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VERFAHREN ZUR BIOTECHNOLOGISCHEN HERSTELLUNG VON FLAVONGLYKOSID-

(57) Abstract: The invention relates to a method for
producing flavone glycoside dihydrochalcones, having the
following steps: (a) providing a transgenic microorganism
containing (i) a first nucleic acid portion (A) containing a
gene which codes for a bacterial chalcone isomerase and (ii) a
second nucleic acid portion (B) containing a gene which
codes for a bacterial enoate reductase, (b) adding one or more
flavone glycosides to the transgenic microorganism, (c)
cultivating the transgenic microorganism under conditions
which allow the simultaneous isomerization and reduction of
the flavone glycoside into the flavone glycoside
dihydrochalcone, and optionally (d) isolating and puritying
the final product, wherein the nucleic acid portion (A) (1) is a
nucleotide sequence according to SEQ ID NO:1, in which the
nucleic acid portion (A') according to SEQ ID NO:3 has been
cut out, or (2) is an amino acid sequence according to SEQ

tit ID NO:2, in which the amino acid portion (A') according to

SEQ ID NO:4 has been cut out.

(57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen
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CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, Veriffentlicht:
IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,

RS, SE, SL SK, SM, TR), OAPI (BF. BJ, CF, CG, CL — rjr;z't internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

CM, GA, GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD,

TG). —  mit dem Sequenzprotokollteil der Beschreibung (Regel 5
Absatz 2 Buchstabe a)

wird ein Verfahren zur Herstellung von Flavanonglykosid-Dihydrochalkonen, umfassend die Schritte: (a) Bereitstellen eines
transgenen Mikroorganismus, enthaltend (i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fiir eine bakterielle
Chalkonisomerase kodierendes Gen, sowie (ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle
Enoat-Reduktase kodierendes Gen, (b) Hinzufligen eines oder mehrere Flavanonglykoside zu dem transgenen Mikroorganismus,
(¢) Kultivierung des transgenen Mikroorganismus unter Bedingungen, die die gleichzeitig Isomerisierung und Reduktion des
Flavanonglykosids zum Flavanonglykosid-Dihydrochalkon erméglichen, sowie gegebenentalls (d) Isolierung und Aufreinigung
des Endproduktes, wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A) (1) eine Nukleotidsequenz gemifl SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der
Nukleinsdure Abschnitt (A') gemél SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder (2) eine Aminoséduresequenz gemill SEQ ID
NO:2 darstellt, bei der der Aminoséuresdure-Abschnitt (A") geméfl SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.
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VERFAHREN ZUR BIOTECHNOLOGISCHEN HERSTELLUNG VON FLA-
VANONGLYKOSID DIHYDROCHALKONEN

[0001] GEBIET DER ERFINDUNG

[0002] Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Biotechnologie und betrifft ein Ver-
fahren bei dem man Flavanonglykoside ohne chemische Zwischenschritte in die entspre-
chenden Dihydrochalkone umwandelt, einen entsprechenden Mikroorganismus, einen Vek-
tor und eine Wirtszelle.

[0003] STAND DER TECHNIK

[0004] Im Rahmen eines Forschungsprogramms des US Departments of Agriculture zur Ver-
minderung des Bittergeschmacks in Zitrussaften wurden Mitte der 60er Jahres des vergan-
genen Jahrhunderts eine Reihe von Flavanonglykosiden wie beispielsweise Naringin, Hespe-
ridin und Narirutin als die entscheidenden Bitterstoffe erkannt. Im Weiteren wurde gefun-
den, dass die Hydrierung der Flavanonglykoside zu Dihydrochalkonen zu Stoffen fiihrt, die an
der Nachweisgrenze des SiRungseffektes bis zu 1800mal siiBer als Zucker schmecken;
tauscht man Zucker gegen diese Dihydrochalkone im Gewichtsverhaltnis 1:1 aus, erweisen
sich die Dihydrochalkone immer noch um mindestens den Faktor 300 effizienter. Naringin-
dihydrochalkon, Hesperidindihydrochalkon und Neohesperidindihydrochalkon zahlen heute
nicht nur zu den starksten Siilstoffen, sondern sind auch in Besonderem dazu geeignet, den
Bittergeschmack von Zitrusstoffen zu maskieren.

[0005] Bestimmte Dihydrochalkonglykoside lassen sich durch Extraktion aus Beeren, speziell
aus Malus spp. erhalten. Das Verfahren ist jedoch aufwendig, kostspielig und zudem saison-
abhangig, so dass es technisch keine Bedeutung hat.

[0006] Ausgehend von den Flavanonglykosiden erfolgt die Herstellung der Dihydrochalkone
heute durch katalytische Reduktion unter stark basischen Bedingungen oder durch eine
Friedel-Crafts-artige Acylierung von Phenolen mit Dihydrozimtsdauren. Auch wenn die Syn-
these in befriedigenden Ausbeuten erfolgt und industriell etabliert ist, weist sie jedoch einen
entscheidenden Nachteil auf: es handelt sich um einen chemischen Herstellungsprozess, was
bedeutet, dass das Endprodukt aus regulatorischen Griinden nicht als natirlich deklariert
werden kann.

[0007] In diesem Zusammenhang sei auf die folgenden Druckschriften aus dem Stand der
Technik hingewiesen:

[0008] Die EP 2692729 A1 (SYMRISE) offenbart ein Verfahren zur Herstellung eines Dihydro-
chalkons, unter Verwendung eines transgenen Mikroorganismus, umfassend folgende Schrit-
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te: Bereitstellen eines transgenen Mikroorganismus, enthaltend einen Nukleinsdure-
Abschnitt (a), umfassend oder bestehend aus einem fiir eine bakterielle Chalconisomerase
kodierenden Gen, und/oder einen Nukleinsdure-Abschnitt (a'), umfassend oder bestehend
aus einem fir eine pflanzliche Chalconisomerase kodierenden Gen, sowie einen Nukleinsdu-
re-Abschnitt (b), umfassend oder bestehend aus einem fiir eine bakterielle Enoat-Reduktase
kodierenden Gen, Hinzufiigen von einem oder mehreren Flavanonen, und/oder von einer
oder mehreren Vorstufen oder einem oder mehreren Derivaten davon, zu dem transgenen
Mikroorganismus und Kultivieren des transgenen Mikroorganismus unter Bedingungen, die
die Umsetzung des bzw. der Flavanone und/oder der Vorstufe(n) oder des Derivats bzw. der
Derivate davon, zu einem Dihydrochalkon ermdglichen sowie optional: Isolieren sowie gege-
benenfalls Aufreinigen des Dihydrochalkons, insbesondere von Phloretin.

[0009] Der Aufsatz von GALL et al. mit dem Titel ,,Enzymatische Umsetzung von Flavonoiden
mit einer bakteriellen Chalconisomerase und einer Enoatreduktase” (ANGEWANDTE CHEMIE,
2014, 126(5), S. 1463-1466) beschreibt die Identifizierung und die rekombinante
Expression der Chalkonisomerase und einer Enoat-Reduktase aus dem anaeroben
Bakterium Eubacterium ramulus. Der beide Enzyme exprimierende E.-coli Stamm kann zur
Durchfihrung der Umwandlung verschiedener Flavanone zu ihren jeweiligen
Dihydrochalconen eingesetzt werden.

[0010] Gegenstand der US 2013/0136839 (NUTRINOVA) ist eine SuBungsmittelzusam-
mensetzung, die einen SuRstoff und mindestens einen geschmacksmaskierenden Stoff. Unter
den moglichen verschiedenen einsetzbaren geschmacksmaskierenden Stoffen ist Naringin-
dihydrochalkon zu finden.

[0011] Inder EP 2529633 Al (SYMRISE) wird schlieflich eine oral konsumierbare Zu-
bereitung, die unter anderen Naringindihydrochalkon, und/oder Neohesperidindihydro-
chalkon umfassen kann.

[0012] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung hat somit darin bestanden, ein Verfahren
bereitzustellen, mit dessen Hilfe Flavanonglykoside rasch und in hohen Ausbeuten auf bio-
technologischem Verfahren in die entsprechenden Dihydrochalkone {iberfiihrt werden kdn-
nen, wobei chemische Zwischenschritte zwingend unterbleiben sollten.

[0013] BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Flavanongly-
kosid-Dihydrochalkonen, umfassend die Schritte:

(@) Bereitstellen eines transgenen Mikroorganismus, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle
Enoat-Reduktase kodierendes Gen,

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1) eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsadure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder
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(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosaduresdure-Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden
ist,

(b) Hinzufigen eines oder mehrere Flavanonglykoside zu dem transgenen Mikroorga-
5 nismus,

(c)  Kultivierung des transgenen Mikroorganismus unter Bedingungen, die die gleichzeitige
Isomerisierung und Reduktion des Flavanonglykosids zum Flavanonglykosid-Dihydro-
chalkon erméglichen, sowie gegebenenfalls

(d)  Isolierung und Aufreinigung des Endproduktes.

10 [0014] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass durch Einbau von zwei unter-
schiedlichen Nukleinsdure-Abschnitten, die einmal ein fir eine bakterielle Chalkonisomerase
und zum anderen ein fir eine bakterielle Enoat-Reduktase kodierendes Gen enthalten in
einen geeigneten Mikroorganismus, vorzugsweise einen fakultativ anaeroben Mikroorga-
nismus ein System zur Verfligung steht, welches bei Zugabe von Flavanonglykosiden und

15  Kultivierung gleichzeitig die Isomerisierung des Flavanonglykosids zum Chalkon und die Re-
duktion des Chalkons zum Dihydrochalkons in kurzen Zeiten und ausgezeichneten Ausbeu-
ten moéglich macht, wie dies am Beispiel der Umsetzung des Flavanonglykosids Naringin zu
Naringindihydrochalkon (= Naringin dihydrochalcone) exemplarisch dargestellt wird:
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[0015] Da das gesamte Verfahren nur durch enzymatische/fermentative Prozesse aus-
kommt, diirfen die so erhaltenen Flavanonglykosid-Dihydrochalkone als natiirlich bezeichnet
werden.

[0016] CHALKONISOMERASEN

[0017] Eine ,Chalkonisomerase” (CHI) im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Enzym,
das die Reaktion eines Flavanons zum Chalkon katalysiert. Insbesondere katalysiert die CHI
die Reaktion von Naringin zu Naringinchalkon.

[0018] In einer konkreten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das vorliegende biotechnologi-
sche Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass eine bakterielle Chalkonisomerase in Kombi-
nation mit einer ebenfalls bakteriellen Enoat-Reduktase, vorzugsweise aus dem gleichen
Bakterium, in einen transgenen Mikroorganismus eingebracht wird, der daraufhin in der
Lage ist, die gewiinschten Flavanonglykosid-Dihydrochalkone, insbesondere Naringin Dihyd-
rochalkon zu bilden.

[0019] Zu diesem Zweck kommt als erstes und insbesondere eine bakterielle Chalkonisome-
rase in Betracht, die aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes stammt,
vorzugsweise der Klasse Clostridia, insbesondere der Ordnung Clostridiales wobei hierunter
der anaerobe Organismus Eubacterium ramulus besonders bevorzugt ist.

[0020] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung besonders bevorzugt ist die Verwendung
einer Chalkonisomerase, die eine, mehrere oder sdamtliche der folgenden Eigenschaften
aufweist:

Km [p.mol/l] Vimax [U/mg] Kcat [5-1] Keat / Km [I*morl*s-l]
36,83 107,3 416,7 1,13 * 107

[0021] Aus dem Stand der Technik ist bekannt, dass der anaerobe Mikroorganismus Eubac-
terium ramulus in der Lage ist, Naringenin abzubauen, wobei intermediar Phloretin gebildet
wird. Das intermedidr gebildete Phloretin wird in Eubacterium ramulus unmittelbar weiter
verstoffwechselt (vgl. Schneider et al, Anaerobic degradation of flavonoids by Eubacterium
ramulus, Arch Microbiol (2000) 173 : 71-75), wie in dem folgenden Reaktionsschema darge-
stellt ist (siehe insbesondere die durch die Phloretinhydrolase (PhH) vermittelte Reaktion):

Naringeninchalcon

Naringenin
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3-(4-Hydroxyphenyl)propansaure  Phloroglucinol
HPP

[0022] Im Stand der Technik sind zwar unterschiedliche Einsatzmdglichkeiten von Enzymsys-
temen und Methoden der mikrobiellen Biotransformation beschrieben; bekannt ist bei-
spielsweise die Moglichkeit einer einfachen Reduktion von Doppelbindungen mittels Hefen
(z.B. Saccharomyces). Enzymatische Etherspaltungen wurden bisher jedoch kaum unter-
sucht.

[0023] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sei grundsatzlich auf folgende
Veroffentlichungen verwiesen: Schoefer et al, Anaerobic Degradation of Flavonoids by Clos-
tridium orbiscindens, Appl. Environ. Microbiol., Oct. 2003, p. 5849-5854; und Herles et al,
“First bacterial chalcone isomerase isolated from Eubacterium ramulus”, Arch Microbiol
(2004) 181: 428-434. Erkenntnisse im Zusammenhang mit dem Abbau von Lignin sind bei-
spielsweise von Masai et al. beschrieben worden (Masai et al., 1993; Otsuka et al., 2003; s.
auch JP 2002034557).

[0024] In WO 2006 010117 Al (KOFFAS) und WO 2005 084305 Al (SCHMIDT-DANERT) wird
zudem die Anwendung heterologer Expression zur Bildung von Flavonoiden beschrieben.
Darin werden (ausschlieBlich) pflanzliche Gene beschrieben, die fiir eine heterologe Expres-
sion verschiedener Substanzen (ausgehend von L-Phenylalanin, Tyrosin und Zimtsaure) of-
fenbart.

[0025] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wurde jedoch festgestellt, dass
Chalkonisomerasen im Allgemeinen und die CHI ex E. ramulus nicht immer befriedigende
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Produktausbeuten zeigen, wenn statt der Aglykone die entsprechenden Glykoside eingesetzt
werden. Ein besonderer Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung hat somit darin bestan-
den, gezielte Verdnderungen an dem Enzym vorzunehmen, so dass nun in praktisch gleicher
Weise Aglykone oder die entsprechende Glykoside eingesetzt und die entsprechenden
Dihydrochalkone dann auch in kurzer Zeit und in zufriedenstellenden Ausbeuten exprimiert
werden.

[0026] Eine besondere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft demnach ein
Verfahren, welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus
eingebrachte Nukleinsdure-Abschnitt (A) eine Nukleotidsequenz gemas SEQ ID NO:1 enthalt,
bei der der Nukleinsdure-Abschnitt (A‘) gemall SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist.

[0027] Grundsatzlich geeignet sind auch solche Nukleinsdureabschnitte, die mit den erfin-
dungsgemalen Nukleinsdureabschnitten (A-A‘) zu mindestens 50 %, vorzugsweise zu min-
destens 60 und insbesondere zu mindestens 80 % libereinstimmen, auch wenn sich mit die-
sen Sequenzen nicht die gleichen vorteilhaften Expressionszeiten und Expressionsausbeuten
erzielen lassen.

[0028] Mutatis mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
bakterielle Chalkonisomerase eine Nukleotidsequenz gemadl SEQ ID NO:1 enthalt, bei der
der Nukleinsdure-Abschnitt (A‘) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist.

[0029] Eine besondere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft demnach ein
Verfahren, welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus
exprimierte Aminosaure-Abschnitt (A) eine Aminosduresequenz gemafs SEQ ID NO:2 enthalt,
bei der der Aminosaure-Abschnitt (A‘) gemalR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.

[0030] Grundsatzlich geeignet sind auch solche Aminosadureabschnitte, die mit den erfin-
dungsgemalen Aminosdureabschnitten (A-A‘) zu mindestens 50 %, vorzugsweise zu mindes-
tens 60 % und insbesondere zu mindestens 80 % Ubereinstimmen, auch wenn sich mit die-
sen Sequenzen nicht die gleichen vorteilhaften Expressionszeiten und Expressionsausbeuten
erzielen lassen.

[0031] Mutatis mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
bakterielle Chalkonisomerase eine Aminosauresequenz gemaR SEQ ID NO:2 enthélt, bei der
der Aminosaure-Abschnitt (A‘) gema SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.

[0032] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die ,Aminosduresequenz-ldentitat” bevor-
zugt anhand des Waterman-Smith-Algorithmus mit einer Lickener&éffnungs-Strafe (,gap o-
pen penalty“) von 10, einer LiickenvergroBerungsstrafe (,gap extension penalty“) von 0,5
und der BLOSUMG62-Matrix zu bestimmen (bezliglich des Waterman-Smith-Algorithmus sie-
he beispielsweise Smith, T.F. and Waterman, M.S., ,Identification of common molecular sub-
sequences”, Journal of Molecular biology (1981), 147:195-197; online implementiert Uber
die entsprechende Werkzeugseite des EMBL). Die vorgelegten Nukleotid-Sequenzen wurden
mit Hilfe der Software BISSAP des Europadischen Patentamtes gemalR WIPO Standard 25 er-
zeugt

[0033] Das Entfernen des genannten Abschnitts aus der Gesamtsequenz kann beispielsweise
mit der FastCloning Methode durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wird eine PCR mit fol-
genden Primern durchgefihrt:
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[0034] Forward Primer: 5'-GATCCCGGCAGCAGCAGAAGGAAATCC-3’
[0035] Reverse Primer: 5’- GGATTTCCTTCTGCTGCTGCCGGGATC-3’

[0036] AnschlieBend wird das Ausgangs-Plasmid mit Dpnl. Nach erfolgreicher Klonierung
kann das so erhaltene Plasmid pET28 CHI_ALid zusammen mit dem zweiten Plasmid
pET22_ERED (wie im Folgenden naher erlautert) in einen Mikroorganismus, hier vorzugswei-
se E. coli BL21 in an sich bekannter Weise transformiert werden.

[0037] ENOAT REDUKTASEN

[0038] Eine ,Enoat-Reduktase” (ERED) im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Enzym,
das die Dehydrierung bestimmter Verbindungen katalysiert, insbesondere die Reaktion von
Naringeninglykosidchalkon zu Naringeninglykosiddihydrochalkon.

[0039] Als zweite und ebenfalls bevorzugte Ausfiihrungsform kommt eine bakterielle Enoat-
Reduktase aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes in Betracht, vor-
zugsweise der Klasse Clostridia, insbesondere der Ordnung Clostridiales, wobei hierunter der
anaerobe Organismus Eubacterium ramulus besonders bevorzugt ist. Insgesamt bevorzugt
ist die Doppeltransformation sowohl der Chalkonisomerase als auch der Enoat-Reduktase ex
Eubacterium ramulus in einen geeigneten Mikroorganismus, vorzugsweise E. coli.

[0040] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung bevorzugt ist die Verwendung einer
Enoat-Reduktase, die eine ProteingrofRe von 74,455 kDa aufweist und/oder sowohl in der
[6slichen als auch in der unloslichen Proteinfraktion nach bis zu 20h unter anoxischen Bedin-
gungen bei verschiedenen Temperaturen exprimiert.

[0041] Eine weitere besondere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft daher ein Verfahren
welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus eingebrach-
te Nukleinsdure-Abschnitt (B) eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:5 oder SEQ ID NO:7
darstellt.

[0042] Mutatis-mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
bakterielle Enoat-Reduktase eine Nukleotidsequenz gemafs SEQ ID NO:5 oder SEQ ID NO:7
enthalt.

[0043] Eine weitere besondere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft daher ein Verfahren
welches sich dadurch auszeichnet, dass der in den transgenen Mikroorganismus exprimierte
Aminosaure-Abschnitt (B) eine Aminosduresequenz gemafR SEQ ID NO:6 darstellt.

[0044] Grundsatzlich geeignet sind auch solche Aminosdureabschnitte, die mit den erfin-
dungsgemalen Aminosdureabschnitten (B) zu mindestens 50 %, vorzugsweise zu mindes-
tens 60 % und insbesondere zu mindestens 80 % Ubereinstimmen, auch wenn sich mit die-
sen Sequenzen nicht die gleichen vorteilhaften Expressionszeiten und Expressionsausbeuten
erzielen lassen.

[0045] Mutatis-mutandis ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem die
bakterielle Enoat-Reduktase eine Aminosdauresequenz gemaf} SEQ ID NO:6 enthalt.
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[0046] FLAVANONGLYKOSIDE

[0047] Im Sinne der vorliegenden Erfindung kommen als Flavanonglykoside, die zu den ent-
sprechenden Flavanonglykosid-Dihydrochalkonen umgesetzt werden sollen, die folgenden
Stoffe in Betracht:

[0048] Naringin, Narirutin, Prunin (Naringin-7-O-glucosid), Hesperidin, Neohesperidin,
Hesperetin-7-0-glucosid, Eriodictyolglycoside wie Eriocitrin, Neoeriocitrin, Eriodictyol-7-0-
glucosid, Homoeriodictyolglycoside wie Homoeriodictyol-7-O-glucosid, Sterubinglycoside,
Sakuranetinglycoside, Isosakuranetinglycoside, 4’,7-Dihydroxy-flavanonglykoside, 4',7-
Dihydroxy-3’-methoxy-flavanonglycoside, 3’,7-Dihydroxy-4’-methoxy-flavanonglycoside,
3’,4’,7-Trihydroxy-flavanonglycoside, wobei die Flavanone bezliglich der 2-Position des Fla-
vanongerists als (S)-, als (R)-Enantiomer, als Racemat oder als beliebige Mischung der bei-
den Enantiomere vorliegen kénnen. Im Folgenden sind einige der bevorzugt einzusetzenden
Flavanone exemplarisch abgebildet:

Hf:ﬁj:rx%ﬁ ﬁ

HMaringia

Frurin
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Hespendin

Nechespeddin

Hesperetin7-O-gheosid
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ErpdicholT - Oglucnsd

Homaeriadictyol-7-C-ghucasid -8

[0049] Diese lassen sich gemdld dem Verfahren der Erfindung in die entsprechenden Dihyd-
rochalkone umwandeln, die nachstehend wiedergegeben sind:

Harmdiiimdroclakon
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Frummdiatiochsicon = Tolobatn
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Hesperetine DO icis v chakon
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disosi-d mdiochaion

5 [0050] Besonders bevorzugt — weil kommerziell von erheblicher Bedeutung und in beson-
ders kurzen Zeiten und hohen Ausbeuten erhiltlich — ist die Umsetzung der folgenden Flava-
nonglykoside zu den entsprechenden Dihydrochalkonen:

OH
OH
HO

HsC
HO

[0051] Naringin
10
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[0052] oH 0 Hesperidin

W

[0053] OH Neohesperidin

H \Y
O’/, ‘\‘\
. .

[0054] OH Narirutin
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[0055] Eriocitrin

[0056] KULTIVIERUNG; EXPRESSION UND ISOLIERUNG

[0057] Wie oben beschrieben wird bzw. werden in Schritt (ii) eines erfindungsgemaBen Ver-
fahrens ein oder mehrere Flavanonglykoside zu dem transgenen Mikroorganismus hinzuge-
fligt, wobei der transgene Mikroorganismus unter Bedingungen kultiviert wird, die die Um-
setzung des bzw. der Flavanonglykoside erméglichen.

[0058] Gemadld einer bevorzugten Durchfiihrung eines erfindungsgemafRen Verfahrens wer-
den die transgenen Mikroorgansimen zunachst, d.h. vor Schritt (ii), unter aeroben Bedingun-
gen, vorzugsweise bis zum Erreichen einer maximalen Biomassenkonzentration, kultiviert.
Dabei sollte die ODgyo bevorzugt wenigstens im Bereich von 1 bis 15 oder dariiber liegen,
vorzugsweise im Bereich von 5 bis 300, inshesondere im Bereich von 10 bis 275, bevorzugt
im Bereich von 15 bis 250. AnschlieRend werden die Mikroorganismen in Schritt (ii) bevor-
zugt unter anaeroben Bedingungen kultiviert, wobei die Expression der gewiinschten Ami-
nosauresequenzen bzw. der gewlinschten Enzyme auf Basis der eingeschleusten Nukleinsdu-
re-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).

[0059] Grundsatzlich ist es erfindungsgemald bevorzugt, wenn die Inkubation in Schritt (ii)
zumindest teilweise oder vollstandig unter anaeroben Bedingungen erfolgt.

[0060] Je nach Mikroorganismus kann der Fachmann in Schritt (ii) fiir die Zwecke der vorlie-
genden Erfindung geeignete Umgebungsbedingungen schaffen und insbesondere ein geeig-
netes (Kultivierungs-)Medium bereitstellen. Die Kultivierung erfolgt vorzugsweise in LB- oder
TB-Medium. Alternativ kann ein (komplexeres) Medium bestehend oder umfassend pflanzli-
che Rohstoffe, insbesondere aus Zitrus-, Grapefruit- und Orange-Pflanzen, verwendet wer-
den. Die Kultivierung erfolgt beispielsweise bei einer Temperatur von mehr als 20 °C, bevor-
zugt von mehr als 25 °C, insbesondere von mehr als 30 °C (bevorzugt im Bereich von 30 bis
40 °C), was insbesondere die Bildung von Naringin Dihydrochalkon beglinstigen bzw. die
Ausbeute erhdhen 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 Naringin Dihydrochalkon begiinstigen bzw. die Ausbeute erh&hen.
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[0061] Die Flavanonglykoside 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.

[0062] 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 (Kul-
tivierungs-)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.

[0063] Zu Isolierung oder Aufreinigung der exprimierten Flavanonglykosid-Dihydrochalkone
kann beispielsweise Extraktionen mit organischen Lésemitteln vorgenommen werden. Diese
sind bevorzugt ausgewahlt aus der folgenden Liste: Isobutan, 2-Propanol, Toluol, Methyl-
acetat, Cyclohexan, 2-Butanol, Hexan, 1-Propanol, Light petroleum, 1,1,1,2-Tetrafluorethan,
Methanol, Propan, 1-Butanol, Butan, Ethylmethylketon, Ethylacetat, Diethylether, Ethanol,
Dibutylether, CO,, tert. Butylmethylether, Aceton, Dichloromethan und N,O. Besonders be-
vorzugt sind solche Losungsmittel, die mit Wasser eine optisch erkennbare Phasengrenze
ausbilden. Hiernach kann sich eine Entfernung des Restwassers im Lésemittel sowie die Ent-
fernung des Lésemittels selbst anbieten, an die sich wiederum ein Riicklésen des Dihydro-
chalkons in einem (ggf. anderen) Losemittel anschlieen kann, welches z.B. fiir eine gegebe-
nenfalls nachfolgende Kristallisation und Trocknung des Produkts geeignet ist. Alternativ
oder erganzend kann eine adsorptive, eine destillative und/oder eine chromatographische
Aufreinigung erfolgen.

[0064] Alternativ kénnen zur Isolierung oder Aufreinigung der gebildeten Flavanonglykosid-
Dihydrochalkone Verfahren der Trocknung, insbesondere Verfahren der Vakuum-
bandtrockung, Spriihtrocknung, Destillation oder Lyophilisation der zellhaltigen oder —freien
Fermentationsldésung verwendet werden.

[0065] TRANSGENE MIKROORGANISMEN

[0066] Unter einem ,transgenen Mikroorganismus® ist im Zusammenhang mit der vorlie-
genden Erfindung ein gentechnisch veranderter bzw. modifizierter Mikroorganismus zu ver-
stehen, in den gezielt mittels biotechnologischer Verfahren Nukleinsdaure-Abschnitte (siehe
Nukleinsdure-Abschnitte (A) und (B) wie hierin beschrieben) bzw. Gene eines anderen Orga-
nismus (sog. Transgene) eingeschleust worden sind.

[0067] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung umfasst daher einen transgenen Mikroorga-
nismus, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle Enoat-
Reduktase kodierendes Gen,

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)
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(1) eine Nukleotidsequenz gemaRR SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsadure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosauresdure-Abschnitt (A‘) gemal SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.

[0068] Vorzugsweise handelt es sich dabei um einen fakultativ anaeroben Mikroorganismus,
bevorzugt um ein Proteobakterium, insbesondere ein Enterobakterium, zum Beispiel der
Gattung Escherichia, bevorzugt E. coli, insbesondere E. coli Rosetta, E. coli BL21 E.coli K12,
E.coli MG1655,E. coli SE1 und deren Abkémmlinge , Hefen, zum Beispiel S. cerevesiae und P.
pastoris, K. lactis, H. polymorpha sowie Pilze wie Aspergillus spp. oder Trichoderma spp..

[0069] Der erfindungsgemdfRe transgene Mikroorganismus zeichnet sich insbesondere
dadurch aus, dass

(i) das fiir eine bakterielle Chalkonisomerase kodierende Gen fiir eine Chalkonisomerase
aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes kodiert, und/oder

(ii)  das fiir eine bakterielle Enoat-Reduktase kodierende Gen fiir eine Enoat-Reduktase aus
einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes kodiert.

[0070] Methoden, um auf Basis der eingeschleusten Nukleinsdure-Abschnitte bzw. der
Transgene eine Expression der gewiinschten Aminosauresequenzen bzw. der gewlinschten
Enzyme zu ermdglichen, sind dem Fachmann ebenfalls hinreichend bekannt, z.B. unter Ver-
wendung eines regulatorischen Elements, insbesondere eines Promotors.

[0071] VEKTOR

[0072] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen Vektor, d.h. ein Trans-
portvesikel (,Genfdhre“) zur Ubertragung von Fremd-Nukleinsdure(n) in eine Empfiangerzel-
le, insbesondere einen Plasmidvektor, der das Klonieren eines oder mehrerer Nukleinsdure-
Abschnitte ermdglicht, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle Enoat-
Reduktase kodierendes Gen,

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1) eine Nukleotidsequenz gemaRR SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsadure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosauresdure-Abschnitt (A‘) gemal SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.

[0073] Ebenfalls umfasst die Erfindung einen Vektor, vorzugsweise einen Plasmidvektor, der
sich dadurch auszeichnet, dass er

(i) einen ersten Nukleinsdure-Abschnitt (A) enthaltend ein fir eine bakterielle Chalko-
nisomerase kodierendes Gen, sowie
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(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle Enoat-
Reduktase kodierendes Gen

aufweist, wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1) eine Nukleotidsequenz gemaRR SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsadure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosauresdure-Abschnitt (A‘) gemal SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden ist.

[0074] WIRTSZELLE

[0075] Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Wirtszelle, enthaltend ein oder mehrere
identische oder unterschiedliche erfindungsgemafRe Vektoren wie hierin beschrieben. Erfin-
dungsgemald bevorzugt ist eine Wirtszelle, die sowohl ein oder mehrere Vektoren mit einem
Nukleinsdure-Abschnitt (A), enthaltend ein fur eine bakterielle Chalkonisomerase kodieren-
des Gen, als auch ein oder mehrere Vektoren mit einem Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthal-
tend ein fir eine bakterielle Enoat-Reduktase kodierenden Gen.

[0076] Bei einer erfindungsgemdfRen Wirtszelle handelt es sich vorzugsweise um einen er-
findungsgemaR einzusetzenden bzw. einen erfindungsgemafen Mikroorganismus (wie oben
beschrieben). Die hierin beschriebenen erfindungsgemalen Wirtszellen bzw. erfindungsge-
maRen oder erfindungsgemal einzusetzenden Mikroorganismen sind bzw. dienen vorzugs-
weise als (Produktions-)Stamm zur biotechnologischen Herstellung hierin beschriebener
Dihydrochalkone, insbesondere von Naringin Dihydrochalkon.

[0077] ZUBEREITUNGEN

[0078] Mit Hilfe des erfindungsgemafRen Verfahrens kann man so aus ein oder mehreren der
oben genannten Flavanonglycoside, die in Flavanonglycosid-haltigen Lebensmitteln oder zur
Lebensmittelherstellung geeigneten Zubereitungen enthalten sind, in die entsprechenden
Dihydrochalkone umwandelt und damit als natiirlich bezeichenbare Zubereitungen erhilt,
die dadurch charakterisiert sind, dass sie mindestens eines der oben genannten Dihydrocha-
Ikone enthalt und damit weniger bitter und siiBer schmecken als die Ausgangszubereitung.

[0079] Dabei werden die oben definierten Flavanonglycoside bevorzugt aus Pflanzenteilen,
insbesondere Friichten oder Fruchtansatzen oder durch tbliche Prozesse gewonnene Pro-
dukte z.B. getrocknete Friichte oder frische oder getrocknete Fruchtteile (z. B. Albedo, Fla-
vedo), Direktsifte, Saftfraktionen, Nebenstrémen der Saftproduktion, etherischen Olen,
Oleoresinen, Saftkonzentraten, Fruchtpiirees, Presskuchen, frischen oder getrockneten Blat-
tern, der Gattungen Citrus oder Poncirus oder Clymenia oder Eremocitrus oder Microcitrus
oder Oxanthera oder Fortunella oder Eriodictyon oder Viscum gefunden. Die oben definier-
ten Flavanonglycoside kénnen aus den durch lbliche Prozesse gewonnene Produkten auch
durch fiir die Lebensmittelproduktion erlaubten Losungsmittel oder Losungsmittelgemische
oder durch pH-Anderung, bevorzugt alkalischer und dann saurer Behandlung, isoliert, extra-
hiert oder angereichert werden.

[0080] Die so gewonnen die Flavanonglycosid-haltigen Lebensmittel oder zur Lebensmittel-
herstellung geeigneten Zubereitungen werden dann mit den erfindungsgemafen Verfahren
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in Dihydrochalkonglycosid-haltige, natirlich bezeichenbare Zubereitungen umgewandelt
und kdnnen dann als solche verwendet werden oder nach Entfernung der Wirtszelle
und/oder deren Bestandteilen und optionaler Aufkonzentration durch physikalische Prozes-
se als zur Lebensmittelherstellung geeigneten Zubereitung, bevorzugt als zur Lebensmittel-
herstellung geeigneten Zubereitung mit bittermaskierender oder siilverstarkender Wirkung
eingesetzt werden.

[0081] Beispiele fiir geeignete Nahrungsmittel umfassen insbesondere StiBwaren (beispiels-
weise Schokoladen, Schokoladenriegelprodukte, sonstige Riegelprodukte, Fruchtgummi,
Hart- und Weichkaramellen, Kaugummi), alkoholische oder nicht-alkoholische Getrdanke (bei-
spielsweise Kaffee, Tee, Eistee, Wein, weinhaltige Getranke, Bier, bierhaltige Getranke, Liko-
re, Schnapse, Weinbrande, (carbonisierte) fruchthaltige Limonaden, (carbonisierte) isotoni-
sche Getranke, (carbonisierte) Erfrischungsgetranke, Nektare, Schorlen, Obst- und Gemise-
safte, Frucht- oder Gemiisesaftzubereitungen sowie Instantgetranke (beispielsweise Instant-
Kakao-Getranke, Instant-Tee-Getranke, Instant-Kaffeegetranke, Instant-Fruchtgetranke).

[0082] Besonders bevorzugt sind dabei als Flavanonglycosid-haltigen Lebensmittel Zitrussaf-
te, insbesondere Orangensafte, die einen hohen Gehalt an Naringin enthalten und durch das
erfindungsgemaBe Verfahren in erfindungsgemafBe Naringindihydrochalkon-haltige Oran-
gensafte umgewandelt werden kénnen.
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[0083] BEISPIELE

[0084] BEISPIEL 1
Klonierungsstrategie

[0085] Das Herausschneiden der Sequenz des Lids aus dem Gen der CHI wurde mittels der
FastCloning-Methode durchgefiihrt. Hierfiir erfolgte eine PCR mit den unten genannten Pri-
mer auf pET28 CHI (Denaturierung: 30s 95°C, Annealing: 30s 50°C, Elongation: 6.5 min
72°C). AnschlieBend wurde das Ausgangs-Plasmid mit Dpnl verdaut.

[0086] Forward Primer: 5'-GATCCCGGCAGCAGCAGAAGGAAATCC-3’
[0087] Reverse Primer: 5’- GGATTTCCTTCTGCTGCTGCCGGGATC-3’

[0088] Nach erfolgreicher Klonierung wurde das Plasmid pET28_CHI_ALid (Abbildung 1) zu-
sammen mit dem Plasmid pET22_ERED in E. coli BL21 transformiert.

[0089] BEISPIEL 2
Expression der Doppeltransformation

[0090] 200 mL LByan,amp Wurden mit 1% (v/v) einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
bis auf eine OD2>1 angezogen. Dann erfolgte die Induktion der Expression mit 0.1 mM IPTG.
Die Expression des Proteins erfolgte 21h bei 20°C.

[0091] Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, erfolgte die Expression der CHI_ALid sowohl in der
[6slichen als auch in der unléslichen Fraktion, wahrend die ERED nur in der unléslichen Form
exprimierbar ist.

[0092] BEISPIEL 3
Ganz-Zell-Biokatalysen

[0093] Nach der Ernte der Zellen wurden diese mit 20 mM TRIS-HCI pH 7.5 auf eine OD=150
normiert. Zur Durchfiihrung der Biokatalysen wurden jeweils 490 uL der Zellsuspension mit
10 pL Naringin-Losung (Stammldsung: 7.5 mM Naringin geldst in 1,2-Propylenglykol; End-
konzentration: 150 uM) in ein 2-mL-Eppendorf-ReaktionsgefaR gegeben und mit Stickstoff
begast. Die Biokatalysen wurden bei 23°C, 900 rpm und 22h durchgefiihrt. Die Extraktion der
Substrate erfolgte zweimal mit Ethylacetat.

[0094] Nach 22h konnte eine 65%ige Umsetzung des Naringins beobachtet werden (Abbil-
dung 3).
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[0095] BEISPIEL 4
Entbitterung von Naringin-haltigem Orangensaft

[0096] Ein Orangensaft mit einer Konzentration von 100 ppm Naringin wird mit den in Bei-
spiel 3 beschriebenen Zellen inkubiert und bei 23°C unter Riihren 48 inkubiert. Der Gehalt
des Naringins wurde auf 50 ppm gesenkt und gleichzeitig bildet sich Naringindihydrochalkon.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Herstellung von Flavanonglykosid-Dihydrochalkonen, umfassend die
Schritte:

(@) Bereitstellen eines transgenen Mikroorganismus, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein flir eine bakteriel-
le Enoat-Reduktase kodierendes Gen,

(b) Hinzufiigen eines oder mehrere Flavanonglykoside zu dem transgenen
Mikroorganismus,

(c) Kultivierung des transgenen Mikroorganismus unter Bedingungen, die die
gleichzeitig Isomerisierung und Reduktion des Flavanonglykosids zum
Flavanonglykosid-Dihydrochalkon erméglichen, sowie gegebenenfalls

(d) Isolierung und Aufreinigung des Endproduktes.
wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1) eine Nukleotidsequenz gemals SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsdure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosaduresdure-Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden
ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der transgene
Mikroorganismus ein fakultativ anaerober Mikroorganismus ist.

Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das fur
eine bakterielle Chalkonisomerase kodierende Gen fiir eine Chalkonisomerase aus ei-
nem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes kodiert.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das fur eine bakterielle Enoat-Reduktase kodierende Gen fiir eine Enoat-Reduktase
aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes kodiert.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass der Nukleinsdure-Abschnitt (B) eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:5 oder
SEQ ID NO:7 darstellt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die bakterielle Chalkonisomerase eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO:1 ent-
halt, bei der der Nukleinsdure-Abschnitt (A‘) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten
worden ist.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die bakterielle Enoat-Reduktase eine Nukleotidsequenz gemafd SEQ ID NO:5 oder
SEQ ID NO:7 enthalt.
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Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,
dass der in den transgenen Mikroorganismus exprimierte Aminosaure-Abschnitt (B) ei-
ne Aminosduresequenz gemaf SEQ ID NO:6 darstellt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die bakterielle Enoat-Reduktase eine Aminosduresequenz gemals SEQ ID NO:6
enthalt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass die Flavanonglykoside ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird Naringin,
Narirutin, Prunin (Naringin-7-O-glucosid), Hesperidin, Neohesperidin, Hesperetin-7-0-
glucosid, Eriodictyolglycoside wie Eriocitrin, Neoeriocitrin, Eriodictyol-7-O-glucosid,
Homoeriodictyolglycoside wie Homoeriodictyol-7-0O-glucosid, Sterubinglycoside, Saku-
ranetinglycoside, Isosakuranetinglycoside, 4’,7-Dihydroxy-flavanonglykoside, 4’,7-
Dihydroxy-3’-methoxy-flavanonglycoside, 3’,7-Dihydroxy-4’-methoxy-
flavanonglycoside, 3’,4’,7-Trihydroxy-flavanonglycoside sowie deren Gemischen.

Transgener Mikroorganismus, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fliir eine bakterielle
Enoat-Reduktase kodierendes Gen.

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1) eine Nukleotidsequenz gemals SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsdure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

(2) eine Aminosduresequenz gemadll SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosaduresdure-Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden
ist.

Mikroorganismus nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen
fakultativ anaeroben Mikroorganismus handelt.

Mikroorganismus nach den Anspriichen 11 und/oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass

(i) das fur eine bakterielle Chalkonisomerase kodierende Gen fiir eine
Chalkonisomerase aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes
kodiert, und/oder

(ii) das fur eine bakterielle Enoat-Reduktase kodierende Gen fiir eine Enoat-
Reduktase aus einem Mikroorganismus aus dem Phylum der Firmicutes kodiert.

Vektor, enthaltend

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

(ii) einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fliir eine bakterielle
Enoat-Reduktase kodierendes Gen.

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)
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(1)

(2)

eine Nukleotidsequenz gemal SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsaure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

eine Aminosauresequenz gemal SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosaduresdure-Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden
ist.

Vektor nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass er

(i)

(ii)

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

einen zweiten Nukleinsdure-Abschnitt (B), enthaltend ein fiir eine bakterielle
Enoat-Reduktase kodierendes Gen

aufweist,

wobei der Nukleinsdure-Abschnitt (A)

(1)

(2)

eine Nukleotidsequenz gemal SEQ ID NO:1 darstellt, bei der der Nukleinsaure-
Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:3 herausgeschnitten worden ist, oder

eine Aminosauresequenz gemal SEQ ID NO:2 darstellt, bei der der
Aminosaduresdure-Abschnitt (A) gemaR SEQ ID NO:4 herausgeschnitten worden
ist.

Wirtszelle, enthaltend mindestens einen Vektor nach den Anspriichen 14 und/oder 15.
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