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men. Die Erfindung betrifft auch Enzyme zum Katalysieren einer solchen Umsetzungsreaktion sowie dafiir codierende Nuklein-
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Ganzzell-Biotransformation von Fettsduren zu den um ein Kohlenstoffatom verkirzten
Fettaldehyden

Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Herstellung aliphatischer Aldehyde mit 5
bis 31 Kohlenstoffatome, insbesondere durch mikrobielle Umsetzung entsprechender
aliphatischer Fettsduren mit 6 bis 32 Kohlenstoffatomen. Die Erfindung betrifft auch
Enzyme zum Katalysieren einer solchen Umsetzungsreaktion sowie dafiir codierende

Nukleins&uren.

Die enzymatische Herstellung von Aldehyden ist dem Grunde nach bereits bekannt. So
beschreiben Muller et al. in US 5464761 unter anderem die Herstellung aliphatischer
Aldehyde aus Linolsdure. Ebenfalls bekannt ist die Herstellung von C6-C10 Aldehyden
aus ungeséttigten Triacylglyceriden (EP 1244364 B1) mittels Lipoxygenasen, dabei
entstehen jedoch Aldehydgemische.

Binder beschreibt in ,Enzymatic method of making aldehydes from fatty acids®. 2009,
Archer-Daniels-Midland Company, die Umsetzung von pflanzlichen und tierischen Fette
zu den korrespondierenden Aldehyden durch eine Fettsdure-Reduktase. Diese Umset-

zung ist jedoch abhdngig von Cofaktoren zur Aktivierung der Fettsaure durch die Bildung

PCT/EP2011/064762
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von Acyl-AMP, sie lasst sich daher schwerlich im ProduktionsmaRstab statt im Labor-

mafstab durchfiihren.

Saffert et al. beschreiben in ,A dual function alpha-dioxygenase-peroxidase and NAD(+)
oxidoreductase active enzyme from germinating pea rationalizing alpha-oxidation of fatty
acids in plants®, Plant Physiol, 2000, 1545-52, die Umsetzung von Hexadecanséaure zu 2-
Hydroperoxyhexadecansdure und 2-Hydroxyhexadecansdure durch eine gereinigte
alpha-Dioxygenase, dabei wurden als Nebenprodukte Pentadecansaure und, geringfiigig,
Pentadecanal beobachtet.

Ferner bekannt ist die Umsetzung von Linolensédure, Linolsdure und Olsidure zu den
entsprechenden Hydroxysauren sowie den entsprechend um 1 Kohlenstoffatom verkiirz-
ten Fettsduren und Aldehyden (Hamberg et al., ,alpha-oxidation of fatty acids in higher
plants®. J Biol Chem 1999, 24503-24513), dabei erfolgte die Umsetzung mit einem Prote-
in-Rohextrakt aus Insektenzellen, die eine pathogen-induzierbare Oxygenase (,PIOX®)

heterolog exprimierten.

Nachteilig an herkdmmlichen Verfahren ist jedoch, dass darin aus Zellen isolierte und ggf.
aufgereinigte Enzyme verwendet werden miissen. Dies macht die Verfahren aufwendig,
indem sie zuséatzliche Schritte fiir das Isolieren und ggf. fur das Aufreinigen des jeweiligen
Enzyms erfordern, und weitere MaBnahmen erforderlich sind, das isolierte und/oder
aufgereinigte Enzym zu stabilisieren. Bei einem groBtechnischen Verfahren miisste das
isolierte und/oder aufgereinigte Enzym zusétzlich immobilisiert werden, oder es miissten
Einrichtungen vorgesehen werden, um nach Durchfiihren der Umsetzung das Enzym aus
dem Reaktionsansatz riickzugewinnen. Nachteilig ist ferner, dass wie oben beschrieben
in einigen Fallen Co-Faktoren zur Bereitstellung von Reduktionséquivalenten (NAD(P)H)
und/oder zur Bereitstellung von Energie (ATP) bendtigt werden, so dass die Anforderun-
gen fur das Einhalten optimaler oder zumindest gro3technisch brauchbarer Reaktionsbe-
dingungen zusétzlich verkompliziert werden.

Die US 7491854 B2 zeigt ein Ganzzell-Biotransformationsverfahren zum Herstellen von
Aldehyden aus Fettsdure. Dabei wird Oleinsdure durch E. coli-Zellen, die heterolog eine
Nocardia-Karbonsaurereduktase exprimieren, wahrend eines Wachstumszeitraums von
24 Stunden unter anderem zum entsprechenden Aldehyd umgesetzt. Fir eine entspre-
chende In vitro-Umsetzung wurden als Co-Faktoren ATP und NADPH bendtigt. Die

Umsetzung in einem Ganzzell-Biotransformationsverfahren kann deshalb ebenfalls nur

PCT/EP2011/064762
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mit wachsenden Zellen durchgefiihrt werden, die entsprechend ATP und NADPH bilden
kénnen. Dies hat auch zur Folge, dass ein Teil der eingesetzten Fettsdure von den wach-
senden Zellen beispielsweise im Rahmen der Beta-Oxidation verstoffwechselt wird und

somit nicht fuir die Herstellung eines Aldehyds zur Verfiigung steht.

Nachteilig ist ferner, dass bei einer Umsetzung mit einer Karbonsaurereduktase wie in
der US 7491854 B2 beschrieben die Kettenlange der Fettsdure auch die Kettenldnge des
Aldehyds ist. Viele wirtschaftlich interessante Aldehyde besitzen eine ungerade Anzahl
an Kohlenstoffatomen; Fettsduren mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen sind
jedoch im Regelfalle deutlich teurer als nachstldngere bzw. nachstkiirzere geradzahlige

Fettsduren.

Es war deshalb die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, den oben beschriebenen Nach-
teilen abzuhelfen und ein Verfahren zum Herstellen von Aldehyden aus Fettsduren anzu-
geben. Ferner sollen Nucleinsduren, Enzyme und Mikroorganismen zum Durchfiihren

eines solchen Verfahrens bereitgestellt werden.

ErfindungsgemaR wird deshalb ein Verfahren zum Herstellen eines Aldeyhds mit 5 bis 31

Kohlenstoffatomen bereitgestellt, umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Mikroorganismenzellen enthaltend eine Dioxygenase,

b) Beaufschlagen der Mikroorganismenzellen mit einem Umsetzungsmedium enthal-
tend eine Fettsdure mit 6 bis 32 Kohlenstoffatomen, und

C) Umsetzen der Fettsdure zum Aldehyd durch die Dioxygenase.

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, dass auch bei Verwendung intakter
Mikroorganismenzellen wie beispielsweise E. coli in wirtschaftlich erheblichem MalRe
Fettsduren in die Mikroorganismenzellen transportiert werden, ohne unmittelbar der Beta-
Oxidation zugefiihrt zu werden. Bisher war erwartet worden, dass Fettsauren hauptséch-
lich durch eine Acyl-CoA-Synthetase durch die innere Zellmembran transportiert werden.
Dieses Enzym setzt jedoch die zu transportierende Fettsdure zum entsprechenden CoA-
Thioester um, so dass dieser Fettsduretransport fur die Mikroorganismenzelle energie-
aufwendig ist; zum anderen werden CoA-Fettsaurethioester unmittelbar der Beta-

Oxidation zugefiihrt und in wachsenden Zellen entsprechend abgebaut, so dass kein
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brauchbares Aldehyd gebildet wird. Uberraschenderweise hat sich nun herausgestellt,
dass beispielsweise in E. coli ein zweiter Fettsduretransportweg neben dem durch die
Acyl-CoA-Synthetase vermittelten Transportweg zur Verfigung stehen muss, mit dem
Fettsduren auch von beispielsweise ruhenden Zellen aufgenommen und der

Dioxygenase zuganglich gemacht werden kdnnen.

Es ist deshalb nunmehr auch in wirtschaftlich relevanten Verfahren maglich, also jenseits
des Labormalstabs, durch eine Biotransformation Aldehyde aus entsprechenden Fett-
sauren herzustellen, ohne dabei auf ein energiereiches CoA-Coenyzm zuriickgreifen zu
missen und der jeweiligen Mikroorganismenzelle entsprechend Energie zuzufiihren,

beispielsweise durch Beta-oxidativen Abbau der Fettsdure.

Das erfindungsgeméafRe Verfahren vermeidet so auch die Notwendigkeit eines Zellauf-
schlusses und einer Aufreinigung der Dioxygenase. Nachteilig an einem Zellaufschluss
ware insbesondere, dass dabei ein komplexes Medium entsteht, in dem verschiedenste
kaum steuerbare Reaktionen ablaufen und aus dem die Produktgewinnung unndtig
kompliziert wird. Bei einer erfindungsgemalen Ganzzell-Biotransformation lassen sich
hingegen die verwendeten Mikroorganismen ohne Weiteres vom umgebenden Medium
abtrennen. Zudem kdnnen sie nach Abtrennung vom umgebenden Medium einem weite-
ren Biotransformations-Ansatz zugefiihrt werden, so dass die Rickgewinnung der
Dioxygenase im Vergleich mit einem entsprechenden Verfahren unter Verwendung eines
isolierten und/oder aufgereinigten Enzyms deutlich vereinfacht und mit geringeren Kosten
versehen ist. Darliber hinaus wird das Produkt, also das entsprechende Aldehyd, bei
geeigneter Verfahrensfilhrung in das Medium abgegeben, sodass das Produkt fiir eine

Aufreinigung leichter zugéanglich ist.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine Mikroorganismenzelle eine Zelle mit intakter
Zellmembran; die erfindungsgemalR eingesetzten Mikroorganismenzellen kénnen also mit
Ublichen Kultivierungsverfahren wachsen gelassen werden und in dieser Form, ohne

zuséatzliches Perforieren der Zellmembran, eingesetzt werden.

Eine Dioxygenase im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Enzym, das die Umset-
zung einer Karboxcylgruppe mit O, katalysiert. Besonders bevorzugt und fir die Zwecke
der vorliegenden Erfindung stets zumindest auch gemeint sind Alpha-Dioxygenasen.

Diese katalysieren die Umsetzung einer Karbonsaure gemaR nachfolgendem Schema:

PCT/EP2011/064762
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wobei R fir den Rest der Fettsdure steht. Alpha-Dioxygenasen katalysieren daher die
Umsetzung einer Fettsdure zu einem entsprechenden um 1 C-Atom verkiirzten Aldehyd
(vgl. Saffert et al., a.a.0)).

Die in einem erfindungsgemafRen Verfahren umgesetzten Fettsduren sind vorzugsweise
aliphatische Fettsduren. Sie kdnnen verzweigt oder unverzweigt sein. Ferner kdnnen sie
gesattigt oder ungeséattigt sein. Sie kénnen ferner ungeséttigt oder gesattigt sein und
dabei 1-5 Substituenten tragen, wobei die Substituenten jeweils unabhangig ausgewahlt
sind aus Hydroxy, C1-C10-Alkyl, C1-C10-Alkoxy, C6-C10-Aryl, Phenyl-C1-C5-Alkyl und
Phenyl-C1-C5-Alkenyl, wobei das alpha-C-Atom der Fettsdure keinen solchen Substi-

tuenten tragt.

Vorzugsweise ist die Fettsaure zum Bilden des Aldehyds ausgewéhlt aus:

Fettsdure zum Bilden von
n-Heptansaure n-Hexanal
n-Nonansaure n-Octanal
n-Decanséaure n-Nonanal
n-Undecanséaure n-Decanal
n-Dodecanséaure n-Undecanal
n-Tridecansédure n-Dodecanal
n-Tetradecansaure n-Tridecanal
n-Hexadecansaure n-Pentadecanal
3-Methyl-Undecanséaure 2-Methyldecanal
3-Methyl-Dodecanséaure 2-Methylundecanal
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trans-3-Heptenséaure

trans-2-Hexenal

cis-5-Octanséure

cis-4-Heptenal

3,7-Dimethyl-6-Octensaure

2,6-Dimethyl-5-Hepten-1-al

11-Dodecenséure

10-Undecenal

3,7,11-Trimethyl-6,10-Dodecadiensaure

2,6,10-Trimethyl-5,9-undecadienal

4,8-Dimethyl-7-nonen-1-séaure

Citronellal

n-Heptadecanséaure

n-Hexadecanal

n-Octadecanséure

n-Heptadecanal

n-Nonadecanséure

n-Octadecanal

Fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung sind insbesondere folgende Fettsdauren

bevorzugt:

Fettsdure

Zugehdriger Aldehyd

n-Hexadecansaure (Palmitinsaure)
n-Tetradecansaure (Myristinsdure)
n-Dodecanséaure (Laurinsaure)
n-Decansédure (Caprinsdure)

n-Pentadecanal
n-Tridecanal
n-Undecanal
n-Nonanal

Die Verwendung einer Alpha-Dioxygenase ermdglicht also auf vorteilhaft einfache Weise

die Herstellung eines Aldehyds mit einer bezogen auf die eingesetzte Fettsdure um 1

Kohlenstoffatom verringerten Kettenldnge. Damit ist dieses Verfahren besonders geeig-

net zum Herstellen von Aldehyden mit einem ungeradzahligen Kohlenstoffriickgrat.

Dementsprechend lassen sich aus preiswert erhéltlichen Fettsduren mit gerader Anzahl

an Kohlenstoffatomen im Fettsaureriickgrat die zugehdrigen Aldehyde mit ungerader

Anzahl an Kohlenstoffatomen im Kettenriickgrat bilden.

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch so durchgefiihrt werden, dass mehrere

verschiedene Fettsauren gleichzeitig zur Umsetzung durch die Dioxygenase vorgelegt

werden.
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Vorzugsweise wird ein erfindungsgemaf3es Verfahren, insbesondere eines mit einer
Alpha-Dioxygenase, mit solchen Mikroorganismenzellen durchgefiihrt, bei denen zumin-
dest in Schritt ¢) und vorzugsweise auch in Schritt b) die Beta-Oxidation im Vergleich zu
einem Wildtyp-Stamm herabgesetzt ist. Dies kann beispielsweise durch Verabreichen
eines Beta-Oxidations-Inhibitors an die Mikroorganismen vor Schritt ¢) oder gleichzeitig
mit Schritt b) erfolgen.

ErfindungsgemaR bevorzugt ist jedoch ein solches Verfahren, bei dem nicht-wachsende,
ruhende Mikroorganismenzellen eingesetzt werden. Dementsprechend bevorzugt ist es,
wenn das Medium in Schritt b) einen Maximalgehalt von 0,1 ppm an Stickstoff-
Verbindungen besitzt, vorzugsweise betragt der Gehalt des Mediums an stickstoffhaltigen
Verbindungen hodchstens 0,01 ppm und besonders bevorzugt héchstens 0,001 ppm.
Dementsprechend bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, bei dem das Medium

in Schritt b) keine fir die Mikroorganismenzellen verwertbare Stickstoffquelle besitzt.

Ein bevorzugtes Umsetzungsmedium zum Durchfilhren eines erfindungsgeméafen Ver-
fahrens besteht deshalb aus Wasser, einer oder mehreren umzusetzenden Fettsaure(n),
optional einem stickstofffreien Lésungsvermittler fir den oder die Fettsdure(n), optional
einem stickstofffreien pH-Puffer und optional einem stickstofffreien Nahrsubstrat fir die
Mikroorganismenzellen. Als pH-Puffer bevorzugt sind Natrium- und/oder Kaliumphos-
phatpuffer; als Nahrsubstrat bevorzugt ist Glukose oder eine andere von den
Mikroorganismenzellen verstoffwechselbare Substanz, soweit diese Substanz verglichen
mit der oder den umzusetzenden Fettsdure(n) bevorzugt verstoffwechselt wird. Dabei
bedeutet ,bevorzugt verstoffwechseln®, dass durch Zusatz der Substanz zum Umset-
zungsmedium bei ansonsten unveranderten Umsetzungsbedingungen der Quotient aus

den Konzentrationen von

a) gewiinschtem Aldehyd zu umzusetzender Fettsédure, bzw.

b) wenn mehrere Fettsduren umzusetzen sind, von allen gewiinschten Aldehyden zu

allen gewiinschten Fettsauren,

zumindest gleich bleibt.

Ein erfindungsgemaR bevorzugter Losungsvermittler fiir Fettsduren ist Dimethylsulfoxid
(DMSO) und Triton X 100.

PCT/EP2011/064762
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Fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung bevorzugt ist insbesondere eine Alpha-
Dioxygenase mit einer Peroxidase-Aktivitat von héchstens 0,4 nkat/mg gemessen mit
einem chromatofokussierten, aufgereinigten Enzym mit 2-Hydroperoxypalmitinsdure und
spektrofotometrischer Bestimmung des Oxidationsprodukts von Guaiacol bei 470 nm.
Dieses Bestimmungsverfahren ist dem Fachmann beispielsweise bekannt aus Maehly,
.Plant peroxidases®, Methods Enzymol (1955), 801 bis 813. Besonders bevorzugt betragt
die Peroxidase-Aktivitdt hochstens 0,3 nkat/mg; ganz besonders bevorzugt besitzt die

Dioxygenase keine derart nachweisbare Peroxidase-Aktivitat.

In einem erfindungsgemaRen Verfahren besitzt die Dioxygenase vorzugsweise eine
Aminosduresequenz-Ahnlichkeit ,similarity“ zur Aminoséuresequenz SEQ ID No. 1 von
zumindest 80%, vorzugsweise zumindest 88%, mehr bevorzugt zumindest 93% und
besonders bevorzugt zumindest 98%. Im Sinne der vorliegenden Erfindung werden
Aminosauresequenz-Ahnlichkeiten bestimmt anhand des Waterman-Smith-Algorhythmus
mit einer Lickenerdffnungs-Strafe (,gap open penalty®) von 10, einer LiickenvergréfRe-
rungs-Strafe (,gap extension penalty®) von 0,5 und der BLOSUM62-Matrix. Der \Water-
man-Smith-Algorithmus ist beschrieben in Smith, T. F. and Waterman, M. S., "Identificati-
on of common molecular subsequences”, Journal of Molecular Biology (1981), 147:195-
197 und beispielsweise online implementiert iber die entsprechende Werkzeugseite des
EMBL, derzeit ,.EMBOSS::water” erhaltlich per www.ebi.ac ukftools/emboss/align/. Die

diesen Randbedingungen geniigenden Dioxygenasen besitzen fir die Zwecke des erfin-
dungsgemafRen Verfahrens eine gute Aktivitat fur die Umsetzung von Fettsdauren zu um 1
Kohlenstoffatom verkiirzten entsprechenden Aldehyden. Sie sind in einer Vielzahl von
Mikroorganismen fiir ein Ganzzell-Biotransformationsverfahren der erfindungsgemafen
Art gut exprimierbar. Entsprechende Dioxygenasen sind bereits bekannt. lhre Verwend-
barkeit zum Herstellen von Aldehyden in einem Ganzzell-Biotransformationsverfahren

geman der vorliegenden Erfindung war jedoch unbekannt.

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemafes Verfahren, bei dem die Dioxygenase
eine Alpha-Dioxygenase aus einer Pflanze der Gattung Oryza ist, vorzugsweise aus Reis
(Oryza sativa). Derartige Alpha-Dioxygenasen sind beispielsweise bekannt aus Koeduka
et al., ,Catalytic properties of rice alpha-oxigenase®, J. Biol. Chem. 2002, 22648 bis
22655. Derartige Alpha-Dioxygenasen insbesondere aus Reis sind in E. coli leicht und
mit guter Stabilitat und Aktivitat heterolog exprimierbar. Besonders vorteilhaft ist, dass sie

Uber keine nennenswerte Peroxidase-Aktivitat verfligen. Erfindungsgemal bevorzugt ist

PCT/EP2011/064762
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dementsprechend eine Alpha-Dioxygenase mit einer Aminosduresequenz gemal SEQ ID
No. 1.

Ferner besonders bevorzugt ist ein erfindungsgeméaRes Verfahren, bei dem die

Mikroorganismenzellen ausgewdahlt sind aus

- der Klasse der Gamma-Proteobakterien, vorzugsweise der Familie der
Enterobacteriaceae und besonders bevorzugt aus den Gattungen Escherichia (darin

wiederum besonders bevorzugt Escherichia coli),

- der Klasse der Bacilli, darin bevorzugt der Gattung Bacillus oder der Ordnung der

Lactobacillales, und

- der Klasse der Saccharomyceten, dabei besonders bevorzugt der Familie der
Saccharomycetaceae und der Dipodascaceae, und besonders bevorzugt der Gattung

Saccharomyces und Yarrowia.

Besonders bevorzugt sind die Mikroorganismenzellen in einem erfindungsgemafien
Verfahren solche des Genus Escherichia, insbesondere Escherichia coli ist besonders
bevorzugt. Derartige Mikroorganismen lassen sich leicht und sicher handhaben; der
Umgang mit ihnen ist auch grotechnisch gut etabliert, und mit ihnen lassen sich gute

Ausbeuten erzielen.

Dementsprechend bevorzugt ist ein erfindungsgemafes Verfahren zum Herstellen eines
Aldehyds mit 5 bis 31 Kohlenstoffatomen, umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von E. coli-Zellen enthaltend eine Dioxygenase mit einer Ahnlichkeit
wie oben beschrieben von zumindest 98% zu einer Aminosauresequenz gemaf SEQ ID
No. 1,

b) Beaufschlagen der Mikroorganismen mit einem Umsetzungsmedium enthaltend
eine Fettsdure mit 6 bis 32 Kohlenstoffatomen, wobei das Medium einen Gehalt an
Stickstoff-Verbindungen von weniger als 0,1 ppm besitzt, und optional Glucose enthélt,
und

PCT/EP2011/064762
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C) Umsetzen der Fettsaure zum entsprechenden Aldehyd mit einem um 1 Kohlen-

stoffatom verringerten Kohlenstoffriickgrat.

Der pH-Wert eines Umsetzungsmediums wird erfindungsgemafl — vorzugsweise mit
Kaliumphosphat — auf einen Wert von bevorzugt 6,5 bis 9 eingestellt, mehr bevorzugt 7
bis 8 und besonders bevorzugt 7,3 bis 7,7. Diese pH-Werte lassen insbesondere bei
Verwendung einer Alpha-Dioxygenase aus Reis wie oben beschrieben in stickstofflimitier-
ten E. coli-Zellen gute Umséatze (mmol Aldehyd pro mmol Fettsdure, Zeit und Kubikmeter

Umsetzungsmedium) erzielen.

Ebenfalls bevorzugt ist es, das Umsetzen in Schritt ¢) bei einer Temperatur von 25 bis
39°C, vorzugsweise von 28 bis 32°C und besonders bevorzugt von 29 bis 31°C durchzu-
filhren. Diese Temperaturen sind insbesondere an ubliche E. coli-Produktionsstamme
zum Erreichen eines wie vorstehende beschriebenen guten Umsatzes mit einem erfin-

dungsgemaRen Verfahren angepasst.

ErfindungsgemaR wird ferner ein Produktionsstamm angegeben, der eine Dioxygenase
wie oben beschrieben heterolog exprimiert. Der Produktionsstamm ist dabei vorzugswei-

se ausgewahlt aus

- der Klasse der Gamma-Proteobakterien, vorzugsweise der Familie der
Enterobacteriaceae und besonders bevorzugt aus den Gattungen Escherichia (darin

wiederum besonders bevorzugt Escherichia coli),

- der Klasse der Bacilli, darin bevorzugt der Gattung Bacillus oder der Ordnung der

Lactobacillales, und

- der Klasse der Saccharomyceten, dabei besonders bevorzugt der Familie der
Saccharomycetaceae und der Dipodascaceae, und besonders bevorzugt der Gattung

Saccharomycesund Yarrowia.

Die vom Produktionsstamm, vorzugsweise einem Mikroorganismus der Art Escherichia
coli, exprimierte Dioxygenase ist vorzugsweise eine Alpha-Dioxygenase mit einer wie
oben definierten Ahnlichkeit (,similarity) zur Aminosiuresequenz SEQ ID No. 1 von

zumindest 80%, vorzugsweise zumindest 88% und besonders bevorzugt zumindest 93%.
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Mit den erfindungsgeméafRen Produktionsstdmmen lassen sich die oben beschriebenen

Vorteile des erfindungsgemalen Verfahrens verwirklichen.

Erfindungsgemal wird ferner eine Nukleinsdure angegeben zur Transformation eines
Mikroorganismenstamms zum Erhalten eines erfindungsgemafen Produktionsstammes,
wobei die Nukleinsdure ein Gen umfasst, das fiir eine Dioxygenase kodiert mit einer
Aminosauresequenz-Ahnlichkeit (,similarity*) zur Aminoséuresequenz SEQ ID No. 1 von
zumindest 80%, vorzugsweise zumindest 88%, mehr bevorzugt zumindest 93% und
besonders bevorzugt zumindest 98%, jeweils gemessen wie oben beschrieben, und
wobei das Gen heterolog zur librigen Nukleins&ure ist. Die Nukleinsaure ist vorzugsweise
ein DNA-Vektor, inshesondere bevorzugt ein Rekombinations-Vektor zum stabilen Ein-
bau des Gens in das Genom eines Mikroorganismus durch Rekombination, oder ein

episomaler Vektor.

Das Gen einer erfindungsgeméfRen Nukleinsdure ist vorzugsweise codonoptimiert fir den
zugeordneten, zu transformierenden Mikroorganismus. Besonders bevorzugt besitzt eine
erfindungsgeméBe Nukleinsdure und ein erfindungsgeméaler Produktionsstamm daher
ein Gen mit einer Sequenz gemdl SEQ ID No. 3 und besonders bevorzugt mit einer
Sequenz gemal SEQ ID No. 4. Mit derartigen Genen kdnnen insbesondere in Escheri-
chia coli-Produktionsstammen Dioxygenasen mit einer Aminosauresequenz gemal SEQ
ID No. 1 exprimiert und die mit der Verwendung dieser Dioxygenase verbundenen Vortei-

le verwirklicht werden.

Das Gen zur erfindungsgemaBlen Expression der Dioxygenase ist vorzugsweise unter der
Kontrolle eines induzierbaren Promotors exprimierbar. Auf diese Weise kann erreicht
werden, dass die Dioxgenaseexpression erst kurz vor oder wahrend der Umsetzungsre-
aktion (Schritt ¢) erfolgt. Dies vermeidet ein langsameres Zellwachstum wéahrend der
Anzucht der erfindungsgemal eingesetzten Mikroorganismen. Vorzugsweise steht das
Gen unter der Kontrolle eines mit dem /ac-Repressor schaltbaren Promotors, so dass
durch Verabreichen beispielsweise von Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) die

Expression des Dioxygenase-Gens induziert werden kann.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Beispiele naher erlautert, ohne dass diese

den Schutzbereich der Patentanspriiche beschridnken sollen.
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Beispiel 1

Herstellung von Pentadecanal aus n-Hexadecanséaure

Die Anzucht einer Vorkultur des E. coli-Stammes BL21 (DE3) pET-28a «DOX-Reis
erfolgte in 5 ml LB-Medium mit 30 ug Kanamycin pro ml Medium bei 37°C fiir ca. 6 h.

LB-Medium:

5 g Trypton

10 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
ad 11 Wasser

Erste Phase: Anzucht

Fir die Hauptkultur wurde 500 ml LB-Medium mit 30 ug Kanamycin pro ml Medium in
einem 2 |- Schiittelkolben mit 1% (v/v) Vorkultur angeimpft. Die Anzucht erfolgte bei 37°C

bis zu einer ODggonm von 0,6.

Zweite Phase: Induktion und Expression

Nach Erreichen dieser OD erfolgte die Induktion mit 0,5 mM Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und die anschlieBende Expression bei einer Temperatur von
22°C lber Nacht (ca. 14h).

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. AnschlieBend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse

pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.
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Umsetzungsmedium

200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Hexadecanséaure erfolgte
geldst in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Hexadecansaure in DMSO
geldst und 1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkon-
zentration von 5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der
Hexadecanséaure wurde die Zellsupension im Schiittelkolben im Inkubator unter Schiitteln
auf 30°C vorgewarmt.

Die Biotransformation fand bei 30°C unter starkem Schiitteln statt. Nach ca. 2-3 h wurde

eine Pentadecanalkonzentration von 4 mM erreicht. Das hei3t der Umsatz betrug 80%.

Beispiel 2

Herrstellung von Nonanal aus n-Decanséaure

Anzucht der Vorkultur, sowie erste und zweite Phase wie in Beispiel 1 beschrieben.

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. AnschlieBend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse

pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.

Umsetzungsmedium:
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200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Decansaure erfolgte geldst
in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Decansdure in DMSO geldst und
1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkonzentration von
5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der Decansdure wurde

die Zellsupension im Schiittelkolben im Inkubator unter Schitteln auf 37°C vorgewarmt.

Die Biotransformation fand bei 37°C unter starkem Schiitteln statt. Die gebildete Menge
an Nonanal wurde nicht quantitativ bestimmt. Die Bildung des Produktes wurde qualitativ
mittels GC/MS gezeigt.

Beispiel 3

Herstellung von Tridecanal aus n-Tetradecansaure

Anzucht der Vorkultur, sowie erste und zweite Phase wie in Beispiel 1 beschrieben.

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. Anschlielend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse

pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.
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Umsetzungsmedium:

200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Tetradecanséaure erfolgte
gelost in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Tetradecanséaure in DMSO
geldst und 1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkon-
zentration von 5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der
Tetradecansaure wurde die Zellsupension im Schittelkolben im Inkubator unter Schiitteln
auf 37°C vorgewarmt.

Die Biotransformation fand bei 37°C unter starkem Schiitteln statt. Die gebildete Menge
an Tridecanal wurde nicht quantitativ bestimmt. Die Bildung des Produktes wurde qualita-
tiv mittels GC/MS gezeigt.

Beispiel 4

Herrstellung von Undecanal aus n-Dodecansaure

Anzucht der Vorkultur, sowie erste und zweite Phase wie in Beispiel 1 beschrieben.

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. Anschlielend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse
pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.
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Umsetzungsmedium:

200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Dodecansaure erfolgte
geldst in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Dodecanséaure in DMSO geldst
und 1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkonzentration
von 5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der Dodecansaure
wurde die Zellsupension im Schiittelkolben im Inkubator unter Schiitteln auf 37°C vorge-

warmt.

Die Biotransformation fand bei 37°C unter starkem Schiitteln statt. Die gebildete Menge
an Undecanal wurde nicht quantitativ bestimmt. Die Bildung des Produktes wurde qualita-
tiv mittels GC/MS gezeigt.

Beispiel 5

Herrstellung von Heptanal aus n-Octansdure

Anzucht der Vorkultur, sowie erste und zweite Phase wie in Beispiel 1 beschrieben.

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. Anschlielend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse
pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.
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Umsetzungsmedium:

200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Octansaure erfolgte gel6st
in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Octanséure in DMSO gel6st und
1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkonzentration von
5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der Octansaure wurde die

Zellsupension im Schittelkolben im Inkubator unter Schiitteln auf 37°C vorgewarmt.

Die Biotransformation fand bei 37°C unter starkem Schiitteln statt. Die gebildete Menge
an Heptanal wurde nicht quantitativ bestimmt. Die Bildung des Produktes wurde qualitativ
mittels GC/MS gezeigt.

Beispiel 6

Herstellung von Pentadecanal aus n-Hexadecansaure mit Riickgewinnung der Zellen

Die Anzucht einer Vorkultur des E. coli-Stammes BL21 (DE3) pET-28a «DOX-Reis
erfolgte in 5 ml LB-Medium mit 30 ug Kanamycin pro ml Medium bei 37°C fiir ca. 6 h.

LB-Medium:

5 g Trypton

10 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
ad 11 Wasser

Erste Phase: Anzucht

Fir die Hauptkultur wurde 500 ml LB-Medium mit 30 ug Kanamycin pro ml Medium in

einem 2 |- Schittelkolben mit Schikanen mit 1% (v/v) Vorkultur angeimpft. Die Anzucht

erfolgte bei 37°C bis zu einer ODggonm VON 0,6.
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Zweite Phase: Induktion und Expression

Nach Erreichen dieser OD erfolgte die Induktion mit 0,5 mM Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und die anschlieende Expression bei einer Temperatur von
22°C lber Nacht (ca. 14h).

Dritte Phase: Biotransformation

Die Zellsuspension wurde in ein steriles Zentrifugengefal® tberfiihrt und bei 8.000g und
4°C fur 10 min zentrifugiert. Das tiberschissige Medium wurde durch Dekantieren ent-
fernt und das verbleibende Zellpellet zum Waschen in sterilem Umsetzungsmedium
geldst. Anschlielend wurde erneut bei 8.000g und 4°C fir 10 min zentrifugiert und das
Umsetzungsmedium ebenfalls durch Dekantieren entfernt. Verbleibende Flissigkeit
wurde mit einer sterilen Pipette entfernt und das Zellpellet gewogen. Daraus ergab sich
ca. 2 g Zellnassmasse pro 500 ml Kultur. Um eine Konzentration von 20 g Zellnassmasse

pro | zu erhalten, wurde das Pellet in 100 ml sterilem Umsetzungsmedium resupendiert.

Umsetzungsmedium

200 mM Kaliumphosphatpuffer
0,5 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Die Biotransformation wurde in einem 300 ml-Schittelkolben mit Schikane mit einem
Volumen von 25 ml durchgefiihrt. Die Zugabe des Substrates Hexadecanséaure erfolgte
gelost in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde 100 mM Hexadecansaure in DMSO
geldst und 1,25 ml dieser Losung der Zellsuspension zugesetzt, sodass eine Endkon-
zentration von 5 mM im Biotransformationsansatz erreicht wurde. Vor Zugabe der
Hexadecansaure wurde die Zellsupension im Schiittelkolben im Inkubator unter Schiitteln
auf 30°C vorgewarmt. Darliber hinaus wurde dem Biotransformationsansatz 1% (w/v)

Triton X 100 zugesetzt.

Die Biotransformation fand bei 30°C unter starkem Schiitteln statt. Nach ca. 3 h wurde

eine Pentadecanalkonzentration von 4 mM erreicht. Das hei’t der Umsatz betrug 80%.

Wiederholung dritte Phase: Biotransformation mit zuriickgewonnenem Biokatalysator
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Dazu wurden die Zellen nach 3h bei Zimmertemperatur fir 10 min bei 5000 g geerntet
und der Uberstand durch Dekantieren entfernt. Das verbleibende Zellpellet wurde zum
Waschen in Umsetzungsmedium geldst und anschlieBend erneut bei Zimmertemperatur
fiir 10 min bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Dekantieren entfernt und
das Zellpellet in 20 ml Umsetzungsmedium resuspendiert. Im Uberstand konnte eine
Produktkonzentration von 3 mM gemessen werden, das heilt ca. 75% des Produktes
verbleibt nach dem Zentrifugieren im Uberstand und kann daher vom Biokatalysator

getrennt werden.

Fir die erneute Biotransformation wurden die 20 ml Zellsuspension in einen frischen
300 ml Schittelkolben mit Schikanen gegeben und 1 ml der oben beschriebenen Sub-
stratlosung (100 mM Hexadecansédure in DMSO) zugesetzt, so dass die Substratkonzent-
ration im zweiten Durchlauf ebenfalls wieder ca. 5 mM betrug. Aul3erdem wurde auch
hier wieder 1% (w/v) Triton X 100 zum Biotransformationsansatz gegeben. Bei diesem
zweiten Durchlauf der Biotransformation konnte bereits nach 1 h eine Produktkonzentra-
tion von 5,5 mM erreicht werden. Zum Zeitpunkt t0=0 h dieser zweiten Biotransformation
wurde eine Pentadecanalkonzentration von 1 mM gemessen (diese Reste sind aus der
ersten Biotransformation trotz waschen im Pellet verblieben), das heilt es konnte im

zweiten Durchlauf erneut ein Umsatz von 80-90% erzielt werden.
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Anspriche
1. Verfahren zum Herstellen eines Aldehyds mit 5 bis 31 Kohlenstoffatomen, um-
fassend die Schritte:
a) Bereitstellen von Mikroorganismenzellen enthaltend eine Dioxygenase,
b) Beaufschlagen der Mikroorganismenzellen mit einem Umsetzungsmedium ent-

haltend eine Fettsdure mit 6 bis 32 Kohlenstoffatomen,

C) Umsetzen der Fettsdure zum Aldehyd durch die Dioxygenase.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Dioxygenase

eine alpha-Dioxygenase ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Dioxygenase

a) eine Aminos&uresequenz-Ahnlichkeit (,Similarity) zu SEQ ID No. 1 von zumin-
dest 80%, vorzugsweise zumindest 88% und besonders bevorzugt zumindest 93%
besitzt, jeweils gemessen mit dem Waterman-Smith-Algorithmus mit einer Lickeneroff-
nungs-Strafe (,Gap open penalty®) von 10, einer Liickenfortsetzungsstrafe (,Gap extensi-
on penalty®) von 0,5 und der Blosum62-Matrix,

b) eine Aminoséuresequenz gemal SEQ ID No. 2 besitzt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die Dioxygenase eine Peroxidase-Aktivitdit von hodchstens 0,4 nkat/mg Guaiacol/2-

Hydroperoxyplamitinsdure besitzt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet,

dass die in Schritt b eingesetzte Fettsdure ausgewahlt ist aus

- linearen oder verzweigten gesattigten Fettsauren,

- linearen oder verzweigten ungesattigten Fettsauren,
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- ungeséttigte oder geséttigte Fettsduren mit 1 bis 5 Substituenten, wobei die Substi-

tuenten jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus Hydroxy, C1-C10-Alkyl, C1-C10-Alkoxy,
C6-C10-Aryl, Phenyl-C1-C5-Alkyl und Phenyl-C1-C5-Alkenyl, wobei das alpha-C-Atom

der Fettsaure keinen solchen Substituenten tragt,

vorzugsweise

Fettsdure zum Bilden von
n-Heptansaure n-Hexanal
n-Nonansaure n-Octanal
n-Decanséaure n-Nonanal
n-Undecanséaure n-Decanal
n-Dodecanséaure n-Undecanal
n-Tridecansédure n-Dodecanal
n-Tetradecansaure n-Tridecanal

n-Hexadecanséure

n-Pentadecanal

3-Methyl-Undecanséaure

2-Methyldecanal

3-Methyl-Dodecanséaure

2-Methylundecanal

trans-3-Heptenséaure

trans-2-Hexenal

cis-5-Octanséure

cis-4-Heptenal

3,7-Dimethyl-6-Octensaure

2,6-Dimethyl-5-Hepten-1-al

11-Dodecenséure

10-Undecenal

3,7,11-Trimethyl-6,10-Dodecadiensaure

2,6,10-Trimethyl-5,9-undecadienal

4,8-Dimethyl-7-nonen-1-séaure

Citronellal

n-Heptadecanséaure

n-Hexadecanal

n-Octadecanséure

n-Heptadecanal

n-Nonadecanséure

n-Octadecanal
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die in Schritt b einge-

setzte Fettsdure und der zugeordnete in Schritt ¢ erhaltene Aldehyd ausgewahlt sind aus

n-Hexadecansaure n-Pentadecanal
n-Tetradecansaure n-Tridecanal
n-Dodecanséaure n-Undecanal
n-Decanséaure n-Nonanal

und Mischungen zweier oder mehrerer der genannten Fettsduren zum Erhalten von

Mischungen der entsprechenden Aldehyde.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2, 3, 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeich-

net, dass die Mikroorganismenzellen ausgewahlt sind aus Mikroorganismen

- der Klasse der Gamma-Proteobakterien, vorzugsweise der Familie der
Enterobacteriaceae und besonders bevorzugt aus den Gattungen Escherichia (darin

wiederum besonders bevorzugt Escherichia coli),

- der Klasse der Bacilli, darin bevorzugt der Gattung Bacillus oder der Ordnung der

Lactobacillales, und

- der Klasse der Saccharomyceten, dabei besonders bevorzugt der Familie der
Saccharomycetaceae und der Dipodascaceae, und besonders bevorzugt der Gattung

Saccharomycesund Yarrowia.

8. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b)

- ein pH-Wert des Umsetzungsmediums auf 6,5 bis 9 eingestellt wird, vorzugsweise 7-8
und besonders bevorzugt 7,3-7,7, und vorzugsweise der pH-Wert eingestellt wird durch
einen wassrigen Kaliumphosphatpuffer einer Konzentration von 150-400 mM, besonders
bevorzugt 180-300 mM und ganz besonders bevorzugt von 190-210 mM, und/oder

PCT/EP2011/064762
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- das Umsetzungsmedium einen Gehalt an Stickstoff-Verbindungen von héchstens 0,1
ppm, bevorzugt hochstens 0,01 ppm und besonders bevorzugt hochstens 0,001 ppm
besitzt, und/oder

- das Umsetzungsmedium einen Glucosegehalt von 0,25 - 1 % (w/v), bevorzugt 0,4-0,6

% (w/v) besitzt, jeweils bezogen auf das gesamte Umsetzungsmedium.

9. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
zum Umsetzen in Schritt ¢) eine Temperatur von 25-39°C, vorzugsweise von 28-32°C

und besonders bevorzugt von 29-31°C eingehalten wird.

10. Mikroorganismus, enthaltend ein Gen fiir eine heterologe Dioxygenase, wobei die
Dioxygenase

a) eine Aminosduresequenz-Ahnlichkeit (,Similarity*) zu SEQ ID No. 1 von zumin-
dest 80%, vorzugsweise zumindest 88%, mehr bevorzugt zumindest 93% und besonders
bevorzugt zumindest 98% besitzt, jeweils gemessen mit dem Waterman-Smith-
Algorithmus mit einer Lickenertffnungs-Strafe (,Gap open penalty®) von 10, einer Li-

ckenfortsetzungsstrafe (,Gap extension penalty®) von 0,5 und der Blosum62-Matrix,

b) eine Aminoséuresequenz gemal SEQ ID No. 2 besitzt.

11. Mikroorganismus nach Anspruch 10, wobei der Mikroorganismus Escherichia coli
ist.

12. Nukleinsaure, enthaltend ein Gen flir eine heterologe Dioxygenase, wobei die

Dioxygenase

a) eine Aminosduresequenz-Ahnlichkeit (,Similarity*) zu SEQ ID No. 1 von zumin-
dest 80%, vorzugsweise zumindest 88%, mehr bevorzugt zumindest 93% und besonders
bevorzugt zumindest 98% besitzt, jeweils gemessen mit dem Waterman-Smith-
Algorithmus mit einer Lickenertffnungs-Strafe (,Gap open penalty®) von 10, einer Li-

ckenfortsetzungsstrafe (,Gap extension penalty®) von 0,5 und der Blosum62-Matrix,

b) eine Aminoséuresequenz gemal SEQ ID No. 2 besitzt.
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13. Nukleinsaure nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Gen eine
Nukleinsduresequenz gemafl SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 4 besitzt.

14. Verfahren zum Herstellen eines Aldehyds mit 5 bis 31 Kohlenstoffatomen, um-

fassend das Umsetzen einer Fettsdure mit 6 bis 32 Kohlenstoffatomen zum Aldehyd mit

einer alpha-Dioxygenase, wobei die Fettsdure vorzugsweise ausgewahlt ist aus

- linearen oder verzweigten gesattigten Fettsauren,

- linearen oder verzweigten ungesattigten Fettsauren,

- ungeséttigte oder geséttigte Fettsduren mit 1 bis 5 Substituenten, wobei die Substi-

tuenten jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus Hydroxy, C1-C10-Alkyl, C1-C10-Alkoxy,
C6-C10-Aryl, Phenyl-C1-C5-Alkyl und Phenyl-C1-C5-Alkenyl, wobei das alpha-C-Atom

der Fettsdure keinen solchen Substituenten tragt,

vorzugsweise

Fettsdure zum Bilden von
n-Heptansaure n-Hexanal
n-Nonansaure n-Octanal
n-Decanséaure n-Nonanal
n-Undecanséaure n-Decanal
n-Dodecanséaure n-Undecanal
n-Tridecansédure n-Dodecanal
n-Tetradecansaure n-Tridecanal

3-Methyl-Undecanséaure

2-Methyldecanal

3-Methyl-Dodecanséaure

2-Methylundecanal

trans-3-Heptenséaure

trans-2-Hexenal

cis-5-Octanséure

cis-4-Heptenal

3,7-Dimethyl-6-Octensaure

2,6-Dimethyl-5-Hepten-1-al
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11-Dodecenséure 10-Undecenal

3,7,11-Trimethyl-6,10-Dodecadiensaure |2,6,10-Trimethyl-5,9-undecadienal

4,8-Dimethyl-7-nonen-1-séaure Citronellal

n-Heptadecanséaure n-Hexadecanal

n-Nonadecanséure n-Octadecanal
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