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Summary

Summary

The recent progress in biotechnological disciplines, such as metabolic engineering or
synthetic biology, increased the interest of chemical and pharmaceutical industries to
implement microbial processes for the synthesis of chemicals. However, most
microorganisms, e.g., Escherichia coli or Saccharomyces cerevisiae, used in biotechnological
applications are not evolved by nature for the production of industrially relevant compounds,
which are often hydrophobic, non-charged, volatile, or toxic to the microbial organisms.
Bioprocess design relies on an integrated approach addressing pathway, cellular, reaction, and
process engineering to combine the results of natural evolution with the demands of industrial
applicability.

In this thesis, the microbial de novo production and selective oxyfunctionalization of the
highly volatile isoprenoid limonene was investigated as a model system featuring reactants
with challenging physicochemical characteristics. The cyclic monoterpene limonene and its
oxygenated adducts are extensively used in the fragrance, food, and cosmetic industries due to
their olfactory and antimicrobial properties. Key constraints that limit (S)-(-)-limonene
biosynthesis in recombinant E. coli, related to genetics, physiology, and reaction engineering,
were identified. A recombinant limonene overproducing E. coli strain expressing the yeast
mevalonate pathway genes alongside plant derived genes for geranyl diphosphate and
limonene synthase was constructed. An aqueous-organic high cell density fermentation
allowed for gram-scale production of limonene (2.7 g Lorg'l) and the facile purification of
enantiomerically pure (S)-(-)-limonene.

This and other reported isoprenoid fermentation processes rely on growing recombinant
microbial biocatalysts, which are typically robust and self-regenerating. However, the
fermentative production of isoprenoids has to compete with carbon fluxes and energy supply
for cellular maintenance and growth. The potential of an alternative biocatalyst configuration
using non-growing, but metabolically active E. coli cells was evaluated to increase the
availability of cellular resources for the formation of limonene. The use of non-growing cells
resulted in more than fivefold increased specific limonene yields with respect to cell dry
weight and glucose as compared to the approach featuring growing cells. The stability of the
resting cell biocatalyst was initially limiting, but could be enhanced by optimization of the
fermentation medium leading to high and stable limonene production rates for up to eight

hours and a high specific yield of more than 50 mg per gram cell dry weight.
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Summary

A bacterial cytochrome P450 limonene hydroxylase was incorporated into the limonene
producing strain to synthesize the pharmaceutically active limonene adduct perillyl acetate.
Cultivation of this strain in a batch-fermentation resulted in ineffective limonene synthesis
and poor cytochrome P450 gene expression. Three strategies of genetic engineering,
including the optimization of cytochrome P450 gene expression, the use of a translational
fusion between limonene synthase and cytochrome P450, and the application of a membrane
bound hydroxylase, did result in the production of (S)-(-)-perillyl acetate using growing
E. coli. However, the titers remained low, probably as a consequence of fast limonene
extraction into surrounding environment. Therefore, the concept of mixed-culture resting cell
fermentation was introduced. Both, a limonene producing strain and a strain containing the
monooxygenase components were grown separately and combined as resting cells in a
defined ration. Mixed-culture resting cell fermentations resulted in the effective production of
oxygenated monoterpenoids.

The efficiency of many biocatalytic reactions involving industrially interesting reactants is
constrained by toxification of the applied biocatalyst. Solvent-tolerant Pseudomonas putida
GS1, catalyzing selective limonene oxidation via the p-cymene degradation pathway, and
recombinant P. taiwanensis VLB120 were evaluated for continuous perillic acid production.
Here, toxicity limitations during the multi-step oxyfunctionalization of limonene to perillic
acid were overcome by the combination of biological and technological strategies. A tubular
segmented-flow biofilm reactor enabling membrane mediated substrate supply and efficient
in situ product removal was used. The productivity of P. putida GS1 was highly dependent on
the carbon source and reached 35 g Ly day’ when glycerol was supplied. 10-fold lower
productivities, irrespective of the applied carbon source, were reached when the recombinant
P. taiwanensis  VLB120 harboring p-cymene monooxygenase and p-cumic alcohol
dehydrogenase was cultivated as a biofilm under segmented flow conditions. The preparative
perillic acid synthesis was verified by purification of product from the outlet stream.

The described strategies are complementary to and can be combined with metabolic and
pathway engineering approaches aiding in developing sustainable and efficient bioprocesses
for the de novo synthesis of valuable and pharmaceutically active isoprenoids from renewable
resources. Furthermore, the strategies can be transferred to other microbial syntheses that
feature reactants with similar physicochemical properties and, therefore, require similar

efforts in pathway, cell, reaction, and process engineering.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Interesse der chemischen und pharmazeutischen Industrie, traditionelle chemische
Verfahren  durch  mikrobielle  Produktionsprozesse  fir die  Synthese  von
Gebrauchschemikalien zu ersetzen, wichst zunehmend. Diese Entwicklung wird insbesondere
durch den Fortschritt in den biotechnologischen Disziplinen, wie Metabolic Engineering oder
Synthetische Biologie unterstiitzt. Eine besondere Herausforderung stellt dabei die Produktion
hydrophober, ungeladener, flichtiger und toxischer Chemikalien dar, da die meisten
industriell eingesetzten Mikroorganismen, wie zum Beispiel Escherichia coli oder
Saccharomyces cerevsiae, evolutiv nicht fiir die Synthese von Substanzen mit den genannten
physikochemischen Eigenschaften optimiert sind. Um das Ergebnis der natiirlichen Evolution
mit den Anforderungen der industriellen Anwendbarkeit zu vereinen ist ein integrierter
Ansatz, der die verschiedenen Ebenen der Bioprozessentwicklung adressiert, notwendig.
Dieser Ansatz beruht auf der aufeinander abgestimmten Optimierung des metabolischen
Stoffwechselweges, der Zelle als Biokatalysator, sowie der beteiligten Reaktions- und
Prozesstechnik.

In dieser Arbeit wurde die mikrobielle de novo Synthese und selektive Funktionalisierung des
aliphatischen und fliichtigen Isoprenoids Limonen als Modellsystem fiir die Synthese und
Prozessierung von Reaktanden mit, in Bezug auf den mikrobiellen Biokatalysator, nicht
natiirlichen physikochemischen Eigenschaften, untersucht. Das zyklische Monoterpen
Limonen und dessen oxygenierte Addukte finden aufgrund ihrer olfaktorischen und
antimikrobiellen Eigenschaften vielfache Verwendung in der Duftstoff-, Nahrungsmittel- und
Kosmetikindustrie.

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, Schliisselbedingungen, welche die Biosynthese
von (S)-(-)-Limonen in rekombinanten FE. coli Stimmen in Bezug auf genetische,
physiologische und reaktionstechnische Faktoren limitieren, zu identifizieren und aufzuheben.
Dazu wurde zunichst, durch die heterologe Uberexpression des Mevalonat
Stoffwechselweges der Bickerhefe, einer Geranylpyrophosphat und einer Limonene Synthase,
ein (S)-(-)-Limonen produzierender Stamm entwickelt. In einer organisch-wéssrigen
Hochzelldichtefermentation konnte Limonen im Gramm-MafRstab (2.7 g Lorg'l) produziert und
in entantiomerenreiner Form aufgereinigt werden.

Dieser und alle bisher publizierten Produktionsprozesse fiir Isoprenoide nutzen wachsende
Zellen als Biokatalysatoren, da diese eine vergleichsweise hohe Robustheit und die Féhigkeit

zur Selbsterneuerung aufweisen. Dabei dient die Kohlenstoffquelle sowohl zur Synthese der
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Zusammenfassung

Isoprenoide, als auch zum Aufbau der Biomasse, wodurch es zu einer Kompetition beider
Nutzungswege kommt. Um den Anteil des Kohlenstoffes zugunsten der Limonen Synthese zu
verschieben, wurde das Potential ruhender, aber metabolisch aktiver Zellen als alternative
Biokatalysator-Konfiguration evaluiert. Die Limonen Ausbeute in Bezug auf die eingesetzte
Biomasse und Glukose konnte hiermit um das Finffache erhéht werden. Die anfanglich
limitierende Stabilitdt des nicht-wachsenden Biokatalysators, wurde durch die Optimierung
des Fermentationsmediums verbessert. SchlieBlich wurde in MgSOy-freiem Minimalmedium
eine hohe und tiber acht Stunden stabile Limonen-Produktionsrate erzielt, wodurch eine sehr
hohe spezifische Ausbeute (50 mg geqw ') erreicht werden konnte.

Zur Synthese des pharmazeutisch aktiven, oxygenierten Limonen Adduktes Perillyl Acetat
wurde zusdtzlich zum Limonen Biosyntheseweg eine bakterielle Cytochrom P450
Monooxygenase co-exprimiert. Beim Einsatz des rekombinanten Stammes in einer Batch-
Fermentation war die Produktbildung anfénglich durch eine verringerte Limonen Synthese
und ein niedriges Cytochrom P450 Expressionslevel limitiert. Darauthin wurden drei
unterschiedliche genetische Optimierungsstrategien angewendet, die auf der Erhéhung der
Cytochrom P450 Expression, der Nutzung eines Fusionsproteins aus Limonen Synthase und
Cytochrom P450, sowie der Verwendung einer membrangebundenen Monooxygenase
basierten. Dennoch wurden dabei nur sehr geringe finale Konzentrationen erreicht, was auf
die diffusive Ausschleusung von Limonen aus der Zelle, kinetisch der intrazelluldren
Oxidation  iberliegend,  zuriickgefiihrt ~wurde. Daher wurde ein  neuartiges
Fermentationskonzept —enwickelt, welches auf der Mischung zweier ruhender
Zellpopulationen beruht. Sowohl der Limonen-produzierende, als auch der Limonen-
oxidierende Stamm wurden getrennt voneinander kultiviert und in definierten Verhiltnissen
in Form ruhender Zellen vereint. Diese Gemischtkulturfermentation fiihrte schlieBlich zu
einer effizienten Produktion des Monoterpenoids Perillyl Acetat.

Die Effizienz vieler biokatalytischer Reaktionen wird durch die Toxifizierung des
verwendeten mikrobiellen Biokatalysators durch eingesetzte oder entstehende Reaktanden
limitiert. In dieser Arbeit wurden der Losungsmittel-tolerante Organismus Pseudomonas
putida GS1, der die selektive Oxidation von Limonen zur Perillasdure iiber den nativen
p-Cymol Abbauweg katalysiert, und ein entsprechend rekombinanter Organismus
(P. taiwanensis VLB120) in Bezug auf ihre Fihigkeit zur kontinuierlichen Produktion von
Perillasédure untersucht. Durch die Kombination biologischer und technischer Methoden
konnte die Toxifizierung des Biokatalysators wihrend dieser Mehrschrittoxidation vermieden

werden. Es wurde ein tubuldrer Biofilmreaktor eingesetzt, der auf einer Membran-



Zusammenfassung

vermittelten Substratversorgung und der kontinuierlichen Entfernung des toxischen
Reaktionsproduktes beruht. Die Produktivitit des katalytischen P. putida GS1 Biofilmes war
abhédngig von der eingesetzten Kohlenstoffquelle und erreichte einen Maximalwert von
35 g Lreaktor d"'. Die maximale Produktivitit des rekombinanten Biofilmes war um etwa das
Zehnfache geringer und wurde nicht durch die Art der eingesetzten Kohlenstoffquelle
beeinflusst. Die Aufreinigung der produzierten Perillasdure zeigte die praparative
Anwendbarkeit des Systems.

Die in dieser Arbeit angewendeten Strategien sind komplementéir zu und kombinierbar mit
Methoden des Metabolic Engineerings. Sie tragen durch neuartige Ansétze dazu bei,
nachhaltige und effiziente biologische Prozesse zur industriellen Produktion von Isoprenoiden
aus erneuerbaren Rohstoffen zu entwickeln und zu verbessern. Weiterhin konnen diese
Strategien fiir andere Verbindungen eingesetzt werden, die dhnliche physikochemische
Eigenschaften aufweisen und dessen mikrobielle Produktion daher entsprechende
Optimierung des Stoffwechselweges, der Zelle als Biokatalysator sowie der Reaktions- und

Prozesstechnik benétigt.
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Two-liquid phase

Growth rate [h]
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Cell dry weight

Coenzyme A
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3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzyme A
3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzyme A reductase
3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzyme A synthase

High performance liquid chromatography
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Laq; Lorg; Ltot
logP

LS

M

MEP

MEV

mg Laq’1

mg Lo
MK

MS
MVA
NAD(P/H)
NMR
ODuso
ODs0o
OXPHOS
P

PLP
ppGpp
PPP
PAc
PAGE
PAH
pAIkB
pBAD
PHA
PMDC
PMK
POH
POHAc
pTAC
RCA
RND
ROS
rpm

It

SLIC
SN
SDS-PAGE
STY
TCA
Tet
tHMGR
U

\%

Vmax
Yp/x

Yp/s

Potassium phosphate buffer
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Measured concentration in the organic phase
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Mass spectrometry
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Sequence and ligation independent cloning

Supernatant after centrifugation
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