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(57) Abstract: A method is proposed for producing
flavonoids, comprising the steps: (a) providing of a
transgenic microorganism, containing (i) a first nucleic
acid section (A), comprising or consisting of a gene
coding for a CYP450 oxidase, (ii) a second nucleic acid
section (B), comprising or consisting of a gene coding
for a plant O-methyltransferase, and (b) adding of one
or more flavanones to the transgenic microorganism, (c)
the conversion of the substrate flavanones by the
transgenic microorganism to the corresponding
flavonoids, and optionally (d) isolating and purifying of
the final products.

(57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen wird ein
Verfahren zur Herstellung von Flavonoiden, umfassend
die Schritte: (a) Bereitstellen eines transgenen
Mikroorganismus, enthaltend (i) einen ersten
Nukleinsdure-Abschnitt (A), umtassend oder bestehend
aus einem fiir eine CYP450-Oxidase kodierenden Gen,
(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B),
umfassend oder bestchend aus einem fiir eine
pflanzliche O-Methyltransferase kodierenden Gen,
sowie (b) Hinzufiigen eines oder mehrerer Flavanone zu
dem transgenen Mikroorganismus, (¢) die Umsetzung
der Substrat Flavanone durch des transgenen
Mikroorganismus zu den entsprechenden Flavonoiden,
sowie gegebenentalls (d) Isolierung und Aufreinigung
der Endprodukte.
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VERFAHREN ZUR BIOTECHNOLOGISCHEN HERSTELLUNG VON
FLAVONOIDEN

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Biotechnologie und betrifft ein
Verfahren, bei dem man Flavanone ohne chemische Zwischenschritte in die entsprechenden
Flavonoide umwandelt, einen entsprechenden Mikroorganismus, einen Vektor und eine
Wirtszelle.

STAND DER TECHNIK

[0002] Flavonoide wie beispielsweise Homoeriodictyol, Eriodictyol (EP 1258200 B1) und
Hesperetin (EP 1998636 B1) stellen wichtige Geschmacks- und Aromastoffe dar.
Ublicherweise werden diese Stoffe durch Aldolreaktion von freiem oder partiell methylierten
Acetophloroglucinol mit freiem oder partiell methylierten Protocatechualdehyd erzeugt.
Obwohl die Verfahren inzwischen industriell etabliert sind, weisen sie entscheidende
Nachteile auf: so besteht die Notwendigkeit, die phenolischen Funktionen wahrend des
Reaktionsverlaufes mit Schutzgruppen zu versehen, die spdter wieder entfernt werden
miussen. Dadurch werden die Synthesen vielstufig, d.h. technisch aufwendig und im Ergebnis
natiirlich auch kostspielig.

[0003] Gegenstand der WO 2005 115377 Al ist eine Nahrungsmittelzusammensetzung
umfassend Flavonoide und Tocotrienol, worin die Flavonoide Naringenin, Hesperetin,
Nobiletin oder Tangeretin darstellen kénnen.

[0004] Besonders nachteilig ist indes, dass es sich hierbei um chemische Herstellverfahren
handelt, d.h. aus regulatorischen Grinden diirfen die damit herstellten Lebensmittel-
zusatzstoffe, Geschmacksstoffe und Aromen nicht als natiirlich bezeichnet werden. Die
Kennzeichnung als natirlich oder naturidentisch ist indes fiir viele Verbraucher fir
ausschlaggebend fiir eine Kaufentscheidung, es liegt daher auf der Hand, dass ein
besonderer Bedarf an entsprechenden Flavonoiden besteht, die diese Kennzeichnung tragen
dirfen.

[0005] Ein Ausweg kdnnte die Gewinnung der Flavonoiden aus pflanzlichen Rohstoffen sein,
beispielsweise durch Extraktion aus Eriodictyon spp. Diese Prozesse sind jedoch zeit- und
kostenaufwandig, beruhen zum Teil auf Wildsammlungen der Pflanzen, sind saison-
abhangig, Losungsmittel- und Prozess-intensiv und daher ebenfalls fir eine breite
kommerzielle Nutzung ungeeignet.



10

15

20

25

30

35

WO 2016/050656 PCT/EP2015/072189

[0006] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung hat somit darin bestanden, ein Verfahren zur
Herstellung von Flavonoiden, insbesondere von Eriodictyol, Hesperetin, Sterubin und/oder
Homoeriodictyol zur Verfligung zu stellen, das frei von den eingangs geschilderten
Nachteilen ist. Ein besonderes Augenmerk sollte darauf liegen, dass die Flavonoide in kurzen
Reaktionszeiten und in hohen Ausbeuten zur Verfligung gestellt werden kénnen, wobei das
Verfahren frei von chemischen Reaktionsschritten sein sollte, damit die Reaktionsprodukte
anschlieflend als natiirlich oder naturidentisch bezeichnet werden kénnen.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0007] Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Flavonoiden, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen eines transgenen Mikroorganismus, enthaltend
(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A), umfassend oder bestehend aus einem
fir eine CYP450-Oxidase kodierenden Gen,
(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), umfassend oder bestehend aus einem
fiir eine pflanzliche O-Methyltransferase kodierenden Gen, sowie
(b) Hinzufiigen eines oder mehrerer Flavanone zu dem transgenen Mikroorganismus,
(c) die Umsetzung der Substrat Flavanone durch des transgenen Mikroorganismus zu
den entsprechenden Flavonoiden, sowie gegebenenfalls
d) Isolierung und Aufreinigung der Endprodukte.

[0008] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass durch Einbau von zwei unterschied-
lichen Nukleinsdure-Abschnitten, die einmal ein fir eine bakterielle CYP450 Oxidase und zum
anderen ein fir eine pflanzliche O-Methyltransferase kodierendes Gen enthalten in einen
geeigneten Mikroorganismus, vorzugsweise einen fakultativ anaeroben Mikroorganismus ein
System zur Verfligung steht, welches bei Zugabe von Flavanonen und Kultivierung die
Umsetzung zum Flavonoid in kurzen Zeiten und ausgezeichneten Ausbeuten méglich macht.

[0009] Das Verfahren wird anhand des Beispiels Homoeriodictoyl aus Naringenin in dem
folgenden Schema verdeutlicht:

Naringenin Eriodicytol Homoeriodictyol

[0010] Im Stand der Technik war bekannt, dass Naringenin durch transgene Mikro-
organismen wie z.B. Sacharomyces cerevisiae, welche eine Flavonoid-3‘-hydroxylase aus
Gerbera hydrid oder eine CYP450-Oxidase aus Phanerochaete chrysosporium bilden?, in
Eriodicytol umgewandelt werden kann (Kasai, N. et al. Enzymatic properties of cytochrome
PAS0 catalyzing 3’-hydroxylation of naringenin from the white-rot fungus Phanerochaete
chrysosporium. Biochem. Biophys. Res. Commun. 387, 103-8 (2009)). Jedoch erfolgte hier
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die Umwandlung nur bis zum Eriodictyol, eine direkte Weiterreaktion zum Homoeriodictyol
konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

[0011] Weitere Verfahren zur Herstellung von Eriodictyol aus Naringenin sind in Kitamura, E.
et al. ,Production of Hydroxlated Flavonoids with Cytochrome P450 BM3 Variant F88V and
Their Antioxidative Activities” [Biosci. Biotechnol. Biochem. 77, 1340-1343 (2013)] und
Kabumoto, H., Miyazaki, K. & Arisawa, “A Directed Evolution of the Actinomycete Cytochrome
P450 MoxA (CYP105) for Enhanced Activity” [Biosci. Biotechnol. Biochem. 73, 1922-1927
(2009)] veroffentlicht. Weiterhin sind hierunter keine (biotechnologischen) Verfahren zur
Herstellung von Eriodictyol und/oder Homoeriodictyol im Sinne der vorliegenden Erfindung
zu verstehen, insbesondere kein Verfahren (wie oben beschrieben), das sich zur industriellen
Herstellung von Eriodictyol und/oder Homoeriodictyol eignet, da die Ausbeuten als sehr
gering einzuschatzen sind (z.B. 5,2 % in Kitamura et al.).

[0012] Aus J. Microbiol. Biotech. 16(7), s.1090-1096 (2006) Ist zudem die Methylierung von
Flavonoiden unter Verwendung des Enzyms O-Methyltransferaseaus aus Bacillus cereus
bekannt, wobei Homoeriodictyol aus Eriodictyol gebildet wird.

[0013] Im Rahmen der Untersuchungen im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
konnten fir die Zwecke des hierin beschriebenen Verfahrens entscheidende
molekularbiologische und biochemische Grundlagen der Biotransformation — mit dem Ziel
der Produktion von Eriodictyol und/oder Homoeriodictyol in industriellem MaRstab —
aufgeklart und charakterisiert werden.

[0014] Im Stand der Technik sind zwar unterschiedliche Enzymsysteme zur Bildung von
Eriodictyol ausgehend von Kaffeesdure beschrieben (Leonard, E., Yan, Y. & Koffas, M. A. G.
»Functional expression of a P450 flavonoid hydroxylase for the biosynthesis of plant-specific
hydroxylated flavonols in Escherichia coli“ [Metab. Eng. 8, 172-81 (2006)]. Allerdings gehen
diese stets vom in Pflanzen beschriebenen Biosyntheseweg fiir Flavonoide aus und wobei
Naringenin nur als Zwischenprodukt gebildet wird. Weiterhin werden hier ausschlieBlich
pflanzliche Enzyme genutzt. Eine Synthesemethode zur Bildung von Homoeriodicytol oder
Hesperetin ausgehend von Naringenin ist noch nicht bekannt.

[0015] In den beiden internationalen Patentanmeldungen WO 2006 010117 A1l (KOFFAS)
und WO 2005 084305 A1 (SCHMIDT-DANNERT) ist die Anwendung heterologer Expression
zur Bildung von Flavonoiden beschrieben. Darin werden (ausschlieRlich) pflanzliche Gene
beschrieben, die fir eine heterologe Expression verschiedener Substanzen (ausgehend von
L-Phenylalanin, Tyrosin und Zimtsadure) genutzt werden.

[0016] Uberraschenderweise wurde in der vorliegenden Erfindung eine Variante der
CYPA50-Oxidase aus Bacillus megaterium identifiziert, die durch heterologe Expression
produziert werden konnte und Naringenin regioselektiv an der 3‘ bzw. 5‘-Position
hydroxyliert. Durch die zusatzliche Expression einer O-Methyltransferase gelingt es
vorteilhafterweise, dass das intermedidr gebildete Eriodictyol zum Homoeriodictyol
umgewandelt wird.
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[0017] CYP450 OXIDASEN

[0018] Eine ,,CYP450-Oxidase” (CYP450) im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Enzym,
das die Reaktion ,Flavanon = 3‘-Hydroxyflavanon“ katalysiert. Insbesondere katalysiert die
CYP450 die Reaktion von Naringenin zu Eriodictyol (vgl. das eingangs gezeigte
Reaktionsschema). Besonders bevorzugt sind CYPA50-Oxidasen aus dem grampositiven
Bakterium Bacillus megaterium.

[0019] Ausdriicklich bevorzugt ist daher ein Verfahren, bei dem das fiir eine bakterielle
CYPA50 Oxidase kodierende Gen fir eine Oxidase aus dem Mikrorganismus Bacillus
megaterium kodiert.

[0020] Eine besondere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft demnach ein
Verfahren, welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus
eingebrachte Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(i-i)  eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:1 (Nukleotidsequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC 14581
kodierenden Gens) und/oder

(i-ii)  eine Nukleotidsequenz SEQ ID NO:2 (Nukleotidsequenz der fir die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 % oder
mehr zu SEQ ID NO:1und/oder SEQ ID NO:2, , vorzugsweise von 50 % oder mehr, 60
% oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

[0021] Mutatis mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
vorzugsweise bakterielle CYPA50 Oxidase

(i-i)  eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:1 (Nukleotidsequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC 14581
kodierenden Gens) und/oder

(i-ii)  eine Nukleotidsequenz SEQ ID NO:2 (Nukleotidsequenz der fir die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 % oder
mehr zu SEQ ID NO:1 und/oder SEQ ID NO:2, vorzugsweise von 50 % oder mehr, 60
% oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

enthalt.

[0022] Eine weitere besondere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft
demnach ein Verfahren, welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen
Mikroorganismus eingebrachte Aminosaure-Abschnitt (A)

(i-i)  eine Aminosauresequenz gemals SEQ ID NO:6 (Aminosduresequenz der fiir die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC 14581
kodierenden Gens) und/oder
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(i-ii)  eine Aminosduresequenz SEQ ID NO:7 (Aminosduresequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Aminosduresequenz mit einer Aminosduresequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:6 und/oder SEQ ID NO:7, vorzugsweise von 50 % oder mehr,
60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

[0023] Mutatis mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
vorzugsweise bakterielle CYP450 Oxidase

(i)  eine Aminosduresequenz gemafll SEQ ID NO:6 (Aminosduresequenz der fir die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC 14581
kodierenden Gens) und/oder

(i-ii)  eine Aminosduresequenz SEQ ID NO:7 (Aminosduresequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-ili) eine dhnliche Aminosaduresequenz mit einer Aminosauresequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:6 und/oder SEQ ID NO:7, vorzugsweise von 50 % oder mehr,
60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

[0024] enthédlt.Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die ,Nukleinsdure- und/oder
Aminosaduresequenz-ldentitat” bevorzugt anhand des Waterman-Smith-Algorithmus mit
einer Lickenerdffnungs-Strafe (,gap open penalty”) von 10, einer
LickenvergroRerungsstrafe (,gap extension penalty”) von 0,5 und der BLOSUMG62-Matrix zu
bestimmen (bezliglich des Waterman-Smith-Algorithmus siehe beispielsweise Smith, T.F. and
Waterman, M.S., ,Identification of common molecular subsequences”, Journal of Molecular
biology (1981), 147:195-197; online implementiert Gber die entsprechende Werkzeugseite
des EMBL). Die vorgelegten Nukleotid-Sequenzen wurden mit Hilfe der Software BISSAP des
Europaischen Patentamtes gemalR WIPO Standard 25 erzeugt.

[0025] O-METHYLTRANSFERASEN

[0026] Eine ,O-Methyltransferase” (OMT) im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein
Enzym, das die regiospezifische Methylierung bestimmter Verbindungen katalysiert,
insbesondere die Reaktion von Eriodicytol zu Hesperetin, Sterubin und/oder
Homoeriodictyol (vgl. das eingangs gezeigte Reaktionsschema). Besonders bevorzugt sind
kationunabhidngige O-Methyltransferasen aus Mesembryanthemum crystallinum oder
Arabidopsis thaliana.

[0027] Ausdricklich bevorzugt ist daher ein Verfahren, bei dem das fiir eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierende Gen fir eine O-Methyltransferase aus der Pflanzengattung
Mesembryanthemum kodiert.

[0028] In Summe bevorzugt sind bestimmte Kombinationen aus CYP450 Oxidasen und O-
Methyltransferasen, namlich solchen die zum einen aus dem Bakterium Bacillis megaterium
und zum anderen aus den Pflanzen der Spezies Mesembryanthemum crystallinum oder
Arabidopsis thaliana gewonnen werden.
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Eine weitere besondere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft daher ein Verfahren welches
sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte
Nukleinsdure-Abschnitt (B)

(ii-i)

(ii-ii)

eine Nukleotidsequenz gemall SEQ ID NO:3 (Nukleotidsequenz der OMT aus M. cry-
stallinum (McPFOMT)), und/oder

eine Nukleotidsequenz gemdR SEQ ID NO:4 (Nukleotidsequenz der O-Methyl-
transferase 1 (OMT1)) und/oder

eine Nukleotidsequenz gemdR SEQ ID NO:5 (Nukleotidsequenz der O-Methyl-
transferase (AOMT)) und/oder

eine weitere Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 % oder
mehr zu SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:5, vorzugsweise von 50 %
oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 %
oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

[0029] Mutatis-mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
O-Methyltransferase

(ii-i)

(ii-ii)

(ii-vii)

eine Nukleotidsequenz gemall SEQ ID NO:3 (Nukleotidsequenz der OMT aus M. cry-
stallinum (McPFOMT)), und/oder

eine Nukleotidsequenz gemdR SEQ ID NO:4 (Nukleotidsequenz der O-Methyl-
transferase 1 (OMT1)) und/oder

eine Nukleotidsequenz gemdR SEQ ID NO:5 (Nukleotidsequenz der O-Methyl-
transferase (AOMT)) und/oder

eine weitere Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 % oder
mehr zu SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:5, vorzugsweise von 50 %
oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 %
oder mehr,

enthalt.

Eine weitere besondere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft daher ein Verfahren welches
sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte
Aminosdure-Abschnitt (B)

(ii-i)

eine Aminosauresequenz gemal SEQ ID NO:8 (Aminosaduresequenz der OMT aus M.
crystallinum (McPFOMT)), und/oder

eine Aminosduresequenz gemafll SEQ ID NO:9 (Aminosduresequenz der O-Methyl-
transferase 1 (OMT1)) und/oder

eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:10 (Aminosduresequenz der O-Methyl-
transferase (AOMT)) und/oder

eine weitere Aminosduresequenz mit einer Aminosauresequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:8 und/oder SEQ ID NO:10, vorzugsweise von
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50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95
% oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

[0030] Mutatis-mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
O-Methyltransferase

(ii-i)  eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:8 (Aminosduresequenz der OMT aus M.
crystallinum (McPFOMT)), und/oder

(ii-ii) eine Aminosduresequenz gemafll SEQ ID NO:9 (Aminosduresequenz der O-Methyl-
transferase 1 (OMT1)) und/oder

(ii-iii) eine Aminosauresequenz gemaR SEQ ID NO:10 (Aminosduresequenz der O-Methyl-
transferase (AOMT)) und/oder

(ii-vii) eine weitere Aminosduresequenz mit einer Aminosauresequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 und/oder SEQ ID NO:10, vorzugsweise von
50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95
% oder mehr,

[0031] enthdlt.FLAVANONE

[0032] Das bzw. ein, mehrere oder samtliche der erfindungsgemdll zu verwendenden
Flavanone bzw. Vorstufen oder Derivate davon sind vorzugsweise ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus: Naringenin, Naringin, Narirutin, oder andere natiirlich
vorkommenden oder kinstlich  hergestellten  Naringeninglycoside,  Sakuranetin,
Sakuranetinglycoside, Isosakuranetin, Isosakuranetinglycoside, 4’,7-Dihydroxy-flavanon oder
dessen Glycoside, 4’,7-Dihydroxy-3’-methoxy-flavanon oder dessen Glycoside, 3',7-
Dihydroxy-4’-methoxy-flavanon oder dessen Glycoside, 3’,4’,7-Trihydroxy-flavanon oder
dessen Glycoside, wobei die Flavanone beziglich der 2-Position des Flavanongerusts als (S)-,
als (R)-Enantiomer, als Racemat oder als beliebige Mischung der beiden Enantiomere
vorliegen kdnnen.

[0033] Im Folgenden sind einige der bevorzugt einzusetzenden Flavanone exemplarisch
abgebildet:
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OH
OH (2-O-a|pha-L-rhamnosyl-beta-D-qubat;ieD-glucopyranos%H

Naringin Narirutin

OH
4,7-Dihydroxy-3'-methoxyflavanon  3,7-Dihydroxy-4'-methoxyflavanon 3',4,7-Trihydroxy-flavanon

4v_HydroxyfIavanon 3-Hydroxyf|avanon Tsugafo"n
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[0034] Die erfindungsgemal’ herzustellenden Flavonoide sind vorzugsweise ausgewadhlt aus
der Gruppe bestehend aus: Eriodictyol und dessen Glycoside (z.B. Eriocitrin, Neoeriocitrin),
Homoeriodictyol und dessen Glycoside, Sterubin und dessen Glycoside, Hesperidin,
Hesperetin und andere Hesperetinglycoside (z.B. Neohesperidin), Apigenin und dessen
Glycoside, Luteolin, Diosmetin, Chrysoeriol

[0035] Im Folgenden sind erfindungsgemal besonders bevorzugte Flavonoide abgebildet:

(2-O-alpha-L-rhamnosyl-beta-D-gluc
(6-O-alpha-L-rhamnosyl-beta-D-glucosid)

Eriodicytol Eriocitrin Neoeriocitrin

o o’
o (2-O-alpha-L-rhamnosyl-beta-D-glu
(6-O-alpha-L-rhamnosyl-beta-D-glucosid)

Hesperidin Neohesperidin

Luteolin Diosmetin Chrysoeriol

[0036] Besonders bevorzugte Flavanone und die jeweils daraus gebildeten Flavonoide sind:
Naringenin und Eriodictyol, Naringenin und Homoeriodictyol, Naringenin und Sterubin,
Naringenin und Hesperetin Naringin und Eriodictyol, Naringin und Homoeriodictyol, Naringin
und Hesperetin, Naringenin und Apigenin, Naringenin und Luteolin, Naringenin und Sterubin,
Naringenin und Diosmetin, Naringenin und Chryseriol, Naringin und Luteolin, Naringin und
Sterubin, Naringin und Diosmetin sowie Naringin und Chryseriol.
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[0037] KULTIVIERUNG; EXPRESSION UND ISOLIERUNG

[0038] Wie oben beschrieben wird bzw. werden in Schritt (ii) eines erfindungsgemalen
Verfahrens ein oder mehrere Flavanone zu dem transgenen Mikroorganismus hinzugefiigt,
wobei der transgene Mikroorganismus unter Bedingungen kultiviert wird, die die Umsetzung
des bzw. der Flavanone erméglichen.

[0039] Gemdld einer bevorzugten Durchfiihrung eines erfindungsgemdflen Verfahrens
werden die transgenen Mikroorganismen zunachst, d.h. vor Schritt (ii), unter aeroben
Bedingungen, vorzugsweise bis zum Erreichen einer maximalen Biomassenkonzentration,
kultiviert. Dabei sollte die ODggg bevorzugt wenigstens im Bereich von 1 bis 15 oder dariiber
liegen, vorzugsweise im Bereich von 5 bis 300, insbesondere im Bereich von 10 bis 275,
bevorzugt im Bereich von 15 bis 250. AnschlieBend werden die Mikroorganismen in Schritt
(i) bevorzugt unter anaeroben Bedingungen kultiviert, wobei die Expression der
gewlinschten Aminosauresequenzen bzw. der gewiinschten Enzyme auf Basis der
eingeschleusten Nukleinsdure-Abschnitte bzw. der eingeschleusten Transgene erfolgt,
beispielsweise angeregt mittels Induktion durch IPTG und/oder Lactose (bei Verwendung
eines entsprechenden, geeigneten Promotors bzw. eines entsprechenden, geeigneten
Expressionssystems).

[0040] Grundsatzlich ist es erfindungsgemall bevorzugt, wenn die Inkubation in Schritt (ii)
zumindest teilweise oder vollstandig unter aeroben Bedingungen erfolgt.

[0041] Je nach Mikroorganismus kann der Fachmann in Schritt (ii) fir die Zwecke der
vorliegenden Erfindung geeignete Umgebungsbedingungen schaffen und insbesondere ein
geeignetes (Kultivierungs-)Medium bereitstellen. Die Kultivierung erfolgt vorzugsweise in LB-
oder TB-Medium. Alternativ kann ein (komplexeres) Medium bestehend oder umfassend
pflanzliche Rohstoffe, insbesondere aus Zitrus-, Grapefruit- und Orange-Pflanzen, verwendet
werden. Die Kultivierung erfolgt beispielsweise bei einer Temperatur von mehr als 20 °C,
bevorzugt von mehr als 25 °C, insbesondere von mehr als 30 °C (bevorzugt im Bereich von 30
bis 40 °C), was insbesondere die Bildung von Homoeriodictyol aus Naringenin beglinstigen
bzw. die Ausbeute erhéhen kann. Weiterhin kann auch eine Temperatur zur Induktion (vgl.
oben) von weniger als 40 °C, insbesondere von weniger als 35 °C (bevorzugt im Bereich von
20 bis 30 °C), die Bildung von Homoeriodictyol begiinstigen bzw. die Ausbeute erhdhen.

[0042] Die Flavonoide werden bezogen auf das (Kultivierungs-) Medium, das die transgenen
Mikroorganismen enthalt, in Schritt (ii) vorzugsweise in einer Menge von 0,1 mM bis 100
mM (mMol / L), bevorzugt von 0,5 bis 95 mM, besonders bevorzugt von 1 bis 90 mM, zu
dem transgenen Mikroorganismus hinzugefiigt. Hierbei kdnnen geeignete (Ko-)Solventien
zum Einsatz kommen.

[0043] Falls zur Induktion (z.B. des lac-operons) ein oder mehrere geeignete Induktoren, z.B.
IPTG oder Lactose , verwendet werden, ist es bevorzugt, den Induktor bezogen auf das
(Kultivierungs-)Medium, das die transgenen Mikroorganismen enthalt, in Schritt (ii) in einer
Menge von 0,001 bis 1 mM, bevorzugt von 0,005 bis 0,9 mM, besonders bevorzugt von 0,01
bis 0,8 mM, einzusetzen, da hierbei besonders gute Ausbeuten erzielt werden kénnen.

[0044] Zu Isolierung oder Aufreinigung der exprimierten Flavonoide kann beispielsweise
Extraktionen mit organischen L&semitteln vorgenommen werden. Diese sind bevorzugt
ausgewadhlt aus der folgenden Liste: Isobutan, 2-Propanol, Toluol, Methylacetat, Cyclohexan,
2-Butanol, Hexan, 1-Propanol, Light petroleum, 1,1,1,2-Tetrafluorethan, Methanol, Propan,
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1-Butanol, Butan, Ethylmethylketon, Ethylacetat, Diethylether, Ethanol, Dibutylether, CO,,
tert. Butylmethylether, Aceton, Dichloromethan und N,0O. Besonders bevorzugt sind solche
Losungsmittel, die mit Wasser eine optisch erkennbare Phasengrenze ausbilden. Hiernach
kann sich eine Entfernung des Restwassers im Ldsemittel sowie die Entfernung des
Losemittels selbst anbieten, an die sich wiederum ein Riicklésen des Dihydrochalkons in
einem (ggf. anderen) Losemittel anschlieBen kann, welches z.B. fiir eine gegebenenfalls
nachfolgende Kristallisation und Trocknung des Produkts geeignet ist. Alternativ oder
ergdnzend konnen eine adsorptive, eine destillative und/oder eine chromatographische
Aufreinigung erfolgen.

[0045] Alternativ kénnen zur Isolierung oder Aufreinigung der gebildeten Flavonoide
Verfahren der Trocknung, insbesondere Verfahren der Vakuumbandtrockung,
Sprihtrocknung, Destillation oder Lyophilisation der zellhaltigen oder —freien
Fermentationsldésung verwendet werden.

[0046] TRANSGENE MIKROORGANISMEN

[0047] Unter einem ,transgenen Mikroorganismus“ ist im Zusammenhang mit der
vorliegenden Erfindung ein gentechnisch veranderter bzw. modifizierter Mikroorganismus zu
verstehen, in den gezielt mittels biotechnologischer Verfahren Nukleinsdure-Abschnitte
(siehe Nukleinsdure-Abschnitte (A) und (B) wie hierin beschrieben) bzw. Gene eines anderen
Organismus (sog. Transgene) eingeschleust worden sind.

[0048] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung umfasst daher einen transgener
Mikroorganismus, enthaltend

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fir eine bakterielle CYP450
Oxidase kodierendes Gen, sowie

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen.

[0049] Vorzugsweise handelt es sich dabei um einen Mikroorganismus ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus fakultativ anaeroben Mikroorganismen, insbesondere fakultativ
anaeroben Bakterien, bevorzugt Proteobakterien, insbesondere Enterobakterien, zum
Beispiel der Gattung Escherichia, bevorzugt E. coli, insbesondere E. coli K12, E. coli BL21 und
E. coli MG1655 und deren Abkdmmlinge, Hefen, zum Beispiel S. cerevesiae und P. pastoris, K.
lactis, H. polymorpha sowie Pilze wie Aspergillus spp. oder Trichoderma spp..

[0050] Der erfindungsgemaBe transgene Mikroorganismus zeichnet sich insbesondere
dadurch aus, dass

(i) das fur eine CYP450-Oxidase kodierende Gen fiir eine CYP450-Oxidase aus dem
Mikroorganismus Bacillus megaterium (BM3), vorzugsweise fir die F88V Variante der
BM3, insbesondere fir die A75G/F88V Variante der BM3, besonders bevorzugt fir
die Variante A75G/F88V/L189Q/R472C der BM3 oder fur die Variante A75G/F88V/
L189Q/A331S/R472C der BM3 kodiert, und/oder

(ii) das fiir eine O-Methyltransferase kodierende Gen fir eine O-Methyltransferase aus
einer Pflanze der Ordnung der Brassicales, vorzugsweise der Familie der Brassicaceae,
bevorzugt der Unterfamilie der Camelineae, insbesondere der Gattung der
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Arabidopsis, vor allem der Art Arabidopsis thaliana, oder der Ordnung der
Caryophyllales, vorzugsweise der Familie der Aizoaceae, bevorzugt der Unterfamilie
der Mesembryanthemoideae, insbesondere der Gattung der Mesembryanthemum,
vor allem der Art Mesembryanthemum crystalliunum, also besonders bevorzugt fir
eine O-methyltransferase aus A. thaliana oder M. crystalliunum kodiert.

[0051] Methoden, um auf Basis der eingeschleusten Nukleinsdure-Abschnitte bzw. der
Transgene eine Expression der gewiinschten Aminosauresequenzen bzw. der gewlinschten
Enzyme zu ermdéglichen, sind dem Fachmann ebenfalls hinreichend bekannt, z.B. unter
Verwendung eines regulatorischen Elements, insbesondere eines Promotors.

[0052] VEKTOR

[0053] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen Vektor, d.h. ein
Transportvesikel (,Genfidhre”) zur Ubertragung von Fremd-Nukleinsdure(n) in eine
Empfangerzelle, insbesondere einen Plasmidvektor, der das Klonieren eines oder mehrerer
Nukleinsaure-Abschnitte ermdglicht, enthaltend

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle CYP450
Oxidase kodierendes Gen, sowie

(i) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiur eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen.

[0054] Ebenfalls umfasst die Erfindung einen Vektor, vorzugsweise einen Plasmidvektor, der
sich dadurch auszeichnet, dass er

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle CYP450
Oxidase kodierendes Gen, sowie

(i) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiur eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen

aufweist.

[0055] Neben Nukleinsdure-Abschnitt(en) (A) und (B) kann ein erfindungsgemaRer Vektor
fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung gegebenenfalls weitere {ibliche Bestandteile,
insbesondere solche, die die Expression der hierin beschriebenen Transgene in
Mikroorganismen, insbesondere in solchen wie oben beschrieben, verbessern oder
gegebenenfalls erst ermoglichen. Grundsatzlich enthdlt ein erfindungsgemaler Vektor
vorzugsweise zudem einen oder mehrere weitere Bestandteile bzw. Elemente ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Promotor, ori-Sequenz, Sequenz  zur
affinitdtschromatographischen Reinigung, Selektionsmarker, Operatorsequenz, Terminator,
ribosomale Bindestellen, Proteasespaltsequenz, Rekombinationsbindestellen, Sequenzen
von Fusionsproteinen und Chaperonsequenzen.

[0056] WIRTSZELLE

[0057] Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Wirtszelle, enthaltend ein oder mehrere
identische oder unterschiedliche erfindungsgemidfRe Vektoren wie hierin beschrieben.
Erfindungsgemald bevorzugt ist eine Wirtszelle, die sowohl ein oder mehrere Vektoren ....
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[0058] Bei einer erfindungsgemdflen Wirtszelle handelt es sich vorzugsweise um einen
erfindungsgemall einzusetzenden bzw. einen erfindungsgemalRen Mikroorganismus (wie
oben beschrieben). Die hierin beschriebenen erfindungsgemaBen Wirtszellen bzw.
erfindungsgemaBen oder erfindungsgemaR einzusetzenden Mikroorganismen sind bzw.
dienen vorzugsweise als (Produktions-)Stamm zur biotechnologischen Herstellung hierin
beschriebener Flavonoide, insbesondere von Eriodictyol, Hesperetin, Sterubin und/oder
Homoeriodictyol

[0059] ZUBEREITUNGEN

[0060] Mit Hilfe des erfindungsgemdfen Verfahrens lassen sich somit Flavanone auf
biotechnologischem Wege in Flavonoide umwandeln, die dadurch charakterisiert sind, dass
sie weniger bitter und stRBer schmecken als die Ausgangszubereitung und gleichzeitig als
natlirlich oder naturidentisch bezeichnet werden diirfen.

[0061] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher auf Nahrungsmittelzubereitungen
gerichtet, die die nach dem erfindungsgemaRen Verfahren erhaltenen Flavonoide enthalten
bzw. ein Verfahren zur Verbesserung des Geschmacks des Flavanon-haltigen Lebensmittels,
umfassend die Umwandlung des Lebensmittels durch das oben beschriebene Verfahren.

[0062] Die so erhaltenen Flavanon-haltigen Lebensmittel oder zur Lebensmittelherstellung
geeigneten Zubereitungen werden dann mit den erfindungsgemaBen Verfahren in
Flavanoid-haltige, natiirlich bezeichenbare Zubereitungen umgewandelt und kdnnen dann
als solche verwendet werden oder nach Entfernung der Wirtszelle und/oder deren
Bestandteilen und optionaler Aufkonzentration durch physikalische Prozesse als zur
Lebensmittelherstellung geeigneten Zubereitung, bevorzugt als zur Lebensmittelherstellung
geeigneten Zubereitung mit bittermaskierender oder siiBverstarkender Wirkung eingesetzt
werden.

[0063] Beispiele fiur geeignete Nahrungsmittel umfassen insbesondere Siilwaren
(beispielsweise  Schokoladen, Schokoladenriegelprodukte, sonstige Riegelprodukte,
Fruchtgummi, Hart- und Weichkaramellen, Kaugummi), alkoholische oder nicht-alkoholische
Getrdnke (beispielsweise Kaffee, Tee, Eistee, Wein, weinhaltige Getranke, Bier, bierhaltige
Getrdanke, Likore, Schndpse, Weinbrdnde, (carbonisierte) fruchthaltige Limonaden,
(carbonisierte) isotonische Getranke, (carbonisierte) Erfrischungsgetrdanke, Nektare,
Schorlen, Obst- und Gemisesafte, Frucht- oder Gemiisesaftzubereitungen sowie
Instantgetranke (beispielsweise Instant-Kakao-Getranke, Instant-Tee-Getrdanke, Instant-
Kaffeegetranke, Instant-Fruchtgetranke).

[0064] Besonders bevorzugt sind dabei als Flavanon-haltigen Lebensmittel Zitrussafte,
insbesondere Orangensafte, die einen hohen Gehalt an Naringin enthalten und durch das
erfindungsgemaBe Verfahren in erfindungsgemaBe Flavonoid-haltige Orangensafte
umgewandelt werden kdnnen.
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BEISPIELE

[0065] BEISPIEL 1
Bereitstellen transgener Mikroorganismen (vgl. Schritt (i))

[0066] Transformation

[0067] Auf 50 pl aliquotierte chemisch kompetente E. coli BL21(DE) Zellen wurden fiir 5
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 100 ng Plasmid-DNA (pSYM_BM3) wurde die
Suspension geriihrt und fiir weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Transformation
erfolgte indem die Suspension fiir 30 s bei 42 °C in einem Wasserbad und nachfolgend fiir 5
min in Eiswasser tGberfihrt wurde. Danach wurden 250 ul S.0.C. Medium zugegeben und die
Zellen wurden fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Letztlich wurden 200 pL der Kultur
auf LB-Agar mit dem jeweiligen Antibiotikum ausgestrichen. Die Petrischale wurde fiir 14 h
bei 37°C inkubiert.

[0068] Mutagenese

[0069] Es wurde der QuickChange Il Site-Directed Mutagenese Kit der Firma Agilent
verwendet. Mit Hilfe von spezifischen Primern (Tabelle 1), welche die gewlinschte Mutation
samt angrenzenden unmodifizierten Bereichen enthalten, wurde eine PCR mit der BM3-
Plasmid-DNA durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der PCR-Reaktionsansatz fiir 2 Minuten auf
Eis platziert. Danach erfolgte die Zugabe von 10 U Dpn |, wobei die Reaktion fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert wird. Die Primersequenzen fiir die Mutagenese sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

[0070] Tabelle 1

Primersequenzen fir die Mutagenese

BM3_75G_fwd TTGATAAAAACTTAAGTCAAGGTCTTAAATTTGTACGTGATTT
BM3_75G_rev AAATCACGTACAAATTTAAGACCTTGACTTAAGTTTTTATCAA
BM3_189Q_fwd TGGATGAAGCAATGAACAAGCAGCAGCGAGCAAATCCAGACGA
BM3_189Q_rev TCGTCTGGATTTGCTCGCTGCTGCTTGTTCATTGCTTCATCCA
BM3_331S_fwd TATGGCCAACTGCTCCTTCGTTTTCCCTAT

BM3_331S_rev ATAGGGAAAACGAAGGAGCAGTTGGCCATA
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[0071] BEISPIEL 2
Biotechnologische Herstellung von Eriodictyol (vgl. Schritt (ii))

[0072] Enzymatische Darstellung von Eriodicytol

[0073] 200 uM Naringenin wurden in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5 geldst und zusammen mit 5
mM Glucose-6-phosphat, 14 U Glucose-6-phosphat dehydrogenase, 100 uM NADPH und
50 pL Zellextrakt (0,5 -1 uM CYP450) in einem Gesamtvolumen von 1 mL fir 14 h bei 25°C
und 200 rpm inkubiert. Nachfolgend wurde die Reaktionslésung zweimal mit 500 ulL
Ethylacetat extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt wurden und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde.

[0074] Fermentative Darstellung von Eriodicytol

[0075] Mit pSYM_BM3 transformierte E. coli BL21 (DE3)-Zellen wurden in LB-Medium bis zu
einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,7 kultiviert und die Proteinproduktion durch Zugabe
von 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid induziert. Nach der Inkubationszeit von 3 h
wurden die Kulturen direkt mit 200 uM Eriodictyol versetzt und bei 37 °C fiir 14 h inkubiert.
Die Kulturen wurden bei 20.000 x g fir 10 min zentrifugiert und mit dem dreifachen
Volumen an Ethylacetat extrahiert, die organische Phase mit einer gesattigten
Kochsalzlésung gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert.

[0076] BEISPIEL 3
Biotechnologische Herstellung von Homoeriodictyol und/oder Hesperertin (vgl. Schritt (ii))

[0077] Enzymatische Darstellung von Homoeriodicytol

[0078] 20 uM Eriodicytol wurden in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 gelést und
zusammen mit 1 uM PfOMT, 250 uM Magnesiumchlorid und 1 mM S-Adenosylmethionin fir
10 Minuten bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Nachfolgend wurde die Reaktionslésung
zweimal mit 500 uL Ethylacetat extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt wurden
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde.

[0079] Fermentative Darstellung von Homoeriodicytol (vgl. Schritt (ii))

[0080] Mit pSYM_BM3 und pSYM_PfOMT transformierte Zellen wurden in ZYM-5052 1:20
mit Starterkultur sowie mit 200 uM Naringenin angeimpft und bei 38°c und 200 rpm fiir 24 h
inkubiert. Der Verlauf der optischen Dichte, der Genexpression und des Substratumsatzes
wurden regelmallige Entnahme von 1 mL Proben verfolgt. Zur Analyse wurden die Zellen
durch Zentrifugation bei 14.000 x g fiir 10 Minuten geerntet und mittels 150 uL B-PER II-
Reagenz (Thermo Scientific, Rockford) mit 50 pL DNAse | nach Herstellerangaben
aufgeschlossen. Die erhaltenen Proben wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
analysiert. Zur Analyse der Substratumsetzung wurden 1 mL der Kultur zweimal mit 500 pL
Ethylacetat extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt wurden und das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Die Proben wurden nachfolgend in Acetonitril
aufgenommen und mittels HPLC und UPLC-MS/MS analysiert.

[0081] Enzymatische Darstellung von Hesperetin

[0082] 20 uM Eriodicytol wurden in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 gelést und
zusammen mit 1 uM AOMT, 250 uM Magnesiumchlorid und 1 mM S-Adenosylmethionin fiir
10 Minuten bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Nachfolgend wurde die Reaktionslésung
zweimal mit 500 uL Ethylacetat extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt wurden
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde.

[0083] Fermentative Darstellung von Hesperetin

[0084] Mit pSYM_BM3 und pSYM_AOMT transformierte Zellen wurden in ZYM-5052 1:20
mit Starterkultur sowie mit 200 uM Naringenin angeimpft und bei 38°c und 200 rpm fiir 24 h
inkubiert. Der Verlauf der optischen Dichte, der Genexpression und des Substratumsatzes
wurden regelmaRige Entnahme von 1 mL Proben verfolgt. Zur Analyse wurden die Zellen
durch Zentrifugation bei 14.000 x g fiir 10 Minuten geerntet und mittels 150 uL B-PER II-
Reagenz (Thermo Scientific, Rockford) mit 50 pL DNAse | nach Herstellerangaben
aufgeschlossen. Die erhaltenen Proben wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
analysiert. Zur Analyse der Substratumsetzung wurde 1 mL der Kultur zweimal mit 500 pL
Ethylacetat extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt wurden und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Die Proben wurden nachfolgend in Acetonitril
aufgenommen und mittels HPLC und UPLC-MS/MS analysiert.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Herstellung von Flavonoiden, umfassend die Schritte:
(a) Bereitstellen eines transgenen Mikroorganismus, enthaltend

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A), umfassend oder bestehend aus
einem fiir eine CYPA50-Oxidase kodierenden Gen,

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), umfassend oder bestehend aus
einem fir eine pflanzliche O-Methyltransferase kodierenden Gen, sowie

(b) Hinzufiigen eines oder mehrerer Flavanone zu dem transgenen
Mikroorganismus,

(c) die Umsetzung der Substrat Flavanone durch des transgenen Mikroorganismus
zu den entsprechenden Flavonoiden, sowie gegebenenfalls

(d) Isolierung und Aufreinigung der Endprodukte.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das fiir eine bakterielle
CYPA50 Oxidase kodierende Gen fiir eine Oxidase aus dem Mikrorganismus Bacillus
megaterium kodiert.

Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das fur
eine pflanzliche O-Methyltransferase kodierende Gen fiir eine O-Methyltransferase
aus der Pflanzengattung Mesembryanthemum kodiert.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet
dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(i-i) eine Nukleotidsequenz gemdR SEQ ID NO:1 (Nukleotidsequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-ii) eine Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 2 (Nukleotidsequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine ahnliche Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:1 und/oder SEQ ID NO:2, vorzugsweise von 50 % oder
mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder
mehr,

umfasst oder daraus besteht.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass die CYP450 Oxidase

(i-i) eine Nukleotidsequenz gemals SEQ ID NO:1 (Nukleotidsequenz der fiir die A75G/
F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium ATCC
14581 kodierenden Gens) und/oder
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(i-ii) eine Nukleotidsequenz SEQ ID NO:2 (Nukleotidsequenz der fiur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:1 und/oder SEQ ID NO:2, vorzugsweise von 50 % oder
mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 % oder
mehr,

enthalt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte Aminosdure-Abschnitt (A)

(i-i) eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:6 (Aminosduresequenz der fir die
A75G/ F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-ii) eine Aminosduresequenz SEQ ID NO:7 (Aminosduresequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Aminosauresequenz mit einer Aminosaduresequenz-ldentitdt von
40 % oder mehr zu SEQ ID NO:6 und/oder SEQ ID NO:7, vorzugsweise von 50 %
oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 %
oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die vorzugsweise bakterielle CYP450 Oxidase

(i-i) eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:6 (Aminosduresequenz der fir die
A75G/ F88V/L189Q/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-ii) eine Aminosduresequenz SEQ ID NO:7 (Aminosduresequenz der fur die A75G/
F88V/L189Q/A331S/R472C Variante der bakterielle CYP450 aus B. megaterium
ATCC 14581 kodierenden Gens) und/oder

(i-iii) eine dhnliche Aminosduresequenz mit einer Aminosauresequenz-ldentitdt von
40 % oder mehr zu SEQ ID NO:6 und/oder SEQ ID NO:7, vorzugsweise von 50 %
oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt von 95 %
oder mehr,

enthalt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet
dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte Nukleinsdure-Abschnitt (B)

(ii-i) eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:3 (Nukleotidsequenz der OMT aus M.
crystallinum (McPFOMT)), und/oder

(ii-ii) eine Nukleotidsequenz gemafl SEQ ID NO:4 (Nukleotidsequenz der O-
Methyltransferase 1 (OMT1)) und/oder
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10.

11.

(ii-iii) eine  Nukleotidsequenz gemafl SEQ ID NO:5 (Nukleotidsequenz der O-
Methyltransferase (AOMT)) und/oder

(ii-iv) eine weitere Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-Identitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:5, vorzugsweise
von 50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt
von 95 % oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die O-Methyltransferase

(ii-i) eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:3 (Nukleotidsequenz der OMT aus M.
crystallinum (McPFOMT)), und/oder

(ii-ii) eine Nukleotidsequenz gemafl SEQ ID NO:4 (Nukleotidsequenz der O-
Methyltransferase 1 (OMT1)) und/oder

(ii-iii) eine  Nukleotidsequenz gemafl SEQ ID NO:5 (Nukleotidsequenz der O-
Methyltransferase (AOMT)) und/oder

(ii-iv) eine weitere Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-ldentitdt von 40 %
oder mehr zu SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und/oderSEQ ID NO:5, vorzugsweise
von 50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr, besonders bevorzugt
von 95 % oder mehr,

enthalt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrachte Aminosaure-Abschnitt (B)

(ii-i) eine Aminosauresequenz gemal SEQ ID NO:8 (Aminosduresequenz der OMT aus
M. crystallinum (McPFOMT)), und/oder

(ii-ii) eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:9 (Aminosduresequenz der O-
Methyltransferase 1 (OMT1)) und/oder

Methyltransferase (AOMT)) und/oder

(ii-iv) eine weitere Aminosduresequenz mit einer Aminosduresequenz-ldentitat von 40
% oder mehr zu SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:8 und/oder SEQ ID NO:10,
vorzugsweise von 50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr,
besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

umfasst oder daraus besteht.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die O-Methyltransferase

(ii-i) eine Aminosauresequenz gemal SEQ ID NO:8 (Aminosduresequenz der OMT aus
M. crystallinum (McPFOMT)), und/oder

(ii-ii) eine Aminosduresequenz gemaR SEQ ID NO:9 (Aminosduresequenz der O-
Methyltransferase 1 (OMT1)) und/oder
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13.

14.

15.

16.

17.

Methyltransferase (AOMT)) und/oder

(ii-iv) eine weitere Aminosduresequenz mit einer Aminosduresequenz-ldentitat von 40
% oder mehr zu SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 und/oder SEQ ID NO:10,
vorzugsweise von 50 % oder mehr, 60 % oder mehr oder 80 % oder mehr,
besonders bevorzugt von 95 % oder mehr,

enthalt.

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass die Flavanone ausgewadhlt sind aus der Gruppe, die
gebildet wird von Naringenin, Naringin, Narirutin, oder anderen natirlich
vorkommenden oder kiinstlich hergestellten Naringeninglycosiden, Sakuranetin,
Sakuranetinglycoside, Isosakuranetin, Isosakuranetinglycosiden, 4’,7-Dihydroxy-
flavanon oder dessen Glycosiden, 4’,7-Dihydroxy-3’-methoxy-flavanon oder
dessen Glycosiden, 3’,7-Dihydroxy-4’-methoxy-flavanon oder dessen Glycosiden,
3’,4’,7-Trihydroxy-flavanon oder dessen Glycosiden, wobei die Flavanone
beziiglich der 2-Position des Flavanongeriists als (S)-, als (R)-Enantiomer, als
Racemat oder als beliebige Mischung der beiden Enantiomere vorliegen kénnen.

Transgener Mikroorganismus, enthaltend

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle
CYPA50 Oxidase kodierendes Gen, sowie

(i)  einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen.

Mikroorganismus nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen
fakultativ anaeroben Mikroorganismus handelt.

Mikroorganismus nach den Anspriichen 13 und/oder 14, dadurch gekennzeichnet,
dass

(i) das fiir eine CYPA50-Oxidase kodierende Gen fiir eine CYP450-Oxidase aus dem
Mikroorganismus Bacillus megaterium (BM3) kodiert, und/oder

(i)  das fur eine O-Methyltransferase kodierende Gen fiir eine O-Methyltransferase
aus A. thaliana oder M. crystalliunum kodiert.

Vektor, enthaltend

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle
CYPA50 Oxidase kodierendes Gen, sowie

(i)  einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen.

Vektor nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass er

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle
CYPA50 Oxidase kodierendes Gen, sowie

(i)  einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine pflanzliche O-
Methyltransferase kodierendes Gen.
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18.
19.

aufweist.
Wirtszelle, enthaltend mindestens einen Vektor nach den Anspriichen 16 und/oder 17.

Verfahren zur Verbesserung des Geschmacks des Flavanon-haltigen Lebensmittels,
umfassend die Umwandlung des Lebensmittels durch das Verfahren nach mindestens
einem der Anspriiche 1 bis 12.
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