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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellv -  sines Verbenol-Verbenon-Gemisches durch mikrobielle
Oxidation von a-Pinenen. Das Verfahren betrifft die Herstellung eines Verbenol-Verbenon-Gemisches, das als
Ausgangsstoff fiir Insektenlockstoffe des biologischen Pflanzenschutzes verwendet werden kann. Es wird mittels
einer thermotoleranten methylotrophen Hefe Hansenula polymorpha (ZIMET H 43667) in Anwesenheit von Methano!
unter N-, P- oder K-Limitations- oder -Mangelbedingungen durchgefihrt.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung sines Verbenol-Verbenon-Gemisches durch mikrobielle Oxidation von
a-Pinenen, dadurch gekennzeichnet, dal? die Pinenoxidation mittels der thermotoleranten
methylotrophsn Hefe Hansenula polymorpha (ZIMET H 43667) in Anwesenheit von Methanol unter
N-, P- oder K-Limitations- oder -Mangelbedingungen bei einem pH-Wert von 2,5 bis 5,5 und einer
Temperatur von 30 his 50°C unter insterilen Bedingungen durchgeftihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Pinenoxidation in Anwesenheitvon 1
bis 12 g Methanol/l bei einer extrazelluldren Pinenkonzentration von 0,2 bis 12g a-Pinen/!
durchgefiihrt wird.

Anwandungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Verbenol-Verbenon-Gemisches durch mikrobielle Oxidation von
a-Pinenen. Die Erfindung kann auf kontinuierliche oder semi-kontinuierliche Fermentationsprozesse angewendet werden. Das
Verbenol-Verbenon-Gemisch kann als Ausgangsstoff fir die Produktion von Insektenlockstoffen Verwendung finden.

Charakteristik der bekanntsen Losungen

Verfahren zur Herstellung von Oxidationsprodukten von a-Pinenen sind bereits bekannt. Es handelt sich hierbei iberwiegend
um die Herstellung von Verbenolen, den Hauptbestandteilen bestimmter insektenlockstoffe. Trans- wie auch cis-Verbenol
kénnen sowohl auf rein chemischem als auch auf mikrobiellem Wege durch Oxidation von a-Pinenen hergestelit wetden. Die
Nachteile chemischer Verfahren bestehen in deren Vielstufigkeit sowie in der Verwendung teurer und giftiger {G.H. Witham, J.
Chem. Soc. 1961, 2232; M.A.Cooper et al., J. Chem. Soc. B 1967, 1259) bzw. explosiver Oxidationsmittel (SU 456,806}, der langen
Reaktionszeiten {GB 2,078,223) und den geringen Ausbeuten an Verbenol (Span. 446,302).

Demgegenuber besitzen mikrobielle Verfahren den Vorzug der Verwendung billiger, ungiftiger und nicht explosiver
Biokatalysatoren. Der Nachteil der bekannten Verfahren besteht darin, dafd {iberwiegend unter sterilen Bedingungen gearbeitet
werden muf3, was apparatetechnisch aufwendig und kostspielig ist, dald eine Vielzahl von Oxidationsprodukten neben den
gewiinschten Verbenolen erhaiten werden und die Produktkonzentration gering ist. Das ist der Fall bei Verfahren, bei denen das
Enterobacterium Serratia marcescens (S.J. Wright et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 1986, 224) der Schimmelpilz Aspergillus
niger NCIM 612 (B.R.Premaund P.K. Bhattacharyya, Appl. Microbiol. 10, 524 [1962] et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 1986, 24;
J.M.Brand et al., Nature [London] 254, {5469], 136 [1975]).

Dariiber hinaus ist zu bemaéngeln, daf} die vorgeschlagenen mikrobiellen Oxidationsprozesse sehr lange dauern.

Nach einem weiteren Verfahren werden dem gegeniiber mit Hilfe acidophiler Mikroorganismen unter insterilen Bedingungenim
Verlaufe kurzer Reaktionszeiten wesentlich hohere Ausbeuten an Oxidationsprodukten erzielt. Hierbei handelt es sich um
vorzugsweise trans-Verbenol, eine Nebenkomponente von Insektenlockstoffan. Von gréBerer Bedeutung ist jedoch die epimere
Verbindung cis-Verbenol, was bei diesem Verfahren iberhaupt nicht und bei anderen bekannten Yerfahren nur als
Nebenprodukt anfllt. Ein Nachteil (des genannten Verfahrens)ist der Einsatz von Bakterien, dis im Gegensatz zu den Hefen stets
von Bakteriophagen gefahrdet sind.

Ein weiteres interessantes Produkt bekannter mikrobiellar Verfahren zur Pinen-Transformation ist des Verbenon. Aus Verbenon
kann durch unkompliziert verlaufende chemische Reduktion 6konomisch das gewiinschte cis-Verbenol hergestellt werden.
Deshalb sind Prozesse, bei denen grofiere Mengen an Verbenon neben dem cis-Verbenol anfallen, von groer Bedeutung, da es
bislang noch kein okonomisches Verfahren zur Synthese von reinem cis-Verbenal gibt. Verbenon félit bei den bekannten
Yorfahren zur Pinen-Transformation stets als Nebenprodukt, und zwar in geringer Konzentration an.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein mikrobielles Verfahren, mit dem es méglich ist, ein Gemisch an Verbenolen und Verbenon
kostengtinstig in vergleichsweise hohen Ausbeuten und mit einem geringen Anteil an Nebenprodukten herzustellen.

Wesen der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist ein Verfahren, das mittels geeigneter Prozef3fihrung und Mikroorganismen mit hoher Selektivitit
beziiglich des Oxidationevorganges a-Pinene in ein Gemisch von cis- und trans-Verbanol und Verbenon umzuwandeln.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaR dadurch geldst, dal eine thermotolerante, Methanol verbrauchende Hefe zur
Transformation von a-Pinenen verwendet wird.

Diese Hefe ist eine Hansenula polymorpha (ZIMET H 43667).

Die Pinen-Transformaticn wird unter Anwesenheit van Met':2r ) und bei N-, P- cder (-Limitations- oder -Mangelbedingungen
und einem pH-Wert von 2,5 bis 6,5 und einar Temperatur von 30 bis 50°C durchgefihrt.

Diese Parameter sowie die Eigenschaft, Methanol als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen, verschaffen der Hefe H.
polymorpha H 43667 hinreichend Selektionsvorteile, so daf sie unter insterilen Bedingungen kultiviert werden kann. Es wurde
gefunden, daB diese Hefe in der Lage ist, a-Pinene mit hoher Geschwindigkeit und hoher Ausbeute zu oxidieren. Als
Oxidationsprodukte entstahen hierbei zu einem Anteil von (tber 90% trans-Yeroenol, Verbenon und cis-Verbenol, Dig
Verwer.dung einer methylotrophen Hefe fiir die Pinen-Transformation ist ein Novum,
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Im einzelnen wird so verfahren, da in eine laufende Methanolfermentation mit dieser Hefe, vorzugsweise unter den
Bedingungen der N-, P- oder K-Limitation oder des N-, P- oder K-Mangels und bei einer extrazelluldren Methanolkonzentration
von 1 bis 12g/l der Terpenkohlenwasserstoff (+)-a-Pinen eingatragen wird. Dia Hefekonzentration kann zwischen 1 und 509
HTS/I liegen und die extrazellulére Pinenkonzentration bis zu 12g/! betragen. Irn Ergebnis der Pinen-Transformation werden
Umsetzungsraten bis etwa 6¢ Pinen/kg - h und Produktausbeuten bis 50% erhaiten.

Die Produktausbsute kann schwanken zw.schen

35 bis 70% trans-Verbenol
5 bis 16% cis-Verbenol
10 bis 50% Verbenon
4 bis 10% andere Oxidationsprodukte.

Die Erfindung wird anhand des folgenden Beispiels néher erldutert:

Ausfihrungsbeispiel

in einem Riihrh:esselreaktor mit einem Arbeitsvolumen von 1,2i wurde ein Methanol-fed-batch mit der Hefe Hansenula
polymorpha H 43667 bei folgenden Parametern durchgefiihrt:

Temperatur etwa 40°C; pH = 3,5; pO, = 0-6ppm.

Startkonzentration an Biomasse: 3g {(HTS)/1 extrazellulére Metharnolkonzentration: 0,6 bis 3g/1.

Das Kulturmedium enthielt bis auf den Stickstoff alle lebensnotwendigen Nahrstoffe, ausreichend fiir einen Zuwachs von 109
HTS/I. Die vorgelegte N-Menge war nur fiir einen Zuwachs von 3g HTS/I kalkuliert. Nach Erreichen einer Konzentration von 6g
HTS/1 lag die extrazelluldre N-Konzentration unter 10mg/I.

Diese N-Konzentration wurde als Kriterium eines N-limitierten Hefewachstums gewertet. Die Methanolkonzentration wurde nun
auf 8g/ erhoht. AnschlieRend wurden im Verlaufe von 25 min 12g a-Pinene in Portionen zu 2y in den Reaktor gegeben.

Die Geldst-0,-Konzentration wurde hiarhei ausschlieBlich tiber die Rithrintensitat bei pO, = 0-3ppm aufrechterhalten. Eine
Beliftung des Reaktors erfolge aufgrund der Fliichtigkeit des Pinens wiihrend dor Transformation nicht.

Danach wurde die Fermentat.on abgebrochen, der Fermentorinhalt zentrifugiert und die biomassearme wéRrige Phase mittels
Methylchlorid extrahiert. Nach dem Trocknen der Extrakte tibar Natriumsulfat wurde das Extraktionsmitte! und unumgesetztes
a-Pinen abdestilliert. Die Produktmenge betrug 3g. Ihre Zusammensetzung war: 35% trans-Verbenol, 12% cis-Verbenol, 47 %
Verbenon, 6% nicht identifizierte Oxidationsprodukte.

Danach beti gt die auf umgesetztes a-Pinen bezogene Produktausbeute 40%, das ist das 1,3fache im Vergleich zu bekannten
Verfahren {DD-WP C 12 P/293450). Der Anteil an cis-Verbenol und an in cis-Verbenol Gberfihrbares Verbenon belduft sich
vorteilhaft auf insgesamt 59% der Gesamtmenge.
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