2.1).
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Die verschiedenen Cytochrom-P450-Enzyme besitzen unterschiedliche, oft Uber-
lappende Spezifitdt, die es den Organismen ermdéglicht, nahezu jede organische Sub-
stanz zu oxidieren. Wahrend einige Cytochrom-P450-Monooxygenasen eine hohe Spe-
zifitat besitzen (z.B. die am Steroidstoffwechsel beteiligten), weisen die am Fremd-
stoffmetabolismus beteiligten eine geringere Substrat- und Reaktionsspezifitdt auf, da
das Ziel dieser Reaktionen in erster Linie eine schnelle Metabolisierung und Entfernung
aus dem Organismus ist, die keine enantiomerenreinen Produkte erfordert. Die Substrate
und die Produkte sind dementsprechend vielfaltig (Position der eingeflihrten Oxyfunkti-
on, cis/trans- und optische Isomerie).

Folgende oxidative Reaktionen werden durch die verschiedenen Cytochrom-P450-
Monooxygenasen katalysiert:

Hydroxylierung aliphatischer C-Atome: Die Hydroxylierung erfolgt bevorzugt an se-

kundaren oder tertiaren C-Atomen. Im Gegensatz zu nichtenzymatischen radikalischen
Reaktionen ist die Reaktion an sekundaren C-Atomen starker beginstigt als an tertiaren.
Die Oxidation primarer C-Atome wird am wenigsten katalysiert. Durch Doppelbindun-
gen in Allylstellung (Aromaten, Alkene, ungesattigte Terpene u.a.) sowie durch O- oder
N-Substituenten ina-Stellung wird die Oxidation an diesen Positionen begunstigt.

Epoxidierung von C-C-Doppelbindungen: Die Einfuhrung von Sauerstoff ist nicht auf

C-H-Bindungen ¢-o-Bindungen) beschrankt, sondern es werden auch Doppel-
bindungen —1-Bindungen) angegriffen, die zu den entsprechenden Epoxiden (Oxira-
nen) fihren. Dies Epoxide sind sehr elektrophile und reaktive Spezies, die durch Addi-
tion von Nukleophilen weiterreagieren kbnnen. Neben enzymatischen Reaktionen (Pha-
se lI-Metabolisierungen, hydrolasevermittelte Wasseranlagerung) kommen dabei ebenso
nichtenzymatische Additionen in Frage: Wenn als Nukleophile bei diesen Reaktionen
Proteine oder Nukleinsauren (DNA, RNA) auftreten, so sind toxische Wirkungen die
Folge. So ist auch die mutagene und kanzerogene Wirkung vieler Epoxide (z.B. von
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen) zu erklaren.

AulRer Additionsreaktionen sind auch Umlagerungen zu Aldehyden oder Ketonen — ge-
gebenenfalls unter Umlagerung des C-Gerilstes — haufig beobachtete Reaktionen der
Epoxide. Sie kdnnen enzymatisch, durch Lyasen vermittelt (vgl. Abb. 3-11), oder auch
nichtenzymatisch (z.B. Umlagerung varPinenoxid zu Campholenaldehyd, s. 3.2.2.3)

ablaufen.
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Oxidationen an Heteroatomen: Neben Oxidationen am C-Atom kénnen durch Cyto-

chrom-P450-Enzyme auch Oxidationen an Schwefelatomen (zu Sulfoxiden) und Stick-
stoffatomen (zu N-Hydroxy-Verbindungen bzw. N-Oxiden) katalysiert werden.

Einige weitere Reaktionen werden ebenfalls von Cytochrom-P450-Monooxygenasen
katalysiert. Dazu z&ahlen oxidative N-Dealkylierungen, oxidative Deaminierungen und
oxidative Dehalogenierungen, die Bedeutung bei der Metabolisierung pharmazeutisch

wirksamer Substanzen haben [100].

3.2.5.3 Andere Monooxygenasen

Neben den Cytochrom-P450-Monooxygenasen, denen die meisten enzymatischen Hy-
droxylierungen und Epoxidierungen zugeschrieben werden, gibt es noch eine Reihe
weiterer Monooxygenasen. Dazu zahlen die flavinabhangigen Monooxygenasen, die
Flavin als Cofaktor zur Aktivierung und Bereitstellung des in das Substrat eingeflhrten
Sauerstoffes enthalten. Sie sind vor allem fiir Hydroxylierungen aromatischer Substrate
bekannt, konnen aber neben N- und S-Oxidationen auch Baeyer-Villiger-Oxidationen
von Ketonen katalysieren. Baeyer-Villiger-Oxidationen, wie sie von Terpentransforma-
tionen durchP. putida (3.2.2.6) bekannt sind, werden nur durch diese flavinhaltigen
Monooxygenasen katalysiert, nicht jedoch durch Cytochrom-P450-abhangige.

Als weitere spezielle Oxidasen mit Bedeutung fir Biotransformationen sind eisenhaltige
Monoxygenasen zu nennen, deren aktives Zentrum im Gegensatz zu den Cytochrom-
P450-Enzymen kein HAm enthalt. Dazu gehort die Monooxygenase aus dem alkanmeta-
bolisierenden BakteriuniPseudomonas oleovorans. Sie katalysiert die Epoxidierung
terminaler Olefine und die Hydroxylierung terminaler Methylgruppen linearer Kohlen-

wasserstoffe [101].
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3.2.5.4 Peroxidasen

Peroxidasen spielen eine wichtige Rolle bel biologischen Oxidationen. Sie katalysieren

die Oxidation einer grof3en Zahl organischer und anorganischer Verbindungen durch
Wasserstoffperoxid oder andere Peroxide.

Peroxidasen sind sowohl bei Pflanzen als auch bei Pilzen wichtige Enzyme zur Oxidati-
on von Phenolen aber auch von anderen Substraten. Die am besten untersuchte Peroxi-
dase ist die Peroxidase aus Meerrettich. Sie benétigt einen hamhaltigen Cofaktor und
oxidiert das Substrat durch einen Einelektronen-Transfer zum Radikalkation, das dann
mit Nukleophilen zu hydroxylierten Verbindungen, zu Dimeren, oder — ausgehend von
den Phenolen — zu den Chinonen reagieren kann.

Der Monoterpenalkohol Citronellol wurde unter Verwendung von Meerrettich-
Peroxidase transformiert [102]. Ziel war es, Uber die allylische Hydroxylierung des
Citronellols Rosenoxidvorstufen zu erhalten. Identifiziert wurden jedoch ausschlief3lich
Produkte, bei denen die Doppelbindung oxidiert war. Neben dem auch bei der Trans-
formation durchC. carcharias identifizierten Triol(9) wurden die durch Hydratisierung

der Doppelbindung entstehenden Diole gefunden. Als Hauptprodukte bei dieser Trans-
formation traten die schon genannten Produkte in methylierter Form auf. Dies war auf
die Reaktionen des intermediar gebildeten Radikalkations mit Methanol aus dem Trans-

formationspuffer zurtickzufiihren.

GroRRe Bedeutung haben Peroxidasen bei ligninabbauenden Pilzen, eine Beteiligung
dieser Enzyme an Terpentransformationen konnte jedoch bislang noch nicht nachgewie-
sen werden. Die oxidativen Enzyme von Pilzen werden separat im folgenden Abschnitt

diskutiert.

3.2.5.5 Der oxidative Metabolismus bal Pilzen

Der oxidative Metabolismus bei Pilzen ist einerseits fur das Lignin als natirlichem Sub-

strat und andererseits fur eine grof3e Zahl von Xenobiotika gut untersucht. Trotz der
Vielfalt an bekannten Terpentransformationen durch Pilze ist Uber die an diesen Reak-
tionen beteiligten Enzyme bislang nur wenig bekannt.

Bei Saugetiererwird die Oxidation und die nachfolgende Eliminierung von polycy-

clischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) und anderen Xenobiotika durch



3 Diskussion 197

Cytochrom-P450-Monooxygenasen, Epoxidhydrolasen, Glutathion-S-Transferasen und
UDP-Glucuronosyltransferasen vermittelt [103].

Uber die Bedeutung und Funktion dieser Enzymeukaryotischen Mikroorganismen

ist dagegen vergleichsweise wenig bekannt. Am besten untersucht wurde Cytochrom-
P450 bisher bei Hefen ( z.Baccharomyces cerevisiae, Candida albicans) und es wur-

den hochaufgereinigte Enzyme gewonnen [104-106].

Auch in einer Reihe myzelbildender Pilzen wurde Cytochrom-P450 nachgewiesen. Gut
untersucht ist der saprotrophe, zu destleren Pilzen zahlende Zygomycefunningha-

mella elegans, der zu Cytochrom-P450-vermittelten Oxidationen verschiedener Sub-
strate (Naphthalen, Bergpanthracen, Biphenyl, Benzalpyren, 3-Methylcholanthren)

zu einer komplexen Mischung hydroxylierter und konjugierter Produkte fahig ist. Das
Produktspektrum hat dabei groRe Ahnlichkeit mit den Produkten im Saugetiermetabo-
lismus. Auch eine Epoxidhydrolaseaktivitat wurde bei diesem Pilz nachgewiesen. Die
ebenfalls identifizierten  wasserldslichen Konjugate (Glucuronide und
Sulfatester von Naphthalen und Biphenyl) weisen auf das Vorhandensein von UDP-
Glucuronosyltransferase- und Sulfotransferase-Aktivitaten hin [103, 107].

Bei Cunninghanella bainieri wurde ebenfalls eine Cytochrom-P450-Aktivitat gefunden,
die groRe Ahnlichkeit mit der in Saugetierlebern aufweist [108]. Der Zygonhoet
tierella isabellina ist zu sehr effektiven Hydroxylierungsreaktionen fahig (Epoxidierung
von Doppelbindungen und nachfolgende Hydrolyse), deren oxidativer Schritt alle Cha-
rakteristika Cytochrom-P450-vermittelter Reaktionen aufweist [109].

Bei denhdheren Pilzenvurden imperfekte Pilzeler Gattung Aspergillusuntersucht:

Bei A. fumigatussind Cytochrom-P450-Aktivitaten an Hydroxylierungen von Ben-
zo[a]pyren [110] und Steroiden [111] sowie Dealkylierungen von Atrazin [112] betei-
ligt. Bei A. ochraceus wurde eine mikrosomale Cytochrom-P450-Monooxygenase ge-
funden, die Benza]pyren u.a. PAK sowie Steroide in Gegenwart von Sauerstoff und
NADH hydroxyliert. PAK wie z.B. Benz@|pyren, 3-Methylcholanthren, ung®-
Naphtoflavon induzieren dieses Enzym [113].

Steroidhydroxylierungen durch Pilze sind z.T. von 6konomischer Bedeutung [114], und
auch hier ist die Beteiligung von Cytochrom-P450 belegt [115, 116].
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Bel den Basidiomyceten lag der Schwerpunkt der Untersuchungen bislang vor allem auf

der Untersuchung extrazellularer Phenolasen (Peroxidasen, Laccase, Tyrosinase) von
Weildfaulepilzen, die wichtige Katalysatoren fur den Abbau von Lignin sind. Dabei
spielen Ligninperoxidasen (LNP) die wichtigste Rolle [117, 118]. Sie werden von Pil-
zen bevorzugt in nahrstofflimitierten Medien (Kohlenstoff-, Stickstoff-, Schwefellimi-
tierung) gebildet. Besonders eine Stickstofflimitierung fordert den Ligninabbau, wah-
rend er bei Stickstoffiiberschuf3 nicht stattfindet.

Neben LNP wurden u.a. b€oriolus versicolor eine Beteiligung von manganabhangi-

gen Peroxidasen (MNP) sowie Phenoloxidasen (Laccase) am Ligninabbau festgestellt
[119]. MNP katalysierte bei diesem Pilz auRerdem die Oxidation von Phenanthren und

Fluoren [120], Laccase oxidierte Anthracen und Besipgfen [121].

Meist sind es jedoch vor allem die Ligninperoxidasen, die neben der Oxidation von
Lignin und anderen phenolischen Verbindungen auch die Umsetzung von Xenobiotika
katalysieren. Sie sind in der Lage, PAKs mit lonisationspotentialen <7,6 eV zu oxidie-
ren [122]. So oxidiert z.B. der ligninolytische PBjerkandera sp. Anthracen [123,

124], Phanerochaete chrysosporium transformiert eine Vielzahl PAK, 2,4,6-
Trinitirotoluen (TNT), polychlorierte Biphenyle, DDT [125, 126] und andere schwer
abbaubare Verbindungen. Phenanthren wird durch diesen Pilz zu 7,7 % nuireCa-

lisiert [125], ist jedoch nicht Substrat von Ligninperoxidasen [127]. An der oxidativen
Metabolisierung von Xenobiotika sind hier also hochstwahrscheinlich noch andere oxi-
dative Enzyme beteiligt.

Diese Annahme wird auch durch UntersuchungeRlaurotus ostreatus gestitzt. Die-

ser ligninolytische Pilz bildet sowohl Laccase als auch Ligninperoxidase. Eine Korrela-
tion der Enzymaktivitdten dieser Enzyme mit der Mineralisierung von Catechol, Phen-
anthren, Pyren, Benzpyren, Anthracen und Fluoren zu €®onnte jedoch nicht
festgestellt werden [128]. Die Cytochrom-P450-Inhibitoren SKF-525 A, Proadifen und
Kohlenmonoxid hemmten die Oxidation von Phenanthren zum Phenatriémse®,10-
dihydrodiol in cytosolischen und mikrosomalen Fraktionen des Pilzes. Diese Ergebnisse
belegen, dalR am oxidativen Fremdstoffmetabolismus hier Cytochrom-P450 beteiligt ist,
wéhrend die typischen ligninolytischen Enzymsysteme keine Rolle zu spielen scheinen
[34].
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Auch fur Pleurotus pulmonarius wurde belegt, daf3 die Benafjpyren-Hydroxylierung

durch Cytochrom-P450 katalysiert wird. Sowohl in der cytosolischen als auch in der
mikrosomalen Fraktion wurden im reduzierten Kohlenmonoxid-Bindungs-Spektrum
Maxima bei 448 bzw. 450-452 nm gemesssen. Beide Fraktionen zeigten bei Zusatz von
Benzop]pyren typische Substratbindungsspektren und durch Kohlenmonoxid wurde die
Hydroxylierung inhibiert [25]. Bei diesem Pilz fuhrte der Zusatz von Mangan zum
Kulturmedium zu einer Erhéhung der Aktivitaten der Peroxidasen und der Lipoxygena-
se sowie des Cytochrom-P450-Gehaltes. Damit verbunden war eine erhéhte Aktivitat
fur die Dealkylierung und die Propylhydroxylierung von Atrazin. Diese Reaktionen
kénnen sowohl von Cytochrom-P450-Enzymen als auch von Peroxidasen katalysiert
werden, so dal3 eine eindeutige Zuordnung der an der Transformation von Atrazin betei-

ligten Enzyme noch nicht mdglich war [129, 130].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen hatten nicht in erster Li-
nie die Aufklarung der beteiligten Enzyme zum Ziel. Es sprechen jedoch einige Ergeb-
nisse dafur, dafld die durchgefiihrten Terpentransformationen durch Cytochrom-P450-
Monooxygenasen katalysiert werden:

Bei C. carcharias wurde eine signifikante Hemmung der Citronellol-Transformation
durch SKF-525 A und Proadifen — zwei Cytochrom-P450-Inhibitoren — festgestellt (s.
2.2.5.5).

Bei allen untersuchten Pilzen wurde die Transformation 2,5 Tage nach Inokulation der
experimentellen Kulturen — also noch in der Wachstumsphase — gestartet. Eine Peroxi-
daseaktivitat tritt bei Pilzen jedoch im allgemeinen erst nach Auftreten eines Stickstoff-
mangels (in der Idiophase) auf, weil dadurch die Peroxidasen induziert werden.
Zusatzlich wurde festgestellt, dafl3 auch ein friher Zeitpunkt der Substratzugabe zu deut-
lichen Transformationsleistungen fihrte (s. 2.1.9.1.2 und 2.2.5.9p.Bédpidus wurde
anhand der trockenmassespezifischen Transformationsraten (vgl. Abb. 2-53) eine hohe
Anfangsaktivitat mit einem Maximum nach 1 Kulturtag festgestellt, die zum Ende der
Wachstumsphase hin abnahm.

Diese Beobachtungen sprechen gegen eine Beteiligung von Ligninperoxidasen oder
manganabhangigen Peroxidasen an den Terpentransformationen.

Auch der Nachweis von Epoxiden als Transformationsprodukten, vor allem bei der

Citronelloltransformation durck. carcharias und P. sapidus und auch bei der Limo-
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nentransformation durch C. carcharias, deutet auf eine Beteiligung von Cytochrom-
P450-Monooxygenasen hin, da diese Produkte fir peroxidasevermittelte Reaktionen

nicht typisch sind.

3.2.5.6 Nichtoxidative fremdstoffmetabolisierende Enzyme in Pilzen

Epoxidhydrolasen katalysieren die Reaktion hochtoxischer und hochreaktiver Epoxide
zu trans-Dihydrodiolen. Sie wurden bisher vor allem in Saugetierlebern untersucht und
nehmen eine wichtige Position in der Detoxifikation von Xenobiotika ein [35]. Bei
Pleurotus ostreatus wurde die Beteiligung von Epoxid-Hydrolase an der Oxidation von
Phenanthren zum 9,10-Dihydrodiol nachgewiesen. Mit Cyclohexenoxid als Enzym-
inhibitor wurde bei diesem Pilz eine Hemmung der Produktbildung erreicht [34].

Die Beteiligung von Glutathion-S-Transferasen, Glucuronosyltransferasen, Sulfotrans-
ferasen, Glucosyltransferasen, N-Acetyltransferasen u.a. an der Metabolisierung von
Fremdstoffen bei Pilzen ist mdglich, die direkten Nachweise von Enzymaktivitaten und
Produkten sind jedoch bisher nur in sehr wenigen Fallen gelungen.

Bei dem ZygomyceteCunninghamella elegans wurde fir Naphthol die Konjugation
durch Aryl-Sulfotransferase zum Sulfat, durch UDP-Glucuronosyltransferase zum
Glucuronid und durch UDP-Glucosyltransferase zum Glucosid sowie fiur 1-Chlor-2,4-
dinitrobenzen die Glutathion-Konjugation mittels Glutathion-S-Transferase dokumen-
tiert [107].

Bei verschiedenen Basidiomyceten der GattGnignipellis wurden 6-Hydroxypyren-1-
sulfat, Pyren-1,6-disulfat und Pyren-1-sulfat und Marasmiellus ramealis (einer Cri-
nipellis nahe verwandten Gattung ) nur Pyren-1-sulfat als Produkte der Biotrans-
formation von Pyren identifiziert. Eine direkte Messung von Enzymaktivitaten wurde
jedoch hier nicht durchgefuhrt [131, 132].

Die Fahigkeit vonCystoderma carcharias zur Epoxidierung von Citronellol konnte in

der vorliegenden Arbeit durch die Identifizierung des EpoxdJsnachgewiesen wer-

den. Die Beteiligung einer Epoxidhydrolase an der darauf folgenden Umsetzung zum
Hauptprodukt, dem 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol, konnte jedoch nicht belegt werden.
Ein Hemmung der Epoxidhydrolyse durch Cyclohexenoxid trat nicht auf. Aufgrund der

niedrigen pH-Werte im Kulturmedium (pH 3-4) konnte eine chemische Umsetzung des
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Epoxids jedoch nicht verhindert werden, so dald eine Unterscheidung zwischen enzy-

matischen und nichtenzymatischen Reaktionen nicht moglich war.

3.3 Optimierung von Terpentransfor mationen durch Basidiomyceten

Die Auswahl von geeigneten Stammen fir eine bestimmte Biotransformation erfolgt im
allgemeinen nach einem bezuglich der Transformationsbedingungen einheitlichen
Screening-Verfahren. Daran schlief3t sich fur die ausgewahlten Organismen eine indivi-
duelle Optimierung der Transformationsbedingungen an. Dies erfordert sowohl die
Wahl der gunstigsten Umgebungsbedingungen fur den transformierenden Organismus
als auch die Optimierung der Substratdosierung sowie der Produktgewinnung, beson-
ders im Falle toxischer, instabiler oder fliichtiger Substrate oder Produkte [14].

Die zunéchst zu optimierendéhmgebungsbedingungen umfassen Parameter wie Me-
dienzusammensetzung, Belichtung, Temperatur, Schittelbedingungen und auch die Art
der Vorkulturfihrung einschlie3lich der Adaption der verwendeten Organismen an das
Transformationssubstrat. Ziel ist es, ein moglichst gutes Wachstum und eine méglichst
hohe Enzymaktivitat zu erreichen.

Die Optimierung deSubstratdosierung umfaf3t die Wahl der geeigneten Bedingungen
zur Erzielung einer moglichst groRen Produktausbeute in kurzer Zeit und unter Erhalt
der Transformationsfahigkeit der eingesetzten Kulturen tUber einen maoglichst langen
Zeitraum.

Aus den Untersuchungen der Kohlenwasserstofftransformationen ®usdeidus und

aus dem Screening von 21 Pilzsammen fir die Citronelloltransformation wurde

C. carchariasfir die weitere Optimierung ausgewabhit.
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3.3.1 Optimierung der Umgebungsbedingungen

3.3.1.1 EinfluR der Medienzusammensetzung auf Terpentransformationen

3.3.1.1.1 Wachstumsmedien

Zur Optimierung der Wachstumsmedien wurden 12 verschiedene Medienparameter in
einem Plackett-Burman-Design untersucht (s. Tab. 2-8). Als Optimierungskriterien
wurden das Kulturwachstum (charakterisiert durch die Trockenmasse) und die gebilde-

ten Mengen an Transformationsprodukten verglichen.

3.3.1.1.1.1 Essentielle Nahrstoffe von Pilzen

Pilze sind kohlenstoff-heterotrophe Organismen, bendtigen zum Wachstum also orga-
nisch gebundenen Kohlenstoff. Die individuellen Nahrstoffanspriiche kdénnen fiur Pilze
sehr unterschiedlich sein. Dies gilt vor allem fiir die Stickstoff-Quellen, die Vitamine

sowie die essentiellen Mineralstoffe und Spurenelemente.

Kohlenstoff-Quellen:

Glucose ist eine Kohlenstoff-Quelle, die von allen Pilzen, bis auf wenige Ausnahmen,

metabolisiert werden kann und die meist zu schnellem, unverzégertem Wachstum fthrt.
Di-, Oligo- oder Polysaccharide als Kohlenstoff-Quellen erfordern dagegen haufig eine

Adaptionszeit, bevor ein Wachstum aulftritt, da zunachst hydrolytische Enzyme induziert

und synthetisiert werden mussen. Diese nicht direkt verstoffwechselbaren Kohlenstoff-
Quellen sind jedoch haufig besser als die Glucose geeignet, um Transformationen mit
ruhenden, nichtwachsenden Zellen durchzufihren.

Hauptbestandteile des fir die Medien-Variation eingesetzten Malzextraktes sind Malto-
se (ca. 52 %), Glucose (ca. 19%) und Dextrin (ca. 15%) [133]. Als Nebenbestandteile

sind in diesem komplexen Zusatz u.a. Proteine (ca. 5%) enhalten.
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Stickstoff-Quellen:

Stickstoff wird im Pilzmetabolismus in seiner reduzierten Form als Aminostickstoff

bendotigt. Viele Pilze sind jedoch in der Lage, auch Stickstoff hoherer Oxidationsstufen
(Nitrat) aufzunehmen und enzymatisch zu reduzieren. Pilze, die nicht Uber die notwen-
digen Enzyme (Nitrat- und Nitritreduktase) verfigen, mussen Stickstoff in Form von
Ammonium oder als organisch gebundenen Stickstoff aufnehmen — sie sind stickstoff-
auxotroph.

Das hier fur die Kultivierungen eingesetzte Standardmedium (SNLH) enthielt Asparagin
als Stickstoff-Quelle (und auch als zusétzliche Kohlenstoff-Quelle). Pilze kdnnen aus
einer aufgenommenen Aminosaure die anderen bendtigten Aminosauren durch Transa-
minierung gewinnen, daher ist die Gabe eine einzigen Aminoséure ins Medium fur das
Wachstum normalerweise ausreichend.

Komplexe Stickstoff-Quellen wie z.B. Pepton oder auch Hefeextrakt haben den Vortell,
daR3 die benétigten Aminosauren direkt zur Verfigung stehen und eine Wachstumslimi-
tierung minimiert wird. Aus diesem Grund wurde im faktoriellen Versuchsplan neben
Hefeextrakt (enthalt 65% Pepton aus Hefeprotein [134]) ein Universalpepton (Gemisch

aus Casein-, Fleisch- und Sojamehlpepton) als komplexer Zusatz untersucht.

Vitamine:

Obwohl die Pilze zur Biosynthese der meisten Vitamine in der Lage sind, treten auch
hier Auxotrophien auf. Dies ist besonders fur Thiamin und Biotin (vor allem bei einigen
Ascomyceten) belegt. Auch wenn ein Pilzstamm ein bestimmtes Vitamin synthetisieren
kann, so kann ein definierter oder komplexer Zusatz zum Medium zu einer Erhéhung
der Stoffwechselaktivitat und damit der Wachstums- oder Transformationseigenschaften
fuhren. Aufgrund der zentralen Aufgaben der verschiedenen Vitamine im Pilzstoff-
wechsel (vgl. Tab. 3-8) mul3 eine ausreichende Vitaminversorgung bei den Biotransfor-

mationen durch Basidiomyceten sichergestellt werden.
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Tab. 3-8 Bedeutung von Vitaminen im Pilzmetabolismus [ 133, 135]

Vitamin Funktion Aktive Form
Thiamin Coenzym der Pyruvat- Thiaminpyrophosphat
Decarboxylase
Biotin Coenzym fur Carboxylie- kovalent Gber die Carboxyl-
rungen gruppe am Enzym gebunden
Nicotinsaure (Niacin), Coenzym fiur DehydrogenaNAD, NADP
Nicotinsaureamid sen
Panthothensaure Coenzym fir 2-C-Transfers Coenzym A
Riboflavin Coenzym fur DehydrogenaFMN, FAD
sen
Pyridoxin, Pyridoxal Coenzym fur TransaminiePyridoxalphosphat,
rungen Pyridoxaminphosphat

Folsaure (oder p-Amino- Coenzym fur 1-C-Transfers Tetrahydrofolsaure

benzoesaure)

Cyanocobalamin Coenzym fur Methyl- verschiedene Cobalamin-
transfers derivate

Der Hefeextrakt im Standardmedium (SNLH) enthalt die wichtigsten Vitamine, vor
allem Niacin undThiamin (vgl. Tab. 3-9). Mit der Erhéhung der Hefeextraktkonzentra-
tion und der Addition einer definiert zusammengesetzten Vitaminmischung (2.1.8.1,
vgl.

Tab. 2-8) sollte Uberprift werden, ob die Terpentransformationen trotzdem noch durch

Vitaminmangel limitiert wurden.

Tab. 3-9: Mittlere Vitamingehalte von Hefeextrakt [133]

Vitamin Gehalt [ug §]
Thiamin 50

Riboflavin 35

Niacin 550
Pyridoxin 25
Pantothensaure 100

Biotin 2




3 Diskussion 205

Essentielle Mineral stoffe und Spurenel emente:

Zu den essentiellen Mineralstoffen (Makroelementen) werden bei Pilzen die Elemente
gezahlt, deren Konzentration im N&ahrsubstrat fur eine optimale Stoffwechselaktivitét
mindestens 18 mol L betragen muR. Dazu zahlen neben dem schon diskutierten
Stickstoff und Kohlenstoff zusatzlich Kalium, Phosphor, Schwefel und Magnesium,
deren Aufgaben im Pilzstoffwechsel der Tab. 3-10 zu entnehmen sind. Ihre Konzentra-
tionen wurden bei der Medienuntersuchung variiert (bei Schwefel vor allem tber den
Gehalt an MgSQ).

Die Essentialitat von Calcium fir Pilze ist nicht eindeutig geklart. Es wird aufgrund
seiner allgemeinen Bedeutung fir Enzymaktivierung, Membranstruktur und als Signal-
stoff in den Zellen jedoch meist zu den essentiellen Mikroelementen gezéhlt, die im
Né&hrsubstrat von Pilzen in Konzentrationen vorf hol L™ oder weniger enthalten

sein mussen. Da es dem Standardmedium nicht zugesetzt wird, wurde es bei der Me-
dienvariation zusatzlich eingesetzt.

Zu den Mikroelementen z&hlen auch Eisen, Mangan, Kupfer, Zink und Molybdan. Im
Zusammenhang mit Oxyfunktionalisierungen sind hier besonders Mangan (als Be-
standteil von manganabhangigen Peroxidasen) und Eisen (als Bestandteil von Cyto-
chromen und Peroxidasen) interessant. Ihre Konzentration wurde durch unterschiedliche

Mengen an Spurenelementldsung variiert.
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Tab. 3-10:  Essentielle Mineralstoffe und Spurenelemente in Pilzen [135]

Element metabolisierbare  Funktion
Form
M akroelemente
Kalium KCl, KH,PO, lonengleichgewicht,

Enzymaktivitat, Kohlenhydrat-
metabolismus

Phosphor KHPO, Nukleinséuren, Energietransfer, inter-
mediarer Stoffwechsel, Membranlipi-
de

Magnesium MgCl Enzymaktivierung,
ATP-Metabolismus

Schwefel kSO, Aminosauren, Vitamine und andere

SH-Verbindungen
Mikroelemente

Calcium CaCl Cofaktor von Enzymen (z.B. Protea-
sen), Membranstruktur

Eisen Fed, FeSQ Cytochrome, andere ham-haltige En-
zyme, Pigmente

Kupfer CuSQ Laccase, Enzymaktivitat, Pigmente

Mangan MnC} Mn-abhangige Peroxidasen Cofaktor

verschiedener Enzyme, Citratcyclus,
Nukleinsduresynthese

Zink ZnCl, Enzymaktivitat, Intermediarmetabo-
lismus von organischen Sauren
Molybdéan NaMoO, Enzymaktivitat, Nitratmetabolismus,

Cyanocobalamin

3.3.1.1.1.2 Einflisse der Medienzusammensetzung auf Wachstum und Terpentransfor-

mationsleistung

Limonen-Transformation durch P. sapidus

Fur P. sapidus wurde ein leicht positiver Wachstumseffekt von Pepton, Hefeextrakt und
Calcium festgestellt (vgl. 2.1.8.1, Abb. 2-34). Bei Limonenzugabe fiihrte die Membran-
schadigung jedoch dazu, daf® nur noch fur Hefeextrakt ein positiver Wachstumseffekt
feststellbar war (Abb. 2-35).

Die Mengen an Carveol und Carvon, betrachtet nach 24 h Transformationsdauer wurden
durch Glucose, Malzextrakt und Pepton leicht erhéht (Abb. 2-36 und 2-37). Bei der Va-
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riation der Mengen dieser Medienbestandteile wurden jedoch nur in den ersten 24 h der
Transformation geringe Effekte festgestellt (Abb. 2-38 bis 2-40).

Kaium wies bei P. sapidus in Konzentrationen weit Uber den Konzentrationen des
Standardmediums (ab ca. 0,8 § lvgl. Abb. 2-41) einen signifikanten negativen Effekt

auf die Transformationsleistung auf. Kalium ist fur Pilze essentiell und hat u.a. Bedeu-
tung fur die Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts in den Pilzzellen (Tab.
3-10). Fur dieses Kation sind ist bei Ascomyceten der Gattlengospora ein aktiver
Transportmechanismus bekannt. Eine zu hohe Kaliumkonzentration im Medium fuhrt
maoglicherweise zu einer Storung des lonengleichgewichtes und dadurch zu einer Ver-

minderung der Transformationsaktivitat.

Citronellol-Transformation durcf. carcharias:

C. carcharias erwies sich bei vorsichtiger Dosierung des Substrates als sehr effektiver

Terpentransformierer. Schon im Standardmedium (SNLH-Medium) war eingesetztes

Substrat meist ca. 2 Tage nach der letzten Zudosierung vollstandig umgesetzt

(s. Abb. 2-113). Dies deutet auf eine hohe Grundaktivitat der terpentransformierenden

Enzyme hin.

Eine Optimierung der Medienzusammensetzung konnte daher zwei verschiedene Ziele

haben:

1. Verlagerung des Produktspektrums hin zum Rosenoxid-Precursor-Diol und dadurch
eine Erhohung der Rosenoxid-Bildung,

2. weitere Verbesserung der Transformationsgeschwindigkeit hin zum Triol.

Das Plackett-Burman-Design fihrte bei dieser Transformation zu dem Ergebnis, dal3

eine Verbesserung der Diol- und Rosenoxidbildung durch Variation der Medien-

zusammensetzung nicht moglich war.

Aufgrund der bereits hohen Transformationsleistung konnte auch die Triolbildung auf

diesem Wege nicht weiter verbessert werden, weil wahrscheinlich mit dem Standard-

medium (SNLH) die Kapazitat der Pilzzellen zur Bildung der beteiligten Enzyme be-

reits ausgeschopft war.

Calcium schien im Designversuch einen gewissen positiven Einflul3 auf die Diolbildung

aufzuweisen. Eine separate Untersuchung des Calciumeinflusses auf die Produktbildung



3 Diskussion 208

des Diols (6) und des Triols (9) ergab jedoch, dafl? ein signifikanter Einflu3 zugunsten
des Diols nicht bestatigt werden konnte (2.2.5.2).

Die schwierige Einschatzung von Effekten in dem Designversuch liegen erstens in den
deutlichen Schwankungen der Dummyvariablen, die im Idealfall Nullwerte sein sollten,
und zweitens in den Storeinflissen anderer Parameter dieses stark vereinfachten faktori-
ellen Designs begundet. Derartige Versuchsplane sind folglich nur zur Eingrenzung sehr
deutlicher Effekte geeignet, wahrend schwache Effekt haufig nicht von Dummyeffekten

unterscheidbar sind.

Zusammenfassend laRt sich sagen, dalR bei den beiden untersuchten Pilzstammen
C. carcharias und P. sapidus weder die Variation der Kohlenstoff- oder Stickstoff-
Quelle, noch die Versorgung mit zusatzlichen Vitaminen, Mineralstoffen oder Spuren-
elementen zu Verbesserungen in der Transformationsleistung im Vergleich zum SNLH-
Medium fuhrte.

Das mit diesen Versuchen verfolgte Ziel einer Einschatzung der Bedeutung der Medien-
zusammensetzung fur die Transformationen wurde insofern erreicht, als eine Beibehal-
tung des verwendeten halbkomplexen Standard-Mediums (SNLH) damit begrindbar

war.

3.3.1.1.2 Transformationsmedien

Die Uberfiihrung der in einem Wachstumsmedium gebildeten Zellmasse in ein einfacher

zusammengesetztes Transformationsmedium und die Durchfuhrung der Transformation

mit nichtwachsenden (ruhenden) Zellen kann folgende Vorteile haben [14]:

» Langere Stabilitat der Kulturen, da die Kulturen nicht wachsen und nur fur die Trans-
formation notwendige Substrate zur Verfigung stehen

» Vereinfachung der Produktisolierung aufgrund der einfacheren Medienmatrix im
Vergleich zum komplexen Wachstumsmedium

» Die separate Optimierung der Wachstumsbedingungen und der Transformationsbe-
dingungen ist maglich

» Eine sterile Kultivierung der Mikroorganismen ist nicht zwingend notwendig, da
aufgrund der fehlenden Nahrstoffe (Mineralstoffe, Stickstoffquelle) auch Kontami-

nationen kaum auftreten.
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Die Versuche mit C. carcharias (vgl. 2.2.5.3) zeigten, daf3 ein einfacher Phosphatpuffer

als Transformationsmedium nicht ausreichte, sondern dal3 Glucose als leicht metaboli-
sierbare C-Quelle notwendig war, um einen Citronellolumsatz zu erreichen. Hefeextrakt
als komplexe Vitamin- und Stickstoffquelle hatte jedoch keinen zuséatzlichen Einfluf3.
Diese Ergebnisse bestétigen, dal’ auch effektiv transformierende PilZecatieharias
Terpene nicht als alleinige C-Quelle verwerten kénnen, sondern eine Cometabolisierung
mit leicht verwertbaren Energiequellen durchfiihren.

In Bezug auf den Nachweis des Epoxids erwies sich die Einstellung eines leicht alkali-
schen pH-Wertes als vorteilhaft, da die gepufferten und glucosehaltigen Anséatze hohe
Gehalte von ca. 40 mg'Laufwiesen. Im weiteren Transformationsverlauf fand jedoch
durch den Glucoseabbau trotz Pufferung eine Sduerung des Mediums statt, so dal3 nach
5 Transformationstagen die pH-Werte in den glucosehaltigen Transformationsmedien
sich anndhernd dem pH-Wert der Kontrolle (SNLH-Medium) angeglichen hatten.

Am 3. Transformationstag trat ein deutlicher Anstieg der Triolbildungsrate von ca.

8 mg L*d™* auf durchschnittlich 30 mgtd? bis zum 9. Transformationstag auf.

Dies la3t den Schluf3 zu, dal3 nach dem Umsetzen des Pilzes in das Transformationsme-
dium zunachst eine Anpassung an die neuen Umgebungsbedingungen notwendig war,
die hier ca. 3 Tage dauerte. Danach war die Transformationsrate nur etwas geringer als
in der Kontrollkultur, hielt bis zum 9. Transformationstag an und fihrte zu deutlich ge-
ringeren Triolkonzentrationen.

Beim Diol (6) waren die Ergebnisse aufgrund der etwa um Faktor 20 niedrigeren Kon-
zentrationen weniger deutlich als beim Triol, die beschriebenen Tendenzen waren je-
doch gleich.

Eine Durchfihrung von Terpentransformationen @itcarcharias unter Verwendung
glucosehaltiger Pufferlosungen als Transformationsmedien erscheint daher unter In-
kaufnahme geringerer Produktausbeuten ohne weiteres mdglich. Eine Verbesserung der
Transformationseigenschaften wére eventuell durch die Einstellung von sauren An-
fangs-pH-Werten mdglich, so dal? die pH-Wert-Anpassung an das neue Medium entfie-
le. Neben dieser pH-Anpassung muf der Pilz aber wahrscheinlich noch andere Adapti-
onsvorgange leisten, z.B. Anpassung an die veranderte Osmolaritédt des umgebenden

Mediums sowie Beendigung der Stickstoffaufnahme und -metabolisierung.
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3.3.1.2 Lichteinfluf

Uber den EinfluR von Licht auf den Metabolismus von Basidiomyceten ist bislang we-
nig bekannt, jedoch wurden voroBeR deutlich positive Effekte von UV-A-Strahlung

auf die Bildung von Aromastoffen durch Nidula niveo-tomentosa festgestel It [136].

Andere bekannte Effekte von Licht auf Pilze sind z.B. die Anregung der Carotinoidbio-
synthese [137, 138], die Induktion der Sporulation [139], die lichtinduzierte Fruchtkor-
perbildung [140] aber auch fir die Transformationseigenschaften interessantere Effekte
wie die Steigerung der Arylalkoholoxidase-Aktivitat [Rbeurotus eryngii [141] und die
Beeinflussung der Aktivitat verschiedener Dehydrogenasen und Oxidasen bei einigen

Stammen der Gattung@enicillium und Fusarium [142].

Die Einflusse einer definierten UV-A-Belichtung der Kulturen bei de#inen-
Transformationen durcR. sapidus, T. hirsuta und G. frondosa ergaben keine positiven
Effekte auf die Produktbildung. Bei Dauerbelichtung der Kulturen waren nach 48 h die
Produktmengen beb. frondosa und P. sapidus um 30% sowie beil. hirsuta um 8%
niedriger als in den anderen Kulturen (2.1.8.2, Abb. 2-42 bis 2-44). Der Rickgang be-
ruhte vor allem auf einer Verminderung der gebildeten Verbenonmenge. Dieser Effekt
wurde bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufes fur alle drei Pilzstamme eindeutig
bestatigt und trat bei langerer Transformationsdauer auch schon bei einer taglichen Be-
lichtungszeit von 6 h auf (s. Abb. 2-45 bis 2-47). Einflisse auf die Mengen der Terpe-
nalkohole Verbenol und Myrtenol wurden jedoch nicht festgestellt.

Eine mdgliche Erklarung fur die Hemmung des oxidativen Schrittes vom Verbenol zum
Verbenon ist die verringerte Aktivitdt des daran beteiligten Enzyms. Es kann sich dabei
um eine Alkoholdehydrogenase (NARbhingig) oder eine Alkoholoxidase (O
abhangig) handeln.

Bei den alkanmetabolisierenden Hefeandida tropicalis und Yarrowia lipolytica wur-

de in vitro ein deutlich aktivitdtssenkender Effekt von blauem Licht (430-480 nm) auf
die an der Alkylalkohol-Oxidation beteiligte alkaninduzierte Alkoholoxidase festge-
stellt, der allerdings in vivo nicht feststellbar war. Eine lichtabh&ngige Senkung der Al-

koholdehydrogenaseaktitivat dieser Hefen trat nicht auf [143].
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Verschiedene Mechanismen kdnnten einen solchen Aktivitatsverlust erklaren:

1. Das Enzym enthalt eine in Gegenwart von Sauerstoff lichtsensitive prosthetische
Gruppe.

2. Eine prosthetische Gruppe des Enzyms (z.B. Flavin) bildet unter Lichteinflu3 Radi-
kale (z.B. mit Sauerstoff), die dann Aminosauren im aktiven Zentrum angreifen und
so das Enzym inaktivieren.

3. Radikale werden auf andere Art auf3erhalb des Enzyms unter Lichteinflul3 gebildet
und fuhren ebenfalls zu einer Schadigung des aktiven Zentrums der Oxidase.

Ob bei den hier untersuchten Pilzen eine solche direkte Hemmung von Enzymen eine

Rolle spielt, konnte nicht geklart werden. Bei niedrigeren Verbenongehalten durch

Hemmung der Verbenoloxidation mifte die Terpenalkoholkonzentration ansteigen; dies

war jedoch nicht der Fall. Grund dafir kénnte aber neben anderen, unbekannten Ab-

bauwegen auch eine durch die Hemmung der Alkoholoxidation bedingte erhéhte Menge
an Terpenalkohol im Innern der Pilzzellen sein, die durch eine Produkthemmung die
weitere Verbenolbildung verhinderte.

Ein signifikanter Einflu® von Licht auf die Citronelloltransformation dutclearchari-

as wurde nicht festgestellt (s. 2.2.5.4, Abb. 2-124). Die etwas geringere Triolmenge bei

14-stindiger taglicher Belichtungszeit war der einzige Hinweis auf geringe negative

Effekte durch UV-A-Belichtung. Da bei dieser Transformation die Oxidation von Alko-

holen zu Aldehyden oder Ketonen keine Rolle spielt, haben eventuelle lichtinduzierte

Stérungen von Alkoholoxidasen oder -dehydrogenasen bei dieser Transformation keine

Auswirkungen.

Die Versuche fuhrten zu dem Ergebnis, daf3 Lichteinflisse auf die Terpentransformatio-
nen durch Pilze gering sind, jedoch traten bei Alkoholoxidationsschritten negative Wir-
kungen bei Dauerbelichtung (z.T. auch schon bei geringeren Belichtungszeiten) auf.
Positive Effekte durch UV-A-Belichtung konnten nicht festgestellt werden. Eine kon-
trollierte Belichtung von terpentransformierenden Pilzen erschien sowohl im Hinblick
auf die gebildeten Produktmengen als auch im Hinblick auf die Vergleichbarkeit ver-

schiedener Versuchsreihen nicht geboten.
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3.3.1.3 EinfluRR der Adaption der verwendeten Vorkulturen

Die Prasenz des Substrates vor Beginn der Transformation kann zwei verschiedene

Auswirkungen haben:

1. Die allgemeine Adaption des Organismus an das membrantoxische Substrat, z.B.
durch Aktivierung von Mechanismen zur Regulation der Membranfluiditat.

2. Die Substratinduktion von fremdstoffmetabolisierende Enzymen.

Die allgemeine Adaption beruht auf Mechanismen, wie sie bereits bei der Diskussion

der Terpentoxizitat erlautert wurden (vgl. 3.2.4.3.1). Eine Senkung der Membran-

fluiditat durch Erhéhung des Anteils von geséttigten oder von trans-Fettsauren steuert

der Fluiditatserhhung durch niederviskose Terpenkohlenwasserstoffe und damit einer

Zerstorung der Membranintegritat entgegen. Dadurch wird die Kultur resistenter gegen-

Uber dem Substrat.

Die Induktion von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen ist besonders im Bereich der
Mikrosomen aus Saugetierleberhomogenaten gut untersucht.

Substratinduktion tritt sehr haufig bei Cytochrom-P450-Monooxygenasen auf.
Phenobarbital und 3-Methylcholanthren, die jeweils nur bestimmte P450-Typen indu-
zieren, sind die beiden klassischen Induktoren in der medizinischen Forschung. Viele
andere Substrate dieser Enzyme, wie Beajpgfen, 2,3,7,8-Tetrachlor-dibenzms-
dioxin, 5,6-Benzoflavon u.a., sind ebenfalls als Induktoren bekannt [100, 144].

Bei Mikroorganismen wurde die Substratinduktion fremdstoffmetabolisierender Enzy-
me in einigen Fallen belegt, dies gilt bei Pilzen insbesondere fir die PAK und die Ste-
roide. So wurde behspergillus ochraceus eine 5-10-fache Erhdhung der Aktivitat der
Benzop]pyren-Hydroxylase nach Induktion durch Bergjpyren, 3-Methylcholanthren

u.a. PAK festgestellt [113].

Bei Cunninghamella baineri konnte eine Induktion der Arylkohlenwasserstoff-
Hydroxylase durch Phenanthren erreicht werden, nicht jedoch durch 3-
Methylcholanthren, Naphthalen o.a. [108]. Die Progesteronhydroxylierung durch den
myzelbildenden Pil€ochliobolus lunatus konnte ebenfalls durch das Substrat induziert
werden [116].
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Bel Terpentransformationen durch Pilze wurden Substratinduktionseffekte bislang noch

nicht dokumentiert. Bei Dosierung subtoxischer Konzentrationen in die experimentellen
Kulturen sind jedoch &hnliche Induktionseffekte wie bei den o0.g. Beispielen zu erwar-
ten. Bei bakteriellen Transformationen ist aufgrund der haufig vorhandenen Substratre-
sistenz und ihrer Isolierung mittels Terpenen als alleiniger Kohlenstoff-Quelle die Fuh-
rung der Vorkulturen in Gegenwart des Substrates Ublicher als bei Pilzen. Zur Erhaltung
einer reproduzierbaren Transformationsleistung und der Fahigkeit zur Mineralisierung

des Substrates ist dies in vielen Féllen sogar notwendig (z.B. [64, 71, 73]).

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Basidiomyceten muf3te bei den Adaptions-
versuchen aufgrund der toxischen Wirkungen des Substrates auf die Organismen vor-
sichtig vorgegangen werden. Die den Vorkulturen zugegebenen Substratmengen waren
auf subtoxischem Level zu halten, um ausreichendes Wachstum zu gewéahrleisten, zu
niedrige Mengen hatten aber fir die Induktion eventuell nicht ausgereicht.

Die im Langzeitversuch mii-Pinen (2.1.10.1) angewendete Methode der Adaption in
den Vorkulturen 1 (im einfachen, hefeextraktfreien SNLB-Medium) erwies sich als
nicht praktikabel. Bei den adaptierten Kulturen wurden fiir die funf untersuchten Pilz-
stammeP. sapidus, G. applanatum, T. hirsuta, M. giganteus und G. frondosa erst nach

einer 6-woOchigen Adaptionszeit deutlich positive Effekte gegeniber den nicht-
adaptierten Kulturen festgestellt (Abb.2-77 bis 2-8®sonders deutlich waren diese
Effekte, wie sich vor allem bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufes zeigt, bei
sapidus (5-fache Produktkonzentration im Vergleich zur nicht-adaptierten Kul@ur),
applanatum (ca. 20-fache Konzentration) umd. giganteus (doppelte Konzentration).
Diese deutlichen Effekte liel3en sich nach 10 und 14 Wochen jedoch nicht bestatigen,
sondern es trat eine Umkehrung der Verhaltnisse auf (auf3&r lesuta). Grund fur

diesen Effekt war wahrscheinlich eine Schadigung der Kulturen durch die permanente
Kultivierung in Gegenwart des toxischen Substrates, die zu einem sukzessiven Verlust
an Transformationsaktivitat fuhrte. Im Gegensatz dazu trat bei langerer Submerskulti-
vierungohne a-Pinen, vor allem nach 10 und 14 Wochen, tendenziell eine Zunahme der
Transformationsaktivitat auf. Die erreichten Produktkonzentrationen lagenGbei
applanatum, M. giganteus, T. hirsuta und G. fondosa fast genauso hoch wie die hdch-

sten Konzentrationen in den adaptierten KulturenPbsapidus sogar hdher.
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Bel der Untersuchung der Limonenadaption von P. sapidus traten vergleichbare Effekte

auf. Wahrscheinlich bedingt durch die verbesserte Methodik bei der Vorkulturadaption

(keine Adaption in den Vorkulturen 1 sondern erst im halbkomplexen, hefeextrakt-
haltigen SNLH-Medium der Vorkulturen 2) flhrte hier bereits die einwéchige Adaption

zu einer Verdreifachung der Produktmengen (2.1.10.2, Abb. 2-87 und 2-88). Auch hier
hatte eine Adaption Uber einen langeren Zeitraum negative Auswirkungen und fihrte zu
einer Senkung der Transformationsaktivitat. Die nichtadaptierten Kulturen zeigten ein
Aktivitatsmaximum nach vierwdchiger Kultivierung. Die Produktbildung war in diesen

Kulturen sogar noch etwas besser als in der besten adaptierten Kultur (Abb. 2-89).

Vergleicht man beide Adaptionsserien, so ergibt sich folgendes:

1. Sowohl beima-Pinen als auch beim Limonen treten Adaptionseffekte auf, die wahr-
scheinlich auf eine Substratinduktion zurtickzufiihren sind. Dabei handelt es sich
nicht um eine adaptive Erhéhung der Terpentoleranz der Pilze, denn ein Wachstum
in Gegenwart der Terpene oder eine geringere Trockenmasseabnahme im Vergleich
zu den nichtadaptierten Kulturen konnte nicht festgestellt werden. Es ist vielmehr ei-
ne erhohte Aktivitat der beteiligten Enzyme anzunehmen, mdoglicherweise eine In-
duktion von Cytochrom-P450-Monooxygenasen. Zur Uberprifung waren Messungen
von Enzymaktivitaten sinnvoll gewesen. Beisapidus erwiesen sich Aktivitatsmes-
sungen mit Myzelaufschlissen jedoch aufgrund der zu geringen Gesamtaktivitat als
nicht durchfihrbar (Ergebnisse dieser Experimente nicht dargestellt).

2. Bei langerer Kultivierung tritt bei den adaptierten Kulturen die toxische Wirkung der
Terpene in den Vordergrund und fuhrt zu Aktivitats- sowie Vitalitdtsverlusten, die
entweder auf membrantoxische oder auch auf mutagene Wirkungen der Terpene zu-
rackzufihren sein kénnten.

3. Eine langere Kultivierung im gleichen halbkomplexen Medium kann auch ohne Ter-
penzusatz zu einer verbesserten Transformationsleistung fihren. Grund dafir kénnte
die langsame Anpassung des Pilzes an das verwendete Medium und an die Lebens-
bedingungen in der Submerskultur sein. Durch eine insgesamt hohere Stoffwechsel-

aktivitat kbnnte dann auch eine verbesserte Transformationsleistung bewirkt werden.

Bei Pilzen mit hoher Transformationsaktivit& €archarias) bringt eine Adaption kei-

ne Verbesserung (2.2.5.7, Abb. 2-127). Das liegt entweder daran, dal3 bei diesem Pilz
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konstitutive Enzyme beteiligt sind oder, dafd durch die geringeren toxischen Wirkungen
der Substratzugabe auf diesen Pilz eine Enzyminduktion zu Beginn der Transformation
maoglich ist, wahrend der Metabolismus vensapidus (vor allem RNA- und Protein-
synthese) bei Transformationsbeginn durch das Substrat bereits so geschadigt wird, dald

eine Enzyminduktion und -biosynthese nicht mehr stattfinden kann.
Damit ist furP. sapidus belegt, dal3 eine Substratadaption sinnvoll ist. Au3erdem legt

dies die Beteiligung substratinduzierter Enzyme an der Terpenoxidation nah@. Bei

carchariasist dagegen ein Enzyminduktion nicht nachzuweisen.

3.3.2 LoOsungsansatze zur verbesserten Substratzufiihrung

3.3.2.1 Terpensubstrate

3.3.2.1.1 Wahl der Substratzugabezeitpunkte und der Substratmengen

Das Wachstum von Pilzkulturen verlauft — im Gegensatz zum exponentiellen Wachs-
tum bakterieller Kulturen — eher linear. Sobald ein essentieller N&hrstoff limitierend
wird, findet der Ubergang in die Idiophase statt; die Hauptwachstumsphase ist abge-
schlossen. BelP. sapidus geschah dies etwa am 4. Kulturtag, danach war das Wachs-
tum stark verlangsamt (vgl. 2.1.9.1.2, Abb. 2-51).

Die Lange dieser Wachstumsphase kann im Kulturkolben durch die geeignete Wahl von
Art und Menge des limitierenden Medienparameters oder durch Ernten der Zellen und
Umsetzen in ein fir den Organismus minimales Medium kontrolliert werden.

Wahrend fir manche Enzyme eine Nahrstofflimitierung induzierend wirkt, z.B. fur die
bei Weil3faulepilzen wichtigen extrazellularen Ligninperoxidasen, werden fur die mei-
sten terpentransformierenden Enzymsysteme die héchsten Aktivitaten im Verlauf der
Wachstumsphase gemessen. Fast alle Organismen, die nennenswerte fremdstoff-
metabolisierende Aktivitaten aufweisen, sind Saprobionten (auch Saprotrophe), ver-

stoffwechseln also abgestorbenes Material — meist pflanzlicher Herkunft. Neben der
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groRen Gruppe saprotropher Pilze (aus den Klassen der Ascomyceten, Basidiomyceten,
Deuteromyceten oder den niederen Pilzklassen z.B. der Zygomyceten) sind hier beson-
ders die typischen Bodenbakterien der GatturRgeadomonas, Bacillus und Nocardia

zu nennen.

Fur diese Mikroorganismen ist es ontogenetisch sinnvoll, dal? sie schon von Beginn der
Besiedlung ihres Lebensraumes an in der Lage sind, auch die fir sie toxischen Inhalts-
stoffe aus dem Substrat effektiv zu metabolisieren und unschédlich zu machen. Erst
dadurch wird ein weiteres Ausbreiten im neuen Lebensraum madglich.

Der fur viele Basidiomyceten (Weil3- und Braunfaulepilze) so charakteristische Prozel
des Ligninabbaus stellt, wie die Terpenoxidation, eine Cometabolisierung dar, d.h. es
werden leicht verstoffwechselbare Kohlenstoff-Quellen zuséatzlich benotigt. Er hat vor
allem die Nutzbarmachung von leicht verstoffwechselbaren Kohlenstoff-Quellen wie
Cellulose, Cellobiose oder Glucose durch AufschlieRen des natirlichen Substrates
(Holz) zum Ziel [135].

Im Gegensatz dazu steht bei der Cometabolisierung von Terpenen und anderen Fremd-
stoffen die Detoxifikation im Vordergrund. Ausnahmen bilden hier einige der genannten
Bodenbakterien, die zur Mineralisierung von Terpenen zu Kohlendioxid und Wasser in
der Lage sind.

Sowohl furP. sapidus (2.1.9.1.2) als auch fi€. carcharias (2.2.5.9) wurden schon zu
Beginn des Wachstums in frischem Medium Transformationsaktivitdten gemessen, die
zu deutlicher Produktbildung fuhrtelA. sapidus zeigte in den ersten 24 h nach Inokula-

tion zwar deutlich geringere Gesamtaktivitaten, eine Normierung auf die Trockenmasse
ergab jedoch, dal3 dgpezfische Produktbildungsrate bis zu einem Kulturalter von vier
Tagen (mit Ausnahme eines Maximums nach 24 h, s. Abb. 2-53) annahernd konstant
blieb und nach 7 Tagen deutlich abgesunken war. Die hochsten Aktivitaten fielen bei
diesem Pilz also in die Hauptwachstumsphase.

Bei C. carcharias ergab sich ein &hnliches Bild: Die hochsten Transformationsraten
wurden 12-72 h nach der Inokulation gemessen und fielen danach wieder ab
(Abb. 2-132).

Diese Ergebnisse bestatigen die Fahigkeit saprotropher Pilze, schon in frihen Wachs-
tumsstadien fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme zu aktivieren. Der Grund fur die
geringeren absoluten Transformationsraten bei Substratzugaben eher als 2 Tage nach der

Inokulation ist nicht in der spezifischen Transformationsleistung, sondern in der Sub-
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stratschadigung der Kulturen zu suchen. Aufgrund der geringeren Biomasse fuhrt eine
Substratzugabe zu diesem Zeitpunkt zu deutlich héheren Terpenkonzentration in den
Pilzmembranen. Der optimale Zugabezeitpunkt mufd daher bei den Basidiomyceten
maoglichst frih liegen, damit die vorhandene Enzymaktivitdt moglichst gut genutzt wer-
den kann. Er darf aber auch nicht so friih liegen, daf} die Substratschadigung zu eine
sofortigen Inaktivierung fuhrt. Der Transformationsbeginn 2,5 Tage nach Inokulation

wurde furP. sapidus undC. carcharias als gunstigster Zeitpunkt ausgewahlt.

Die Bestimmung der fur die Transformationsleistung optimalen Substratmenge war bei
den nur wenig terpentoleranten Basidiomyceten ein wichtiger Parameter zur Optimie-
rung der Biotransformation.

Bei P. sapidus zeigte sich, dalR eine hohe Dosierung trotz der dabei auftretenden starken

Membranschadigung zu den besten Transformationsergebnissen fihrte (2.1.9.1.1), so

dal bei direkter Dosierung in den Kulturkolben die zweistufige Variante (je 100 uL pro

100 mL nach 2,5 und 3,5 Kulturtagen) gewahlt wurde. Interessant war, dal3 bei den ge-

ringeren Dosen (5, 10 und 50 pL) trotz geringerer Membranschadigung und regelmafi-

ger Erganzung des Substrates (4 Dosierungen im Abstand von 24 h) die gebildeten Pro-
duktmengen proportional abnahmen (Abb. 2-49 und 2-50), obwohl eine glinstige Aus-
wirkung auf die Transformationsleistung zu erwarten gewesen ware.

Folgende Grinde dafur sind denkbar:

1. Bei Substratzugabe tritt zunachst eine gewisse Sattigung der Cytoplasmamembran
auf, bevor bei ausreichendem Konzentrationsgradienten das Substrat auch in die in-
trazellularen Membransysteme gelangt. Da bei Eukaryonten die fremdstoff-
metabolisierenden Monooxygenasen meist membrangebunden an dem im Zellinnern
lokalisierten endoplasmatischen Retikulum vorliegen, kénnte so eine effektive Ter-
penoxidation erst bei Uberschreitung einer bestimmten Sattigungsmenge stattfinden.

2. Kleine Substratmengen kdnnten eine Metabolisierung der oxyfunktionalisierten Ter-
pene zu anderen, unbekannten Verbindungen begunstigen. Dies konnte im Rahmen
der Arbeit nicht nachgewiesen werden, jedoch ist es moglich, daf3 solche Prozesse
auftreten und dafl die im Medium nachgewiesenen primaren Transformations-
produkte Folge einer substratbedingten Schédigung der nachfolgenden Abbau-

systeme sind.
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Auch eine Verlangerung der Transformationsaktivitdt konnte durch Senkung der Sub-
stratmengen nicht erzielt werden. Letzteres ist auf den schon diskutierten Abfall der
Aktivitat beim Erreichen der stationaren Phase der Kultur zurtickzufthren.

Bei C. carcharias zeigte die Wahl der Substratmenge einen noch massiveren Einfluf3
auf die Transformationsleistung (2.2.5.8). Citronellol fuhrte bei Mengen von 5,5 mmol
L™* zu einer nur noch sehr geringen Transformationsaktivitat, wahrend 2,2 mimol L
einen anndhernd vollstandigen Umsatz zum T8pbewirkten (Abb. 2-128).

Diesen Pilz zeichnet auf jeden Fall bei ausreichender Glucoseversorgung eine dauer-
hafte, wachstumsunabhangige Transformationsaktivitat aus, wie im Reaktorversuch
deutlich wurde. Ein direkter Zusammenhang mit dem Kulturwachstum konnte hier

folglich nicht festgestellt werden.

3.3.2.1.2 Dosierung uber die Gasphase

Die direkte Zugabe von Terpenkohlenwasserstoffen zu Submerskulturen ist die Stan-
dardmethode bei der Durchfihrung von Terpenbiotransformationen.

Dabei werden im allgemeinen weit tber den Ldslichkeiten liegende Mengen an Substrat
zugesetzt. 2000 mg'i(=14,7 mmol [*) [145] oder 430-500 mgt(=3,1-3,7 mmol [

[27, 28, 29, 146, 147] sind gangige Substrat-Konzentrationen bei Transformationen
durch Pilze, wahrend bei Bakterien auch hohere Konzentrationen von 3-52pL0-

36,7 mmol ) [63, 148] verwendet werden, da sie haufig resistenter sind und Terpene
als alleinige Kohlenstoff-Quelle verwenden kdnnen.

Die kontinuierliche Substratdosierung Uber die Gasphase hat den Vorteil, daf3 die Zell-
membranen nicht innerhalb kiirzester Zeit mit Substrat gesattigt und entsprechend ge-
schadigt werden, sondern dal3 die Substrataufnahme langsamer, daflir aber kontinuier-
lich erfolgt [63, 149]. AuRerdem wird ein direkter Kontakt der Zellen mit emulgierten
Terpentropfchen vermieden, so dal3 eine Membranzerstérung durch direkte Extraktion
von Membran- oder Zellbestandteilen durch das Terpen nicht auftritt.

Da jedoch auch hier eine Sattigung der Membran mit dem Terpen stattfindet, sind die
anderen membrantoxischen Wirkungen auch bei Gasphasendosierung nicht zu vermei-

den. Dies wurde bd?. sapidus festgestellt, der bei dieser Dosierungsmethode zwar die
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bessere Transformationsergebnisse zeigte (2.1.9.1.3), nach Terpenzusatz jedoch auch

hier — wie bei direkter Dosierung — kein Kulturwachstum mehr zeigte.

Insgesamt erwies sich die Gasphasendosierung fur die Kohlenwasserstofftrans-
formationen durchP. sapidus als gunstig, weil auf diese Weise die Produktmengen
deutlich erhdht werden konnten (ca. Verdreifachung bei Limonen, Verdoppeluag bei
Pinen, 50% Erh6hung bBiPinen) und die Produktbildungsphasen beufdinen (um 2

Tage) sowie beim Limonen (um maximal 8 Tage) verlangert wurden. Aul3erdem er-
madglichte dies eine einfach durchzuflihrekdetinuierliche Substratdosierung.

Die beim Limonen besonders augenscheinliche Verbesserung der Transformation hangt
maoglicherweise mit einem Adaptions- oder Induktionseffekt zusammen, wie er bei den
Versuchen zur Adaption der Vorkulturen schon erlautert wurde (3.3.1.3). Wéahrend bei
direkter Substratdosierung der Pilzmetabolismus sehr schnell geschadigt wird, muf3 das
Substrat bei der Gasphasendosierung den Luftraum des Kolbens als Barriere tberwin-
den und die Kultur kommt zunéchst mit kleinen Substratmengen in Bertihrung, so dal3
eine Adaption oder Enzyminduktion in dieser Phase eventuell noch mdglich ist.

Die Gasphasendosierung von Monoterpenalkoholen erscheint aufgrund der im Ver-
gleich zu den Terpenkohlenwasserstoffen deutlich geringeren Flichtigkeit (vgl. 3.2.3.1,
Tab. 3-6) nicht sinnvoll. BeC. carcharias fuhrte dies nur zu sehr geringen Produkt-
konzentrationen (2.2.3.2, Abb. 2-110), wahrend die direkte Dosierung geringer Mengen

hier sehr gute Transformationsleistungen ergab.
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3.3.2.1.3 Einsatz organisch-wafiriger Zweiphasensysteme

Der Einsatz organisch-waliriger Zweiphasensysteme fur enzymatische Reaktionen mit

ganzen Zellen, Zellorganellen oder Enzymen erscheint auf den ersten Blick ungew6hn-

lich, bei naherer Betrachtung werden jedoch eine ganze Reihe potentieller Vorteile er-

kennbar [150, 151]:

1. Bessere Ldslichkeit und Verteilung schlecht wasserloslicher Substrate und/oder Pro-
dukte,

2. Erhéhung der Produktausbeute durch Entfernen der Produkte aus der wélrigen Pha-
se,

3. Verhinderung der Hydrolyse, Umlagerung oder anderer Reaktionen der Substrate
oder Produkte in walriger Losung,

4. vereinfachte Produktgewinnung direkt aus der organischen Phase,

5. Verminderung der Substrat- und/oder Produktinhibierung,

6. Verminderung der Schaumbildung in Bioreaktoren.

Als Nachteil solcher Systeme ist vor allem die Schadigung des Biokatalysators durch
das organische Lésungsmittel zu nennen. Eine Minimierung der Losungsmitteltoxizitat
ist daher neben der Optimierung der rein physikalischen Parameter (Verteilungs-
verhalten von Substraten/Produkten, Stabilitat der Emulsion) die wichtigste Aufgabe bei
der Untersuchung von Zweiphasensystemen.

Fur die Beurteilung der Toxizitat von Losungsmitteln gilt prinzipiell das bereits im Zu-
sammenhang mit der Terpentoxizitat Erlauterte (vgl. 3.2.4.3.1). Wahrend jedoch die
Terpensubstrate maximal in Konzentrationen von wenigehajrigesetzt werden, wer-

den in Zweiphasensystemen organisch/wéfrige Phasenverhéaltnisse zwischen 0,05 (=
(5% organische Phase im Gesamtvolumen), 1 (50% organische Phase) und in einigen
Fallen bis zu 20 (95% organische Phase) eingesetzt [152]. Aufgrund dieses grof3en An-
teils an organischer Phase spielt neben der molekularen Toxizitat, die zu einer Mem-
branschadigung fuhrt, hier vor allem die Phasentoxizitat eine wichtige Rolle, also die
Fahigkeit der Losungsmittel, Membran- oder Zellbestandteile aus dem Organismus zu

herauszulosen.
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Fur die Beurteilung der Eignung nichtwassermischbarer organischer Phasen ist ebenfalls
der log P-Wert als erstes Auswabhlkriterium geeignet.

LAANE et al. [153] stellten fest, da3 hydrophile Losungsmittel mit log P-Werten < 2
meist zu einer Inaktivierung des Mikroorganismus fuhren, im Bereich log P=2-4 ist die
Aktivitat stark vom verwendeten Organismus und dem L&sungsmittel abhangig, wéah-
rend bei sehr hydrophoben Lésungsmitteln mit sehr niedrigen walrigen Sattigungskon-
zentrationen und log P>4 die Aktivitatsverluste bei den meisten Organismen nur gering
sind. Sie sind daher fir Zweiphasensysteme am besten geeignet.

Aktivitatsverluste durch organische Losungsmittel korrelieren gut mit deren Membran-
konzentrationen. Die Uberschreitung einer kritischen Membrankonzentration, die sub-
stanzunabhangig ist (vgl. 3.2.4.3.1), fuhrt zu einem vollstandigen Verlust an Aktivitat.
AulRer der Wahl einer geeigneten organischen Phase kann eine Immobilisierung des
verwendeten Biokatalysators eine Verbesserung der Stabilitat und einen Erhalt der Ak-
tivitat bewirken. Der Einschluf® in Gele, z.B. Alginat, Carrageen oder Agar, ist in eini-
gen Fallen fur die Immobilisierung von Mikroorganismen in organisch-wéafrigen Zwei-
phasensystemen geeignet. Auf diese Weise kann die Aktivitat und Vitalitat der Kulturen
stabilisiert werden und die Diffusionslimitierung ist aufgrund der offenporigen Struktur

der Gele relativ gering [150]

Die Anwendung organisch-waRriger Zweiphasensysteme fiir Biotransformationen mit
lebenden Zellen wurde besonders ausfuhrlich im Bereich der Steroidtransformationen
untersucht. Steroide sind aufgrund anti-inflammatorischer, diuretischer, anaboler, kon-
trazeptiver, anti-androgener, progestagener und anti-kanzerogener Wirkungen fir die
Herstellung von Arzneimitteln von groRer Bedeutung. An vielen Herstellungsverfahren
sind biotechnologische Prozesse beteiligt [154].

So wurde die A-Dehydrierung von @&-Methylhydrocortison-21-acetat durch
Arthrobacter simplex mit Chloroform, n-Decan-1-ol, Toluen und n-Octan-1-ol als ge-
eigneten organischen Phasen [155, 156] durchgefiihrt und die Immoblisierung in Polyu-
rethanschaum fuhrte zu einem besseren Aktivitatserhalt mit n-Decan-1-ol als organi-
scher Phase [157]. Fur nichtimmobilisierte Zellen Yosimplex wurde ein Aktivitats-
maximum bei einem log P-Wert von 9,8 gefunden. Immobilisierte Zellen erreichten
gleiche Aktivitaten bereits bei Losungsmitteln mit lo@#,0, wodurch gezeigt wurde,

dafld eine Immobilisierung durch die Schutzwirkung des Gels eine Verminderung der
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Phasentoxiziztat bewirkt. Es zeigte sich jedoch auch, daf’ die Produktausbeute in Zwei-
phasensystemen geringer war als in wafrigen Systemen und dal3 daher die vereinfachte
Produktgewinnung hier als Hauptvorteil zu sehen war [158].

Alkantransformationen durcRseudomonas oleovorans oder rekombinant&scherichia

coli zu den entsprechenden Alkanolen oder Carbonsauren mit dem Substrat (z.B. n-
Octan) als organischer Phase fuhrten zu sehr guten Produktausbeuten, die eine industri-
elle Anwendung mdglich erscheinen lassen [159-163].

Auch Pilze fanden als Biokatalysatoren in Zweiphasensystemen bereits Verwendung. So
wurde bei der 1d-Hydroxylierung von Progesteron duréispergillus ochraceus fest-

gestellt, dal3 konventionelle organische Losungsmittel zu Zellschadigungen flhrten,
wahrend pflanzliche Ole und besonders Olsdure geeignete organische Phasen darstellten
[164].

Sporen vorPenicillium roquefortii zeigten in Zweiphasensystemen sehr gute Transfor-
mationsergebnisse von gCg-Fettsauren zu den korrespondierenden-C&
Methylketonen. Als organische Phase erwies sich hier ein hoher Anteil (88%) eines in-
dustriellen Paraffindls (hauptséchlich Tetradecan) mit einem log P von 7,6 als am besten
geeignet [165, 166].

Fur die eigenen Untersuchungen (s. 2.1.9.1.4) erschienen aufgrund der erlauterten Lite-
raturergebnisse der Einsatz von Triacylglycerolen sowie langkettigen geséttigten Koh-
lenwasserstoffen am sinnvollsten.

Das Triacylglycerol Miglyof 812 S ist ein Kokosolfraktion aus mittelkettigen Fettsau-

ren (56% Octan-, 42% Decan- und <2% Dodecanséaure). Aufgrund seiner relativ gerin-
gen Viskositat von 28-32 mP# schien es fiir den Einsatz in Zweiphasensystemen gut
geeignet.

Dunnflussiges Paraffindl ist eine Fraktion langkettiger gesattigter Kohlenwasserstoffe

mit einer Viskositat von 25 mP&d s

Bei P. sapidus und G. applanatum bewirkte die Zugabe von 5 mL Miglyol mit 100 pL
a-Pinen (=2% v/v) zu 100 mL-Kulturen (=4,8 % organische Phase) eine deutliche Ver-
minderung der Substrattoxizitat, da die Membrankonzentration aufgrund der bevorzug-
ten Loslichkeit des Terpens in der organischen Phase nur gering war. Auf3erdem ist mit

einer guten Metabolisierung des Triacylglycerols durch Pilze zu rechnen, die zusatzlich
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zu der beobachteten im Vergleich zur Kontrollkultur mehr als verdoppelten Trockenma-

sse beigetragen haben konnte (Abb. 2-57 und 2-58).

Der Einsatz von Paraffindl fihrte b&. applanatum zu einer &hnlichen Erhdhung der

Trockenmasse (Abb. 2-59). Hier ist eine Verringerung der Terpentoxizitat zu erwarten,

nicht jedoch eine Metabolisierung der Alkane, die zu einer Erhéhung der Trockenmasse

fuhren kdnnte. Es ist jedoch mdglich, dafl3 ein Teil des eingesetzten Paraffins in der My-

zelphase akkumuliert wurde — entweder gel6st in den Membranen oder emulgiert im

Hyphengeflecht.

Der positive Effekt auf die Terpentoxizitat ging in den Zweiphasensystemen jedoch auf

Kosten der Transformationsleistung. Wie auch schon bei den Untersuchungen zur opti-

malen Substratmenge bei direkter Dosierung diskutiert (s. 2.1.9.1.1), wére bei einer Ver-

ringerung der Membrantoxizitat eine verbesserte Kulturvitalitdt und damit eine erhéhte

Transformationsleistung zu erwarten gewesen. Dies war jedoch bei allen hier durchge-

fihrten Transformationen nicht der Fall:

Eine Verbesserung der Durchmischung durch Einsatz von 1- bzw. 4-Schikanekolben im

Vergleich zu einfachen Erlenmeyerkolben flihrte Besapidus zu einer Verbesserung

um 56 % bzw. 61 %, b&. applanatum war dieser positive Effekt mit 31 % bzw 38%

geringer.

Bei P. sapidus wurden so im gunstigsten Fall 50 % der im walrigen System (Kontroll-

kultur) erhaltenen Transformationsprodukte festgestellt, Goeapplanatum waren es

dagegen nur etwa 11%.

Der Verringerung der Membrantoxizitat in den Zweiphasensystemen standen daher fol-

gende Nachteile gegentuber:

» die verringerte Substratkonzentration in den Membranen fuhrte zu deutlich geringe-
ren Transformationsleistungen

» die fur die Produktgewinnung notwendige Phasentrennung war z.T. schwierig (v.a.
beiP. sapidus mit Paraffindl)

Da der Einsatz organischer Losungsmittel als Substratreservoir und Produktextrak-

tionsmittel nicht zu der angestrebten Verbesserung der Biotransformation fuihrte, wur-

den weitere Untersuchungen diese Methode nicht durchgefihrt.
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3.3.2.1.4 Loslichkeitsverbesserung durch Verwendung nichtionischer Tenside

Die Verwendung von Tensiden zur Verbesserung von Biotransformationen schlecht
wasserloslicher Substanzen wurde bisher vor allem im Zusammenhang mit der biologi-
schen Reinigung von kontaminiertem Wasser oder Boden untersucht. Die Tenside be-
wirken durch ihre amphiphile Struktur (hydrophile Kopf- und hydrophobe Endgruppe)
die Emulgierung der schlecht wasserldslichen Substrate. Daraus resultiert eine Erho-
hung der fir die Mikroorganismen zuganglichen Oberflache und eine Solubilisierung.
Dies bewirkt potentiell eine Verbesserung der Bioverfugbarkeit.

Tenside haben in den bisher untersuchten Biosystemen sowohl zu inhibierenden als
auch zu fordernden Effekten auf das Kulturwachstum und die Transformationsleistung
gefuhrt. Allgemeingultige Regeln, die Voraussagen tber die Wirkung oberflachenakti-
ver Substanzen auf Biotransformationen schwer wasserlgslicher Substanzen erlauben,
konnten anhand der bisher erhaltenen Ergebnisse nicht aufgestellt werden [167]. Viel-
mehr hangen die Effekte von der Art der eingesetzten Tenside, vom verwendeten Orga-
nismus, seiner Zellwand- und Membranstruktur, von den Tensideigenschaften und
-konzentrationen sowie den Substrateigenschaften und -konzentrationen ab.

Die meisten untersuchten Organismen waren gramnegative BakteriBse(ltamonas

sp.) und HefenGandida sp.,Pichia sp.), und als Substrate fanden vor allem Alkane,

PAK und polychlorierte Biphenyle Verwendung. Myzelbildende Pilze wurden als Orga-
nismen ebensowenig untersucht wie Terpenkohlenwasserstoffe als Substrate.

Zur Beurteilung der Eigenschaften von Tensiden wird u.grdische Mizellenbil -
dungskonzentration (CMC=critical micellar concentration) verwendet. Mizellen sind
Aggregate von Tensidmolekilen, die durch Zusammenlagerung der hydrophoben Mole-
kulteile gebildet werden und so in ihrem Innern eine thermodynamisch gunstigere Pseu-
do-Kohlenwasserstoff-Phase ausbilden. In diese lipophile Phase kénnen lipophile Sub-
stanzen eingeschlossen werden. Fir eine effektive Emulgierung von schlecht wasserlos-
lichen Verbindungen ist folglich eine Uberschreitung der CMC notwendig. Die meisten
bekannten Biotransformationen mit Tensidzusatz wurden daher auch mit Konzentratio-
nen im Bereich der CMC oder oberhalb durchgefihrt.

Ein weiterer Parameter, der Tenside charakterisiert, istlder\Wert (hydrophile lipo-

phile balance). Dabei handelt es sich um eine nach einer empirischen Formel berechnete
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Mal3zahl, die das Molekulargewichtsverhéaltnis zwischen dem hydrophilen Molekdulteil
und dem Gesamtmolekulargewicht mit einbezieht. D.h. ein hoherer HLB-Wert bedeutet
ein hydrophileres Tensidmolkul, wéhrend kleine HLB-Werte hydrophobere Tenside
charakterisieren, bei denen die Mizellenbildung beginstigt ist [168]. Innerhalb der
kommerziell erhaltlichen nichtionischen Tenside waren solche mit mittleren HLB-
Werten von 10 am besten zur Mizellenbildung geeignet und fuhrten zu den effektivsten
mikrobiellen Transformationen von Kohlenwasserstoffen bzw. zum besten Wachstum
auf Alkanen [169].

Aufgrund ihrer bekannten antimikrobiellen Eigenschaften wurden ionische Tenside, wie
z.B. Natriumdodecylsulfat, bei den mikrobiellen Transformationen nur selten unter-
sucht. Auch nichtionische Tenside kdnnen jedoch inhibierend auf Organismenwachstum
und Transformationsleistung wirken. Unterhalb der CMC kann eine Inhibierung auf eine
Erhohung der unspezifischen Membranpermeabilitat zuriickzufihren sein, wahrend die
oberhalb der CMC auftretenden Effekte je nach Tensid und Organismus sehr unter-
schiedlich sind [170]. So ist Triton X-100 fur seine membransolubilisierenden Eigen-
schaften bekannt, die auch seine Eignung zur Solubilisierung membrangebundener En-

zyme begrinden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tab. 3-11 aufgefuhrten nichtionischen Tenside
verwendet. Die geringsten fir die Transformationsversuche eingesetzten Konzentratio-
nen lagen mit 0,1 gt im Bereich der CMC oder etwas dariiber. Die hoheren einge-
setzten Konzentrationen von 1,0 und 5,0 glagen um ein Vielfaches iiber den CMC

der verschiedenen Tenside und ermdglichten so eine effektivere Emulgierung des

Pinens.
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Tab. 3-11:  HLB-Werte und kritische Mizellenbildungskonzentrationen der
verwendeten nichtionischen Tenside (sofern Daten verfiigbar)

Handelsname chemische Bezeichnung HLB- CMC
Wert  [mmol L] [9/1]

Tween 65 Polyoxyethylen-Sorbitan- 10,5 - -
Tristearat

Tween 80 Polyoxyethylen-Sorbitan- 15,0 0,02 0,03
Monooleat

Span 20 Sorbitan-Monolaurat 8,6 - -

Brij 35 Dodecylpoly(oxyethylen- 16,9 0,091 0,11
glycolether) (n=23)

Triton X-100  Octylphenolpoly(oxyethylen-13,5 0,2 0,13

glycolether) (n=9-10)

Der Zusatz von Span 20, Triton X-100 und Brij 35 brachte mit steigender Tensidkon-
zentration bezuglich des Kulturwachstums in Gegenwartov&®men beiG. applana-

tum und P. sapidus zunehmende Verschlechterungen mit sich, die auf eine kombinierte
membranschadigende Wirkung von Tensid und Terpen zurtckzufihren sind (s.
2.1.9.1.5, Abb. 2-60 bis 2-69). Auffallig war dagegen, dal’ der Tween 65-Zusatz von 5 g
L"* im Vergleich zu den niedrigeren Tensidkonzentrationen bei beiden Pilzen wieder zu
einer hoheren Trockenmasse fuhrte (s. Abb. 2-61 und 2-66). Grund fur diesen Effekt
konnte sein, dal3 Tween 65 durch die Pilze verstoffwechselt wird, da es sich bei diesem
Tensid um ein Tristearat handelt. Zumindest die Fettsaurereste kénnten durch Pilzlipa-
sen abgespalten und danach ingli@xidation eingebracht werden.

Bei niedrigeren Tween 65-Konzentrationen wurde dagegen eine deutliche Pilzschadi-
gung festgestellt, da hier die membranschadigende Wirkungi-dRsens durch den
wachstumsfordernden Effekt des Tensids nicht Gberkompensiert wurde.

Alle Tenside bis auf Span 20 bewirkten in den eingesetzten Konzentrationen eine im
Vergleich zum tensidfreien Kontrollwert verminderte Produktkonzentration. Dies kann
auf die Verminderung der Trockenmasse und dadurch der Transformationsaktivitat zu-
rickzufihren sein oder auf die schlechtere Substratverfigbarkeit durch Einschlufd der

Pinentropfchen in Tensidmizellen.
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Der einzige positive Effekt auf die Transformationsleistung war die leichte Erh6hung
der Produktbildung bei Zusatz von Span 20 in einer Menge von 0*1djd_bei beiden
Pilzen auftrat (s. Abb. 2-62 und 2-67). Signifikante Effekte, die einen weiteren Einsatz
von Tensiden fur Terpentransformationen rechtfertigen wirden, wurden bei diesen Un-

tersuchungen jedoch nicht festgestellt.

3.3.2.1.5 Liposomen als Vehikel fur den Substrattransport

Die Verwendung von Tensiden oder organischen Losungsmitteln zur Verbesserung der
Loslichkeit schlecht wasserloslicher lipophiler Stoffe hat den Nachteil, dal3 beide z.T:
toxische Wirkungen haben konnen. Als Alternative kommt hier die Verwendung von
Diacylphospholipiden (meist Phosphatidylchlolin aus Eigelb oder Soja) in Frage. Diese
naturlichen Verbindungen bilden in walirigen Losungen spontan vesikulare Strukturen
mit Lipiddoppelschichten aus, die man als Liposomen bezeichnet. Aufgrund der Ahn-
lichkeit mit den Strukturen von Zellmembranen werden sie haufig als Modellsysteme
fir Membranen verwendet.

Man unterscheidet multilamellare Vesikel (MLVs, Durchmesser >500 nm), die aus vie-
len konzentrisch angeordneten Vesikeln zusammengesetzt sind, und einschichtige (uni-
lamellare) Vesikel, die je nach GroR3e als ,Small unilamellar vesicles* (SUVs, Durch-
messer <50 nm) oder als ,Large unilamellar vesicles* (LUVs, Durchmesser >50 nm)
bezeichnet werden [171] (vgl. Abb. 3-17).

multilamellares Vesikel unilamellares Vesikel

Lipiddoppelschicht

Abb. 3-17:  Struktur von multilamellaren und unilamellaren Vesikeln (aus [172])
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Alle Liposomen konnen lipophile Substanzen in ihren lipophilen Intramembranraum
und hydrophile Substanzen in den walirigen Vesikelinnenraum einschlie3en und sie — je
nach Stabilitat und Membranpermeabiliat — Uber einen bestimmten Zeitraum wieder an
das umgebende Medium abgeben. Diese Fahigkeit macht Liposomen besonders fir den
Einsatz als Transportvehikel fiir Arzneistoffe interessant, da bei richtiger Wahl der Ei-
genschaften eine kontrollierte Abgabe des Stoffs am Wirkort méglich ist.

Kommerziell werden Liposomen bisher hauptsachlich im Bereich der kosmetischen
Mittel zur Verbesserung der Hautresorption sonst nur schlecht resorbierbarer Bestand-
teile eingesetzt. Auch fur Lebensmittel ist die Anwendung in einigen Bereichen von
Interesse. So kdnnen Aromastoffe in Liposomen eingeschlossen in Lebensmitteln gegen
Oxidation, Hydrolyse und Verluste durch Verdampfung geschiitzt werden. Moéglich ist
dies auch in Abwesenheit von Oltrépfchen, in denen die meisten Aromastoffe in ihrer
natirlichen Matrix bevorzugt gel6st sind [173]. Die senkende Wirkung der Phospholi-
pide auf den Blutcholesterinspiegel und das Phosphatidylcholin als Cholinlieferant
macht sie fur den Einsatz in Sport- und Energiegetréanken interessant. Auch die Stabili-
sierung von Vitaminen (z.B. Ascorbinsaure) in waldriger Losung ist mit Hilfe von Lipo-

somen maoglich [174].

Die Eigenschaften von Liposomen konnen durch die Wahl der verwendeten Lipide und
das Herstellungsverfahren in weiten Grenzen varriert werden. Einige Beispiele seien
genannt [175]:

» Die Erhdhung des Anteils an gesattigten Lipiden fihrt zu weniger oxidationsemp-
findlichen Membranen und zu einer Membranstabilisierung.

» Der Einschluf’ von Cholesterol (bis zu einem Stoffmengenanteil von 50%) fuhrt wie
auch bei natirlichen Membranen zu einer Stabilisierung durch Herabsetzung der
Membranfluiditat und dadurch verminderte Permeabilitat fir hydrophile Stoffe.

» Geladene Lipide (z.B. negativ: Phosphatidylglycerol) verhindern die Aggregation

von Liposomen durch gegenseitige Abstol3ung der gleichsinnig geladenen Teilchen.

Bei dem Einsatz von Liposomen fur Biotransformationen mit lebenden Zellen ist vor
allem wichtig, wieviel der einzuschlieRenden Substanz von den Liposomen eingeschlos-
sen werden kann und nach welchem Mechanismus die Aufnahme der Liposomen in die

Zelle stattfindet.
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Das EinschluRvolumen ist finydrophile Substanzen stark von der Grof3e der Liposo-
men abhangig. Bei den kleinen SUVs betragt das waldrige Einschluf3volumen aufgrund
der starken Kriimmung der Membran nur 0,2-0,8 L mBhospholipid (bei einem
Durchmesser von 25-50 nm) und bei den gréReren LUVs 2,7-17 T Riwspholipid

(bei einem Durchmesser von 100-500 nm).

Fur lipophile Substanzen ist dagegen fiir das Einschluf3volumen in erster Linie die Ge-

samtflache der Lipiddoppelschichten maf3gebend, die vor allem durch die Gesamtlipid-

menge und weniger durch lamellare Struktur und GroRRe der Liposomen bestimmt wird.

Fir die Aufnahme von Liposomen bzw. deren Inhalt durch lebende Zellen haben haupt-

sachlich drei Mechanismen Bedeutung [176] (in Abb. 3-18 fur unilamellare Vesikel

dargestellt):

1. Fusion (Abb.3-18 (a)): Hier fusionieren die Liposomen- und die Zellmembran. Die
walrige Phase des Liposoms gelangt ins Cytoplasma und die Lipidphase 16st sich in
der Zellmembran.

2. Endocytose (Abb.3-18 (b)): Bei diesem Mechanismus wird das Liposom bei der Auf-
nahme durch die Zelle durch ein von der Zellmembran abgeleitetes Vesikel umhlit.
Dieses Vesikel kann dann mit einem Lysosom fusionieren und aufgelost werden.

3. Adsorption (Abb.3-18 (c)): Das Liposom kann an der Zelloberflache adsorbiert wer-
den und so Stoffe mit dem Zellinnern austauschen. Daran ist mdglicherweise ein ak-

tiver Transport mit Hilfe von Transportproteinen beteiligt.

Fur die Aufnahme lipophiler Substanzen mittels Liposomen wird meist der Fusions-
mechanismus angenommen. Bei der Verwendung reiner Phospholipid-Liposomen ohne
zusatzliche Membranstabilisierung (durch Cholesterol 0.a.), deren Fluiditat zusatzlich
durch darin geldste lipophile Stoffe (z.8-Pinen) gemindert wird, ist ein Zusammen-
flieBen der beiden Membranen auf jeden Fall begunstigt, wahrend fir die Endocytose
oder die Adsorption stabilere Membranen notwendig sind.

Die Fusion multilamellarer Vesikel (MLVs) mit der Zellmembran wirde nur die aul3ere
Liposomenmembran mit der Zellmembran verschmelzen lassen, wahrend die inneren
Vesikel wahrscheinlich zunachst in das Cyctoplasma gelangen wirden. Hier kénnten
weitere Fusionsschritte mit der Cytoplasmamembran oder mit Membranen von Orga-

nellen (Mitochondrien, Zellkern) auftreten.



3 Diskussion 230

Cytoplasma

Abb. 3-18:  Aufnahmechanismen von Liposomen durch Zellen: @) Fusion,
b) Endocytose, ¢) Adsorption (aus[176])

Fir Biotransformationen mit Mikroorganismen wurden Liposomen bislang erst wenig

eingesetzt. Sie bieten fur diese Anwendung potentiell folgende Vorteile:

1. Wahrend bei direkter Substratdosierung eine sofortige Verteilung von der walrigen
Phase in die lipophile Zellmembran auftritt, stellen die Liposomen eine weitere lipo-
phile Phase dar, die einen zu schnellen Ubergang des Substrates in die Cytoplasma-
membran verhindern kann. Voraussetzung dafir ist, dal3 die Fusion langsamer ablauft
als die direkte Aufnahme von Terpentropfchen. Dies wirde zu einer verminderten
Substrattoxizitat fuhren.

2. Durch Liposomen kann die Wasserldslichkeit lipophiler Substrate durch Einschluf3 in

den lipophilen Membraninnenraum stark erhéht werden.

So konnte beispielsweise die Loslichkeit von Cholesterol von 1,8 Tin IWasser
durch die Verwendung von Liposomen aus Sojaphosphatidylcholin auf mehr als'20 g L
gesteigert werden. MRhodococcus erythropolis konnten 10 g L dieses in SUVs gelo-

sten Cholesterols zum Cholesteron oxidiert werden. Wahrend die Verwendung der
SUVs hier etwa eine Vervierfachung der Transformationsrate im Vergleich zur waf3ri-
gen Substratsuspension bewirkte, wurde mit MLVs lberhaupt kein Umsatz des Chole-
sterols festgestellt [171].

Die Dehydrierung von Hydrocortison durénthrobacter simplex mit Liposomen aus
Eiphosphatidylcholin filhrte zu einer Verdoppelung der Transformationsrate im Ver-
gleich zur walirigen Substratlosung. Die Verwendung von MLVs fihrte auch hier zu
deutlich schlechteren Ergebnissen als die Verwendung kleinerer Vesikel [177]. Bei ei-

nem Pseudomonas-Stamm wurde durch die Einkapselung von Octadecan als Kohlen-
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stoffquelle in SUV's aus Eiphosphatidylcholin die Wachstumsrate und die maximale
Zelldichte etwa verdoppelt, die Sattigunskonstantg Kétrug 41 mg ! und lag damit

um Faktor 60 unter der Konstante in waliriger Substratsuspension.

Wahend die Substrate dieser Transformationen bei der Kultivierungstemperatur als
Feststoffe vorlagen, sind liposomale Substratlosungen mit fliissigen Substraten — also

z.B. Monoterpenkohlenwasserstoffen — bislang noch nicht dokumentiert.

Die kleinen unilamellaren Vesikel (SUVs) erschienen fir die Terpenbiotransformatio-
nen aufgrund des erfolgreichen Einsatzes in den oben beschriebenen Beispielen und
aulRerdem aus folgendem Grund am besten geeignet: Bei den Ublichen Herstellungsver-
fahren fUr Liposomen muf3 in einem der Arbeitsschritte ein organisches Losungsmittel
abdestilliert werden. Daher kann das fliichtige Terpensubstrat — im Gegensatz zu den
nichtflichtigen Substraten — erst der fertigen Liposomenlosung zugesetzt werden. Wr-
de man MLVs verwenden, ware eine gleichmaRige Verteilung des Substrates bis in die
inneren Liposomenmembranen schwierig, wahrend dies bei unilamellaren Liposomen
einfacher durchfiihrbar ist.

Beim Standardverfahren zur Herstellung von SUVs werden zunachst durch Hydratisie-
rung eines Phospholipidfiims (durch Schitteln mit Pufferlésung oder Wasser) MLVs
hergestellt. Daraus kénnen durch Ultraschallbehandlung (Ultraschallsonde oder -bad)
SUVs gewonnen werden, die im Gegensatz zu den MLVs optisch fast klare Losungen
bilden. Diese Prozedur wurde auch fur die Herstellung der liposomalen Losungen fur
die in dieser Arbeit untersuchten Terpentransformationen angewendet (s. 4.6.4).

Die Gewinnung von SUVs ist auch mittels Pressen von MLV-LOsungen mit hohem
Druck (138 MPa = 1380 bar) durch einen engen Spalt in der Druckzelle rewbHF
moglich [178].

Die hier untersuchten Liposomen aus Ei- und Sojaphosphatidylcholin ermdéglichten bei
der hochsten eingesetzten Liposomenkonzentration von 660 pimeine a-Pinen-
Konzentration von 3,3 mmolt(=449 mg ['). Dies entsprach der 90-fachen wéfRrigen
Sattigungskonzentration von 5 mg [s. 3.2.4.1, Tab. 3-5).

Bezogen auf die direkte Substratdosierung von insgesamt 1718 mgL
(= 12,6 mmol [}, nicht geldst, sondern emulgiert) wurde mit Liposomen max. 26% des
o-Pinens in die Kulturen dosiert. Grol3ere Mengen konnten liposomal nicht in Losung

gebracht werden. Dadurch kommen die insgesamt sehr geringen Produkt-
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konzentrationen auch in den liposomenfreien Kontrollwerten der Liposomenversuche
zustande, die bei P. sapidus max. 3,2 mg L™, bei M. giganteus 1,05 mgL™ und bei T.
hirsuta 2,3 mg L™ betrugen. Bei direkter Substratdosierung wurden dagegen Mengen
von 39 mg L™, 44 mg L™ bzw. 48 mg L™* erhalten (vgl. 2.1.10, Abb. 2-77, 2-83, 2-81).

Bel den mit P. sapidus, T. hirsuta und M. giganteus durchgeftihrten Transformationen

mit liposomalero-Pinen-Lésungen konnte bezlglich des Wachstumsverhaltens und der

Transformationsleistung festgestellt werden:

1. Der Phospholipidzusatz fuhrt zu eindBchstumsverbesserung, die wie folgt erklart
werden kann:

a) Die Phospholipide werden als zuséatzliche Néahrstoffquelle genutzt (Abspaltung der
Fettsaurereste, des Phosphat- oder Cholinrestes durch Phospholipasen und weitere
Metabolisierung der Spaltprodukte).

b) Der Einbau der Phospholipide in die Pilzmembranen flhrt zu einer Trocken-
massezunahme (s. 2.1.9.1.6, Abb. 2-70). Die Dosis von 66 pmol Phosphatidylcholin
pro 100 mL Kultur entspricht jedoch nur ca. 0,5 ¢ d.h. eine Trockenmassezu-
nahme von 2,2 g'Lbei P. sapidus und 0,8 @ lkann durch eine einfache Aufnahme

in die Membranen nicht erklart werden.

2. Der Einschlul® vor-Pinen in die Lipiddoppelschicht der Liposomen fuhrt zu einer
geringeren Substrattoxizitat (Wachstum im Gegensatz zur direkten Substratzugabe
nicht gehemmt), hat aber auch zu Folge, daf die Transformationsleistung verringert
wird bzw. nur bei kleinen Substratmengen (0,82 mmblim Vergleich zum Kon-

trollwert mit gleicher Substratmenge erhoht wird (behirsuta um ca. 27%).

Es bleibt festzuhalten, daf’ nur Qeihirsuta die Verwendung von kleinen Liposomen-

konzentrationen geringflgige Verbesserungen in der Transformationsleistung im Ver-
gleich zum Kontrollwert brachte. Da jedoch die Gesamtproduktmenge aufgrund der
Limitierung der eingebrachten Terpenmenge im Vergleich zu der direkten Dosierung
(als Terpenemulsion) stark verringert war, erwies sich auch bei diesem Pilz die Ver-

wendung von Liposomen als nicht sinnvoll.
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3.3.2.2 Sauerstoff als Cosubstrat der Oxyfunktionalisierungen

3.3.2.2.1 Sauerstoffversorgung in Kulturen von Mikroorganismen

Der Sauerstoff ist neben dem eingesetzten Terpen das Cosubstrat bei Oxyfunktionalisie-

rungen. Die Loslichkeit dieses unpolaren Molekils in Wasser ist gering. Bei 24°C (Kul-
tivierungstemperatur) betragt sie in reinem Wasser 1,29 mihgE&1,2 mg [Y). Da
aulBerdem bei den meisten biotechnologischen Prozessen Luft statt Sauerstoff zur Be-
luftung eingesetzt wird, ist unter realen Bedingungen (Sauerstoffpartialdruck: 0,212 bar,
Luftdruck 1 bar) maximal eine £Konzentration von 0,27 mmol™L(=8,8 mg [) zu
erwarten. Diese wird durch die im Kulturmedium geldsten Stoffe jedoch noch weiter
vermindert. So filhrt beispielsweise eine Natriumchloridkonzentration von 1 trmi L

einer Verminderung der Sauerstoffloslichkeit um 30% [179].

Fur eine optimale Biomasseproduktion bzw. Produktbildung in biotechnologischen Pro-
zessen ist eine bestimmte Mindestsauerstoffkonzentration notwendig, deren Uber-
schreiten keine weitere Verbesserung bewirkt. Diese Sattigungskonzentration wird auch
als kritische Sauerstoffkonzentration (ckit) bezeichnet und ist vom eingesetzten Orga-
nismus abhangig. Auch Organismen mit groRer respiratorischer Aktivitat kdnnen noch
bei Sattigungsgraden weit unter 100% ihre volle Stoffwechselaktivitat entfalten. Die
kritischen Sauerstoffkonzentrationen liegen fir die meisten Organismen im Bereich von

2-9% Sattigung (bei Verwendung von Luft).

Basidiomyceten und die meisten anderen Pilze sind obligate Aerobier. Einige Pilze (z.B.
fakultativ anaerobe Hefen oder unter Wasser lebende Schimmelpilze [135]) kénnen
jedoch auch anaerob wachsen.

Die Kultivierung aerober Pilze erfordert eine gute Sauerstoffversorgung. Sind die einge-
setzten Substrate und Produkte flichtig, so mussen daruberhinaus Vorkehrungen getrof-
fen werden, um durch die Belilftung bedingte Verluste dieser Stoffe zu minimieren. Au-
Rerdem hat der Sauerstoffpartialdruck im Verlauf der Kultivierung nicht nur Einfluf3 auf
das Wachstum der Organismen, sondern auch auf den biotechnologischen Prozel3, ins-
besondere bei oxidativen Umsetzungen.

Neben den direkten Auswirkungen auf die Transformationsrate ist besonders bei Oxy-

genasen Einflul3 auf die Enzymbiosynthese bekannt. Wéahrend beispielsweise der opti-
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male Sauerstoffgehalt fir die Synthese von-Hydroxylase durchRhizopus nigricans

bei nur 10-15 % Luftsattigung liegt, sind die fir maximale Transformationsleistungen
optimalen Sauerstoffgehalte in diesem System weitaus hoher [180].

In den flr viele Kultivierungsversuche eingesetzten Schiittelkolben sind die Sauerstoff-
Ubergéange so gering, dal3 die kritische Konzentration fir viele aerobe Organismen unter-
schritten wird. Der Ubergang findet auschlieRlich durch die Flussigkeitsoberflache und
durch eventuell dispergierte Luftblaschen statt. Im 500 mL-Kolben mit 100 mL Medium
und einer Schuttelgeschwindigkeit von 250 rpm wurde z.B. eine Sauerstoffiibergang
von 20 mmol ['h™ gemessen der durch Verwendung von Schikanekolben auf
50 mmol L* h* gesteigert werden konnte [179].

Eigene Experimente zeigten, dal3 bei deéPinen-Transformation durdh. sapidus im
Verlauf der Transformation schon nach einem Tag Transformationsdauer (3,5 Tage
Kulturalter) die Sauerstoffsattigung im Medium unter 10% lag und im weiteren Verlauf
soweit absank, daf3 sie mit der verwendeten Sauerstoffelektrode nicht mehr mef3bar war
(vgl. 2.1.9.2 Abb. 2-75). Daraus wird ersichtlich, dal3 ein Einfluf3 der Sauerstoffversor-
gung auf die hier untersuchte Oxyfunktionalisierung von Terpenen sehr wahrscheinlich
ist.

Auch bei industriellen biotechnologischen Prozessen unter Verwendung von Pilzen ist
die Sauerstoffversorgung haufig der Faktor, der die Produktionsleistung limitiert [5].
Bei der Entwicklung von Bioprozessen mit Pilzen mul3 daher eine besonderes Augen-
merk auf die Durchfiihrung der Beluftung gerichtet werden, vor allem im Hinblick auf

die Mdglichkeiten zur MalRstabsibertragung (Scaling-up) eines Produktionsverfahrens.

3.3.2.2.2 Madglichkeiten zur Beluftung von Bioreaktoren

Der am haufigsten eingesetzte Reaktortyp istRig@nrkesselreaktorein zylindrisches

Gefall mit einem an einer vertikalen Welle angebrachten Rihrer. Der Gasaustausch
(Sauerstoffversorgung und Kohlendioxidabtransport) erfolgt hier durch direkte Zufiih-
rung von Luft- oder Sauerstoffblasen von unten her (z.B. durch ein Beluftungsrohr oder
direkt durch den Ruhrer).

Statt dieser direkten ist auch eine indirekte Bellftung unter Verwendung hydrophober
Membranen moglich. Man unterscheidet grundséatzlich zwei verschiedene Membranty-

pen:Homogene Membranen weisen keine Poren auf und der Stoffaustausch erfolgt aus-
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schlie3lich durch Diffusion durch das Membranmaterial. Im Unterschied dazu weisen
mikroporése MembraneRoren auf, durch die nicht nur Diffusion, sondern bei ausrei-
chendem Druckgefalle auch ein Transmembranflu3 auftreten kann. Die Porengrol3e ist
von der Anwendung abhangig, um eine ausreichende Sterilbarriere zu erhalten sind fir
Standardanwendungen 0,2 pm ublich.

Beide Membrantypen ermdglichen im Prinzip eine blasenfreie Bellftung der Kulturen.
Bei Verwendung von mikroporésen Membranen ist dies moglich, solange der angewen-
dete Gasdruck unterhalb eines bestimmten Grenzwertes (=,Bubble point®) liegt.

AulRer dem Membrantyp ist auch die Membrananordnung variierbar. Die einfachsten
Membranen sindrlachbettmembranen, deren Austauschflache jedoch gering ist. Haufig
werden daheHohlfasermembranen verwendet. Sie werden meist in Bindeln angeord-
net und in Kunststoffgehduse eingebautHdklfasermembranmodule eingesetzt. Auf

diese Weise kdnnen in Gehausen mit Gesamtvolumina von 90 bis 1000 mL Membran-
flachen von 0,5 bis 5 m2 untergebracht werden [181]. Diese Module werden aufgrund

ihrer groRen Membranflache in der Biotechnologie bevorzugt angewendet.

Homogene Membranen, z.B. aus Silikonschlauchen, ermdglichen eine einfache blasen-
freie Kulturbeltftung. Sie weisen aufgrund ihrer hohen Hydrophobizitat eine gute Sau-
erstoffpermeabilitat und eine gute chemische und mechanische Bestandigkeit auf. Sie
haben z.B. beim Einsatz in der biologischen Abwasserbehandlung den Vorteil, das
flichtige Verunreinigungen im Abwasser (z.B. Xylen) — im Gegensatz zur konventio-
nellen direkten Bellftung — nicht Gber die Abluft ausgetragen werden. Die Ausbildung
eines Biofilms, also einer immobilisierten Schicht von Mikroorganismen, wird in die-
sem Anwendungsbereich aufgrund der ausschlief3lich durch die Membran stattfindenden
Sauerstoffversorgung begunstigt. [182-184].

Auch fur Pilze kénnen Silikonmembranschlauche angewendet werden. So konnten
VENKATADRI und RVINE [185] den BasidiomyceteRhanerochaete chrysosporium auf

der Wicklung eines Silikonschlauches (0,8 mm Wandstéarke, insgesamt 685 cm2 Mem-
branflache) immobilisieren und erzielten eine hohe Ligninperoxidaseaktivitat. Ein Sau-
erstoffmangel aufgrund des Zuwachsens des Membranschlauches wurde hier nicht fest-
gestellt.

Fur die in dieser Arbeit untersuchte Transformation von Terpenen erwies sich Silikon-

material jedoch als ungeeignet, da es eine betrachtliche Absorptionskapazitat fur die
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Substrate aufweist. Dadurch quillt das Material auf, verliert seine mechanische Festig-

keit und ist dann nicht mehr stabil genug, um den fir einen guten Sauerstofftransport

notwendigen Gasdricken standzuhalten.

Dieses Problem tritt bei den mikroporésen Hohlfasern aus Polypropylen nicht auf. Auch

sie kdnnen Terpene in grol3eren Mengen aufnehmen, behalten dabei jedoch ihre mecha-

nische Festigkeit.

Die Verwendung mikropordéser Membranen in Hohlfasermodulen ist aufgrund der gro-

Ben Oberflache bezuglich der Effektivitat des Gasaustausches im Prinzip den einfachen

Wicklungen von Hohlfasern oder auch den Flachbettmembranen vorzuziehen. Bak-

terien-, Hefe- und auch Saugerzellkulturen kénnen z.B. aus einem Rihrkesselreaktor im

Kreislauf durch solche Beluftungsmodule gepumpt werden, wobei der Faserinnenraum

mit Luft oder Sauerstoff beschickt wird. Bei der sehr effektiven Dioxygenierung von

Fluorbenzen durcPseudomonas putida konnte dadurch ein bei direkter Beliftung auf-

tretender Substratverlust vermieden werden [186].

Bei myzelbildenden Pilzen ist ein solch einfaches Verfahren nicht anwendbar, da sich

Myzelsuspensionen nicht Uber langere Zeit durch Hohlfasermodule pumpen lassen. Eine

andere Mdglichkeit ware die direkte Immobilisierung des Pilzes in einem Hohlfaser-

membranmodul, das durch zwei verschiedene Fasertypen (hydrophobe und hydrophile

Membran) sowohl mit Sauerstoff als auch mit Nahrstoffen versorgt wird. Dieser Ansatz

fuhrte beiAspergillus niger sehr bald zu einem vollstandigen Zuwachsen des Reaktors

und zur Kompression der Hohlfasern, so dafd der Durchflu3 fur Luft und Nahrlésung

behindert war [187].

Aus diesem Grund erschien fiur die hier durchgefuhrten Citronelloltransformationen mit

dem Basidiomycete@. carcharias folgende Lésung sinnvoller:

1. Statt eines Silikonmembranschlauches wurde eine mikroporése Hohlfasermembran
aus Polypropylen verwendet und

2. die Beluftung wurde mit einer Hohlfaserwicklung direkt im Ruhrkesselreaktor statt
mit Hilfe eines hydrophoben Hohlfasermembranmodules vorgenommen.

Die Beluftung wurde dabei so durchgefuhrt, dal3 ein geringer Transmembranflufd

(50 mL min') gewahrleistet war, um ein VerschlieRen der Membranporen durch Parti-

kel aus dem Medium (=Membranfouling) zu verhindern.

Die Transformation im Membranreaktor ergab dabei im Vergleich zum direkt belufteten

Reaktor fiir die Citronellol-Transformation dur€h carcharias einen deutlich bessere
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Sauerstoffversorgung als die direkte Beliftung. Nur bei Membranbeluftung war eine
effektive Terpentransformation feststellbar (vgl. 2.2.6). Die im 2L-Reaktor angebrachte
Membran ermoglichte eine ausreichende Sauerstoffsattigung auch in dicht gewachsenen
Kulturen. Diese Variante der Membranbelliftung stellt damit fur Pilze die beste Mog-
lichkeit einer indirekten Beluftung dar.

Die Anwendung solcher aldembranreaktoren bezeichneten Reaktoren ist jedoch nicht

auf die Bellftung beschrankt, sondern bietet noch eine Reihe anderer Anwendungsmog-
lichkeiten, die alle gemeinsam haben, dalR Zellen oder Enzyme von den Substrat- oder

Produktstromen durch kinstliche Membransysteme getrennt werden.

3.3.2.2.3 Weitere Anwendungen von Membranen in Bioreaktoren

Als weitere Anwendungsbereiche fir Membranen in Bioreaktoren sind zu nennen [192]:

1. Rickhaltung von Zellen oder Enzymen im Reald@s ermoglicht eine kontinuier-
liche Kultivierung, indem die Zellen im Reaktor zuriickgehalten werden, wahrend
das Medium kontinuierlich hindurchstromen und kontinuierlich ersetzt bzw. nach
Produktentfernung oder Substratzufihrung dem Reaktor wieder zugefuhrt werden
kann. Dies fuhrt zur Vereinfachung einer kontinuierlichen Kultivierung, da ein Bio-
masseverlust (wash-out), wie er bei einer konventionellen kontinuierlichen Kultivie-
rung ensteht, verhindert werden kann [97, 188, 189].

Die Ruckhaltung von Enzymen im Reaktor bietet auch eine Alternative zur klassischen
Immobilisierung von Enzymen, weil dadurch die chemische Bindung an einen Trager
nicht mehr notwendig ist, die haufig zu einer Abnahme der Enzymaktivitat fihrt .

2. Schutz von Enzymen oder Zellen vor mechanischem B&es@nders Saugetierzellen
sind gegeniiber mechanischem Strel3 sehr empfindlich. Schon die bei der direkten
Bellftung auftretenden Luftblasen kénnen zu einer Schadigung fihren. Membranre-
aktoren bieten die Mdglichkeit, sowohl den direkten Kontakt mit Gasblasen als auch
die durch mechanisches Ruhren entstehenden Scherkrafte zu verhindern, indem so-
wohl der Nahrstoff- als auch der Sauerstofftransport unter Verwendung von Mem-
branen durchgefuhrt wird.

3. Selektive Bereitstellung bzw. Entfernung von Substraten bzw. Produkten: Einerseits
erlaubt die zellfreie Abtrennung von Medium eine Erganzung oder einen Austausch

des Mediums (z.B. Ersetzen eines Wachstumsmediums durch ein Transformations-
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medium). Aus dem so zellfrei abgetrennten Medium kdnnen dann die Produkte ge-
wonnen werden. Aber auch eine direkte Abtrennung von Produkten aus dem Biore-

aktor mit Hilfe von Membranen ist moglich.

Als Beispiel fiir die direkte Abtrennung aus dem Reaktormedium iseahi@poration

zu nennenbei der flichtige Produkte aus dem Reaktormedium durch eine Membran
diffundieren und auf der anderen Seite der Membran in die Gasphase ubergehen. Der
Prozel3 kann durch einen Gasstrom oder durch Vakuum beschleunigt werden. Diese
Methode ist sehr interessant fur die Gewinnung von Aromastoffen aus waf3rigen Medien
[193]. Fur die Gewinnung von Transformationprodukten ist sie jedoch nicht geeignet,
sofern die eingesetzten Substrate, also z.B. Terpene, flichtig sind und ebenfalls abge-
trennt wirden.

Fur diese Anwendung ware stattdessen eheMaebranextraktion geeignet, bei der

die Produkte mit einem geeigneten organischen Extraktionsmittel mit einer Membran an
der Phasengrenzflache aus dem walrigen Medium extrahiert werden [193-195]. Bei
Verwendung des Substrates oder zumindest eines Gemisches aus Substrat und anderen
geeigneten Losungsmitteln als Extraktionsmittel wéare auf diese Weise auch eine konti-
nuierliche Substraterganzung maoglich.

Die in 2.1.11 beschriebene Membranextraktion von Carveol und Carvon mit Limonen
als Extraktionsmittel bietet die Mdglichkeit, Produkte der Terpentransformation konti-
nuierlich aus einem Bioreaktor zu entfernen. Die Kombination mit einer Kieselgel-
Adsorptionssaule ermdglicht die selektive Entfernung der oxyfunktionalisierten Terpene
aus der Kohlenwasserstoffphase, eine Verbesserung der Wiederfindungsraten ware
durch Optimierung der Desorptionsmethode oder durch die Verwendung anderer polarer

Adsorbentien moglich.
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Die Anwendbarkeit der Membranextraktion fur Terpentransformationen konnte anhand
dieses Beispiels modellhaft gezeigt werden. Der Einsatz in einem Bioprozel3 wirde
Kulturen erfordern, die entweder direkt durch das Membranmodul gepumpt werden
kénnen oder bei denen die Trennung von Zellmasse und Medium Uber einer hydrophile
Membran einfach méglich ist. Dies trafe fir Bakterien und auch fur Hefen ohne weite-

res zu.
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3.4 Ausblick

Biotransformationen lipophiler Substrate wurden anhand der Terpentransformationen

durch Basidiomyceten untersucht. Die Identifizierung der Produkte und die ausfuhrliche
Untersuchung und Optimierung der Kultivierungs- und Transformationsbedingungen fur
die eingesetzten Basidiomyceten stellten einen Schwerpunkt der Arbeit dar. Diese Not-
wendigkeit ist bei jedem fir Biotransformationen eingesetzten Biokatalysator gegeben
und begrenzt insoweit die modellhafte Anwendung eines biologischen Systems.
Bezlglich der erhaltenen Produkte laf3t sich festhalten, dal3 die als Aromastoffe interes-
santen allylischen Alkohole und Ketone bei allen untersuchten Transformationen auf-
traten und daR die maximale Konzentration von ca. 100 th¢Summe Carveole +
Carvon) bei der Limonentransformation duféhsapidus nach einwdchiger Adaption

der Vorkulturen erzielt wurde. Die besten Transformationsergebnisse, die eine Anwen-
dung des Biokatalysators in einem Bioprozel3 mdglich erscheinen lassen, wurden bei der
Citronellol-Transformation durcl. carcharias erhalten, sofern das Substrat in gerin-

gen Konzentrationen zugegeben wurde. Das hier erhaltene 3,7-Dimethyl-1,6,7-octantriol
wies allerdings keine Aromastoffeigenschaften auf. Das als Duftstoff interessante Ro-
senoxid wurde dagegen nur als Nebenprodukt mit max. 2,5 ngetildet.

Hauptproblem bei den Terpentransformationen durch Basidiomyceten war die Sub-
strattoxizitat, die vor allem bei den Monoterpenkohlenwasserstoffen eine Aufrechter-
haltung der Transformationsaktivitat Uber langere Zeitrdume erschwerte. Resistenzme-
chanismen, die bei einigen anderen TerpentransformiePseadpmonas sp.) die Ter-
pentoleranz stark erhéhen, traten bei den hier untersuchten Pilzen nicht auf.

Die Ergebnisse der Versuche zur Optimierung der Umgebungsbedingungen (vor allem
der Medienzusammensetzung) lassen den Schlufd zu, daf} bei Gewahrleistung eines gu-
ten Kulturwachstums in einem komplexen Medium zusatzliche Medienbestandteile fur
die Transformationsleistung kaum Gewicht haben. Stattdessen kann eine Substratinduk-
tion der transformierenden Enzyme oder eine Adaption der Organismen einen sehr
deutlichen Effekt haben, wie es fir die Limonen-Transformation dRirsdpidus belegt

wurde.
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Versuche zur Verbesserung der Substratverfiigbarkeit mittels organisch-wéalriger Zwei-
phasensysteme, Liposomen oder nichtionischer Tenside fuhren nicht zu Verbesserungen
der Transformationsleistung. Dies ist auf die gute Membranpermeabilitat der kleinen,
unpolaren Terpenmolekile zuriickzufihren. Die Transformationsleistung ist zumindest
bei Monoterpenen und anderen kleinen lipophilen Molekulen (einfache Aromaten,
kurzkettige Alkane) nicht durch die Verfugbarkeit des Substrates fir den Mikroorga-
nismus limitiert, sondern in erster Linie durch die vom Organismus bereitgestellte En-
zymaktivitat und seine Fahigkeit, durch die lipophilen Substrate bedingten Membran-
schadigungen entgegenzuwirken. Auf lipophile Substanzen, die bei der Kultivierung-
stemperatur als Feststoffe vorliegen (z.B. Steroide, Di- und héhere Terpene, langkettige
Alkane, PAK) sind diese Ergebnisse jedoch so nicht tGbertragbar.

Der Einsatz effektiver Terpentransformierer wirde die Mdglichkeit zur Entwicklung
eines integrierten Konzeptes bieten, dal3 neben einer kontinuierlichen Substratzufuhrung
in kleinen Mengen (zur Minimierung der Toxizitat) eine effektive Kulturbellftung,
kontinuierliche Versorgung mit notwendigen N&hrstoffen und eine kontinuierliche Pro-
duktgewinnung umfal3t. Ziel ware also letztlich eine Chemostatkultur.

Fur die Umsetzung eines solchen Konzeptes wére die Anwendung von Membranen so-
wohl fur die Kulturbellftung als auch fur die Substratzufiihrung und Produktgewinnung
denkbar. Die Bellftung bei den ReaktorversucherGmtgarcharias und die Substratzu-
fuhrung von Limonen und die Produktgewinnung von Carveol/Carvon (im abiotischen
Versuch) mit Hohlfasermembranmodulen zeigten im Rahmen dieser Arbeit die prinzipi-
elle Anwendbarkeit solcher Systeme.

Ein Teilziel aus dem weiten Gebiet der Transformationen lipophiler Substanzen mit
Biokatalysatoren in waRrigen Systemen konnte im Rahmen dieser Arbeit insofern er-
reicht werden, als eine weitgehende Eingrenzung der Problematik gelang:

Wenn effektive, einfach zu handhabende Terpentransformierer zu Verfigung stéanden
(z.B. rekombinante Bakterienstamme), die nicht nur zu Teiltransformationen sondern zu
vollstandigen Oxyfunktionalisierungen in der Lage sind, ware die Entwicklung eines
vollstandigen Bioprozesses mdglich. Die Optimierung muf3te den Schwerpunkt dann
nicht auf physiologische Untersuchungen legen, sondern kénnte gezielt auf einen tech-

nischen Prozefl hinarbeiten.
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4 Material und M ethoden

4.1 Pilzkulturen

Tab. 4-1: Namen und Bezugsquellen der verwendeten Pilzstamme
Wissenschaftlicher Name Kultursamml. Stammnr.

Boletus luridus (Schaeffer:Fries) CBS 115.42

Corynespora cassiicola*  (Berk. & Curt.) Wei. DSM 62475

Cyathus africanus Brodie DSM 1593

Cyathus striatus (Hudson:Pers.) Willdenow DSM 1652

Cystoderma carcharias  (Persoon) Fayod CBS 157.47

Diplodia gossypina* Cooke ATCC 10936

Fomitopsis pinicola (Swartz:Fr.) Karst. DSM 4957

Ganoderma applanatum  (Persoon) Patouillard CBS 250.61

Grifola frondosa (Dickson:Fries) S.F. Gray CBS 480.63

Ischnoderma benzoinum (Wahlenberg:Fr.) Karsten CBS 311.29

Lepista nuda (Bull.:Fr.) Cooke DSM 8620

Meripilus giganteus (Persoon:Fries) Karsten CBSs 581.86

Paxillus involutus (Batsch:Fries) Fries CBS 477.89

Phaeolus schweinitzi (Fr.:Fr.) Patouillard DSM 5136

Phellinus pini (Brot.:Fr.) A. Ames DSM 5238

Pholiota squarrosa (Weigel:Fr.) Kummer DSM 5127

Pleurotubs cornucopiae  (Paulet) Rolland DSM (Hubsch) 8298 (P 125-7)

Pleurotus columbinus Quel. apud Bres. DSM 3371

Pleurotus flabellatus (Berkeley & Broome) Sacc. CBS 665.85

Pleurotus flabellatus (Berkeley & Broome) Sacc. DSM (Hubsch) 8299 (P 127-2)

Pleurotus lampas Berkeley CBS 323.49

Pleurotus ostreatus (Jacquin:Fr.) Kummer DSM 1020

Pleurotus pulmonarius  (Fr.:Fr.) Quélet DSM 9558

Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer DSM (Hubsch) 5339 (P 225-1)

Pleurotus sapidus (Schulz. apud Kalchbr.) FSU P 226-1

Pleurotus sapidus

Trametes hirsuta

Sacc.

(Schulz. apud Kalchbr.)
Sacc.

(Wulfen:Fries) Pilat

DSM (Hubsch) 8266 (P 226-1)

CBS 282.73

* Deuteromyceten
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Kultursammlungen:

CBS = Centralbureau voor Schimmel cultures, Baarn, Niederlande

FSU = Pilzkulturensammlung der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, Sektion Biologie,
Weimar

DSM = Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig

ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA

4.2 Chemikalien

4.2.1 Bestandtelleder Kulturmedien

Tab. 4-2: Verwendete Nahrmedienbestandteile

Hersteller Best.-Nr. Reinheit
Agar Agar Merck 1.01614 f. d. Mikrobiol.
Asparagin-Monohydrat, L- Merck 1.01565 reinst
Biotin, (+)- Fluka 14400 >99%
CusSO, x 5H0 Riedel-De Haen 12849 -
FeCl3;x 6 H,O Riedel-de Haen 12319 -
Folsaure Fluka 47620 >97%
Glucose-Monohydrat, D-(+)- Merck 1.08342 f.d. Mikrobiol.
KCI Riedel-de Haen 12636 reinst
Hefeextrakt Merck 1.03753 f. d. Mikrobiol.
KH.POy Merck 1.12034 f.d. Molekularbiol.
Malzextrakt Merck 1.05391 f. d. Mikrobiol.
MgSOyx 1 H,O Riedel-de Haen 13143 -
MnSQO, x H,O Fluka 63555 purum p.a.
NaH,PO, Fluka 71502 Microselect >99%
NaCl Riedel-de Haen 13423 reinst
Nicotinsaure (Niacin) Fluka 72309 >99,5%
Pantothenat, Calcium-D- Fluka 21210
Pyridoxal-Hydrochlorid Merck 1.07523 >99%
Riboflavin Dr. Marcus - -
Thiaminhydrochlorid Fluka 95160 -
Titriplex Il Merck 8418 -
Universalpepton M66 Merck 1.07043 f. d. Mikrobiol.
ZnSQ, x 7 KO Fluka 96500 puriss. p.a.
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Tab. 4-3: Spezielle Medienzusatze fur die Substrat-Dosierungs-Versuche
Hersteller Best.-Nr. Reinheit
Brij 35 Sigma P-1254 k.A.
Miglyol” 812 S Huls AG, Wit- - Kokosol-Fraktion:
ten (56% Octansaure,
42% Decanséaure
<2% Dodecansaure)
Paraffindl, dinnflissig Fluka 76233 Ph Eur
Phosphatidylcholin, 3- Fluka 61755 ca. 60%
sn- (aus Eigelb)
Phosphatidylcholin, 3- Fluka 61758 >40%
sn- (aus Sojabohnen)
Span 20 Fluka 85544 K.A.
Triton X-100 Sigma X-100 Lab. grade
Tween 65 Fluka 93778 K.A.
Tween 80 Riedel-de Haen 63161 Prosynth

4.2.2 Standardsubstanzen, Substrate und Inhibitoren

Tab. 4-4: Verwendete externe (S) und interne (ISTD) Standards fir die GC-
FID,

GC-MS (MS) sowie Substrate (Sub.) und Inhibitoren (I) fur die

Biotransformationen

Hersteller Best.-Nr. Reinheit Verwendung

Aminobenzotriazol, 1- Fluka 07035 purum (>98%) |
Campher, R-(+)- Sigma C-9380  99% ISTD
Carveol, cisltrans- Aldrich 19.238-4 97% S, MS
Carvon, (R)-(-)- Fluka 22060 puriss., 99% S
Carvon, (S)-(+)- Merck 818410  >99% S
Citronéllol, (+)-B- Fluka 27478 puriss,, >99%  Sub.
Citrondllol, (+/-)-B- Fluka 27480 pract. (90-95%) S, MS, Sub.

Citrondllal, (-)-B- Fluka 27483 puriss. >99% Sub.
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Hersteller Best.-Nr. Reinheit Verwendung
Cyclohexenoxid Fluka 29260 purum (99%) I
Dimethyl-1-octanol, 3,7- Fluka 41011 purum (>98%) S
Fenchoal, (+)- Fluka 46198 puriss., >99,5% S, MS
Heptansauremethylester  Sigma H-6754  99% ISTD
Limonen, R-(+)- Fluka 62120 purum, ca. 98% S, Sub.
Limonen, S-(-)- Fluka puriss., >99%  Sub.
Myrtanol, (+)-trans Fluka 70117 puriss., >99% S, MS
Myrtanol, (-)-cis Fluka 70154 puriss., >99% S, MS
Myrtenal Fluka 70125 purum,>99% S, MS
Myrtenol, (-)- Fluka 70158 puriss., ca. 99% S, MS
Nonansauremethylester  Sigma N-5627  99% ISTD
Pinandiol, 2,3- Fluka 80594 purum, >98% MS
Pinen, (+)a- Fluka 80604 purum, >97% S
Pinen, (+/-)e- Aldrich 14,752-4  98% S, Sub.
Pinen, (-)a- Fluka 80600 purum, >97% S
Pinen, (1S)-(-B- Aldrich 11,208-9 99% S, Sub.
Pinocarveol, trans- Fluka 80613 purum, ca. 98% S, MS
Proadifen (SKF-525 A) Sigma P-1061 >95% I
(=a-Phenyl-a-propyl-
benzenessigsaure 2-
[diethylamino]ethyl ester)
Rosenoxid, (+)- Fluka 83915 puriss., >99% S, MS
Terpineol, (+)-a- Fluka 86481 puriss,, ca. 99% S, MS
Verbenal, (+)-cis- Sigma V-5755  95% S, MS
Verbenon Fluka 94382 puriss., >99% S, MS
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4.2.3 Weitere Chemikalien

Tab. 4-5: Weitere Chemikalien

Hersteller Best.Nr. Reinheit
Bengalrosa Fluka 11955 k.A.
(gebunden an Polystyren)
Chlorperoxybenzoesaure, m-  Aldrich 27,303-1 57-86%
2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol Aldrich E 455-0 >99%
Kieselgel 60 (0,063-0,200 Merck 7734 -
mm Korngrof3e, 70-230
mesh)
N-Methyl-N-nitroso-p-toluen-Aldrich D2,800-0 >99%
sulfonamid (Diazald)
N-Methyl-N-trimethylsilyl-  Macherey-Nagel, 70127 k.A.

trifluoracetamid (MSTFA)

Duren, Germany

Wasserstoffperoxid 30% Fluka 95300
4.2.4 Losungsmittel
Tab. 4-6: Losungsmittel
Hersteller Best.-Nr. Reinheit bzw. Reinigung/

Lagerung

Dichlormethan

Ethanol, unvergallt  Kraul & W.

Hochschullieferung

frisch dest. / gasdicht

96%

Ether Hochschullieferung
Ethylacetat Hochschullieferung
Hexan, n- Applichem
Methanol Hochschullieferung
Pentan Hochschullieferung
Propanol, 2- Fluka

Propanol, 2- Hochschullieferung

- frisch dest. / gasdicht
- frisch dest. / gasdicht

A 1623 f. d. HPLC / gasdicht
- frisch dest. / gasdicht
- frisch dest. / gasdicht
59307 f. d. HPLC /gasdicht

- frisch dest. / gasdicht
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4.25 Gase fur die Gaschromatographie und sonstige Anwendungen

Tab. 4-7: Gase fur die Gaschromatographie und sonstige Anwendungen

Lieferant / Gewinnung  Qualitat Verwendung
Druckluft K ompressor getrocknet

(Silicagd): FID-Brenngas, Hilfsgas
ungetrocknet: Reaktorbellftung

Wasserstoff Linde AG 5,0 Tragergas, FID-Brenngas

Helium Linde AG 5,0 Tragergas (GC-MS)

Stickstoff Linde AG 5,0 Tragergas

Sauerstoff Linde AG 5,0 Phototoxidation von
Citronellol / Kulturbeliif-
tung

4.3 Geréate

4.3.1 SterilesArbeiten

Laborautoklav VST 50/90, Zirbus-Apparatebau, Osterode/Harz

Steril-Werkbank: Laminar-Flow 821/825, Stangl Reinraum- und
Prozef3technnik, Mlinchen

Sterilfiltrationseinheit: Sartorius AG, Gottingen

Membranfilter: Porengrof3e: 0,2 um

Cellulose-Acetat , Sartorius Nr. 11107-50-N
Sterilfilter fur waldr. Losungen: PorengrofRe: 0,2 um,

Polysulfonmembran, Art. H259.1, Roth



4 Material und Methoden

248

4.3.2 Kultivierung

Inkubationsschiittelmaschinen:

UV-A-Lampen:

Ultra-Turrax

Brutschrank

4.3.3 Aufarbetung

1.) Multitron, Infors AG, Bottmingen (Schweiz)
mit Umlaufkihler: FC 1000, Julabo,
Seelbach/Schwarzwald
2.) Certomat HK, B. Braun Biotech, Melsungen,
Deutschland (fiir Lichtversuche)

Philips TL44D25/09N, 20 W, 40 cm Lange

TP 18/10, 170 W, max. 20 000 rpm (Stufe 10),
Janke & Kunkel
BE 500, Memmert

Kihlzentrifuge: Varifuge 20 RS, Heraeus Sepatech, Osterode/Harz

Zentrifugenbecher: 250 mL Polycarbonat

und Polypropylen,

Nalgene
Tischzentrifuge: Piccolo , Martin Christ, Osterode (Harz)
Rotor-Blender: Rotor GT 800, mit 1,5 L Glasaufsatz
Rotor AG, Uetendorf
Vortexer: Heidolph, Typ Reax I, 2400 u riin
Schwingmuhle: Dangoumill 300, Prolabo, Paris

AufschluRgefal3e: Stahlbecher, 50 mL Fullvolumen
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4.3.4 Bioreaktor

Labortischfermenter Typ | SF-100, Infors GmbH, Einsbach

Kulturgefaf3:

Sauerstoffelektrode:

pH-Elektrode:
Druckluft:

Abluft:

Standardbedingungen:

2L
Ingold, Nr. 322 756 701,

Steinbach/Taunus

Mettler-Toledo Nr. 10 465-35 K9
Membrankompressor (Druck: 0,6 bar)
sterilfiltriert Gber einen PTFE-Membranfilter
(Sartorius, Midisart 2000, 0,2 um Porengrol3e)
BelGftungsmodus: s.u.

PTFE-Membranfilter (s.0.) als Sterilbarriere

24 °C, 250 rpm

4.3.4.1 Reaktoranordnung 1: Direkte Beliftung

Die Beluftung erfolgte unter Verwendung des zum Bioreaktor gehdrigen Luftrohres

(a.D. 8 mm) mit einem DurchfluRvolumen von 1-2,5 L hin

4.3.4.2 Reaktoranordnung 2: Belliftung mittels Kapillarmembran

Die Beluftung erfolgte hier durch Einleiten von Druckluft in eine im Reaktor befindli-

che Wicklung einer mikroporésen hydrophoben Kapillarmembran.

Kapillarmembran:

Wicklung:

AccurelPP S6/2-Kapillarmembran, Akzo Nobel Faser
AG, Wuppertal
innerer Durchmesser: 1,8 mm, Wandstéarke: 0,45 mm,
PorengréfRe: 0,2 um

15,0 m Kapillare; gewickelt um vier Edelstahlrohre (35 cm
lang, &uRerer Durchmesser: 8 mm, Infors Best. Nr. 14584),
die mittels Klemmstutzen im Reaktordeckel (Infors Best.
Nr. ASZQ 001) in das Reaktorgefaf3 eingefthrt wurden.
innerer Durchmesser der Wicklung: 10 cm
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Luftzufihrung (s. Abb. 4-1):
Die beiden Enden der Kapillarmembran wurden . . * Druckluft
von unten in zwei der verwendeten Edelstahlroh- 1
re eingefiihrt und mit Hilfe von 2 cm-Sticken
von Norprene Schlauch (2 mm innerer Durch
1 mm Wandstarke) befestigt. Von oben wur
durch Norpene-Schlauche (Teilung des Luftstfo-
mes Uber einen Glas-Y-Verteiler) Druckluft in
die beiden Rohre eingefiihrt (Regulierung Uk
den Durchflumesser am Reaktor).
Die beiden noch offenen Edelstahrohre wurd
zum sterilen Abschluld des Reaktors von oben
Silikonschlauch (i.D. 6 mm i.D. , 2 mm Wand
starke: 2 mm) verbunden.
DurchfluR: 50 mL mift (Bestimmung des
tatsdchlichen Durchflusses mit
einem 50 mL-FluBmesser)
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Abb. 4-1; Schematischer Aufbau des
Bioreaktors mit Membran-
beltftung

4.3.4.3 Hohlfasermembran-Extraktion mit Limonen aus dem Bior eaktor

Hohlfasermembranmodul: Plasmaflux P2S (Fresenius AG, Bad Homburg)

Membran: Polypropylen-Hohlfasern
Innendurchmesser: 330 um

Wandstarke: 150 um

PorengréiRe: 0,4-0,6 um
Membranoberflache: 0,5 m?
Gehausematerial: Polycarbonat

(Gehause vertikal aufgehangt)

Versuchsaufbau: (vgl. Abb. 4-2, S.251)
Walrige Phase

» Bioreaktor: 24 °C, 100 rpm

« + 2 L deion.Wasser mit jeweils 100 mg Carveol / Carvon

+ Kreislauffiihrungvom Reaktor durch die untere Offnung (10 mm i.D., Verbindung
mit Norpreneschlauch) des Extrakapillar-Raumes des Hohlfasermoduls, dann durch
die obere Offnung (i.D. 3 mm, zum Modul gehérige Verschraubung) zuriick in den
Reaktor.
Die unterschiedlichen Innendurchmesser fur Einlal? und Auslaéffnung gewébhrlei-
steten einen ausreichenden Uberdruck der waRrigen Phase, um einen Durchbruch der
Limonenphase in die waldrige Phase zu verhindern.

» Schlauchpumpe: Janke & Kunkel PA-SF
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Schlauchmaterial: Teflonschlauch (8 mmi.D., 10 mm a.D.), Schlauchpumpe + Ver-
bindungen: Norprene-Schlauch (8 mmi.D., 12 mmaD.)

Verschraubungen: Bola-Verschraubungssystem fir

10 mm a.D.

FluR: 100 mL miit

Organische Phase

100 ml Limonen im Vorratsgefaf

Kreislauffihrung Vom Vorratsgefal? durch die Kieselgelsaule, dann durch den Intra-
kapillar-Raum des Hohlfasermoduls und zurlick ins Vorratsgefaid
Schlauchpumpe: Meredos SP-GLV
Schlauchmaterial: Teflonschlauch (4 mm i.D., 6 mm a.D.), Schlauchpumpe: Nor-
prene-Schlauch (1,6 mmi.D., 4,8 mm a.D.)
Verschraubungen: Bola-Verschraubungssystem fir 6 mm a.D.
FluR: 5,2 mL mift
Saule: Glassaule (12 cm x 1,6-2,0 cm)
mit Schraubgewinden fiir Bola-System (GL14)
Fullung: 10 g Kieselgel 60 (KorngrofR3e: 0,063-0,200 mm)

2L-Bioreaktor

4_ Medium

Kieselgel-
— séule

]

Limonen

| Hohlfaser-
membranmodul

\

Riihrer

Vorratsgefaf}
@ = Schlauchpumpe (Limonen)

:

Abb. 4-2: Aufbau des Hohlfasermembran-Extraktionssystems
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4.3.5 Sonstige Laborgerate

Lichtmikroskop: Will H-500, Hunt GmbH
Ultraschallbad Sonorex 510 H, Bandelin, Berlin
Rotationsverdampfer: R 134a, Buchi

pH-Meter: Calimatic 761, Knick

mit pH-Elektrode, Knick SE 100

4.4 Kulturmedien

4.4.1 Herstellung steriler Kulturmedien

Zur Herstellung der sterilen Kulturmedien wurden die Medienbestandteile (s.u.) in
deion. Wasser gel6st. Nach Einstellung des Medien-pH-Wertes wurden Volumina von
90 mL (300 mL Kolben) bzw. 180 mL (500 mL Kolben) abgemessen. Die mit Cellulo-
sestopfen verschlossenen und mit Aluminiumfolie abgedeckten Kolben wurden dann fur
20 min bei 121 °C autoklaviert.
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4.4.2 Standardkulturmedien
4.4.2.1 Standardndhrlésung-B=SNLB)

D-Glucose-Monohydrat 30gL™
L-Asparagin-Monohydrat 45gL*
KH,PO, 1,5¢gL*
MgSOsx H,0 05¢gL™
Spurenelementelésung 1 mrL

Thiamin-Hydrochloridsteri-  2mgL™
filtrierte Stammldsung, Zugabe nach

dem Autoklavieren der anderen
Medienbestandteile)

Spurenelementelésung:

FeCkx 6 H,O 80 mg !
ZnSQ, x 7 HO 90 mg L
MnSQ, x H,O 30 mg !
CuSQ x 5 H,0 5 mg L*
Titriplex I 0,4gL*

pH-Wert: vor dem Autoklavieren mit 1 N KOH auf pH 6,0 eingestellt

4.4.2.2 Standardnahrlésung-Hefeextrakt (=SNLH)
Wie SNLB, jedoch 3 g L™ Hefeextrakt statt Thiamin.
4.4.2.3 SNLH-Agar

Wie SNLH, jedoch zusétzlich 15 g'LAgar.
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4.4.3 Faktorieller Versuchsplan (Plackett-Burman-Design) zur Abschatzung von
Haupteffekten

Versuchein Abschnitt 2.1.8.1+2.25.1

Von den im Plackett-Burman-Design eingesetzten 16 Faktorkombinationen (vgl.
2.1.8.1, Tab. 2-7) fur die insgesamt 12 Medienparameter und 3 Dummyvariablen wur-
den jeweils Doppelbestimmungen angesetzt. Die Konzentrationen der einzelnen Be-
standteile in der niedrigen und der hohen Konzentrationsstufe sind Tab. 2-8 zu entneh-
men. Fur die Vitaminmischung wurde eine Stammlésung angesetzt, die sterilfiltriert und
dem Medium erst nach dem Autoklavieren zugegeben wurde.

Als Proben wurden aus den Parallelkolben jeweils Mischproben gemafl 4.9.1.2 ent-
nommen.

Aus diesem Versuchsplan sollten die Effekte der Faktoren auf die ZielgroRen, also
Trockenmassen, die Produktkonzentrationen und die trockenmassenormierte Produkt-
konzentrationen, berechnet werden.

Dazu wurde fir jeden der 15 Faktoren die Summe der Zielgrof3en der Kombinationen
mit hoher Faktorkonzentration gebildet und ebenso die Summe mit den niedrigen Fak-
torkonzentrationen. Die Summe aus den Kombinationen mit niedrigen Konzentrationen
wurde von der Summe mit hohen Konzentrationen subtrahiert. Der mittlere Effekt jedes
Faktors ergab sich aus der Division durch die Zahl der niedrigen bzw. hohen Konzen-

trationen eines Faktors innerhalb der 16 Kombinationen (hier: jeweils 8 pro Faktor).

4.4.4 Zusatz ver schiedener Konzentrationen von M edienbestandteilen

Calcium:

Um verschiedene Ca-Konzentrationen einzustellen, wurde eine Stammlésung mit 2 g
CaCh x 2 H,O / 50 mL autoklaviert und den Kulturkolben (85 mL Medium) in Mengen
von 0,125 /0,5/ 1,25/ 2,5 und 5,0 mL, entsprechend 14, 54, 136, 273 begdchnet

als Ca, zugegeben. Die einzelnen Zugabevolumina wurden durch Zupipettieren von ste-

rilem Wasser auf 5,0 mL aufgefllt.
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Glucose, Malzextrakt, Pepton:
Fir die verschiedenen Konzentrationen an Glucose (10, 30, 40, 50, §0 Mdlzex-
trakt (0, 5, 10, 20 g£) und Pepton (0, 4,5, 9, 13,5 , 18 §) wurden die entsprechen-

den Mengen in die Kulturkolben (fir 90 mL Medium) eingewogen und in dem (fur die

Glucosevariation glucosefreien) SNLH-Medium geldst und autoklaviert.

Kalium:

Fir den Versuch zur Variation der Kaliumgehalte (2.1.8.1, S.44) wurde d#&OKHls
Puffersubstanz durch NaPiO, ersetzt und die verschiedenen Kaliumkonzentrationen
(0,0,21, 0,43, 0,64, 0,86 ¢"Lwurden mit Kaliumchlorid eingestellt.

445 Transformationsmedien

Die Transformationsmedien bestanden aus Phosphatpuffer pH 7,5 (20 ifyndem
entweder keine Glucose, 10 ¢ Glucose oder 10 gL Glucose + 1 g I Hefeextrakt
zugesetzt wurden. Der pH-Wert nach dem Autoklavieren betrug 7,3 und wurde vor der

Zugabe der Zellmasse nicht erneut eingestellt.

4.5 Kultivierung

4.5.1 Stammkulturen (Agarkulturen)

Von jedem Pilzstamm wurden jeweils Stammkulturen in 2 Schragagarrohrchen und auf
2 Agarplatten mit SNL-Hefeextrakt-Agar (4.4.2.3) angelegt, indem Agarréhrchen mit
einem ca. 0,5 x 1 cm und die Platten mit einem ca. 1 x 1 cm grofRen Agarstiick aus der
vorherhgehenden Stammkultur (bzw. der Originalkultur von externen Kultursammlun-
gen) beimpft wurden.

Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 27 °C, bis zum vollstandigen Bewachsen
der Agaroberflache (je nach Pilz zwischen 1 und 3 Wochen).

Danach wurden die Platten und Agarréhrchen mit Parafilm verschlossen und im Kihl-
schrank (4-7 °C) gelagert. Mindestens alle 6 Monate wurden aus den so gelagerten

Kulturen nach dem gleichen Verfahren neue Stammkulturen angelegt.
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4.5.2 Standardbedingungen fiur Submerskulturen

Kultivierungstemperatur: 24 °C
Schittelgeschwindigkeit: 180 rpm

Kulturvolumen: 100 mL in 300 mL Erlenmeyerkolben

45.3 Vorkulturen

4.5.3.1 Vorkulturen 1 (S\LB)

Ein 1 x 1 cm groR3es Stuick der Agarplatten-Stammkultur wurde in einen 200 ml Erlen-
meyerkolben mit 100 mL SNLB-Medium (4.4.2.1) Uberfihrt.

Die Vorkultur wurde 3 Tage im Schittler (24 °C, 180 rpm) inkubiert, und nach dem
Sichtbarwerden eines Myzelflaums am Agarstiick mit dem Ultraturrax ftr 30 sec lang
homogenisiert. In der Regel wurden nach 7 Tagen Inkubation im Schdttler aus diesen
Vorkulturen 1 die Vorkulturen 2 angesetzt. Di&/orkultur 1 war erfahrungsgeman et-

wa 4 Wochen stabil, danach wurden neue Kulturen angesetzt. Der schnellwachsende

Stamm Cystoderma carcharias war nur ca. 2 Wochen in diesem Medium stabil.

4.5.3.2 Vorkulturen 2 (SNLH)

Von derVorkultur 1 wurden 20 mL (= 10% v/v) steril in einen 500 mL Erlenmeyer
Kolben mit 180 mL SNLH-Medium (4.4.2.2) pipettiert. Di#orkultur 2 wurde dann

mit dem Ultraturrax 30 sec lang auf Stufe 6 homogenisiert und im Schittler inkubiert.
Die 7 Tage altetvorkulturen 2 wurden direkt flr die Inokulation der experimentellen

Kulturen verwendet.

4.5.4 Experimentelle Kulturen

Von denVorkulturen 2 wurden steril jeweils 10 mL in 300 mL Erlenmeyerkolben mit

90 mL SNLH-Medium pipettiert und ohne erneute Homogenisation im Schuttler inku-
biert.

Von den experimentellen Kulturen wurden je Versuchsansatz 2 Parallelkulturen inoku-
liert. Proben wurden dann immer aus beiden Parallelkolben enthnommen und fir die

Analytik als Mischproben aufgearbeitet.
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Bel den Terpentransformationsversuchen erfolgte die Terpenzugabe, sofern bei den Ein-
zelversuchen nicht anders beschrieben, nach einer Inkubationszeit von 2,5 Tagen
(60 h).

455 Kultivierung unter UV-A-Belichtung

In den Inkubationsschuttlern (Certomat HK, B.Braun Biotech, Melsungen, Deutschland)
wurden jeweils drei UV-A-Lampen (Philips TL44D25/09N, 20 W, 40 cm Lange) im
Abstand von 15 cm an der Unterseite des Schuttlerdeckels angebracht. Fir den Versuch
mit unterschiedlichen Belichtungszeiten (2.1.7.2) wurden die Kulturen nach Ablauf der
taglichen Belichtungszeit (6 bzw. 12 h) in einem abgedunkelten Schuttler weiterkulti-
viert. Bei den unbelichteten Kulturen wurden die Kulturkolben zusatzlich in Alumini-
umfolie eingewickelt.

Fir den Belichtungsversuch nflystoderma carcharias (2.2.5.4) wurde die tagliche

Belichtungsdauer (14 h) durch eine Zeitschaltuhr geregelt.

4.5.6 Kultivierung fur Adaptionsversuche

45.6.1 a-Pinen-Adaption

Fur die Langzeitadaptionsversuche wurden von jedem Pilzstamm jeweils nichtadap-
tierte und adaptierte Vorkulturen tUber einen langeren Zeitraum submers kultiviert. Alle
Kulturen wurden als Doppelansatze gefihrt; die GC-Analyse erfolgte aus Mischproben
dieser Doppelansatze.

Fur die adaptierten Kulturen wurde d&orkulturen 1 nach einer Woche Wachs-
tumszeit alle 2 Tage je 50 d-Pinen Uber die Gasphase (s. 4.6.5) zugegeben. Dadurch
wurde eine permanente Substrat-Atmosphare im Kolben gewahrleistet und durch die
geringe Konzentration trotzdem ein ausreichendes Kulturwachstum aufrechterhalten.
Die adaptierten wie die nichtadaptierdorkulturen 1 wurden alle 4 Wochen homoge-
nisiert und in frisches SNLB-Medium tberimpft. Die weitere Adaption erfolgte dann

wie oben beschrieben.

Um auszuschliel3en, daf3 die nichtadaptierten Vorkulturen mit Pinen in Kontakt kamen,
wurden sie in einem separaten Schuttler kultiviert.

Fir die Transformationsversuche wurden 10 mL der adaptierten und nichtadaptierten

Vorkulturen 1 in 90 mL SNLH-Medium Uberimpft und homogenisiert. Die adaptierten
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Vorkulturen 2 wurden nach 3 Tagen Wachstumszeit wie oben beschrieben mit Substrat
behandelt.

Die experimentellen Kulturen wurden aus 1 Woche alten Vorkulturen 2 angesetzt (10

mL auf 90 mL SNLH-Medium). Bis zum Beginn der Biotransformation wurden die ad-
aptierten Kulturen nicht mehr mit Substrat belastet, da durch die Wachstumsverringe-

rung im Vergleich zu den nichtadaptierten Kulturen die Vergleichbarkeit adap-
tiert/nichtadaptiert weiter verschlechtert worden wére. Die Transformation wurde nach
2,5 Tagen Inkubationszeit durch Zugabe von 2 x 10@4Hinen im Abstand von 24 h

gestartet.

4.5.6.2 Limonen-Adaption

Im Unterschied zua-Pinen-Adaption wurden hier digrkulturen 1 als Doppelansatze

wie ublich gefiihrt, eine Adaption fand hier nicht statt, um die im dafur verwendeten
SNLB-Medium (ohne komplexe Zusatze) durch Terpenzusatz verstarkt auftretenden
Wachstumshemmungen zu minimieren.

Stattdessen wurden alle zwei Wochen frische adaptiertanichthdaptierté/orkultu-

ren 2 (jeweils als Doppelansatze) nach dem ublichen Verfahren inokuliert. Nach den
ersten 2 Wochen Adaption wurden aus diesen Vorkulturen 2 die frischen Vorkulturen 2
inokuliert, so dal3 die verwendeten Vorkulturen dauerhaft in SNLH-Medium kultiviert
und adaptiert wurden.

Die Adaption begann 3 Tage nach Inokulation, indem alle 2-3 Tage 50 pL R-(+)-
Limonen Uber die Gasphase zudosiert wurde, die nichtadaptierten Kulturen wurden in

einem separaten Schattler kultiviert.
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Aus diesen mindestens eine Woche alten Vorkulturen 2 wurden dann nach 1, 2, 4 und 6

Wochen die experimentellen Kulturen beimpft, die nicht mehr adaptiert wurden, um ein
moglichst vergleichbares Wachstum von adaptierten und nichtadaptierten Kulturen zu
gewahrleisten. Die erste Substratzugabe erfolgte nach 2,5 Kulturtagen im Gasphasen-
modus (500 pL im Reservoir). Fur die Analytik wurden Mischproben aus den Dop-

pelansatzen genommen.

4.5.6.3 Citronellol-Adaption

Fur die Citronellol-Adaption voystoderma carcharias wurden je 3vVorkulturen 1 in
SNLB-Medium angesetzt. Nach einer Wachstumszeit von 10 Tagen wurden aus jeder
dieser Kulturen 2/orkulturen 2 beimpft. Je einer der beid&orkulturen 2 wurde nach

einer Wachstumszeit von 3 Tagen 50 pL Citronellol Gber die Gasphase zugegeben, dies
wurde jeden 2. Tag wiederholt. Die nichtadaptierten Kulturen wurden in einem separa-
ten Schiittler kultiviert.

Aus denVorkulturen 2 wurden nach einer Woche 3 adaptierte und 3 nichtadaptierte
experimentelle Kulturen beimpft, mit denen dann die Biotransformation nach dem Stan-

dardverfahren fur Citronellol durchgefiihrt wurde (s. 4.6.1).

4.5.7 Kultivierung mit Einstellung des pH-Wertesvor Transfor mationsbeginn

Die pH-Werte der experimentellen Kulturen vBreurotus sapidus wurden am 3. Kul-
turtag (60 h Inkubationszeit) mit KOH (1 mofLbzw. HPO, (2 mol LY auf 4,0 , 4,5,
50,55,6,0,6,5,7,0, 7,5 und 8,0 steril mit einer vorher 30 min in 70% Ethanol gela-
gerten und mit sterilem Wasser abgespulten pH-Elektrode eingestellt.

Nach der pH-Wert-Einstellung erfolgte der Start der Biotransformation durch Zugabe

von 100 pL (+/-)a-Pinen. Nach 24 h wurden erneut 100 pL zugegeben.

4.5.8 Durchfuhrung von Transformationsversuchen in Transformationsmedien

Die Kulturen von C. carcharias wurden ebenso wie normale experimentelle Kulturen
2,5 Tage lang in 100 mL-Ansatzen (300 mL Erlenmeyer-Kolben) kultiviert. Danach
wurde die Zellmasse durch Filtration in einer autoklavierten Filtrationseinheit abge-

trennt, da eine Zentrifugation bei diesem Pilz nicht zu einer ausreichenden Sedimentati-



4 Material und Methoden 260

on fuhrte. Die Zellmasse wurde je 100 mL Kultur mit 50 mL Phosphatpuffer (20 mmol
LY gewaschen, um anhaftendes Wachstumsmedium abzutrennen.

Dann wurde die Zellmasse mit einem sterilen Spatel in die Transformationskolben tber-
fuhrt.

Die Transformation wurde durch Zusatz von 2 x 20 pL Citronellol im Abstand von 24 h

gestartet.

4.5.9 Kultivierungen im Bioreaktor

Bei den Bioreaktorversuchen n@t carcharias wurde mit 200 mL deWorkulturen 2

auf 1,8 L SNLH-Medium inokuliert (bei der direkten Beluftung wurden 2,0 L SNLH-
Medium vorgelegt). Die Nachdosierung von Glucose erfolgte, sobald der Gehalt im Re-
aktor unter 0,25 % abgesunken war, nach Entnahme von 100 mL Kulturmedium durch
den Probenahmestutzen des Reaktors durch Zugabe von 100 mL einer autoklavierten
Glucoseslosung (mit 40 g Glucose) unter sterilen Bedingungen. Eine Bestimmung der
Trockenmasse war nicht mdglich, da aufgrund der Pelletgrof3e keine reprasentativen

Proben aus dem Reaktor entnommen werden konnten.

4.6 Dosierungvon Substraten und Inhibitoren

4.6.1 Normale Substratdosierung

Fur die normale Substratdosierung wurde — soweit bei den Versuchsergebnissen nichts
anderes vermerkt ist — den 100 mL-Kulturen zu Beginn der Transformation und noch
einmal 24 h spater jeweils eine Menge von 100 pL (Terpenkohlenwasserstoffe) bzw. 20
pL (Citronellol) direkt zupipettiert.

Bioreaktorversuche: Fir die Citronelloltransformationen @itarcharias im Bioreak-

tor wurden je Substratdosierungszeitpunkt 400 pL Citronellol in den Reaktor gegeben.

4.6.2 Dosierung mittels organisch-wafiriger Zweiphasensysteme

Die Dosierung von a-Pinen Uber die nicht-wassermischbaren organischen Phasen
Miglyol 812 S und Paraffinél erfolgt durch Losung von 100 pL des Terpens je 5 mL
organischer Phase (vorher autoklaviert) und Zugabe dieser nicht-wassermischbaren

Losung zu den 2,5 Tage alten experimentellen Kulturen.
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4.6.3 Substratdosierung mit Tensidzusatz

Fur die Dosierung voa-Pinen in Tensidemulsionen wurden Stammlésungen der ver-
wendeten Tenside (Brij 35, Triton X-100, Tween 65, Tween 80 und Span 20) von 0,1 ,
1,0 und 5,0 g (100 mi})hergestellt und autoklaviert. Zu diesen Stammldsungen wurde
kurz vor der Dosierung in die Pilzkulturen 1 mL eirePinenstammldsung von 2,5 g

(10 mL)* in unvergalltem, destillierten Ethanol gegeben und fiir 3 min im eisgekiihlten
Ultraschallbad emulgiert. Von dieser weil3-triben Emulsion wurden 10 mL in die 2,5
Tage alten Kulturen (90 mL Kulturvolumen) dosiert.

Die Endkonzentration an Tensid betrug 0,1 , 1,0 bzw. 5,0,glle Konzentration an
Pinen betrug unabhéngig von der Tensidkonzentration 500’mg L

Fur den Kontrollwert (ohne Tensid) wurden 100 pL der Pinen-Stammlésung (= 500 mg
L) direkt in die waRrige Phase dosiert.

Die Ethanolkonzentration betrug in allen Kulturen 0,1% (v/v), ein negativer Einflu3 auf

Kulturwachstum und Transformationsverhalten wurde nicht festgestellt.

4.6.4 Substratdosierung in liposomalen Losungen

Fur die Biotransformationsversuche wurde eine Methode zur Herstellung kleiner unila-
mellarer Vesikel (=small unilamellar vesicles, SUV) verwendet [190, 191].

Fur 20 mL Liposomen-L6sung wurden 66 pmol Ei- oder Soja-Phosphatidylcholin in
einen 100 mL Rundkolben eingewogen und in ca. 50 mL Dichlormethan geldst, so daf}
eine klare, gelb gefarbte Lésung erhalten wurd.

Das Dichlormethan wurde am Rotationsverdampfer (40 °C, 700 mbar) abdestilliert und
die Lipidschicht auf der Kolbeninnenwand dann mind. 15 min im Stickstoffstrom weiter
getrocknet.

Danach wurden 20 mL deion. Wasser zugegeben und der Kolben zu Ablésung der Li-
pidschicht intensiv geschwenkt. Die liposomale Losung wurde danach fur 5 min im Ul-
traschallbad behandelt. Die so hergestellte Losung war fast klar und schwach gelblich
gefarbt. Bei Ansatzen von mehr als 20 mL Gesamtvolumen reichte die Leistung des
eingesetzten Ultraschallbades nicht aus, um eine klare Lésung herzustellen, daher wur-
den die 20 mL-Ansétze verwendet. Die Loésung wurde danach sterilfiltriert (sterile Cel-

lulose-Acetat-Filter, 0,45 um Porengrof3e).
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Fur die Liposomenleerwerte wurde die so erhaltene Lésung direkt weiter verwendet,
wéhrend fur diex-Pinen-Transformationsversuche 330 pmol (=44,9 mg)jnen zuge-
geben und fur 15 min im eisgekuhlten Ultraschallbad gelést wurden.

Vorversuche ergaben, daf3 ein Phosphatidylcholin/Pinen-Verhaltnis von >5 nur zu einer
unvollstandigen Lésung des Terpens in der Lipidphase fuhrt (die Pinenphase wird als
zweite Phase sichtbar). Deshalb wurde ein Phosphatidylcholin/Pinen-Verhaltnis von 5
gewabhilt.

Fur die Biotransformationsversuche wurden 2,5 mL (=16,5 umol Phosphatidylcholin,
82,5 pmol Pinen zusatzlich 7,5 mL steriles Wasser) bzw. 10 mL (=66 pmol Phosphati-
dylcholin, 330 umol Pinen) der liposomalen Lésungen (Leerwert bzw. Substratwert) zu

Kulturen mit einem Kulturvolumen von 90 mL dosiert.

4.6.5 Substratdosierung Uber die Gasphase

Anwendung fir Versuche in Abschgitt.4.2,2.1.8.1,2.1.9.1.3, 2.1.10.2, 2.2.3.2

Fur die Gasphasendosierung wurde ein braunes 4 mL-Schraubdeckelglaschen mit Draht
an der Unterseite des Cellulosestopfens befestigt, so dal? zwischen Stopfenunterseite
und GefalR6ffnung ein Abstand von ca. 3 cm war. In das Glaschen wurde zur Gewabhrlei-
stung einer besseren Verteilung des Substrats ein Chromatographiepapierstreifen-(0,5 x
3 cm) gesteckt (s. Abb. 4-3).

ADbb. 4-3: Gasphasendosierung

des Substrates
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Zu Beginn der Transformation wurden (soweit nicht im Einzelfall anders beschrieben)
500 pL des jeweiligen Substrates in das Reservoir gefillt und bei Bedarf (langere Trans-

formationszeiten) nach 5-7 Tagen nachdosiert.

4.6.6 Durchfiihrung der Sauerstoffbegasung im Kulturkolben

Fur die zusatzliche Begasung vBnsapidus-Kulturen wéhrend der Biotransformation

von a-Pinen wurden 300 mL Erlenmeyerkolben mit je 100 mL Submerskultur direkt vor
den beiden Substratzugaben 5 min lang mit einem tber einen Membranfilter sterilisier-
ten Sauerstoffstrom (0,5 bar Vordruck) aus einer Druckgasflasche begast, so dal3 danach
die Gasphase im Kolben nahezu vollstandig aus Sauerstoff bestand.

Die Messung der Sauerstoffsattigung erfolgte sofort nach Probenahme von 10 mL der
Kultur mit einer Sauerstoffelektrode und einer MelReinheit des Bioreaktors (Infors,
ISF 100). Die Elektrode wurde vor der Versuchsdurchfiihrung unter den gleichen Be-
dingungen wie bei den Pilzkulturen (Kulturkolben mit 100 mL Medium, Probenahme
von 10 mL Medium, sofortige Messung) mit stickstoffgesattigtem Medium auf den 0%
(Nullpunkt) und mit sauerstoffgesattigtem Medium auf 100% (Elektroden-Steilheit)

kalibriert.

4.6.7 Dosierung von Terpenalkoholen, -ketonen zur Untersuchung der Produktto-

Xizitat

Zur Einstellung definierter Konzentrationen an Terpenen in Submerskulturen muf3ten
die Terpene aufgrund ihrer schlechten Wasserldslichkeit in unvergalltem Ethanol vor-
gel6st werden.

Stammldsungen von cis-Verbenol, Verbenon, cis/trans-Carveol und Carvon wurden so
verdunnt, dal3 zur Erreichung der gewinschten Konzentrationsstufen jeweils 200 pL
ethanolischer Losung (=0,2% v/v) zur 100 mL-Kultur addiert werden muf3ten.
Kontrollversuche zeigten, dafld Ethanol in dieser Konzentration keinen toxischen Effekt
hatte.
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4.6.8 Zugabe von Cyclohexenoxid und Monooxygenase-l nhibitoren

Fur den Versuch zur Epoxid-Hydrolase-Hemmung wurde den Kulturen nach 2,5 und 3,5
Kulturtagen eine der Citronellolmenge (20 pL = 0,11 mmol (100 hh&guimolare
Cyclohexenoxidmenge (11 puL=0,11 mmol) direkt zugegeben.

Von den Monooxygenase-Inhibitoren wurden Stammlésungen von SKF-525 A und 1-
Aminobenzotriazol in unvergalltem Ethanol angesetzt und von diesen Losungen 100 pL
je 100 mL-Kultur verwendet, so daR eine Endkonzentration von 0,1 nifneirkicht

wurde.

4.7 Blindwerte

4.7.1 Allgemeine Durchfihrung

Alle Blindwerte wurden analog zu den entsprechenden Biotransformationsversuchen
durchgefuhrt. So wurden sowohl Verunreinigungen der Terpensubstrate als auch abioti-
sche Umsetzungen im Verlauf der Transformationsdauer erfaf3t.

Die so erhaltenen Konzentrationen an oxyfunktionalisierten Terpenen wurden von den
in dieser Arbeit angegebenen Biotransformationsergebnissen bereits subtrahiert.
Standardblindwerte wurden mit 100 mL SNLH-Medium (pH-Wert nach dem Autokla-
vieren ca. 5,7) im 300 mL Erlenmeyerkolben mit Cellulosestopfen durchgefuhrt. Die
Terpenkohlenwasserstoffe-Pinen,-Pinen, Limonen) wurden bei direkter Zugabe in
Mengen von 2 x 100 pL im Abstand von 24 h zudosiert. Bei Gasphasenfitterungen er-
folgte die Zugabe von 500 pL Uber die Gasphase mit Nachdosierung der gleichen Men-

ge nach 5-7 Tagen.

4.7.2 pH-Wert-Abhangigkeit

Zur Herstellung von sterilen Kulturmedien mit definierten pH-Werten wurde zunéchst
SNLH-Medium (jeweils 1L in 1L Erlenmeyerkolben) angesetzt und autoklaviert. pH-
Werte < 6,0 wurden dann unter sterilen Bedingungen mit autoklaviesi®,H0,33

mol L) mit einer vorher 30 min in 70% Ethanol gelagerten pH-Elektrode eingestellt. Je
100 mL des Mediums wurden steril in autoklavierte 300 mL Erlenmeyerkolben gefiillt.
Fur hohere pH-Werte wurde auf diese Weise keine ausreichende Sterilitdt erreicht. Des-
halb mufte hier nach der pH-Wert-Einstellung mit autoklavierter KOH (1 foliber
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0,2 um Membranfilter (Polysulfonmembran, Roth Art. H259.1) sterilfiltriert und dann

in Erlenmeyerkolben gefullt werden.

4.7.3 Blindwertein Gegenwart von autoklaviertem Pilzmyzel

Fir die Blindwerte in Gegenwart von Pilzmyzel wurden 7 Tage alte Submerskulturen
der Pilze autoklaviert (121 °C, 20 min) und der pH-Wert wurde steril (4.5.7) auf pH 5,0

eingestellt. Die Blindwertfiihrung erfolgte dann wie in 4.7.1 beschrieben.

4.8 Synthesen

4.8.1 Photooxidation von Citronellol zur Herstellung von 3,7-Dimethyl-5-octen-
1,7-diol (6) und 3,7-Dimethyl-7-octen-1,6-diol (7) [38, 196]

500 pL (=512,5 mg = 3,28 mmol) (HCitronellol wurden in 50 mL Methanol gel6st

und mit ca. 0,5 g Bengalrosa (gebunden an Polystyren) versetzt. Der 250 mL Reaktions-
kolben wurde vor Beginn der Reaktion und danach alle 30 min durch Einleiten aus einer
Druckglasflasche mit reinem Sauerstoff gesattigt. Der Ansatz wurde unter standiger
Eiskuhlung unter Belichtung mit einer 500 W-Foto-Lampe (Liteman Ind. Corp. L-16 N-

2) geruhrt. Das Ende der Reaktion wurde gaschromatographisch anhand des Citronellol-
gehaltes in der Reaktionslésung bestimmt. Nach 12 h Reaktionszeit war die Photooxi-
dation beendet und die erhaltenen Hydroperoxide konnten durch Zugabe von 10 mmol
NaSGO; in 50 mL deion. Wasser durch einstindiges Ruhren bei 50 °C (Wasserbad) zu
den Diolen reduziert werden.

Die erhaltenen Diole wurden mit Diethylether (5 x 50 mL) aus der Wasser/Methanol-
Phase extrahiert. Nach Trocknung tiber Natriumsulfat erfolgte das Einengen der Pro-

duktlésung auf ca. 10 mL.

4.8.2 Aufreinigung der Diole

Fiur die NMR-Spektroskopie wurden die Diole s&ulenchromatographisch aufgereinigt.
Dazu wurde die Produktlésung auf eine Saule (3 x 25 cm) mit 35 g Kieselgel 60 (0,063-
0,200 mm KorngroRe, 70-230 mesh) gegeben und mit Diethylether eluiert.

Bei einer Tropfgeschwindigkeit von 1-2 Tropfen pro Sekunde wurden 5-Minuten-

Faktionen aufgefangen. Die Fraktionen 24-41 enthielten reines 3,7-Dimethyl-7-octen-
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1,6-diol (109,3 mg, GC-Reinheit: 96,7 %), die Fraktionen 50-54 reines 3,7-Dimethyl-5-
octen-1,7-diol (30,3 mg, GC-Reinheit: 97,6%) und die Fraktionen 42-49 ein Gemisch
beider Diole. Fraktion 55 wurde mit Diethylether/Methanol (9+1) eluiert. Diese Fraktion
enthielt ebenfalls 3,7-Dimethyl-5-octen-1,7-diol (80 mg, GC-Reinheit 85,7%). Auf eine
weiterere Aufreinigung dieser Fraktion wurde verzichtet, da die anderen Fraktionen

Reinsubstanzen in ausreichender Menge fiir die NMR-Messungen enthielten.

4.8.3 Synthesevon 3,7-Dimethyl-6,7-epoxy-1-octanol (4) und 3,7-Dimethyl-1,6,7-

octantriol (9)

Darstellung des Epoxids: 6,4 mmol (1,0 g) Eitronellol, gelost in 50 mL Diethye-

ther und eisgekuhlt, wurden unter Rihren langsam zu einer Losung von mit 6,4 mmol
m-Chlorperoxybenzoesdure (MCPBA) in 50 mL Diethylether getropft.

Nach 2 Tagen Reaktionszeit (Kuhlschrank, vollstandiger Umsatz des Citronellols) wur-

de die etherische Losung zur Entfernung der mCPBA 3 Mal mit je 50 mL Natronlauge

(2 mol LY und danach 4 Mal mit Wasser (bis zur neutralen Reaktion des Waschwas-
sers) gewaschen und der Ether abdestilliert. Ein Teil des Produkts (103 mg, >95% GC-

Reinheit) wurde zu NMR-Untersuchung verwendet.

Darstellung des Triols: 300 mg Epoxid wurden in 50 mL Salzs&ure (0,1 Wgjeldst

und 3 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Produkt wurde mit Diethylether (5 x 50 mL)
aus der walirigen Phase extrahiert, Uber Natriumsulfat getrocknet und das L6ésungsmittel
abdestilliert.

Die weiterere Aufreinigung erfolgte mittels praparativer Dinnschichtchromatographie.
Dazu wurde das erhaltene Produkt auf Kieselgelplatten (Merck, 20 x 20 cm, Schichtdik-
ke 0,5 mm) aufgetragen und in Diethylether entwickelt. Die Produktzone wurde von der
Platte abgeschabt und mit Diethylether eluiert. Das Produkt lag danach in einer GC-

Reinheit von 97,9% vor.
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4.9 Analytik

4.9.1 Probenahmeverfahren

4.9.1.1 Sandard-Probenahme
Versuchein Abschnitt 2.1.1, 2.1.2, 2.1.3, 2.1.4.1, 2.1.4.2, 2.1.5 (saure Produkte), 2.1.6.2,
216.3,221.24,224

Am Ende der Transformation wurden jeweils zwei 100 mL-Kulturkolben als Probe ge-

nommen und aufgearbeitet. Die Submerskulturen wurden vollstandig in Zentrifugenbe-
cher (250 mL, Polycarbonat) tberfiihrt und abzentrifugiert (4000 x g). Der Uberstand
wurde abdekantiert und zur weiteren Aufarbeitung eingesetzt. Der Rickstand wurde zur
Trockenmassebestimmung eingesetzt bzw. — bei den Versuchen zur separaten Myze-

laufarbeitung — aufgeschlossen (s. 4.9.5.1).

4.9.1.2 Probenahme fir die Schnellmethoden (LPME, SPME, Trockenmasse)

Versuche in Abschni1.8.1, 2.1.10.2,2.1.6.4,2.1.7,2.1.8.3,2.1.8.4,2.1.9.1.1,
2191.2,21913,219.2,21.10.1,21.11,2.25,2.2.6

Fur die GC- und Trockenmasse-Schnellmethoden wurden aus den Parallelkolben je-
weils mind. 2 bis max. 5 mL (bei Trockenmassebestimmung) Probe steril den Kulturen
entnommen, in 10 mL-Reagenzglasern zu einer Sammelprobe vereinigt, mit Schraub-
deckeln verschlossen und in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
fur die GC aufgearbeitet, wahrend der Ruckstand zur Trockenmassebestimmung ver-

wendet wurde.

4.9.1.3 Probenahme fir Sammelproben

Versuche in Abschniz2.1, 2.2.8

Fiar die Sammelproben wurden an den Transformationstagen 2, 4 und 7 jeweils 30 mL
der Kulturen steril entnommen, abzentrifugiert (10 °C, 4000 x g). Das so erhaltene Me-
dium wurde eingefroren. Nach der letzten Probenahme wurden die vereinigten Teilpro-

ben flur die Analytik aufgearbeitet.
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4.9.1.4 Probenahme aus dem Bioreaktor

Probenahme aus der wéalrigen Phase: Je Probenahmezeitpunkt wurden 5-10 mL Medi-

um steril Uber den Probenahmestutzen des Reaktors entnommen und fir die Glucosebe-

stimmung und die LPME verwendet.

Probenahme aus der Abluft: Fir die Abluftadorption wurden 2 seriell angeordnete Glas-

saulen (12 cm x 1,6-2,0 cm) mit je 9,5 g Lewatit OC 1064 (makroporodses Sty-
rol/Divinylbenzen-Adsorbens, Reinigung siehe 4.9.6) beflllt. Nachdem die Abluft 24 h
lang durch die Saulen geleitet worden waren, wurden die auf der ersten Saule adsor-
bierten flichtigen Substanzen mit 110 mL 2-Propanol (40/40/30 mL) eluiert. Nach Zu-
gabe von 100 pL interner Standardlésung (= 5 mg Nonansauremethylester) wurde das
Eluat gaschromatographisch untersucht. Die Saule wurde mit frischem Lewatit beftllt
und wieder in den Abluftstrom eingebaut. Die zweite Saule wurde alle zwei Tage eben-
falls eluiert, um sicherzustellen, daf} keine nennenswerten Mengen an Substrat oder

Produkten verloren gingen.

4.9.2 Kulturparameter

4.9.2.1 Trockenmasse

4.9.2.1.1 Filtrationsmethode

Versuchein Abschnitt 2.1.7.1, 2.1.7.2,2.1.9.1.4,2.1.9.1.6, 2.2.1

Der Inhalt eines Kulturkolben (100 mL Kulturvolumen) wurde mittels Absaugflasche
mit Filtrationsaufsatz Uber ein getrocknetes und tariertes Filterpapier abgesaugt, mehr-
fach mit Wasser gewaschen, im Trockenschrank bei 103 °C fur 24 h vollstandig ge-

trocknet und ausgewogen.
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4.9.2.1.2 Schnellmethode (Anwendung zur Untersuchung von Kulturverlaufen)

(Versuche in den unter 4.9.2.1.1 nicht genannten Abschnitten)

5 mL der Kultur wurden in ein tariertes 10 mL Zentrifugenglaschen pipettiert (5 mL
Kolbenhubpipette), und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann abgenommen, der
Ruckstand durch Zugabe von 10 mL Wasser und kurzes Mischen mit einem Vortex-
Mixer gewaschen, erneut zentrifugiert und abdekantiert, dann im Trockenschrank bei

103 °C flur 24 h vollstandig getrocknet und ausgewogen.

4.9.2.2 Glucosegehalt

4.9.2.2.1 Photometrische Methode (Enzymatik)

Versuchein Abschnitt 2.1.6.1
Glucose (HK) 16-UV: Sigma Diagnostics, Deisenhofen

Durchfihrung nach Herstelleranweisung

4.9.2.2.2 Schnellmethode (Teststédbchen)

Anwendung bei allen anderen Versuchen.
Diabur-Test 5000: Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Durchfihrung nach Herstelleranweisung

4.9.2.3 pH-Wert

Der pH-Wert der Kulturmedien wurde direkt nach der Probenahme mit einem wdchent-
lich kalibrierten pH-Meter bestimmt.

4.9.2.4 Prifung auf Kontaminationen

Die Prifung auf Kontaminationen erfolgte durch regelmafige mikroskopische Untersu-

chungen der Kulturen.
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4.9.3 Probenvorbereitung fur die Gaschromatographie

4.9.3.1 Flussig/Flussig-Extraktion (Isolierung neutraler und saurer Metabolite)

4.9.3.1.1 Pentan/Ether-Extraktion

Versuche in Abschnit1.1,2.1.2,2.1.3,2.1.4.1, 2.1.4.2, 2.1.5 (saure Produkte), 2.1.6.2,
2.16.3,219.14,219.15,21.9.1.6,2.2.1.1,221.24,222,223,224

Der Zentrifugenuberstand wurde mit gesattigter NagtC&ung auf pH 7,2 eingestellt

und nach Zugabe von 100 pg (in 100 pL) des 1. internen Standards (Nonanséaure-
methylester) dreimal mit je 50 mL Pentan/Ether-Gemisch (azeotropes Gemisch 1+1,12
vIv) extrahiert.

Fur die Untersuchung auf saure Metabolite wurde nach dem ersten Extraktionsdurch-
gang mit Salzsaure (6 mol*). auf pH 1-2 angeséuert und nach Zugabe eines internen
Standards (100 pg Undecansauremethylester in 100 pL) erneut dreimal mit je 50 mL
Pentan/Ether extrahiert.

Die neutralen bzw. sauren Extrakte wurden 24 h bei 4-7 °C tber wasserfreiem Natrium-
sulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne bei 40 °C Badtemperatur auf ca. 1 mL
eingeengt. Nach dem Einengen wurde als 2. interner Standard Heptansauremethylester
(100 pg in 100 pL) zugegeben. Die Proben wurden in 4 mL-Schraubdeckelglaschen mit
teflonbeschichtetem Septum bis zur GC-Analyse bei -18 °C gelagert.

4.9.3.1.2 Dichlormethan-Extraktion

Versuch in Abschnitt 2.2.7

Die Dichlormethan-Extraktion wurde nur bei der Isolierung der hydrophileren Produkte
der C. carcharias-Transformationen angewendet und erfolgte analog der Pentan/Ether-

Extraktion. Der Extraktionsdurchgang zu Isolierung saurer Produkte entfiel hier.
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4.9.3.2 Aufarbeitung von Pilzmyzel aus Submer skulturen

Versuch in Abschnitt 2.1.4.1,2.1.4.2,2.2.4

Der Zentrifugenrickstand aus 4.9.1.1 wurde in 50 mL 0,9 % NaCl-Losung suspendiert,
kurz geschuttelt und abzentrifugiert (4000 x g). Dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt, um Medienreste zu entfernen.

Nach Bestimmung der Gesamtfrischmasse wurde ein Aliquot von etwa 5 g fur den Zel-
laufschlufl3 verwendet. Das aufzuschlieRende Pilzmyzel wurde schichtweise abwech-
selnd mit insgesamt 40 mL (=71,2 g) Glasperlen (& 0,5 mm) in den auf 4-7 °C gekuhl-
ten Stahl-Aufschlul3becher gegeben. Dann wurden 5 mL Wasser sowie 10 mL Methanol
(= 50% v/v) zur Enzyminhibition zugegeben.

Der ZellaufschluR® erfolgte fir 10 Minuten in einer Schwingmuhle. Das aufgeschlossene
Myzel wurde einschliel3lich der Glasperlen in ein 250 mL Becherglas Uberfiihrt und der
Uberstand durch wiederholtes Waschen mit 5% NaCl-Losung (insgesamt 150 mL) in
einen 300 mL Schliff-Erlenmeyerkolben von den Glasperlen abdekantiert.

In dem Versuch zur weiteren Differenzierung der Myzelfraktion (vgl. 2.1.3.1, S.11)
wurde der Aufschlul® ohne Zusatz von Methanol durchgefuhrt, um eine durch die Auf-
arbeitung bedingte Anderung der Substrat-/Produktverteilung zu minimieren.

Die AufschluRlésung wurde hier in einen 50 mL Polycarbonat-Zentrifugenbecher tber-
fuhrt und bei 40 000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand (= cytosolische Fraktion)
wurde abdekantiert, der Zentrifugenrickstand (=Zellbruchstiicke, Membranfraktion) mit
40 mL deion. Wasser suspendiert und erneut zentrifugiert. Der Waschschritt wurde noch
einmal wiederholt und die Waschwasser zur cytosolischen Fraktion gegeben. Die weite-

re Untersuchung erfolgte durch Flussig/Flissig-Extraktion und GC.

4.9.3.3 Festphasenmikroextraktion (SPME)

Versuchein Abschnitt 2.1.6.4, 2.1.8.3,2.1.8.4,2.1.9.1.1,2.1.9.1.2, 2.1.9.1.3, 2.1.9.2,

2.1.10.1

Faser: 100 pm Polydimethylsiloxan (Nr. 5-7300) + Manual Holder (Nr. 5-7330)
Supelco, Bellefonte, USA

Adsortpion: Raumtemperatur, 40 Minuten

Desorption: 230 °C, 3 Minuten
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Durchfihrung:

In ein 4 mL Braunglas-Schraubdeckelglaschen wurden 1,5 g NaCl, 1 Rihrfisch (2x5
mm), 1 mL interne Standardlésung (Campher, 1 ug)mind je nach Konzentration
100-3000 pL Probe gegeben. Danach wurde deion. Wasser zupipettiert, so dal} das Ge-
samtvolumen der waldrigen Phase 4 mL betrug.

Zur NaCl-Sattigung der walrigen Phase wurde 2-3 Minuten auf einem Mehrplatzrihrer
geruhrt (750 rpm), dann wurde die SPME-Faser in die Lésung eingefiihrt. Nach der Ad-
sorptionszeit wurde die Faser zur Entfernung des NaCl kurze Zeit mit deion. Wasser
abgesplilt und zur Desorption in den GC-Injektor eingefihrt.

Zur Erstellung der Kalibrationsgeraden wurden die Standards Verbenol, Verbenon,
Myrtenol, Myrtenal, trans-Myrtanol, trans-Pinocarveol, cis/trans-Carveol und Carvon in
walriger Losung (max. 1% Methanol durch Verdlinnung der StammL6sungen) in Men-
gen von 100-3000 pL (=0,1-3,0 pg pro Ansatz) nach oben beschriebenem Verfahren
untersucht. Dies entspricht einem Konzentrationsbereich von 0,025 -0,75
mg L™ im Adsorptionsansatz.

Die Auswertung und Ergebnisberechnung erfolgte durch lineare Regression der Peak-
flachen mittels Chromatographiesoftware (4.9.7.1).

Eine Quantifizierung der Terpenkohlenwasserstofieinen und Limonen war mittels
SPME nicht mdéglich, da eine reproduzierbare und lineare Kalibrationsgerade nicht er-
stellt werden konnte. Dies war hochstwahrscheinlich auf Verluste von adsorbiertem
Kohlenwasserstoff nach Beendigung der Adsorption beim Spiilschritt bzw. beim Uber-
fuhren in den GC-Injektor zurtickzufihren. Auch ein Verzicht auf NaCl-Zusatz und

Spulschritt brachte keine ausreichenden Verbesserungen.



4 Material und Methoden 273

4.9.3.4 Flussigphasenmikroextraktion (LPME)

Versuche in Abschni1.8.1, 2.1.10.2, 2.1.11, 2.25,2.2.6

400 pL Probe und 100 pL interner Standard (=5 pg Campher) wurden in ein 4 mL-
Schraubdeckelglaschen mit 0,2 g Natriumchlorid gegeben.

Zur Extraktion wurde 1 mL Hexan (fur Limonem/B-Pinentransformationsprodukte)
bzw. 1 mL Ethylacetat (fir die Citronelloltransformationsprodukte) zugegeben und das
verschlossene Glaschen 1 min lang kraftig geschittelt. Zur Phasentrennung wurde kurz
in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und 2 pL der organischen Phase in den Gaschro-
matographen injiziert.

Fur die Kalibrierung der Methode wurden nach dem gleichen Verfahren Standardlésun-
gen im Konzentrationsbereich von 10-100 nigahalysiert. Die Auswertung und Er-
gebnisberechnung erfolgte durch lineare Regression der Peakflachen bezogen auf den

internen Standard mittels Chromatographiesoftware (4.9.7.1).

4.9.3.5 Wasserdampfdestillation zur Gewinnung der Transformationsprodukte aus

ni cht-wasser mischbaren organischen Phasen

Ein aliquoter Teil (1-2 mL) der organischen Phase (5 mL) aus den experimentellen
Kulturen wurde in einen 250 mL Dreihalskolben pipettiert. Durch Einleitung von Was-
serdampf aus einer Kupferdampfkanne wurden die wasserdampffliichtigen Bestandteile
Uber ein Glasrohr in einen eisgekuhlten 250 mL MeRkolben, in dem 50 mL Pen-
tan/Ether-Gemisch (1+1,12) vorgelegt war, Uberdestilliert und so vom nicht wasser-
dampfflichtigen Miglyol bzw. Paraffinél abgetrennt. Nach 1 h (150 mL walrigen De-
stillats) wurde die Destillation beendet und die waldrige Phase mittels Pentan/Ether-
Extraktion fur die gaschromatographische Analyse aufgearbeitet.
Wiederfindungsversuche mit Standards von cis-Verbenol und Verbenon, gelost in

Miglyol, ergaben Wiederfindungsraten von 91,5 % bzw. 90,5 % der eingesetzten Men-

ge.
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4.9.3.6 Reinheitshestimmung von Ter pensubstraten

Zur Bestimmung der Gehalte an Verunreinigungen in den fur die Biotransformationen
eingesetzten Terpensubstraten wurde die gleiche Menge, die zur Biotransformation pro
Kulturkolben eingesetzt wurde{Pinen: 200 pL) in ein 4 mL Probenflaschchen pipet-
tiert und genau ausgewogen. Als interner Standard wurde Nonansauremethylester in der
gleichen Menge wie bei der Flissig/Flussig-Extraktion (100 pg, s.4.9.3.1) zugegeben
und mit Pentan/Ether-Gemisch auf ca. 1 mL aufgefllt. Die Losung wurde direkt in den

Gaschromatographen injiziert.

4.9.4 Derivatisierungsreaktionen fir die Gaschromatographie

4.9.4.1 Methylierung

Das Diazomethan wurde in einer Apparatur nach [197] erzeugt, indem Stickstoff in ein
Zweiphasensystem mit 1 mL 2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol und 1,5 mL 60%-iger KOH

sowie 0,5 g N-Methyl-N-nitroso-p-toluensulfonamid (Diazald) in 2 mL Diethylether
eingeleitet wurde. Das Diazomethan wurde im Stickstoffstrom in die Probenlésung (3-6
mL in Diethylether), der 3 Tropfen Methanol zum Abfangen Uberschissigen Diazo-
methans zugegeben worden waren, eingeleitet.

Sobald eine leichte Gelbfarbung der Probenldsung auftrat, wurde die Reaktion beendet.
Die Diazomethanbildung im Reaktionsgefal3 konnte durch Zugabe einiger Tropfen Eis-

essig gestoppt werden.

4.9.4.2 Slylierung

Zur Silylierung der Proben wurden 50 pL Probe (gel6st in Diethylether oder Pen-
tan/Ether) in ein Probenglaschen mit 250 pL Mikroeinsatz gegeben und mit 50 pL
MSTFA (N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid) gemischt. Der Ansatz wurde Uber

Nacht bei Raumtemperatur reagieren gelassen.
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4.9.5 Probenvorbereitung fur die hochleistungsflissigchromatographische Unter-

suchung schwerfliichtiger Transformationsprodukte

Fur die Untersuchung der Transformationen von Citronellol d@.cbarcharias und

von Limonen durchP. sapidus auf schwerfliichtige Produkte wurden 100 mL-Kulturen
nach dem Standardverfahren kultiviert. Von den Pilzen wurden jeweils 5 Transformati-
onskulturen und 5 Kontrollkulturen (ohne Terpensubstrat) gefuhrt. Nach 1, 2, 3, 4 und
7 Tagen Transformationsdauer wurde jeweils ein 100 mL-Kolben von Transformations-
und Kontrollwert als Probe genommen Zur Trennung von Medium und Myzel wurden
die Proben zentrifugiert (250 mL Polypropylen-Zentrifugenbecher, 29 min, 4000 x g),
das Myzel einmal mit Wasser suspendiert und erneut zentrifugiert. Danach wurden Me-
dium und Myzel getrennt tiefgefroren gelagert. Die Proben der verschiedenen Probe-

nahmetage wurden vereinigt und als Sammelproben aufgearbeitet.

Aufarbeitung des Kulturmediums: Die Sammelprobe (300-400 mL) wurde mit gesat-
tigter Natriumhydrogencarbonatldsung auf pH 6 eingestellt. Danach erfolgte die Aufar-
beitung mittels Lewatitadsorption (s.u.).

Aufarbeitung des Myzels: Die Frischmasse (je Sammelprobe 100-200 g, genau ausge-

wogen) wurde mit der gleichen Menge Methanol 3 min lang homogenisiert (Blender
Stufe 7) und zentrifugiert (20 min, 4000 x g). Der Ruckstand wurde erneut in Methanol
(50 mL) suspendiert und zentrifugiert. Die gesammelten methanolischen Uberstande
wurden am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt und danach in 50 mL Wasser
wieder aufgenommen. Aus dem so erhaltenen Myzelextrakt wurde dann die Lewati-

tadsorption vorgenommen.

4.9.6 Saulenaufarbeitung mit Lewatit OC 1064 (nach [198])

30 g Lewatit OC 1064 (gereinigt durch 24 h Soxhlet-Extraktion mit Aceton, 24 h
Trocknen bei 70 °C) wurden 1 h lang in 200 mL Methanol konditioniert und dann in
eine Glassaule (3 x 50 cm, Fritte: Por.0) geflllt. Das Lewatit wurde funfmal mit 200 mL
deion. Wasser gewaschen. Dabei wurde durch Anlegen eines leichten Vakuums am obe-
ren Saulenende (Membranpumpe) und Offnen des AuslaRhahns am unteren Saulenende
Luft durch die Saule gesaugt, so dald durch Aufwirbeln des Adsorbens eine gute Durch-

mischung erfolgte. Mit der gleichen Methode wurde wéahrend der einstiindigen Adsorp-
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tionszeit der Probe, die nach dem Waschschritt auf die Saule gegeben wurde, eine gute
Durchmischung gewahrleistet.

Nach der Adsorption wurde mit 3 x 200 mL deion. Wasser gewaschen, die Elution er-
folgte mit 3 x 100 mL Aceton. Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer zur Trockne

eingeengt und in 5 mL Wasser aufgenommen.

4.9.7 Gaschromatographie

4.9.7.1 GC-FID

Gaschromatograph: Fisons GC 8360

Auswertestation: Digital Venturis 575
mit Chromcard for Windows V 1.1987
(CE-Instruments, Mailand, Italien)

On column-Injektor: (fir Gesamtextrakte und LPME)

Saule: J&W CW 20 M (30 m x 0,32 mm i.D. x 0,4 pum Filmdicke)

Vorséaule: 3 m x 0,32 mm FS-CW-desaktiviert
(CS - Chromatographie-Service)
Tragergas: 50 kPaH(FluBgeschwindigkeit: 2,8 mL mif)

FID: 270 °C

H,: 50 kPa; Druckluft: 100 kPa
Temperaturprogramme:
1.) fur Gesamtextrakte: 40 °C (3 min) - 3 °C #hin230 (10 min)

2.) fur LPME-Proben (Schnellprogramme):

Citronelloltransformationsprodukte:
60 °C (3 min) - 5 °C min- 230 °C (5 min)
Limonen, Carveol; Carvon:

50 °C (3 min) - 5 °C mif- 150 °C (5 min)
(tagliches Ausheizen vor Beginn der Analysen)
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Split/splitless-Injektor (fir SPME)

Séaule:

Tragergas:

Injektor:

FID:

Leupold (Weihenstephan)
BC CW 20 M (30 m x 0,32 mm i.D. x 0,4 um Filmdicke)
Vorsaule: 3 m x 0,32 mm FS-CW-desaktiviert
(CS - Chromatographie-Service)
45 kPaHFluRgeschwindigkeit: 2,1 mL nif)
230 °C
Split (1:25): 3 min splitless
270 °C
H,: 50 kPa; Druckluft: 100 kPa

Temperaturprogramm: 40 °C (3 min) - 5 °C thirL.50 °C (5 min)

4.9.7.2 GC-MS

4.9.7.2.1 Fur silylierte Proben:

Gaschromatograph: Hewlett Packard HP 5890 Series |

Injektion: 1 pL On column

Saule: Macherey & Nagel SE 54
(30 m x 0,32 mm i.D. x 0,4 um Filmdicke)
Vorsaule: 3 m x 0,32 mm FS-Phenyl-Sil,
desaktiviert (Chromatographie-Service)

Tragergas: 50 kPa Helium

Temperaturprogramm: 60 °C(2 min) - 5 °C in290 (20 min)

Massenspektrometer: Hewlett Packard Mass Spectrometer 5989 A (Quadrupol)

mit MS HP-UX Chemstation Auswertestation
und B06.01 Software

Spektrenbibliotheken: Wiley, NBS54K,
institutseigene Referenzdatei

Interface: 260 °C

lonenquelle: 260 °C

Quadrupol-Massenfilter: 100 °C

lonisation: Elektronenstol3-lonisation 70 eV

Massenbereich: m/z 33-300
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4.9.7.2.2 Fur underivatisierte Proben

Gaschromatograph: Fisons GC 8000

Saule: J&W CW 20 M

(30 m x 0,32 mm i.D. x 0,4 pum Filmdicke)
Tragergas: 50 kPa Helium
Injektion: 1pL On-column (Sekundarkihlung 10 sec)
Temperaturprogramm: 40 °C(3 min) - 3 °C tin230 (20 min)

Massenselektiver Detektor: Fisons MD 800 (Quadrupol) mit Masslab Version 1.3

Spektrenbibliotheken: NIST, institutseigene Referenzdatei
Interface: 230 °C

lonenquelle: 200 °C

Quadrupol-Massenfilter: 100 °C

lonisation: Elektronenstol3-lonisation 70 eV
Massenbereich: m/z 33-300

4.9.7.3 Praparative Gaschromatographie

Gaschromatograph:

MCS Gerstel mit Hewlett Packard GC 5890 Series Il

Datenaufnahme/Steuerung: Hewlett Packard Vectra QS/16S

Autosampler:

Injektor:

mit MCS 1.15 Software (Gerstel)

Hewlett Packard 7673, Injektionsvolumen: 10 pL
Gerstel KAS-3 Kaltaufgabesystem
Temp.prg.: 40 °C (30 s) - 10 °C s 250 °C (240 s)

Prap. Fraktionensammler:  Gerstel PFS

1. Saule:

Temperaturen:Verteiler: 200 °C
Transferleitung: 200 °C
Fallen: 5 °C (Umlaufkthler mit 10%
Diethylenglykol in Wasser)
Leupold OV 1 Fused Silica
(3mx 0,53 mmi.D. x 2 um Filmdicke)
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2. Saule:

Gase und Stromungen:

Temperaturprogramm:
Schnitt (fur 2. Saule):

Fallen:

Detektoren (FIDs):

Leupold BC CW 20M Fused Silica
(25 m x 0,53 mm i.D. x 1 um Filmdicke)
Tragergas)(3 mL min®
Gegengase 1 und 2 {410 mL min*
Hilfsgase 1 und 2 (): 1 mL min*
40 (3 min) - 3 °C Min200 °C (2 min)
23,5-27,7 min

1 (Carvon): 31,4-31,9 min

2 (trans-Carveol):  33,4-33,9 min

3 (cis-Carveol): 34,2-34,7 min
250 °C

4.9.7.4 Gaschromatographie zur Enantiomerentrennung

Gaschromatograph: Satochrom
Auswertestation: s.49.7.1
Saule: Macherey-Nagel Hydrod@@3P (25 m x 0,25 mm i.D.)

(Trennphase: Heptakis-(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-

B-cyclodextrin verdinnt mit OV-1701)

Vorsaule: 3 m x 0,32 mm i.D. FS-CW-desaktiviert

(CS - Chromatographie-Service)

Tragergas: 100 kPasH

Injektor: 210 °C

Split (1:50): splitless fur 0,5 min

FID: 270 °C

H,: 50 kPa; Druckluft: 100 kPa

Ofentemperaturen:

Limonen: 47 °C
Carvon: 77 °C
cis/trans-Carveol: 100 °C
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4.9.7.5 Berechnung von Kovats-Indices

Die Kovats-Indices wurden nach folgender Formel berechnet:

(Igt’a-Igt'n)
" (Igtn+n-1gt'n)
= rel. Retentionszeiten = Retentionszeit (t)- Totzeit (to)
Analyt
Anzahl der C- Atome des Alkans, welches vor dem Analyten eluiert wird
= Differenz zur Anzahl der C- Atome des nach dem Analyten eluierten Alkans

KI'=100 - N+100 - n

t’
A
N
n
Die Alkanreihe enthielt alle Alkane von Cs bis C2s mit Ausnahme von Czz.

4.9.8 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

4.9.8.1 HPLC-ELSD (Evaporative Light Scattering Detector)

Pumpe: Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump
(Jasco Labor- und Datentechnik GmbH Deutschland, GroR3-Umstadt)
Degasser: Jasco DG-980-50 3-Line Degasser
FluRrate: 0,4 mL min
Gradientenformer: Jasco LG-980-02 Ternary Gradient Unit

Gradient: 90% Hexan / 10 % 2-Propanol (0 min)
in 30 min auf 50 % Hexan / 50 % 2-Propanol
in 5 min auf 30 % Hexan / 70 % 2-Propanol (Spulschritt)
in 5 min auf 90 % Hexan / 10 % 2-Propanol

Probenaufgabe: Rheodyne RH 7725i mit 20 pL Probenschleife
Saule: Merck Lichrospher Diol (5pum) in Merck Lichrocart 250-4 (250 x 4 mm)
Vorsaule: Merck Lichrospher Diol (5um), Lichrocart 4-4
Diodenarray-Detektor: Jasco MD-910 Multiwavelength Detector
Wellenlangen: 210 + 230 nm
ELSD: Sedex 55 (Fa: Sedere, Alfortville Cedex, Frankreich)
Empfindlichkeit: Gain 11
Verdampfertemperatur: 40 °C
Druckluft: 2,0 bar
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Auswerteeinheit: Dell Dimension 166a mit Borwin-PDA V 1.0
(IMBS Developements, Le Fontanil, Frankreich)

4.9.8.2 HPLC-MS
Bedingungen auf der HPLC-Seite: Wie unter 4.9.8.1 beschrieben.
Massenspektrometer: Hewlett Packard Mass Spectrometer 5989 A (Quadrupol)

mit Particle Beam-LC-MS-Interface HP 59980b

und MS HP-UX Chemstation Auswertestation und B06.01 Soft-

ware

Desolvation Chamber: 45 °C

Helium-Vordruck fir Nebulizer: 50 psi

lonenquelle: 260 °C, Quadrupol: 100 °C
lonisation:  Elektronenstol3-lonisation (El) 70 eV
Massenbereich: m/z 88-600

4.9.9 NMR-Spektroskopie
NMR-Spektrometer: Bruker WP-200
Loésungsmittel: Ccbd

interner Standard:  Tetramethylsilan (TMS)

'H-NMR: 200 MHz
BC-NMR: 50 MHz MeRverfahren: 1. Breitbandentkopplung
2. attached proton test (APT)
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4.10 Entsorgungshinweise

4.10.1 BiologischesMaterial

Samtliche Kulturen und Kulturreste wurden vor der Entsorgung durch Autoklavieren
(121 °C, 20 min) sterilisiert. Nach Abtrennung des Myzels wurde das Medium in das

Laborabwasser gegeben und die Myzelrtickstande in den Laborabfall.

4.10.2 Losungsmittel und Chemikalien

Der Verbrauch organischer Losungsmittel wurde durch die verwendeten Aufarbeitungs-
verfahren (Festphasenextraktion und Mikroextraktion) sowie durch die weitgehende
Wiederverwendung verwendeter Extraktionsmittel durch destillative Aufreinigung auf

ein Minimum reduziert. Auf die Verwendung halogenierter Lésungsmittel wurde nach
Maoglichkeit verzichtet. Nicht wiederverwertbare Losungsmittelreste wurden getrennt
nach folgenden Gruppen gesammelt:

* nichthalogenierte wassermischbare Losungsmittel

» nichthalogenierte nicht wassermischbare Lésungsmittel

» halogenierte Losungsmittel.

Ebenso wie andere Sonderabfélle wurden diese Lésungsmittel der zentralen Entsorgung

der Universitat Hannover zugefihrt.
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6 Anhang
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Abb. 6-1: Massenspektrum von 2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-diol (8)
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Abb. 6-2: HPLC-MS-Spektrum des nicht identifizierten nichtfliichtigen Citronellol-
Transformationsproduktes (Peak 2 aus Abb. 2-102)
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