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Forord

Denne masteroppgaven er skrevet som en del av studieprogrammet «Lektorutdanning i
Realfag» (MLREAL) ved institutt for kjemi, Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet,
under veiledning av fgrsteamanuensis Elisabeth Egholm Jacobsen.

Masteroppgaven er relevant for mitt framtidige virke som lektor ved at den tar for seg relevante
temaer fra leereplanene i naturfag og kjemi som grgnn kjemi, biokjemi, organisk kjemi og
naturstoffer. Dessuten har prosjektet gitt meg starre innsikt i hvordan forskning foregar. Det a
ha gjennomfart et masterstudium vil ogsa veere en verdifull erfaring a dele med fremtidige

elever, spesielt pa studieforberedende programmer.

Alt arbeid er gjennomfart mellom januar 2020 og juni 2020. Det opprinnelige formalet med
masterprosjektet var a undersgke om kommersielt tilgjengelige enzym-preparat kunne oksidere
limonen. Ambisjonen var ogsa a undersgke effekten av pH, organiske lgsningsmiddelsystemer,

og av hydrogenperoksiddonorer eller organiske peroksider som erstatning for NAD(P)H.

Grunnet stenging av campus i forbindelse med COVID-19 ble prosjektet endret fra & vaere en
praktisk oppgave med fokus pa laboratoriearbeid til a veere en teoretisk masteroppgave. Et kort
vedlegg om det som ble utfgrt av eksperimentelt arbeid far laboratoriet ble stengt er lagt ved pa

slutten.

Jeg vil takke Elisabeth for hennes veiledning og tilbakemeldinger, hennes gode humer og
humor, og ikke minst hennes talmodighet gjennom prosessen. Jeg vil takke mine medstudenter
Snorre Bergmo Nass og Morten André Gundersen for uvurderlig hjelp, godt selskap pa

laboratoriet, og hyggelige kaffepauser.
En takk rettes til Julie Asmussen, Roger Aarvik og Torunn Melg for deres tekniske statte.

Jeg vil ogsa takke Kristine Eide, Natalie Storgy og Kristine Fjelldal Sunde for deres vennskap

og stette de siste fem arene, og for utallige timer kortspill i pausene.






Sammendrag

| denne litteraturstudien diskuteres ulike oksidasjoner av limonen katalysert av en rekke
biokatalysatorer. Fokuset er spesielt pa biotransformasjoner katalysert av cytokrom P450
enzymer, bade som rene, isolerte enzymer, og i helcellesystemer. Bruk av a-terpineol
dehydratase, klorperoksidase og et pepperrotperoksidase/glukoseoksidase-system diskuteres
kort. Videre er muligheten for & bruke «the peroxidase shunt», hvor kostbart og sensitivt
NAD(P)H erstattes av hydrogenperoksid eller organiske peroksider, diskutert, sa vel som ulike
lgsningsmiddelsystemers effekt pa isolerte enzymer og helcellesystemer. Potensialet i
genmodifiseringsteknikker som dirigert evolusjon og rasjonelt protein design for & endre

enzymer, diffusjonskanaler og yttermembranproteiner omtales ogsa Kort.

Abstract

In this literature study oxidations of the cheap mono terpene limonene catalysed by different
biocatalysts in order to produce valorised oxygenated limonene derivates are reviewed and
discussed. Oxidations catalysed by enzymes from the cytochrome P450 superfamily, as isolated
enzymes or in whole cell systems, are of particular interest, but oxidations by a-terpeniol
dehydratase, chloroperoxidase and a horseradish peroxidase/glucose oxidase system are also
discussed. Furthermore, the “peroxidase shunt”, in which hydrogen peroxide or organic
peroxides acts as oxygen donors in the catalytic cycle of cytochrome P450 enzymes presents
an opportunity to avoid the use of the expensive and sensitive cofactor NAD(P)H, is discussed.
The effect of various solvent systems and immobilization techniques on isolated enzymes and
whole cells is also mentioned. Lastly, the great potential in genetically altering enzymes,
diffusion channels and outer membrane proteins through rational protein design and directed

evolution is also discussed breifly.
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1. Introduksjon

1. Introduksjon

1.1 Limonen og oksiderte limonenderivater.

Limonen, og oksiderte limonenderivater som perillylalkohol, karveol og isopipertinol, er
monosykliske terpener. Terpener utgjer en av fire hovedklasser av naturprodukter, altsa
primere eller sekundare metabolitter produsert av en levende organisme, sammen med
polyketider, fenylpropanoider og alkaloider. Terpenene er den starste gruppen med over 50 000
kjente molekyler. Limonen dannes hovedsakelig via mevalonatsporet i planter.! Det

biosyntetiske sporet for dannelse av limonen via mevalonatsporet er vist under i Skjema 1.1.1.
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Skjema 1.1.1: Biosyntese av de to enantiomerene av limonen, (R)-(+)-limonen og (S)-(-)-limonen. Hvilken

enantiomer som dannes avhenger av organismen som star for produksjonen.?

(R)-(+)-Limonen, ofte omtalt som d-limonen, er hovedbestanddelen av eterisk olje ekstrahert
fra appelsinskall,® med en produksjon pd om lag 520 000 tonn per 2014, med priser sa lave
som $0,40 per kg.* (S)-(-)-limonen, ofte kalt I-limonen, finnes i mynteoljer, og kan for gvrig
syntetiseres ved isomeriseing av a-pinen, et billig biprodukt fra papirindustrien, over zeolitt.>
Strukturen til en rekke limonenderivatene som omtales i denne masteroppgaven er vist under i

Figur 1.1.1.
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Figur 1.1.1: Limonen og en rekke oksiderte limonen-derivater.

Bade limonen og perillylalkohol har vist seg & ha antitumoraktivitet i laboratorie- og dyreforsgk
uten nevneverdige bivirkninger.%” Studier har ogsa vist at perillylalkohol har starre effekt da
anvendelse av perillylalkohol kontra limonen gir sterre konsentrasjoner av monosykliske
terpener (dvs. limonen, perillylalkohol, perillylaldehyd og perillylsyre) i blodstrammen.®
Studier har ogsa vist at perillylalkohol kan ha en bedgvende effekt,’ og kan ha en preventiv
effekt mot utvikling av Alzheimers sykdom.? Klinisk utpraving av perillylalkohol i mennesker
har sa langt ikke vist noen gunstig effekt i kreftbehandling, samtidig som negative bivirkninger
som kvalme og diaré har blitt pavist.° Perillylaldehyd, ogs& kjent som perilartine, er et
sgtningsmiddel som er 200 ganger sgtere enn sukrose, og er kommersielt tilgjengelig i Japan.!

Bade karveol og karvon er a finne i eterisk olje av peppermynte og karve, og pa grunn av deres
smak og lukt brukes de som tilsetningsstoff i mat og som duftstoff i parfyme.'? Karveol har
0gsa vist seg & ha en preventiv effekt mot utvikling av brystkreft i mus.” Et alfa-trans-
dihydroksy derivat av karveol, (1R,2R,6S)-3-metyl-6-(prop-1-en-2-yl)cycloheks-3-en-1,2-diol,

er en mulig anti-Parkinsons medisin, med gode resultater i dyreforsgk.t®



a-Terpeniol anvendes i mange husholdningsprodukt, kosmetikk, spragytemidler og
smakstilsetninger. Limonen-1,2-diol sies & ha en kald, mynteaktig aroma og brukes
hovedsakelig som smakstilsetning i matvarer som tyggegummi, gelatiner, leskedrikker, osv.'*

Ekstraksjon av de nevnte limonenderivatene fra plantemateriale vil ikke vere en gunstig
industriell prosess da mengden av disse forbindelsene i naturlig plantemateriale er lavt.® En
mer attraktiv prosess for produksjon av, for eksempel, perillylalkohol kan derfor vere allylisk
oksidasjon av limonen i posisjon 7. Klassisk allylisk oksidasjon ved hjelp av selendioksid gir
en produktblanding bestaende av limonene-4-ol, trans-karveol, cis-karveol, perillyl alkohol og
limonen-10-01.281" Ulike metallkatalysatorer, som for eksempel titan-katalysatorer med t-butyl
hydroperoksid som oksidant,’31° eller jern-katalysatorer med hydrogenperoksid som
oksidant,?® har ogsa blitt brukt for & oksidere limonen. Bruk av slike katalysatorer i oksidasjon
av limonen resulterer ogsa i en produktblanding bestaende av ulike oksiderte limonenderivater,
hvor utbyttet av det gnskede derivatet ofte er lavt. Dette skyldes at de elektroniske egenskapene
til de allyliske metylengruppene er svert like.?* En rekke ulike oksidasjonsprodukter er vist
under i Skjema 1.1.2.
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Skjema 1.1.2: Limonen og reaksjoner til en rekke oksiderte limonenderivater.

Dermed er det gnskelig & utvikle en metode hvor limonen fra appelsinskall, eller fra

isomerisering av a-pinen, regioselektivt oksideres i den gnskede posisjonen. Formalet med

3



denne masteroppgaven er derfor a utforske muligheten for oksidasjon av limonen ved
biokatalyse, med spesielt fokus pa enzymer fra cytokrom P450 superfamilien, samt
peroksidaser som klorperoksidase og peroksidase fra pepperrot. Skjema 1.1.3 viser en mulig
prosessflyt for dannelsen av noen utvalgte limonenderivater fra limonen ekstrahert fra

citrusavfall eller fra a-pinen fra papirindustrien.
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Skjema 1.1.3: Mulig prosessflyt for dannelse av noen utvalgte limonenderivater fra limonen ekstrahert fra

citrusavfall eller fra a-pinen fra papirindustrien.
Prosessflyten er tatt fra samarbeidsprosjektet BIOPERYL, som min veileder er involvert i.

1.2 Biokatalyse i organisk kjemi

Biokatalysatorer er helceller eller enzymer som katalyserer mange ulike kjemiske reaksjoner.
Biokatalysatorer kan ogsa katalysere andre reaksjoner enn de gjgr naturlig i organismen, og kan
ofte veere aktive med unaturlige substrat. Typisk vil biokatalysatorer gke reaksjonshastigheten
for en gitt reaksjon med en faktor 108-10%°. Dermed kan enzymer anvendes i konsentrasjoner
pa 0,001-0,0001 molprosent, mens ordinare katalysatorer benyttes i konsentrasjoner pa 0,1-1
molprosent. Biokatalysatorer er ogsa biologisk nedbrytbare og aktive ved milde betingelser (pH
5-8, 20-40 °C).?2



1.2.1 Proteinstruktur, enzymaktivitet og inhibering

Enzymer er polypeptider (proteiner) satt sammen av kirale L-aminosyrer. Enzymene utfgrer
den katalytiske aktiviteten i organismen. Primeerstrukturen til proteinene er rekkefglgen av
aminosyrerestene i polypeptidet, som er bestemt av genet som har blitt uttrykt. Proteiner
beskrives i enheter av sekunder struktur, som a-helikser og [-plater. Enhetene i
sekundarstrukturen er deler av tertierstrukturen av det foldede polypeptidet, som utgjer
subenheter av kvarterngrstrukturen til proteinet. Figur 1.2.1 illustrerer ssmmenhengen mellom

primaerstruktur, sekundaerstruktur og tertiserstruktur.?

Primary
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Lys Secondary Tertiary

Thr \structure structure
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Val : a
Lys %
Ala \
Ala : >
Trp P =
Gly
Lys a Helix

Val

Amino acid Polypeptide chain Assembled subunits
residues

Figur 1.2.1: Sammenhengen mellom primarstruktur, sekundzerstruktur, tertigerstruktur og kvarternerstruktur til

et protein.?

Som falge av at enzymer er bygd opp av kirale aminosyrer vil ogsa enzymene vere kirale
molekyl. Enzymer er konstruert i organismen for a katalysere spesifikke kjemiske reaksjoner,
og kan derfor selektere mellom ulike substrat. Selektivitet i kjemiens forstand kan videre deles
opp i kjemoselektivitet; evnen til a skille mellom ulike funksjonelle grupper i et substrat, regio-
og diastereselektivitet; evnen til a skille mellom kjemisk identiske grupper i ulike posisjoner i
substratet, og enantioselektivitet; evnen til & skille mellom enantiomerer. Enantioselektiviteten
til enzymer forstas ofte gjennom «the three-point attachement rule», som er illustrert under i
Figur 1.2.2.%2
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Figur 1.2.2: lllustrasjon av «the three-point attachemnt rule», som viser at kun én orientering av sidegruppene

A, B, C og D i substratet vil gi korrekt orientering mot gruppene A’, B’ og C’. %

Det er enzymenes selektivitet som gjer dem spesielt interessante som katalysatorer. For a
understreke viktigheten av enantioselektivitet nevnes ofte talidomid, et legemiddel som ble
solgt som et kvalmestillende middel til gravide kvinner pa 50- og 60-tallet. Det viste seg at
legemiddelet kunne forarsake omfattende fosterskader, og i verste fall at fosteret dede.
Legemiddelet ble solgt som en rasemat, dvs. en blanding av R- og S-enantiomerene, hvor R-
enantiomeren hadde en beroligende og kvalmestillende effekt, mens S-enantiomeren forarsaket
fosterskader.?* Ulike enantiomeren kan alts& gi sveert ulik biologisk respons, og det er derfor
viktig & kunne fremstille enantiomert rene legemidler. Ulike enantiomerer av limonen og
limonen-derivater kan ogsa gi ulik biologisk respons, blant annet i reseptorene i nesen; (-)-
limonen lukter sitron, (+)-limonen lukter appelsin, (+)-karvon lukter karve, mens (—)-karvon

lukter av grenn mynte.*

Enzymer har et aktivt sted hvor sidegruppene av utvalgte aminosyrer er plasser i rommet pa en
slik mate at de kan katalysere kjemiske reaksjoner. Disse aktive stedene er ofte plassert i en dyp

tunnel i enzymet.?

| sin naturlige konformasjon sies enzymer & vaere 100 % aktive. Hgy temperatur, hgy eller lav
pH, mekanisk stress eller kjemiske reaksjoner som bryter opp disulfidbroer i enzymet kan fare
til at enzymet denaturerer. Dette innebaerer at aminosyrebestanddelene i det aktive stedet far

en annen plassering i rommet, og katalytisk aktivitet reduseres.?3



Aktiviteten av enzymer kan reduseres som faglge av ulike typer inhibering. Inhibering kan
innebeere at andre molekyl enn substrat(et/ene) binder seg til det aktive stedet i enzymet, og
dermed blokkerer substrat(et/ene). Disse formene for inhibering kan vere reversible eller
irreversible alt ettersom molekylene dissosierer fra enzymet eller ikke.?®> En annen form for
inhibering er allosterisk regulering, hvor molekyler binder seg til enzymet pa andre steder enn
det aktive stedet, som gir seg utslag i endret enzymkonformasjon, og dermed endret enzymatisk
aktivitet. Om molekylet som bindes til enzymet er produktet av reaksjonen enzymet katalyserer,
eller et produkt/mellomprodukt i det biokatalytiske sporet enzymet er en del av, kalles den

allosteriske inhibering for «feedback»-inhibering.

1.2.2 Biokatalyse i organiske lgsningsmidler

Den katalytiske aktivtiten til enzymer er starst i et vanndig miljg. Dette kan veere problematisk
da mange substrat ikke er lgselige i vann, og biprodukter kan dannes i reaksjon med vann. En
konsekvens av dette er at man ofte benytter organiske lgsningsmidler. Mange enzymer er ogsa
aktive i organiske lgsningsmidler, og i mange tilfeller er bade enzym, substrat og produkt mer
stabile da man unngar sidereaksjoner med vann. Inhibering av enzymaktivitet grunnet
opphopning av substrat og produkt pa enzymoverflaten kan ogsa reduseres ved bruk av
organiske lgsningsmiddel da lgseligheten av substrat og produkt ofte er hgyere i organiske

Igsningsmiddel.?

Selektiviteten av enzymene kan ogsa vare starre i organiske lgsningsmidler. Dette skyldes at
endringer i enzymets konformasjon inneberer at hydrogenbindinger mellom vann og hydrofile
grupper pa enzymet ma brytes og dannes, som er mer krevende i organisk lgsningsmiddel enn
i vann. Dermed vil ikke enzymet kunne tilpasse seg substratet i like stor grad i organiske

Igsningsmidler som i vann.?2

Noe vann ma vere tilstede for at enzymet skal veere i sin naturlige, katalytisk aktive,
konformasjon, uavhengig av om man benytter organiske lgsningsmidler eller ikke. Dette kalles
strukturelt vann. Det er essensielt at lgsningsmidlet som benyttes ikke fjerner strukturelt vann
fra enzymet. Log P-verdien, logaritmen av partisjonskoeffisienten for lgsningsmiddelet i n-
octanol og vann, brukes for a si noe om lgsningsmiddelets evne til & fjerne strukturelt vann fra
enzymet.?? En generell sammenheng mellom log P-verdien og effekten av lgsningsmiddelet pa

enzymaktivitet er oppgitt under i Tabell 1.2.2.



Tabell 1.2.2: Biokompatibilitet av organiske lgsningsmidler ut ifra partisjonskoeffisienten, log P. For

eksemplene i siste kolonne er log P-verdien oppgitt i parentes. 2> 2

log P Lgselighet i Legsningsmiddeleffekt pa enzym- Eksempel pa lgsnings-

vann aktivitet middel [log P]
-2,5-  Helt lgselig Kan brukes til & lgse lipofile substrat i Dimetylsulfoksid (-1,3)
0 vanndige systemet i konsentrasjoner
mellom 10-20% v/v uten & deaktivere
enzymet.
0-1,5 Delvis lgselig Forarsaker  store  endringer I Etylacetat (0,68)
konformasjon ved haye

konsentrasjoner, og kan kun brukes for
uvanlig stabile enzymer, som Candida
antarctica lipase B.

1,5-  Lavlgselighet Forarsaker en viss endring i Dipropyleter (1,9)
2,0 konformasjon, og kan brukes med

mange enzymer, men effekten er ofte

uforutsigbar.

>2,0  Ulgselig Forarsaker neglisjerbar endring i Limonen (4,58)
konformasjon, og bevarer i stor grad Dodekan (6,6)
aktiviteten hos de fleste enzymer.

1.2.3 Enzymklassifisering og nomenklatur

Per 2018 har «the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)»
anerkjent cirka 6500 ulike enzym, hvorav cirka 10 % er kommersielt tilgjengelige. Skulle
antagelsen om at det eksisterer omkring 25 000 enzymer i naturen stemme vil nok bade antallet
enzym anerkjent av IUBMB og antallet enzym som er kommersielt tilgjengelig gke betraktelig
i fremtiden. For & kunne identifisere alle disse ulike enzymene har et system blitt utviklet hvor
hvert enzym har et nummer pa fire siffer pa formen [EC A.B.C.D], hvor EC star for «Enzyme
Commission». A, B, C og D koder for fglgende egenskaper: A) hovedtypen reaksjon som
katalyseres, B) hvilket substrat enzymet foretrekker eller typen molekyl som overfares, C)

indikerer samsubstratets natur og D) det individuelle enzymnummeret.??

| dag sorteres enzymer i 6 ulike enzymkategorier, som er vist og beskrevet under i Tabell 1.2.3



Tabell 1.2.3: Klassifisering av enzym.??

Enzymklasse Antall Reaksjonstype
Klassifisert ~ Tilgjengelig
1. Oksidoreduktaser ~2000 ~100 Oksidasjon/reduksjon: oksygenering av C-H, C-C, C=C

bindinger, addisjon eller fjerning av hydrogen ekvivalenter.

2. Transferaser ~1900 ~100 Overfaring av grupper: aldehydiske, ketoniske, acyl, sukker,
fosforyl, metyl, NHa.
3. Hydrolaser ~1700 ~200 Hydrolyse/dannelse av estere, amider, laktoner, laktamer,

epoksider, nitriler, anhydrider, glykosider, organohalider.

4. Lyaser ~700 ~50 Addisjon/eliminasjon av sma molekyler p& C=C, C=N og C=0
bindinger.
5. Isomeraser ~250 ~10 Isomeriseringer: omleiringer, epimeriseringer, rasemisering,

sykliseringer.
6. Ligaser ~200 ~10 Dannelse/klgyving av C-O, C-S, C-N, C-C bindinger med
sammenfallende trifosfatklgyving.

1.2.4 Optimalisering av biokatalytiske prosesser.
Enzymreaksjoner utfgres som regel i en buffer med pH nar enzymets pH optimum. Siden
konformasjonen av et enzym avhenger blant annet av dets ioniseringstilstand, kan variasjon av

pH og buffer pavirke béde selektivitet og hastighet av en reaksjon.??

Endring av temperatur kan ogsa pavirke reaksjonshastighet og selektivitet. Som for de fleste
reaksjoner inneberer gkt temperatur en gkning i reaksjonshastighet. Samtidig vil enzymet
degraderes raskere ved gkte temperaturer, og for hgy temperatur vil medfgre denaturering av
proteinet. Enzymer, som andre Kkatalysatorer, er som regel mest selektive ved lavere

temperaturer.??

Valg av lgsningsmiddelsystem er avgjerende i optimalisering av en enzymkatalysert reaksjon.
De mest brukte lgsningsmiddelsystemene brukt i enzymkatalyserte reaksjoner kan klassifieres

i tre ulike kategorier.

Enzym lgst i et én-fasesystem av vann og organisk lgsningsmiddel: Enzymet, substratet
og/eller produktet lgses i et én-fasesystem av vann og et vannlgselig organisk Igsningsmiddel,
som tetrahydrofuran, dioxan, aceton eller dimetylsulfoksid. Slike lgsningsmiddelsystem brukes
stort sett for transformasjoner av lipofile substrat, som generelt sett har lav lgselighet i organiske
lasningsmiddel. Som regel kan vannlgselige organiske lgsningsmiddel utgjere mellom 10-20
% av det totale volumet. Ved hgyere konsentrasjoner av organisk lgsningsmiddel vil de fleste

enzymer deaktiveres som falge av at strukturelt vann fjernes fra enzymene.??



Enzym lgst i et tofasesystem av vann og organisk lgsningsmiddel: | lgsningsmiddelsystem
bestdende av en vannfase, og en upolar organisk fase, oppnas romlig separasjon av
biokatalysatoren og den organiske fasen. Biokatalysatoren vil befinne seg i vannfasen hvor dens
aktivitet er hgyest, og den minimale konsentrasjonen av organisk lgsningsmiddel i vannfasen
gjer at deaktivering som fglge av tap av strukturelt vann unngas. Gitt at produktet har starre
affinitet for den organiske fasen enn vannfasen, vil vandringen av produktet fra
enzymoverflaten til den organiske fasen drive likevekten mot produkt. Masseoverfgring av
substrat til vannfasen, samt av produkt til den organiske fasen, er en viktig parameter da
reaksjonen finner sted i vannfasen, og det vil derfor veere ngdvendig med tilstrekkelig risting
0og  rering. I slike lgsningsmiddelsystem  vil  partisjonskoeffisienten  og
masseoverfgringskoeffisienten dominere enzymets ke, som vil si at enzymet er i stand til &
jobbe raskere, men har ikke nok substrat tilgjengelig. En mate a gke masseoverfgringen er gkt
risting og/eller raring, men dette kan fare til deaktivering av enzymet som felge av gkt mekanisk

stress. 22

Enzym suspendert i organisk lgsningsmiddel: A bytte ut alt «bulk-water» med organisk
lasningsmiddel farer til en suspensjon av fast enzym i en monofase av organisk lgsningsmiddel.
I motsetning til tettpakkede krystaller av organiske stoffer med sammenlignbar molekylvekt,
som ofte er tette og ugjennomtrengbare, danner proteiner myke aggregater, hvor mellom én og
to tredeler av det totale volumet er tomrom. Dette gjer at proteinene har rom til & gjennomga de
konformasjonelle endringene som kreves for & danne enzym-substrat komplekset, og gjer at
substrat kan trenge inn i proteinkrystallen for & transformeres av enzymer inne i
proteinkrystallen, og ikke bare av enzymer pa overflaten. Pa tross av dette vil bruk av slike
lasningsmiddelsystem medfare at den katalytiske aktiviteten til enzymet reduseres betraktelig,

men de benyttes i stor grad da de ofte er palitelige, fleksible og enkle i bruk.?

Mange enzymer er avhengige av dyre og sensitive kofaktorer. | de fleste tilfeller vil ikke disse
kofaktorene kunne byttes ut med andre forbindelser. | situasjoner hvor en billiger erstatning
ikke kan benyttes vil det fra et gkonomisk perspektiv vaere gunstig a resirkulere kofaktoren(e).??

Immobilisering av biokatalysatorer er en viktig biokatalytisk teknikk. Immoblisering kan
innebare at biokatalysatoren festes til et beeremateriale, enten ved adsorpsjon eller kovalente
bindinger, eller at enzymet sperres inne i en membran eller en solid matriks hvor det fortsatt er
katalytisk aktivt. Mange enzymer kan miste aktivitet grunnet auto-oksidasjon, egen-

nedbrytning, denaturering av lgsningsmiddelet, eller som fglge av mekanisk stress. Videre er
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det problematisk & gjenbruke frie enzymer. Immoblisering av enzymet kan bidra til overkomme

disse problemene.??

Genmodifisering av enzymer kan gi gkt ytelse med tanke pa stabilitet ved ekstreme
temperaturer og pH, og ved hgye konsentrasjoner av reaktant og organiske kosolventer. I tillegg

til gkt stabilitet kan gkt selektivitet oppnas.?2

En teknikk for genmodifisering er sakalt dirigert evolusjon («directed evolution»), hvor man
tar utgangpunkt i eksisterende proteiner, introduserer mutasjoner, og tester de nye enzymene
for gkt aktivitet, eller andre fordelaktige egenskaper. Professor Frances H. Arnold fikk
Nobelprisen i kjemi i 2018 for sin utvikling og bruk av denne metoden, blant annet med
cytokrom P450 BM3 enzymer.?® Dirigert evolusjon avhenger av hurtige og effektive
analysemetoder («high-throughput assays») for a effektivt bestemme egenskapene til nye
mutanter. Disse analysemetodene involverer som regel fluorescerende substrat eller seleksjon
av mutanter basert pa vekst av organismen. Sma molekyler, som limonen, er sjeldent
kromofore, fluorescerende, eller essensielle for vekst, og hurtige analysemetoder er dermed
ikke alltid tilgjengelige.?’

Rasjonelt proteindesign («rational protein design») brukes ogsa, hvor man benytter ett-punkts
mutasjoner, utskiftning av hele domener, eller fusjon av enzymer for & danne hybridenzymer.?8
Fusjonerte enzym kalles ofte «kimeraer» («chimeric enzymes»). Siden de er avledet av
eksisterende, funksjonelle proteiner er sjansen stor for at kimeraen ogsa vil foldes riktig, som
er avgjerende for enzymfunksjonalitet og aktivitet. Metoden har blitt brukt for & optimalisere

enzymer, og ny enzymfunksjonalitet har blitt oppdaget.?®-3!

1.3 Oksidoreduktaser.
Oksidoreduktaser er enzymer som kan katalysere redoksreaksjoner. Fokuset i denne

masteroppgaven Vil vaere pa hem-holdige oksygenaser og peroksidaser.

Hem-holdige metalloenzymer som cytokrom P450 (CYP), Kklorperoksidase (CPO),
nitrogenoksid syntase (NOS), og andre beslektede enzymer katalyserer en rekke viktige
biologiske oksidasjonsreaksjoner. Sveert spesifikke CYPer bidrar i selektive oksygeneringer av
steroider og prostaglandin biosyntese. Myeloperoksidase, en type CPO, spiller en avgjgrende
rolle i immunresponsen, og NOS gir opphav til det hgyt regulerte signalstoffet nitrogenoksid
(NO). Enzymer fra disse tre enzymfamiliene er overraskende like i sin struktur. Alle tre har et
jern protoporfyrin 1X senter koordinert til et cysteintiolat. CYP og NOS enzymer aktiverer

molekylert oksygen (O2), mens CPO aktiverer hydrogenperoksid, ved jernsenteret og
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inkorporerer en av oksygenatomene i et bredt utvalg av biologiske substrat. Det gjenverende

oksygenatomet omdannes til vann.2

Det er foreslatt at CYP, CPO og NOS aktiveres ved oksidasjon fra en hvilende jern(l11)-tilstand
(2) til et reaktivt oksojern(IV)porfyrinkationradikalintermediat (2). Strukturen av disse er vist
under i Skjema 1.3.1.

Skjema 1.3.1: Jern (111) protoporfyrin IX med en cysteingruppe som aksiell ligand (1), en karakteristisk del av
CYP, CPO og NOS enzymer. Den aktive oksygenforbindelsen av disse proteinene og beslektede hem-enzym er
et oksojern(1V)porfyrinkationradikal (2), ofte kalt forbindelse 1.%2

1.3.2 Cytokrom P450
Cytokrom P450 superfamilien av enzymer er en utbredt gruppe hem-proteiner som finnes i de
fleste livsformer, og er i stand til & katalysere monooksygenering av et stort utvalg substrat.*

Den generelle reaksjonsligningen for en slik reaksjon er vist under i Ligning 1.
RH + NAD(P)H + 0, + H* - ROH + NAD(P) + H,0 1)

Innenfor organisk syntese er deres imponerende evne til & katalysere innsettelse av oksygen i

ikke-aktiverte C-H bindinger spesielt interresant.32-3

Cytokrom P450 enzymer sorteres i familier ut ifra likheter i deres aminosyresekvens. Hver
familie gis et nummer, hver underfamilie gis en bokstav, og hvert gen i underfamilien gis enda
et nummer. Koden har alltid prefiksen «CYP», for cytokrom P450. Eksempelvis har cytokrom
P450cam navnet CYP101A1, mens cytokrom P450 BM3 har navnet CYP102A1.%°

Enzymer i cytokrom P450 superfamilien beskrives ofte som mer ulike enn like, hovedsakelig
grunnet lav aminosyresekvensidentitet (ofte 10-30 %).3® Forskjellene mellom prokaryote og
eukaryote CYP enzymer er spesielt stor siden eukaryote CYP’er er membranbundne enzymer,
mens prokaryote CYP’er ligger fritt i cytoplasma. Dessuten vil prokaryote CYP’er fa donert
elektroner fra NADH/NADPH via en redokskjede med FAD reduktase og et jern-svovel-
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protein, mens cukaryote CYP’er far donert sine elektroner direkte via en FAD/FMN-holdig
reduktase.®” En  skjematisk  fremstilling av  forskjellene mellom  prokaryote
(«Bacterial/mitochondrial Systems), eukaryote («Microsomal System») og selvforsynte BM3

systemer («Self-Sufficient BM-3 Systems) er vist under i Skjema 1.3.2.

Bakterielt/mitokondrielt system Mikrosomalt system
NAD(P)H Sub + 0, NAD(P)H Sub + 0,
FdR Pyso +H' CpR P i
FAD Hem FAD H450
FMN em
NAD(P)* 5 \\ J: SubO NAD(P)" SubO
+H,0 + H,0

Selvforsynt BM-3 system
Fdr = Ferredoxin reduktase

FAD = Flavin adenin dinukleotid

NAD(P)H Sub + 0O, Fdx = Ferredoxin
CpR  Pyso +H" FeS = jern-svovel klynge
FMN Hem CpR = Cytokrom P450 reduktase
Es FMN = Flavin mononukleotid
NAD(P)* SubO P4s50 = Cytockrom P450 enzym
+ H,0

Skjema 1.3.2: Skjematisk organisering med elektron-transport av cytokrom P450 monooksygenaser.??

Dette kan sies & veere en forenkling av virkeligheten da det per 2016 finnes ti ulike klasser av
cytokrom P450 systemer, klassifisert etter domenearkitektur, lokalisering i cellen og hvilke

redoksproteiner som er involvert.*®

Krystallstrukturene av ulike CYP’er har blitt undersgkt, og Figur 1.3.2 viser krystallstrukturen

av tre ulike cytokrom P450 enzymer.®’
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Figur 1.3.2: Folding og sekunderstruktur av tre ulike cytokrom P450 enzymer. a-Helikser er vist som lilla

kveiler, B-plater som rgde piler, og lgkker som gule tuber. Hem-enhetene er vist som ball og pinne modeller. ¥

Til tross for den store variasjonen i primerstruktur for enzymene i cytokorm P450
superfamilien, sies det at de har sveert lik topologi, hvor den hem-bindende kjernestrukturen er
godt bevart. Starst variasjon finnes i regioner for substrat-gjenkjenning, substratbinding og
redokspartnerbinding.3%-"
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Mekanismen for typiske hem-enzymene er blitt belyst ved hjelp av direkte observasjon av
intermediater i den katalytiske syklusen gjennom et utvalg av spektroskopiske teknikker,
bruken av diagnostiske substrat med mekanistisk avslgrende omleireringen under oksidasjon,
og parallell utvikling av syntetiske metalloporfyriner. Skjema 1.3.3 viser de viktigste

hovedtrekkene i konsensusmekanismen for cytokrom P450.

S Fya _6H Q—C}Ja o

R-00" 3
l"v’ Hgﬁ y R—
}12()
—C},ﬂ. + O S—F. Vs
7 V2 E

Skjema 1.3.3: Konsensusmekanisme for den katalytiske syklusen for oksygen aktivering og overfgring av
cytokrom P450.

Forst bindes substratet til enzymet, iblant medfulgt av en endring i spin-tilstand, og gir et
enzym-substrataddukt 3. Deretter vil jern(111) reduseres til jern(I1) med et elektron fra NADPH
ved hjelp av en assosiert reduktase. Molekylart oksygen bindes sa til jern(11)-hem enheten for
a danne et jern(ll) cytokrom P450-dioksygen kompleks 5. Videre vil en sekundaer én-
elektronsreduksjon finne sted, og Fe(lll)-hydroperoksykompleks 6 dannes. Protonering og
heterolytisk klgyving av O-O-bindingen i forbindelse 6, med tilhgrende dannelse av vann, gir
et reaktivt jern-oxointermediat 7. Oksygenoverfaring fra jern-oxo intermediat 7 til det bundne
substratet gir det oksygenerte produktkomplekset 8. Til slutt vil dissosiasjon av produktet fra

enzymet fullfere den katalytiske syklusen.

Regenerering av nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NAD(P)H) og redokspartneren til
cytokrom P450 enzymet er en av hovedproblemene knyttet til bruken av isolerte cytokrom P450
enzymet. Den vanligste maten a overkomme dette problemet er a bruke et regenereringssystem.
Et annet enzym, som en dehydrogenase, og et nytt substrat kan brukes for a konvertere NAD(P)*

tilbake til NAD(P)H in situ. Enzymet glukose-6-fosfat-dehydrogenase har blitt anvendt mye.
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Alternativt kan format dehydrogenase anvendes, som katalyserer NAD*-medier oksidasjon av
maursyre til karbondioksid, som enkelt lar seg fjerne.®® Disse regenereringssystemene, samt et
utvalg andre, er vist under i Skjema 1.3.4.

Format dehydrogenase 0 Fosfitt dehydrogenase 0
H-COH /\ €02 H—ir'—o* /\ Ho—i}—o’
(o) (0]
NAD(P)" NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H

OR
OR Glukose dehydrogenase (R = H) OR
HO 0, Glukose-6-fosfat dehydrogenase (R = fosfat) HO 0] Spontant HO OH
HO OH HO HO Ogozﬂ

OH /\ OH O

NAD(P)" NAD(P)H
Alkohol dehydrogenase Aldehyd dehydrogenase
EtOH /\ CH;-CH=0 /\ CH;CO,H
NAD(P)" NAD(P)H NAD* NADH

Skjema 1.3.4: Enzymatisk regenerering av reduserte nikotinamid kofaktorer.??

Hydrogenperoksid kan erstatte molekylart oksygen, som vist i den direkte overgangen fra
forbindelse 3 til forbindelse 6 vist i Skjema 1.3.3. Dette omtales ofte som «the peroxidase
shunt».32 En mer detaljert mekanisme er & finne i Cook et al.,* hvor muligheter som «the
oxidase shunt», og «the auto-oxidation shunt» ogsa er vist, men den presenterte mekanismen er

detaljert nok for diskusjonen i denne avhandlingen.

1.3.3 Peroksidaser

Peroksidaser er oksidoreduktaser som transformerer substrater til oksiderte eller polymeriserte
produkter via en fri-radikal mekanisme. Peroksidaseaktivitet involverer spesifikt donasjon av
elektroner til ferricyanider og askorbinsyre, og substratene brytes ned.3® En eller to (som regel
to) elektroner tas fra et organisk substrat, med hydrogenperoksid som elektronakseptor.

Reaksjonsligningen for en slik reaksjon er vist under i Ligning 2.

peroksidase

AH, + H,0, ——— A + 2H,0 )

Peroksidaser finnes i mange planter, dyr og mikrober. Planter som pepperrot (Armoracia
rusticana) papaja ( Carica papaya) og banan (Musa paradisiaca) er kjent for & produsere
peroksidaser. | bakterieriket er Escherichia coli, Bacillus sp. og Pseudomonas sp. de
fremherskende peroksidaseprodusentene. Soppene Thanatephorus sp., Auricularia sp.,
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Pleurotus ostreatus, Umbelopsis isabelinna og Penicillium geastrovirus omtales som potente

peroksidase produsenter. Gjaersoppene Candida tropicalis og Debaryomyces polymorhpus har

0gsa blitt rapportert til & produsere peroksidase.

En av de mest studerte peroksidene er peroksidase fra pepperrot. Denne peroksidasen er det

klassiske eksempelet pa en jern-holdig hem-peroksidase. Figur 1.3.3 viser krystallstrukturen av

enzymet (), det aktive stedet med jern-hem senteret i blatt (b), og mekanismen for den

peroksidase katalyserte hem-oksidasjonen (c). Protonet (H*) og elektronet (") kommer fra det

reduserende substratet RH.*!

compound |
a-cation radical

Ferric HRP

H,0

H'. e compound I

Figur 1.3.3: Krystallstrukturen av pepperrotperoksidase (a), det aktive stedet med jern-hem senteret i blatt (b),

og mekanismen for den peroksidase katalyserte hem-oksidasjonen. Protonet (H*) og elektronet (e’) kommer fra

det reduserende substratet RH.*

1.4 Analysemetoder for limonen og limonen-derivater

1.4.1 Kromatografi

Kromatografi er en av de viktigste separasjons- og analyse-metodene innen analytisk kjemi.

Kromatografi er en fysikalsk separasjonsmetode der komponentene som skal separeres fordeles

mellom to faser, hvorav den ene er stillestaende (stasjonzr fase) og den andre forflytter seg
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(mobil fase) i en bestemt retning. Pa grunn av forskjeller i starrelse, masse og polaritet vil
stoffene fordele seg ulikt mellom den stasjonsre og mobile fasen. Stoffer med hgy affinitet for
den mobile fasen vil derfor bevege seg raskere enn stoffer med hgy affinitet for den stasjonere
fasen, og denne forskjellen i hastighet vil fgre til separasjon av komponentene i prgven som

analyseres.*

1.4.2 Kjernemagnetisk resonansspektroskopi

Kjernemagnetisk resonans er et fysisk fenomen hvor atomkjerner i et magnetisk felt absorberer
og gjenutsender elektromagnetiskstraling. Dette skjer ved at en puls av elektromagnetisk
straling eksiterer atomkjernene, og like etter pulsen vil kjernene begynne a ga tilbake til sin
grunntilstand og sende ut straling. Denne energien er ved en spesifikk resonansfrekvens som
avhenger av styrken av det magnetiske feltet og de magnetiske egenskapene til den aktuelle
isotopen. For & kunne anvende kjernemagnetisk resonansspektroskopi, heretter omtalt som
NMR, ma den aktuelle kjernen ha et odde antall protoner og/eller ngytroner, da isotoper med
like antall av begge ikke har noen spinn, og dermed ikke kan observeres i NMR. De mest
studerte atomkjernene er *H og 3C.*

Pulssekvenser er serier av radio frekvenser som en prgve bestrales med slik at det frie
induksjonsforfallet, FID, relateres til den karakteristiske frekvensen av det gnskede signalet.
Pulssekvenser velges derfor etter hva slags spektroskopisk informasjon man gnsker fra

eksperimentet.*

IH-NMR gir informasjon om hvor mange naboproton et gitt proton har, og ved hjelp av
integrasjon kan antall proton bestemmes. De kjemiske skiftene til hydrogenene kan ogsa brukes
til & si noe om hydrogenets kjemiske og magnetiske miljg. >*C-NMR fungerer pd samme mate
som 'H-NMR, men vil gi en diskret linje i spekteret for hvert karbon i molekylet som ikke er
kjemisk ekvivalent med noen av de andre karbonene. *H-'HCOSY (Correlation Spectroscopy)
er et homonukleart eksperiment som korrelerer kjemiske skift av protoner koblet gjennom
skalarkobling. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) korrelerer kjemiske skift av
atomkjerner bundet direkte til hverandre. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
korrelerer kjemiske skift av to typer kjerner (ofte *H og *3C) separert fra hverandre med to eller

flere kjemiske bindinger.*®

2. Litteraturstudie og diskusjon.

Biokatalytisk oksidasjon av limonen katalysert av cytokrom P450 enzymer eller andre enzymer

kan utfgres pa mange ulike mater: mikrosomale preparat av hepacytter eller plantekjertler,
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helcellesystemer eller ved hjelp av rene, isolerte enzymer. Enkelte forskergrupper har ogsa
oksidert limonen ved & gi eukaryote organismer en limonenholdig diett, for sa 4 ekstrahere de
oksiderte limonenderivatene fra avferingen. Et utvalg studier og deres funn er sortert og
diskutert etter hvilke organismer og fremgangsmater de har valgt. Bruk av andre
oksidoreduktaser, som klorperoksidase, vil ogsa utforskes. Videre diskuteres studier som
utforsker muligheten for a erstatte de naturlige kofaktorene NADPH og cytokrom P450
reduktase (CPR), og bruk av organiske lgsningsmidler. Studiene har benyttet GC-MS, GC-FID
og HPLC for kvalitativ og kvantitativ analyse. Enkelte forskergrupper har ogsa benyttet NMR

for & bekrefte funn fra de kromatografiske metodene.

2.1 Oksidasjon av limonen ved bruk av mikrobielle systemer.

Enzymer for regio- og/eller enantiospesifikk oksygenering av hydrokarboner blir ofte funnet
ved & la ulike mikroorganismer vokse pa hydrokarbonet som karbonkilde. Dette farer til at
organismen vil uttrykke starre mengder av enzymer som kan bryte ned hydrokarbonet.?! Denne
strategien har gitt begrenset suksess med hensyn pa oksygenering av (R)-(+)-limonen sa langt.
Dette skyldes at de fleste studier har foreslatt bionedbrytningsspor med utgangspunkt i de
akkumulerte forbindelsene, uten stgtte fra data fra eksperimenter med blokkerte mutanter, d.v.s
mutanter hvor utvalgte bionedbrytningsspor ikke uttrykkes. Dette farer til en «black box»
tilnerming, hvor det er uvisst hvilket bionedbrytningsspor og enzymsystem som star for
oksygeneringen av (R)-(+)-limonen. En artikkel av Duetz et al.?! viser hvilke produkter en
rekke ulike mikrobielle biotransformasjoner av limonen har gitt, og er gjengitt i Tabell 2.2.1.%
Tabell 2.1.1: Et utvalg limonenderivater dannet ved mikrobielle biotransformasjoner av limonen. Resultatene er

en sammenstilling av arbeid utfart av en rekke forskergrupper, og referanser for de ulike studiene kan finnes i

Duetz et al.? i.a. = ikke aktuelt, i.b. = ikke bestemt, t.v. = tarr vekt.

Produkt Substrat Hydroksyl- Andre Aktivitet Organisme
(D-eller L) | konfigurasjon produkt (Ulgtv.)
1 o D cis 2,5,9, andre i.b. Pseudomonas sp. PL.
D trans-+cis 2, andre i.b. Penicillium digitatum
?E D cis 3,7,9, others i.b. Aspergillus cellulose M-77
Karveol D trans-cis 2 <0,1 Pleurotus sapidus
D i.b. 2,34 i.b. Escherichia coli (3.6 kb from BR388)
D trans none 15 Rhodococcus opacus PWD4
D trans 2 i.b. Rhodococcus erythropolis PWD8
2 o D i.a 1,5,9, andre i.b. Pseudomonas sp. PL
D i.a 1, andre i.b. Penicillium digitatum
? D i.a 1 i.b. Pleurotus sapidus
Karvon D i.a. 1,34 i.b. Escherichia coli (3,6 kb fra BR388)
D i.a 1 i.b. Rhodococcus erythropolis PWD8
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3 OH D i.a. 1,7,9, andre i.b. Aspergillus cellulosae M-77
D i.a. 4,7 i.b. Bacillus strearothermophilus BR388
D i.a. 4,7 i.b. Escherichia coli (9,6 kb fra BR388)
Pesilylalkohol D i.a. 1,24 0,1 Escherichia coli (3,6 kb fra BR388)
D i.a. 4,5 13 Mycobacterium sp. HXN-1500
L i.a. 45 10 Mycobacterium sp. HXN-1500
D i.a. Limonen-6,8- i.b. P. putida MTCc 1072
diol
4 -0 D i.a. 3,7 i.b. Bacillus strearothermophilus BR388
D i.a. 3,7 i.b. Escherichia coli (9,6 kb fra BR388)
D i.a. 1,23 i.b. Escherichia coli (3,6 kb fra BR388)
Periliglaliehyd D, L i.a. 3,5 i.b. Mycobacterium sp. HXN-1500
5 COOH D i.a. 1,2,9. andre i.b. Pseudomonas sp. PL
D i.a. Andre i.b. Pseudomonas ingocnita
D i.a. 7, andre i.b. Pseudomonas gladioli
D i.a. Ingen 10 Pseudomonas putida GS1
Perliyre D i.a. Ingen i.b. Eschericha coli (cym gener fra Pseudomonas
putida F1)
D, L i.a. 34 i.b. Mycobacterium sp. HXN-1500
6
HO“? D trans ingen 1-2 Hormonema sp. UOFS Y-0067
Isopiperitenol
7 D i.a. ingen i.b. Cladosporium sp. T12
D i.a. ingen i.b. Penicilllium digitatum DSM 62840
ol D i.a. 9 i.b. Armillareira mellae
D i.a. 5, andre i.b. Pseudomonas gladioli
a~terpincol D i.a. 1,3,9, andre i.b. Aspergillus cellulosae M-77
D i.a. 34 i.b. Bacillus stearothermophilus BR388
D i.a. 34 i.b. Escherichia coli (9,6 kb fra BR388)
D i.a. ingen i.b. Penicillium digitatum NRRL 1202
8 Produktet er
D, L i.b. det forste i.b. Diplodia gassypina ATC 10946
D, L i.b. intermediatet, i.b. Corynespora cassiicola DSM62474/5
Limonen-1,2-epoksid D i.b men i.b. Rhodococcus erythropolis DCL14
akkumuleres
ikke.
9 HOHO D trans + cis 1,2,5, andre i.b. Pseudomonas sp. PL
D trans + cis ingen i.b. Cladosporium sp. T7
D, L trans ingen i.b. Diplodia gossypina ATCC 10936
Limonen-1,2-diol D, L trans ingen i.b. Corynespora cassiicola DSM62474/5
D i.b. 7 i.b. Armillareira mellae
D trans 1, 3,7, andre i.b. Aspergillus cellulosae M-77
10
D,L se referanse ingen i.b. Xanthobacter sp. C20

Limonen-8,9-epoksid
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Tabell 2.1.1 viser at mange mikroorganismer danner mer enn ett oksidasjonsprodukt med
limonen som substrat. Dette tyder pa at enzymene som star for nedbrytningen ikke er helt
regioselektive, eller at flere enzymer i organismene er i stand til & oksygenere limonen, og kan
angripe limonen i ulike posisjoner. Det kan argumenteres for at mikroorganismene som kun

produserer ett produkt er mest interessante.

Duetz et al. fant at biotransformasjonen av (R)-(+)-limonen ved Rhodococcus opacus PWD4
celler vokst pa toluen eksklusivt ga (+)-trans-karveol som produkt, med en aktivitet pa 14,7
U/qg tarre celler, og et endelig utbytte pa 94-97 %. Celler vokst pa glukose produserte derimot
ingen (+)-trans-karveol. Dette kan tyde pa at enzymer involvert i nedbrytningen av toluen star
for denne monohydroksyleringen av limonen. Rhodococcus globerulus PWDS8 viste seg a
kunne oksidere trans-karveol videre til (+)-karvon, som kan veere interessant for biokatalytisk

produksjon av (+)-karvon.**

Hydroksyleringen av (R)-(+)-limonen katalysert av Hormonema sp. UOFS Y-0067 utfart av
van Dyk et al. ga eksklusivt isopiperitenol, som kan omdannes til mentol via en katalytisk
hydrogenering. Forskerne oppnadde produktkonsentrasjoner opp mot 0,5 g/l (31 % utbytte)
etter 12 timer. Resultatene var dessverre ikke alltid reproduserbare, og de opplevde det som
problematisk at Hormonema sp. artene produsere extracelluleert slim, pigmenter og andre
extracellulere stoffer. De konkluderer med at Hormonema sp. UOFS Y-0067 sannsynligvis
ikke er egnet for en industriell prosess, men at det kan tenkes at cytokrom P450 enzymene fra
organismen kan uttrykkes i mer egnede vertsorganismer.*® Bakteriene Pseudomonas putida og
Echeria coli, som diskuteres i denne avhandlingen, er kanskje spesielt aktuelle som

vertsorganismer.

Et vanlig problem med bruk av helcellesystemer er at levende organismer ofte er falsomme for
organiske lgsningsmidler og substrater brukt i organisk syntese.*® Bakterien Pseudomonas
putida er kjent for sin hgye lgsningsmiddeltoleranse. Lasningsmiddeltoleransen skyldes ulike
beskyttelsesmekanismer, som fysio-kjemiske endringer i den cytoplasmiske membranen, den
aktive utstremmingen av kjemikalier ved hjelp av utstrammingspumper («efflux pumps») og

enzymkatalyserte transformasjoner av lgsningsmidlene.*’

Enzymkatalyserte transformasjoner av organiske lgsningsmidler i P. putida gir seg utslag i
produksjon av (R)-(+)-perillylsyre fra (R)-(+)-limonen av P. putida DSM 12264 ved en
regioselektiv oksidasjon i posisjon C-7. Oksidasjonen skjer via tre trinn, som vist under i
Skjema 2.1.1 katalysert av en monooksygenase, en alkoholdehydrogenase og en
aldehyddehydrogenase.*’
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HO o) O~__OH

Monooksygenase Alkoholdehydrogenase Aldehyddehydrogenase

R-(+)-Limonen R-(+)-Perillylalkohol R-(+)-Perillaldehyd R-(+)Perillylsyre

Skjema 2.1.1: Oksidasjon av (R)-(+)-limonen til (R)-(+)-perillylsyre over tre oksidative trinn via en

monooksygenase, alkoholdehydrogenase og en aldehyddehydrogenase.*®

Perillylsyre kataboliseres ikke videre av organismen, men skilles ut i reaksjonsmediet. | en
studie utfgrt av Speelmans et al.*® produserte voksende celler av P. putida DSM 12264 opptil
18 mM (R)-(+)-perillylsyre fra limonen i batch-reaksjoner hvor limonen var tilstede som en
egen organisk fase.*® Mars et al.*® brukte den samme organismen i et «fed-batch»-oppsett for &
produsere opptil 64 mM (R)-(+)-perillylsyre.*® Feedback-inhibering ble antatt & vare en

begrensende faktor i begge studiene.

Mirata et al.*’ undersgkte effekten av perillylsyrekonsentrasjon pa celleveksten av P. putida,
og fant at enhver tilsats av perillylsyre forte til redusert cellevekst, med en linezer nedgang i
vekstrate og total stans cellevekst ved en Kkonsentrasjon pa 167 mM perillylsyre.*’

Sammenhengen mellom cellevekst og konsentrasjonen av perillylsyre er vist i Figur 2.1.1.
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Figur 2.1.1: Spesifikk cellevekst (umax/imqyx,) SOM funksjon av konsentrasjon av perillylsyre.*’

Ut ifra dette konkluderer Mirata et al. at et in situ utvinningssystem vil veere gunstig for a
redusere produkt feedback-inhibering i en biotransformasjonsprosess for (R)-(+)-limonen til

(R)-(+)-perillylsyre. De testet syv ulike anionbyttere for deres evne til a adsorbere perillylsyre,
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som for gvrig har en pKa pa 4,94, og konkluderte med at Lewatit Monoplus M500 og Amberlite
IRA 410 CI var aktuelle kandidater. Disse anionbytterene ble sammenlignet med Langmuir

isoterm modellen, og parameterne er fremstilt under i Tabell 2.1.2.4

Tabell 2.1.2: Parametere for adsorpsjon av perillylsyre etter Langmuir isoterm modellen.

Medium Adsorpsjonsmateriale Langmuir model
gmax (Mmol/g) k (mmol/L)

Fosfatbuffer Lewatit Monoplus M500 0,83+ 0,06 35+6

Fosfatbuffer Amberlite IRA 410 CI 1,39 £ 0,06 202
E2 medium uten celler Amberlite IRA 410 CI 1,40+ 0,14 72+12
E2 medium med celler Amberlite IRA 410 CI 1,24 £0,34 147 + 59

Langmuir modellen kan beskrives med fglgende ligning:

maxC
=T @)

hvor k er likevektskonstanten for adsorpsjonsprosessen, gmax er den maksimale kapasiteten til
adsorbanten og C is likevektskonsentrasjonen av perillylsyre. Ut ifra dette konkluderte de med
at Amberlite IRA 410 Cl var det beste alternativet, og designet en integrert bioprosess, vist

under i Skjema 2.1.2.
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Skjema 2.1.2: Den integrerte bioprosessen for produksjon av perillyl-syre. Luft ble tilfart reaktoren ved &
strsmme den gjennom et limonen reservoir (A). Glycerol (B) og limonen (C) ble kontinuerlig matet inn i
reaktoren vis et pumpesystem. Gjennom et annet pumpesystem ble dyrkningsvasken kontinuerlig sirkulert

gjennom in situ utvinningsystemet med anionbytteren Amberlite IRA 410 CI (E).*

De oppnédde en konsentrasjon av (R)-(+)-perillylsyre pa 187 mM (31 gl™) etter 7 dager, som
tilsvarer tre ganger hgyere konsentrasjon sammenlignet med ordinere «fed-batch»
tilnerminger. A forhindre fordamping av limonen, eller & fange fordampet limonen i
eksosstrammen, ble sett pd som en mulighet for & gke omsetningsgraden.*” Bruk av et lukket
gassloopsystem («closed gas loop system») er ogsa en mulighet, og for biotransformasjonen av
(R)-(+)-limonen til a-terpineol med organismen Penicillium digitatum DSM 62840 ga bruken
av et slikt system et utbytte pd 1,009 mgl? med en gjennomsnittlig produksjon pa 8-9
mgLth? som tilsvarer en dobling av tilsvarende tidligere rapporterte verdier.’® En
omsetningsgrad pa 63% ble rapportert.®® For utviklingen av en industriell prosess vil det veere
viktig & oppna sa hgy effektivitet og omsetning som mulig, og bruk av et in situ utvinningssytem
vil kunne bidra til dette. Amberlite IRA 410 CI viste seg a adsorbere bade perillylsyre og
limonen, og det vil derfor vere interessant & undersgke flere anionbyttere, hvor sterst mulig
preferanse for perillylsyre fremfor limonen vil vere gunstig. A forhindre tap av limonen som
falge av fordamping ved a implementere et lukket gassloopsystem vil nok ogsa vere interessant

for utviklingen av en storskalaprosess.
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P. putida KT2440 stammen har blitt undersgkt for biotransformasjonen av (S)-(—)-limonen til
(S)-(—)-perillylsyre av Cornelissen et al.>! Med 8,6 gL (tarr vekt) av P. putida KT2440 og 6
mM (S)-(-)-limonen oppnadde de en konsentrasjon pa 1,8 mM (S)-(-)-perillylsyre (0,29
g/1).%! Dette ble oppnadd uten optimaliseringer som overuttrykkelse av spesifikke enzymer,
implementering av et in situ gjennvinningssystem eller et lukket gassloopsystem, som
forklarer det lave utbyttet sammenlignet med det oppnadd av Mirata et al. Forsgket viser
uansett potensialet for a fa dannet de ulike enantiomerene av perillylsyre ved valg av riktig
substrat ((S)- eller (R)-limonen).

Det er ogsa verdt a merke seg at P. putida er sertifisert som en trygg bakteriestamme av «the
Recombinant DNA Advisory Committee».>? Dermed er P. putida aktuell som vertsorganisme
for cytokrom P450 enzymer fra andre organismer. van Beilen et al.® uttrykte en cytokrom P450
alkan hydroksylase fra Mycobacteriu sp. stamme HXN-1500, en organisme som ikke er
sertifisert som trygg, i P. putida. Med (S)-(-)-limonen som substrat oppnadde de et utbytte pa
2,3 g/l (S)-(-)-perillylalkohol og 0,14g (S)-(—)-perillylsyre i vannfasen etter 75 timer, med en
celletetthet pd 15 g/l. Aktiviteten av rekombinantorganismen var en tredel av vill type
Mycobacterium sp. stammen,’®> men bruken av organismer sertifisert som trygge som
vertsorganismer for ulike enzymer vil uansett veere interessant for videre forskning, og i

kommersielt gyemed.

En studie av Hernandez-Ortega et al.>® testet aktiviteten av en rekke ulike isolerte bakterielle
cytokrom P450 enzymer péa ulike monoterpener, blant annet enantiomerene av limonen.
Spesielt interessant var den lave enantioselektiviteten og regioselektiviteten for mange av
enzymene. De fant blant annet at CYP153A6, fra Mycobacterium sp. HXN-1500, var aktiv for
bade (R)-(+)-limonen og (S)-(-)-limonen, og dannet de respektive enantiomerene av
perillylalkohol som hovedprodukt.>® Den samme gruppen undersgkte ogsa aktiviteten av
CYP102A1.Vt (Vt = villtype) fra Bacillus megaterium, med (S)-(—)-limonen, og identifiserte
trans-limonen-1,2,epoksid som hovedprodukt, men ogsa cis-isopiperitenol og cis-karveol i sma
mengder.>® Dette enzymet har ogsa vist seg & vere aktiv for (R)-(+)-limonen, med (+)-limonen-
1,2-epoksid, imonen-8,9-epoksid, isopiperitenol og karveol som produkter, med en
produktfordeling p& henholdsvis 30%, 7%, 54% og 9%.%* | denne undersgkelsen ble ogsé en
rekke varianter generert ved rasjonelt proteindesign undersgkt, hvor to varianter, F87A/A328F
og F87V/A328F, viste seg a epoksidere nesten eksklusivt i posisjon C8-C9, med henholdsvis

94% og 97% (+)-limonen-8,9-epoksid. Andre varianter viste seg a ha hayere

omsetningshastighet for NADPH enn villtype-enzymet, som ogsa er en fordelaktig egenskap.>*
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Ulike sopper har ogsa blitt undersgkt. Ferrara et al.>® studerte 17 ulike gjeerstammers evne til &
transformere (R)-(+)-limonen til perillylsyre. Av de testede stammene fant de at Yarrowia
lipolytica ATCC 18942 var den mest effektive, og ga kun perillylsyre som produkt.>®

Biotransformasjonen under optimaliserte forhold er vist under i Skjema 2.1.3.

O OH
Yarrowia lipolytica ATCC 18943
0,5 % v/v (R)-(+)-limonen
Fosfatbuffer pH 7,1 (50 mM)
25 °C, 48 timer
(R)-(+)-Limonen (R)-(+)-Perillylsyre

Skjema 2.1.3: Biotransformasjoen av (R)-(+)-limonen med Yarrowia lipolytica ATCC 18942 under optimale
forhold.

Effektiviteten av stammen ble evaluert ved & variere pH mellom 3 og 8, og ved a variere
temperaturen mellom 25°C og 30°C i et reaksjonsmedium som inneholdt 0,5 % v/v limonen og
10 g/l av stasjonare celler (tarr vekt). Starre konsentrasjoner farte til redusert produksjon av
perillylsyre, mest sannsynlig pa grunn av celledgd som fglge av limonens toksisitet. Det beste
resultatet, med 564 mg/I perillylsyre, ble oppnadd med et bufret medium ved pH 7,1 (50mM
fosfatbuffer) inkubert pa 25°C i 48 timer.>®

En trinnvis addisjon av limonen, i form av seks doser over 48 timer for & oppna en endelig
konsentrasjon pa 0,5 % v/v limonen, gkte konsentrasjonen av perillylsyre med over 50 %, og
nadde en konsentrasjon pa 855 mg/l, mens addisjon av glukose eller surfaktant ikke forbedret
biotransformasjonen. >° Ut ifra denne studien, og andre studier presentert i denne avhandlingen,
virker det avgjerende at konsentrasjonen av limonen ikke blir for hgy, da forbindelsen er giftig

for de diskuterte mikroorganismene og gjeerstammene.

Temperatur har ogsa vist seg a spille en rolle for hvilket bionedbrytningsspor i en organisme
som favoriseres. | soppen Mortierella minutissima 01 fant Trytek et al. at hydroksylering i
posisjon C-6 i limonen for & danne karveol favoriseres ved 30 °C, mens hydroksylering i
posisjon C-7 for & danne perillylalkohol, med videre oksidasjon til perillylaldehyd og
perillylsyre, favoriseres ved 15 °C.>® Ved optimale forhold, (15°C, pH 6, i et medium med 0,8
% substrat over 4-5 dager) oppnéadde de et maksimalt utbytte pa 125 mg/l av perillylalkohol.>
Det at én og samme organismen kan danne ulike limonenderivater avhengig av temperatur vil

kunne spille en rolle i storskala produksjon av oksiderte limonenderivater. Det er mulig &
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forestille seg en dynamisk prosess hvor endring av temperatur ferer til akkumulasjon av ulike

produkter.

(R)-(+)-o-terpineol er et typisk produkt for mikrobielle transformasjoner av (R)-(+)-limonen
med organismer som Pseudomonas gladioli. Cadwallader et al.>° har utfart
biotransformasjoner med selve organismen,®” og med o-terpineol dehydratase isolert fra

organismen.>®

Med levende celler av Pseudomonas gladioli vokst pa limonen som eneste karbonkilde fant de
at organismen produserte o-terpineol og perillylsyre som hovedprodukter, og at organismen
kunne bryte ned perillylsyre videre slik at nesten bare a-terpineol gjenstar (topper i GLC med
areal pa 98,7 % etter 10 dager, kontra 37,7 % etter 4 dager). Samtidig fant de at den totale
konsentrasjonen av substrat og produkt gikk ned over tid, sannsynligvis pa grunn av fordamping
av limonen og limonenderivatene. Eksempelvis gikk konsentrasjonen av a-terpineol ned fra sitt
maksimum pé 702 ppm etter 4 dager ned til 621 ppm etter 10 dager.®” Et forslag til forbedring
av denne prosessen vil igjen vaere a anvende et lukket gassloopsystem for & forhindre svinn som

felge av fordampning av limonen og limonenderivater.

Det isolerte a-terpineol dehydrataseenzymet viste seg & kunne stereospesifikt hydrere (R)-(+)-
limonen for & danne (R)-(+)-a-terpineol, uten & katalysere dehydrering av (R)-(+)-a-terpineol.>®
I et annet forsek fant Cadwallader og Braddock at a-terpineol dehydratase ogsa er
stereoselektivt, med ti ganger hgyere reaksjonshastighet for (R)-(+)-limonen sammenlignet med
(S)-(-)-limonen.%® Dette er interessant da ulike enantiomerer av forbindelser kan gi ulik
biologisk respons. a-Terpineol har ikke blitt foreslatt brukt som legemiddel i studiene presentert
i denne avhandlingen, men pa bakgrunn av strukturlikheten mellom a-terpineol og
limonenderivatene perillylalkohol og karveol, er det ikke umulig at a-terpineol kan brukes i en
medisinsk sammenheng. Da vil det veere viktig & kunne fremstille enantiomert rent a-terpineol,
og o-terpineol dehydratase kan da vere en aktuell biokatalysator for a fremstille (R)-(+)-o-

terpineol.

Bicas et al.®® utfarte en rekke forsgk med organismen Fusarium oxysporum 152b. De hadde
som mal & optimalisere utbyttet av biotransformasjonen av (R)-(+)-limonen til (R)-(+)-a-
terpineol ved hjelp av Plackett-Burman metodologi: en statistisk analysemetode hvor flere
parametere (pH, temperatur, agitasjon, konsentrasjoner, osv.) kan varieres samtidig, og
optimale reaksjonsforhold kan bestemmes ved & analysere den resulterende matematiske
modellen (dvs. derivasjon for a finne ekstremalverdier). De oppnadde et maksimalt utbytte pa
2,4 g/l ved 30 °C, 270 rpm og 0,5 % substrat (v/m) etter 72 timer, men ifglge den matematiske
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modellen kunne et utbytte pa 2,44 g/l blitt oppnadd ved a endre temperaturen til 26 °C og en
agitasjon pa 240 rpm. Prosessen beskrives som enkel, med hgyt utbytte, og med stort potensiale
for videre optimalisering gjennom blant annet immobilisering av biokatalysatoren, bruk av to-

fasesystem og genmanipulering.®

2.2 Hydroksylering av limonen katalysert av preparat fra hgyere planter.

Flere forskningsgrupper har papekt at mikrobiell oksidasjon av limonen medfarer lav
spesifisitet, som farer til at mange ugnskede produkt dannes.’:®® Dette skyldes at
biotransformasjoner av limonen i mikrober ofte katalyseres av katabolske enzym, hvis
hovedoppgave er a gjare limonen tilgjengelig som en energikilde. | hayere planter finnes det
eksempler pa at limonen oksideres av katabolske, uspesifikke enzymer, som for eksempel i
Solanum aviculare og Dioscorea deltoidea, som transformerte (S)-(—)-limonen til cis- og trans-
karveol og karvon.%* Hovedregelen er derimot at oksidering av limonen utfgres av svert
spesifikke biosyntetiske enzymer, og mange forskergrupper har derfor sett mot hgyere planter

for & finne egnede biokatalysatorer for biotransformasjon av limonen,?% 666

Karp et al.% publiserte i 1989 en studie av spesifisiteten av mikrosomale limonenhydroksylaser
fra peppermynte (Mentha piperita), grenn mynte (Mentha spicata) og perilla (Perilla
frutescens) blader med (S)-(—)-limonen som substrat. Det viste seg at kjertelekstraktene fra de
ulike plantene var sveert spesifikke, og hydroksylerte (S)-(—)-limonen i henholdsvis posisjon C-
3, C-6 og C-7, for & produsere de korresponderende alkoholene (—)-trans-isopiperitenol, (—)-
trans-karveol og (—)-perillylalkohol, vist i Skjema 2.2.1. De hydroksylerte produktene ble
pavist ved GC-MS.®

&

Mentha Pi eritd

(—)-trans-isopiperitenol

Mentha spicata

5

(S)-(-)-Limonen

(&

% (—)-trans-karveol

HO

¢

(-)-perillylalkohol

Skjema 2.2.1: Hydroksylering av (S)-(-)-limonen av mikrosomale preparat fra tre ulike hgyere planter.®®
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Forskergruppen poengterte at de tre limonen hydroksylasene krevde molekylaert oksygen og
tilstedeveerelsen av et redusert pyridin nukleotid, da inkubasjon uten pyridin nukleotid eller
under en atmosfare av argon resulterte i ingen detekterbar hydroksylering. De kom ogsa frem
til at en blanding av 2 mM NADH og 20 uM NADPH resulterte i en gkning i aktivitet mellom
30 til 60% sammenlignet med NADH og NADPH alene. Videre observerte de en gkning i
limonen hydroksylase aktivitet ved tilsats av flavinadenindinukleotid (FAD) og
flavinmononukleotid (FMN) (5 uM av hver) for alle de tre preparatene. De observerte ogsa en
reduksjon i aktivitet mellom 60 og 90 % ved bruk av en 9:1 blanding av CO: 0., som ble redusert
til mellom 13 og 45 % ved bestraling av lys med bglgelengde pa 450nm. Totalt sett peker disse
funnene mot at de tre limonenhydroksylasene er enzymer fra cytokrom P450 superfamilien.%

pH-Optimum for preparatene fra Mentha-artene ble bestemt til & veere pa pH 7,4, mens optimum
for Perilla-preparatet hadde et optimum pa pH 7,8. For alle tre preparatene spile pH en stor
rolle for aktiviteten. Et avvik i pH pa 0,5 fra pH-optimum ga en halvering i aktivitet for alle

de tre preparatene.®

Km-verdien for dannelse av trans-isopiperitenol (V = 61 nmol/mg*h) av M. piperita ble bestemt
til & veere pa 18 uM, dannelsen av trans-karveol (V = 64 nmol/mg*h) av M. spicata ga en verdi
pa 20 uM (S)-(—)-limonen, mens dannelsen av perillylalkohol (V = 9,6 nmol/mg*h) ga en verdi
pa 21 uM (S)-(—)-limonen. Da (S)-(—)-limonen ikke var i sann lgsning er ikke verdiene

ngdvendigvis helt palitelige.®®

Enzymene fra disse enzymene kan kanskje vere interessante a klone og uttrykke i andre

organismer, som for eksempel E. coli.

Biosyntesen av limonen, karveol og karvon i karvefrukt (Carum carvi L.) har blitt undersgkt av
blant andre Bouwmeester et al.®® | deres undersgkelse fant de at (R)-(+)-limonen lagret i
plantene hydroksyleres av en sveert spesifikk limonen-6-hydroksylase til (+)-trans-karveol, som
videre oksideres til (+)-karvon av en alkoholdehydrogenase.®® Da limonen-hydroksylaser ofte
viser seg a veere enzymer fra cytokrom P450 superfamilien kan det tenkes at limonen-6-

hydroksylasen i karvefrukt ogsa er et cytokrom P450 enzym.

Bade Bouwmester et al. og Karp et al. papeker at hydroksylasene de har undersgkt i sine studier
er sveert regiospesifikke for bade substrat og produkt, men lite enantioselektive. Grgnn mynte-
(-)-limonen-6-hydroksylase (fra Mentha spicata) og karve-(+)-limonen-6-hydroksylase (fra
Carum carvi L.) hadde hgy produktspesifisitet og produserte over 95 % trans-isomer5-%6 med

sin naturlige enantiomer som substrat, mens bruk av den andre enantiomeren som substrat
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resulterte i en aktivitet pa 10-25 % sammenlignet med de naturlige enantiomerene, og

hovedsakelig cis-isomerene som produkt.

| en studie av Schalk og Croteau®’ isolerte de cDNA som kodet for limonen-3-hydroksylase fra
peppermynte og limonen-6-hydroksylase fra grenn mynte, og fant at disse cytokrom P450
enzymene hadde en 70 % identisk aminosyresekvens. Gjennom en kombinasjon av domene
bytting og stedsrettet mutagene mellom disse to enzymene vite de at substitusjon av én enkelt
aminosyre (F3631) i peppermynte limonen-6-hydroksylase farte til komplett endring i
regiospesifisitet og katalytisk effektivitet, og det resulterende enzymet hydroksylerte (S)-(—)-
limonen i posisjon C3, istedenfor C6. Altsa var utskiftning av én aminosyre nok til & omgjere
en limonen-6-hydroksylase til en limonen-3-hydroksylase.%” Det at sma endringer i
primarstrukturen kan veere nok til a endre regioselektiviteten til et enzym understreker det store

potensialet i bruken av metoder som rasjonelt proteindesign og dirigert evolusjon.

2.3 Bruk av cytokrom P450 enzymer fra pattedyr for oksidasjon av limonen.

Metabolismen av limonen i pattedyr har blitt undersgkt av flere forskergrupper. Dette skjer
typisk ved at ulike dyr fores med limonen, og urin, avfgring eller blod analyseres, og
metabolitter identifiseres og mengdene av de ulike metabolittene bestemmes. Dette har blitt
gjort blant annet med rotter,% kanin,® hunder, hamster og marsvin.” Typisk dannes det mange
ulike metabolitter. Dette kan skyldes at flere uspesifikke cytokrom P450 enzymer er involvert,
i tillegg til ulike dehydrogenaser som kan oksidere de primare metabolittene videre. Dermed
kan det veere mer interessant & se pa isolerte enzymer i mikrosomale preparat, eller uttrykt i

andre organismer, som E. coli.

Miyazawa et al. undersgkte ogsa metabolismen av (R)-(+)-limonen og (S)-(-)-limonen i lever
fra menneske ved a benytte mikrosomale preparat med cytokromene CYP2C9 og CYP2C109.
Det ble konkluderte med at disse enzymene katalyserte transformasjonen til de respektive
enantiomerene av karveol og perillylalkohol, hvor produksjonen av perillylalkohol var 3,5-4
ganger mer effektiv (Vmax/Km forhold) enn produksjonen av karveol. De menneskelige
cytokromene CYP2C8, CYP2C18 og CYP3A4 ble uttrykt i E. coli og transformerte ogsa
limonen til de respektive enantiomerene av perillylalkohol og karveol. Av de undersgkte
enzymene hadde CYP2C9 starst aktivitet. En rekke andre menneskelige enzym ble ogsa testet,

men ingen aktivitet ble observert.”

Til tross for potensialet til cytokrom P450 enzymer fra pattedyr, er de ikke ngdvendigvis egnede
som biokatalysatorer grunnet deres lave stabilitet, lave Kkatalytiske aktivitet, lave
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regiospesifisitet og begrensede tilgjengelighet.”> Den manglende spesifisiteten kan igjen

skyldes at limonen brytes ned i katabolske stor, hvor hgy spesifisitet ikke er ngdvendig.

2.4 Immobilisering av isolerte cytokrom P450 enzymer.

Det farste eksempelet pa immobilisering av cytokrom P450 enzymer daterer tilbake til 1988
hvor Wiseman et al.”® immobiliserte rensede P450 enzymer fra S. cerevisiae sammen med deres
reduktase ved fanging i kalsiumalginat eller polyakrylamid, eller ved adsorpsjon pa Sepharose
4B. De tre metodene viste god retensjon av enzymer, og aktiviteten etter 4 uker var henholdsvis

15, 40 og 58%, sammenlignet med 7% uten immobilisering.”

Plantecytokromet CYP71B1 fusjonert til en P450 reduktase ble immobilisert pa kolloide
flytende afroner («collidal liquid aphrons»). Dette systemet ga 10-ganger hgyere
omsetningshastighet for demetylering av erytromycin, og beholdt enzymatisk aktivitet i over

24 timer.’

Prokaryotisk CYP105D1 og et ferredoxin har blitt immobilisert over ionebytterharpiksen DE52
uten noen merkbar nedgang i aktivitet etter 24 timer, men kcat Var noe redusert sammenlignet
med det frie enzymet. lonebytterharpiksene DEAE og SuperQ har blitt brukt for & immobilisere
cytokrom P450 BM3 enzymer.”

Gode resultater har blitt oppnadd ved a kapsle cytokrom P450 BM3 enzymer i sol-gel matriser
basert pa tetraetoksyortosilikat. Denne tilnerming resulterte i en biokatalysator med en
halveringstid pa 29 dager ved 25 °C, sammenlignet med to dager for det frie enzymet. En variant
av enzymet ble ogsa immobilisert pa epoksy-aktivert Sepharose. Ingen reduksjon i aktivitet ble
observert etter 40 dager ved 4 °C."®

Undertegnede har ikke funnet noen studier hvor immobilisering av isolerte cytokrom P450
enzymer har blitt brukt med limonen som substrat, men de overnevnte funnene peker uansett
mot et potensiale for bruk av slike teknikker med cytokrom P450 enzymer. @kt enzymstabilitet
som falge av immobilisering kan kanskje bidra til at isolerte cytokrom P450 enzymer fra

pattedyr og planter kan benyttes som biokatalysatorer.

2.5 Erstatning av cytokrom P450s naturlige kofaktorer.

Chefson et al.® har utforsket muligheten for & erstatte de naturlige kofaktorene som kreves av
enzymer i cytokrom p450 superfamilien, spesifikt de to menneskelige P450 isoformene
CYP3A4 og CYP2D6, med ulike peroksider. Peroksidene de testet var natriumperkarbonat
(NPK), kumenhydroperoksid (KHP), ureahydrogenperoksid (UHP), natriumperborat (NPB).
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tert-butylhydroperoksid (tBHP) og H-0,. Vanndig hydrogenperoksid ble ogsa testet, men ingen
vesentlig aktivitet kunne observeres. Dextrometorfan demetylering for & danne dextrorfan ble
brukt som standardreaksjon for a male aktiviteten av CYP3D6. Reaksjonen er vist i Skjema

2.5.1.
OH
CYP2D6 O
e NADPH+CPR eller peroksid e
HyC~ N g

Kaliumfosfatbuffer H3C~ N

OCH,

Dextrometorfan Dextrorfan
Skjema 2.5.1: Dextrometorfan demetylering for & danne dextrorfan.

Aktiviteten av CYP2D6 med ulike peroksider, sammenlignet med en referansereaksjon med
cytokrom P450 reduktase og NADPH, er vist under i Tabell 2.5.1.%

Tabell 2.5.1: CYP2D6-katalysert demetylering av dextromethorfan med ulike hydrogenperoksiddonorer og
organiske peroksid uttrykt som prosentandel av aktiviteten av reaksjonen med cytokrom P450 reduktase og
NADPH. Mengden Dextrorfan ble bestemt ved HPLC etter 1 times reaksjon ved 37 °C for KHP og tBHP, og
etter 4 timer for NKP, NPB og UHP. Blandingene (300 pl) inneholdt CYP2D6 (0,2 uM), dextromethorfan (166
puM for NPB, NPK og UHP, eller 100 uM for KHP og tBHP) i 0,1 M kaliumfosfatbuffer med pH 7,4, og ble
tilsatt ulike konsentrasjoner av hydrogenperoksiddonorer, organiske peroksid, eller cytokrom P450 reduktase
(0,83 ul) og NADPH (1,67 uM). i.b. = ikke bestemt.

Peroksid- NPK NPB UHP KHP tBHP  H20»(aq)
ekvivalenter [mM]
0,1 - - - 210+4 16+2 i.b.
0,2 - - - 197+7 28+7 i.b.
0,5 - - - 168+13 50+3 i.b.
1 - - - 12442 69+2 i.b.
2 - - - 83+2 80+4 i.b.
10 14+4 8+4 1742 - - i.b.
20 48+8 - - - - i.b.
30 53+12  27+11 28+4 - - i.b.
50 9+14 1+15 29+3 - - i.b.
100 -1746  -57+37 1644 - - i.b.

Aktiviteten av CYP3A4 ble milt ved hjelp av standardreaksjonen testosteron 6f3-
hydroksylering. Reaksjonen er vist i Skjema 2.5.2.
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NADPH+CPR eller peroksid

Kaliumfosfatbuffer

Testosteron 6B-Hydroksytestosteron

Skjema 2.5.2: Testosteron 6B-hydroksylering katalysert av CYP3A4 med ulike hydrogenperoksiddonorer,
organiske peroksid eller NADPH og cytokrom P450 reduktase.

Aktiviteten av CYP3A4 med ulike hydrogenperoksiddonorer og organiske peroksid
sammenlignet med en referansereaksjon med cytokrom P450 reduktase og NADPH, er vist
under i Tabell 2.5.2.%

Tabell 2.5.2: Dannelse av 6p-hydroksytestosteron katalysert av CYP3A4 med hydrogenperoksiddonorer eller
organiske peroksid uttrykt som prosentandel av aktiviteten av reaksjonen med NADPH og cytokrom P450
reduktase. Mengden 6p-hydroksytestosteron dannet ble bestemt etter 1 times inkubasjon ved 37 °C.
Reaksjonsblandingene inneholdt CYP3A4 (0,9 uM), testosteron (115 uM), ulike konsentrasjoner av
hydrogenperoksiddonor eller organiske peroksid, i en 0,1 M kaliumfosfatbuffer ved pH 7,4 (1 M for NPK).
Kontrollreaksjonen ble utfert med cytokrom P450 reduktase (2,4 uM) og NADPH (1 mM).*® i.b. = ikke bestemt.

Peroksid- NPK NPB UHP KHP tBHP H202(aq)
ekvivalenter [mM]
0,1 - - - 83+8 6+2 i.b.
0,5 - - - 114+12 13+4 i.b.
1 - - - 132+17 21+2 i.b.
2 - - - 92+10 35+3 1.b.
5 - - - 61+6 16+1 i.b.
50 28+3 242 211 - - i.b.
100 47+5 4+3 3+3 - - i.b.
500 119+12 1043 714 - - i.b.
1000 28+4 612 4+3 - - i.b.

De rapporterte dataene viser altsa en betydelig gkning i aktivitet for bade CYP2D6 og CYP3A4
ved bruk av kumenhydrogenperoksid sammenlignet med cytrokrom P450 reduktase og
NADPH. Bruk av kumenhydrogenperoksid resulterte i en aktivitet pa 210+4 % for CYP2D6 og
132+17 % for CYP3A4, ved henholdsvis 0,1 og 1 peroksidekvivalenter. Bruk av tert-
butylhydroperoksid ga gode resultater for CYP2D6, med aktivitet pa 80+4 %, mens bruk av
500 peroksidekvivalenter natriumperkarbonat ga gode resultatet for CYP3A4, med en aktivitet
pa 119+12 %.%
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Resultatene viser at dyre og sensitive kofaktorer kan erstattes av billige, kommersielt
tilgjengelige forbindelser. Spesielt interessant er bruken av peroksider og peroksiddonorer
rapportert av blant andre Chefson et al. da de oppnadde en gkning i reaksjonshastighet ved bruk
av disse forbindelsene.®® Det er mulig at lignende resultater kan oppnas med andre enzym fra
cytokrom P450 superfamilien, og at metoden kan benyttes for andre substrat, som for eksempel

limonen.

2.6 Bruk av organiske lgsningsmidler med CYP-preparat.

Mange substrat bukt i organisk syntese har lav lgselighet og kan veere ustabile i vann. For
hydroksylerte produkter, som ofte har hgyere hydrofilisitet enn substratet, er det ogsa
problematisk a isolere produktet da vann har et hgyt kokepunkt. Som nevnt tidligere har studier
0gsa vist at enzymer kan vaere mer stabile, katalysere nye reaksjoner og fa andre egenskaper
gjennom pH-minne og bioimprinting.?? Chefson og Auclair gjennomfarte en studie hvor de
testet aktiviteten av CYP3A4 i organiske lgsningsmidler sammenlignet med kaliumfosfatbuffer
(0,1 M, pH 7,4).”"

Aktiviteten av CYP3A4 ble mdlt ved hjelp av standardreaksjonen testosteron 6f3-
hydroksylering. Reaksjonen er vist tidligere i Skjema 2.5.2. De benyttet KHP som erstatning
for enzymets naturlige kofaktor NADPH og redokspartner cytokrom P450 reduktase. ’’

Deres eksperimenter viste at CYP3A4 tolererer lave mengder vannlgselige organisk
lgsningsmiddel. Et lgsningsmiddel system med ~10 % aceton, acetonitril, DMSO eller metanol
i buffer ga en aktivitet pd ~15 % sammenlignet med bare buffer. Mengdene tilsatt organisk
lgsningsmiddel var derimot ikke store nok til a4 kunne lgse opp stgrre mengder upolare

substrat.’’

Lyofilisert CYP3A4 viste betydelig aktivitet suspendert i hydrofobiske organiske
lgsningsmidler (n-pentan, n-heksan, sykloheksan, metylsykloheksan, n-heptan, n-oktan,
isooktan, n-dekan og n-dodekan). Addisjon av sma mengder vann var ngdvendig for a
observere betydningsfull aktivitet. Tilsats av 5 % vann ga 13 ganger hgyere aktivitet
sammenlignet med tilsats av 0,1 % vann. Tilsats av sukrose i lyofiliseringsprosessen, var
essensielt for & beskytte enzymet fra de skadelige konsekvensene av prosessen, og
bioimprinting med testosteron ga 24 ganger hgyere aktivitet. Emulsjoner av buffer og
hydrofobiske lgsningsmidler ga de beste resultatene, med opptil 85 % aktivitet for en emulsjon
av heksan og buffer (50:50 v/v).”
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Schewe et al.”® brukte et helcellesystem med E. coli BL21 som overuttrykte en variant av
cytokrom P450 BM3 for biotransformasjonen av a-pinen til a-pinen oksid, verbenol og
myrtenol. For & adressere toksisiteten og den lave lgseligheten av terpenet utviklet de et to-
fasesystem med en organisk og vandig fase. De fant at en organisk fase bestaende av substratet
og lgsningsmiddelet DINP («diisononyl phtalat») (a-pinene:DINP 30:70), med en log P verdi
pa 9,4 var mest gunstig da dette Igsningsmiddelet ikke var toksisk for organismen, og ble heller
ikke oksidert av cytokrom BM3 systemet.”® Da a-pinen og limonen begge er sykliske
monoterpener kan dette funnet ogsa veere interessant for utvikling av lgsningsmiddelsystemer

for limonen og isolerte cytokrom P450 enzymer eller helcellesystemer.

Om isolerte enzymer skal kunne brukes i en oppskalert prosess for oksidasjon av limonen
fremfor helceller vil det vaere gunstig & kunne benytte organiske lgsningsmiddelsystemer, da
limonen ikke er serlig lgselig i vann, og en gkt stabilitet av enzymene i organiske

lgsningsmiddel kan forventes.

2.7 Bruk av fusjonsproteiner, og modifiserte organismer for gkt limonenopptak.

Cytokrom P450 BM3 (CYP102A1) mutanter fra organismen Bacillus megaterium har blitt
brukt for & genere en rekke menneskelige legemiddelmetabolitter.”> 7% Disse mutantene har
blitt generert ved hjelp av dirigert evolusjon og rasjonelt proteindesign. Som nevnt tidligere er
cytokrom BM3 enzymer spesielt interessante fordi de er selvforsynte, og forskere har derfor

prgvd & konstruere andre cytokrom P450 enzymer med denne egenskapen.

Luan et al.®* konstruerte et selvforsynt cytokrom P450-type enzym ved & koble sammen
reduktase domenet fra P450smo (cytokrom P450 fra organismen Rhodococcus sp. ECU0066)
med cytokrom P450cam (Y96F/VV247L) ved hjelp av en «linker region» (G4S)a. Det resulterende
cytokrom P450 enzymet kunne katalysere hydroksylering av (S)-(-)-limonen til (-)-trans-
isopiperitenol, (—)-trans-karveol og (-)-limonen-1,2-epoksid, med en produktdistribusjon pa
henholdsvis 46 %, 38 % og 16 %. Konstruksjonen av enzymet og hydroksyleringen av limonen

er vist under i Skjema 2.7.1.8
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Skjema 2.7.1: Konstruksjon av et selvforsynt cytokrom P450 enzym, og hydroksylering av (S)-(—)-limonen.8!

Studien viser at cytokrom P450 enzymer som i utgangspunktet ikke er selvforsynte, kan kobles
sammen med et system for elektrondonasjon, typisk en cytokromreduktase, for & skape et
selvforsynt BM3-lignende system. Dette kan vaere interessant i utviklingen av nye enzymer for
oksidasjon av limonen, da reduktase-domenet ikke hadde en stor innvirkning pa innbindingen
av substrat, med sveert like Kq-verdier for det designede enzymet og vill-type cytokrom P450cam
(Y96F/\V247L).8¢

En lignende studie har blitt utfart av Kane Nania,®? som skapte 28 selvforsynte fusjonsproteiner
ved & kople ulike P450 hem-domener fra planter med et bakterielt eller eukaryot
reduktasedomene. Malet var & skape et selvforsynt fusjonsprotein som kunne hydroksylere
limonen i posisjon C-7 for & danne perillyl alkohol. P450 hem-domener ble valgt med bakgrunn
i kjent limonen-aktivitet; CYP71D18 fra Mentha spicata (grenn mynte), CYP71D13 fra
Mentha piperita (peppermynte) og CYP71D15 fra den samme myntearten. Varianter med hem-
domener fra Mentha piperita og reduktase domener fra Mucor ambiguus og B. megaterium ga
de beste resultatene i studien, og viste ca. 59 % limonenomsetning, en markant gkning fra
kontrollreaksjonen utfgrt med P450 J, et konstruert bakterielt enzym. | motsetning til tidligere
studier, hvor cytokrom P450 enzymer har hydroksylert limonen i posisjon C-3, C-6 og C-7, ble
det dannet (+)-limonen-1,2-epoksid og p-mentha-trans-2,8-dien-1-ol. Det ma nevnes at det er
en viss usikkerhet knyttet til resultatene. Selv nar kjente forbindelser ble injisert i GC-MS
instrumentet rapporterte programvaren hgy usikkerhet for at forbindelsen var det kjente
stoffet.8? Studien understreker uansett potensialet i & kople hem-domener med reduktase-
domener for & oppna en mer effektiv elektronoverfaring i et selvforsynt enzym, som dessuten

kan uttrykkes i mikroorganismer som E. coli.

Et vanlig problem med bruk av bakterielle organismer for produksjon av perillylalkohol er at

lite limonen vil trenge inn i organismen, hvor eventuell cytokrom P450 aktivitet vil kunne finne
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sted.*® 83 Alonso-Gutierrez et al.3 uttrykte derfor mevalonat sporet, en geranyldifosfatsyntase,
en limonen syntase og et cytokrom p450 enzym i E. coli, for & kunne produsere (S)-(-)-limonen
og hydroksylere det til (S)-(—)-perillylalkohol far det skilles ut av bakterien. Gensekvensen for
limonensyntasen var fra M. spicata, mens cytokrom p450 enzymet, med tilhgrende ferredoxin
og ferredoxinreduktase, var isolert fra Mycobacterium HXN-1500, som er en av fa cytokrom
p450 enzymer med pavist aktivitet for hydroksylering av (S)-(-)-limonen i posisjon C-7 for &
danne (S)-(-)-perillylalkohol. Ogsa denne forskningsgruppen rapporterte toksisiteten av
limonen og oksiderte limonenderivater som en begrensende faktor for produksjonen. Inspirert
av Mirata et al.*” testet de fire ulike anionbyttere, Amberlite IRA 410 ClI, Diaion, Sephabead
SP-70 og Sephabead SP-850, for in situ utvinning av perillylalkohol. De fleste anionbytterene
viste seg a fange bade limonen og perillylalkohol i store mengder (200 mg/l), uten noen seerskilt
preferanse for perillylalkohol. Det viste seg at bare Amberlite IRA 410 Cl hadde en preferanse
for perillylalkohol fremfor limonen. Dette samsvarer med den tidligere diskuterte studien av
Mirata et al., som rapporterte en preferanse for perillylsyre fremfor limonen med den samme
anionbytteren.*” Bruken av dette in situ utvinningssystemet kombinert med gkt uttrykkelse av
cytokrom p450 enzymer, som fglge av starre mengder induser, resulterte i en maksimal
produksjon pa 435 mg/l og 105 mg/l av henholdsvis (S)-(—)-limonen og (S)-(-)-perillylalkohol
fra et medium av 1% glukose. 3 Denne prosessen bruker ikke limonen fra jus eller
papirindustrien for a fremstille et oksidert limonenderivat, i dette tilfellet perillylalkohol, men
viser igjen potensialet til et in situ utvinningssystem, samt muligheten til & uttrykke gener for
utvalgte enzymer i andre organismer. Det kan ogsa tenkes at metoden kan brukes for & fremstille
andre limonenderivater ved & uttrykke andre cytokrom P450 systemer, og muligens med

limonen som substrat om en organisme utvikles for a tale hgyere konsentrasjoner av terpener.

Dannelse av limonen inne i organismen er ikke den eneste lgsningen pa at for lite substrat
trenger inn i organismen. Strategier for a bedre permeabiliteten av yttermembranen til bakterier
inkluderer & behandle bakterien med kjemikalier og fysiske metoder, som bruk av organiske
ko-solventer (ofte dimetylsulfoksid),® vaskemidler (Triton-X1000),%
membranpermeabiliserings reagenser (ofte EDTA),®” korte polymerer,® elektroporering, eller
en kombinasjon av ulike strategier. Bruk av slike metoder resulterer ofte i redusert
levedyktighet for organismen.®® Alternativer til bruk av kjemiske og fysiske metoder er &
genetisk endre avlgpspumper («efflux pump»),®* uttrykke membranaktive peptider,®? og

yttermembranproteinet AIKL.%3

37



Cornelissen et al. fant at introduksjonen av AIKL i E. coli ga to- og fire-ganger gkt aktivitet for
limonenhydroksylering, med enzymet CYP153A6, i henholdsvis én-fase og to-fasesystemer.
Ut ifra dette konkludere de med at reaksjonen begrenses av limonenoverfgring gjennom

yttermembranen, og at AIKL kan redusere denne begrensingen.>*

Ruff et al.* undersgkte muligheten for & modifisere yttermembranproteinet FhuA i E. coli for
a gke opptaket av (R)-(+)-limonen. For a oppna dette fjernet de det N-terminale kork-domenet
(aminosyrerester 1-160). Den resulterende varianten ble navngitt FhuA A1-160, og ble
beskrevet som en stor passiv diffusjonskanal med en indre diameter pa 14 A.** Konseptet for

studien en illustrert i Skjema 2.7.2.

Substrate

Product

Hydroxylated
Product

E. coli cell

Skjema 2.7.2: Grafisk sammendrag av studien gjennomfart av Ruff et al., hvor diffusjonskanalen FhuA ble
modifisert for gkt opptak av (R)-(+)-limonen.%

| tillegg til & modifisere FhuA uttrykte de ogsa cytokrom P450 BM3 VVF variant
(A264V/A328V/L43TF) for & hydroksylere (R)-(+)-limonen i posisjon C7 for a danne (R)-(+)-
perillylalkohol. Biotransformasjonen med E. coli med modifisert FhuA ga en konsentrasjon pa
25 uM perillylalkohol etter 24 timer, mens E. coli med bare cytokrom BM3 varianten ga en

konsentrasjon pa 12 pM, dvs. en dobling av utbyttet.>*

Forskergrupper har ogsa jobbet for & gke termostabiliteten av cytokrom P450 enzymer.
Cytokromene CYP119 og CYP175A1 har vist seg a veere interessante da de er sveert
termostabile. CYP119 kommer fra mikroorganismen Sulolobus solfataricus, hvis optimale

veksttemperatur er 85°C, og enzymet har vist seg a tale bade hgy temperatur (Tm= 91 °C) og

38



hayt trykk (>2 kbar).% CYP175A1 fra organismen Thermus thermophilus er ogsa kjent for sin
termostabilitet (Tm = 88 °C). En av de mest studerte cytokrom P450 enzymene, P450cam har
derimot en Tm-verdi pa 54 °C.%

Mandai et al.%” konstruerte to selvforsynte fusjonsproteiner, 175RF og 175FR, bestiende av
CYP175A1, ferredoxin og ferredoxin-NADP™ reduktase (FNR). De fant at Vmax-verdiene for
hydroksyleringen av B-karoten for disse proteinene var henholdsvis 25 og 9 ganger hgyere enn
for ordinaert CYP175A1. 175RF-varianten hadde en aktivitet pa 50 % ved 80 °C. De lagde ogsa

varianter som kunne hydroksylere testosteron, et unaturlig substrat for CYP175A1.%

Eiben et al.®® konstruerte et termostabilt selvforsynt fusjonsprotein basert pA CYP102A1
(cytokrom BM3) og CYP102A3 fra Bacillus subtilis ved & bytte ut det mer ustabile
reduktasedomenet i CYP102A1 med det mer stabile reduktasedomenet fra CYP102A3. De
bestemte aktiviteten av det resulterende fusjonsproteinet ved a male hydroksyleringen av 12-
para-nitrofenoksydodekansyre. Proteinet viste en aktivitet pa 88 og 38 % sammenlignet med
henholdsvis CYP102A3 og CYP102A1, men proteinet var aktivt ved hgyere temperaturer.
Maksimal aktivitet ble oppnadd ved 51 °, og halveringstiden ved 50 °C var pa 100 min,
sammenlignet med 8 min for CYP102A1.%

En lignende studie ble utfart av Li et al.®® hvor hem-domener av CYP102A1, CYP102A2 og
CYP102A3 ble kombinert pa ulike mater. De viste at termostabiliteten av de resulterende
fusjonsproteinene kunne forutsies basert pa termostabiliteten av fragmentene av som ble
kombinert. Basert pa dette funnet konstruerte de 44 nye termostabile cytokrom P450 enzymer
med halveringstider opptil 108 ganger stgrre ved 57 °C sammenlignet med det mest stabile
villtype proteinet (CYP102A1). Den mest stabile kimeraen hadde en halveringstid pa 1 600
min, mens CYP102A1 hadde en halveringstid p& 15 min.%

Disse studiene viser at termostabiliteten av ulike cytokrom P450 enzymer kan forbedres
dramatisk, og dette kan veere interessant for oksidasjon av limonen da det er en fordel at
biokatalysatoren som anvendes er mest mulig stabil. Kanskje kan slike genmodifiseringer bidra
til at enzymer som blir sett pa som ustabile, eksempelvis de fleste cytokrom P450 enzymer fra

pattedyr, blir mer anvendbare som biokatalysatorer.

2.8 Bruk av peroksidaser for a oksidere limonen.
En annen gruppe enzymer som kan katalysere oksidasjon av limonen er peroksidasene. Blant

peroksidasene er klorperoksidasene spesielt interessante.
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Aguila et al. gjennomfarte en studie hvor oksidasjon av (R)-(+)-limonen ble katalysert av
klorperoksidase fra Caldariomyces fumago. Reaksjonen ble utfart i fosfatbuffer (60 mM) ved
pH 3,0 og pH 6,0, og med og uten tilstedeveerelse av kloridioner. De fant at reaksjonen var
regio- og stereoselektiv ved begge pH-verdier, med diastereomert overskudd pa over 99 % av
(1S,2S)-(4R)-limonen-1,2-diol. Med kloridioner US*d  gkte reaksjonshastigheten, og
regioselektiviteten ble bevart. Reaksjonen var derimot ikke lengre stereoselektiv (diastereomert
overskudd under 5,4 %), og det ble dannet bade (1S,25)-(4R)-limonen-1,2-diol og (1R,2R)-

(4R)-limonen-1,2-diol.*%° Reaksjonene er vist under i Skjema 2.8.1.

A
P o p OEOH
Klorperoksidase (j + * @
A0 T A LA
(R)-(+)-Limonen 1,2-epoxylimonen 1,2-limonendiol
B
= L0 ~OH
Klorperoksidase (j H,0
(R)-(+)-Limonen 1,2-epoxylimonen 1,2-limonendiol

Skjema 2.8.1: Biotransformasjonen av (R)-(+)-limonen katalysert av klorperoksidase fra Caldariomyces fumago

med kloridioner til stede (A) og uten kloridioner (B).1®

Forfatterne diskuterte muligheten for at nar kloridioner ikke er tilstede vil stereoselektiviteten
bestemmes av stereospesifikke interaksjoner mellom enzymet og limonen. Om kloridioner er
tilstede vil oksidasjonen av limonen ogsa skje via in situ generert hypokloritt uten noen

stereoselektivitet,1%0

Biokatalytisk oksidasjon av et annet monosyklisk terpen, a-pinen, med ulike peroksidaser har
blitt etterforsket. Negoi et al.2! testet en rekke peroksidasers evne til & hydroksylere a-pinen,
blant andre en PaDa-1 mutant av «unspesific peroxigenase (UPO)» fra Agrocybe aegerita
uttrykt i Saccharomyces cerevisiae, «versatile peroxidase (VPO)» mutanter (R4, 2-1B og BB8)
fra Pleurotus eryngii, pepperrot peroksidase og klorperoksidase. Deres studie viste hgy aktivitet

for klorperoksidase og PaDa-1 UPO mutanten (ca. 70 % omsetning av a-pinen), og lavere

40



omsetning for VPO mutantene og pepperrot peroksidase (maksimal omsetning pa 38 % for
VPO 2-1B mutanten). PaDa-1 UPO mutanten var den eneste peroksidasen som viste
nevneverdig produktspesifisitet, med et utbytte pa 44 % verbenol, hvorav 70 % var (+)-cis-
verbenol %! Det kan tenkes at limonen ogsé er et egnet substrat for disse enzymene, da limonen

og a-pinen begge er sykliske monoterpener med relativt like strukturer.

En av de mest studerte peroksidasene, pepperrotperoksidase, har blitt brukt for & gjennomfare
biotransformasjonen av (R)-(+)-limonen til (R)-(-)-karvon. Trytek og Fiedurek®? brukte et
glukoseoksidase/pepperrotperoksidase system for & oksidere (R)-(+)-limonen til (R)-(—)-karvon
med et maksimalt utbytte pa 4,5 mg/l. (R)-1,2,-limonenepoksid, (R)-karveol og B-terpineol ble
ogsa dannet. De fant at en reaksjonstid mellom 16 og 24 timer var optimal, hvilket er en mye
kortere reaksjonstid enn for mange av helcelletransformasjonene. Det er ogsa interessant a
merke seg at pepperrotperoksidasen er stabil i et stort pH-intervall fra 3,5 til 12, og var aktiv
ved relativt haye temperaturer, opptil 60°C i den rapporterte studien.'® Det vil vaere gunstig &
basere storskalaproduksjon pa et sapass robust enzym. Igjen ligger det et potensial for
optimalisering i immobilisering av enzymene, bruk av et lukket gassloopsystem og

genmodifisering av enzymene.

3. Konklusjon og fremtidsutsikter

Oksygenerte limonenderivater er viktige smaks- og duftstoffer i matvarer, drikke, parfyme og
kosmetikk. En rekke oksygenerte limonenderivater kan ogsa anvendes som sprgytemidler mot
insekter og mikroorganismer. Mange limonenderivater, som perillylalkohol, perillylsyre,
karveol og karvon har ogsa fatt mye oppmerksomhet innenfor kreftforskningen, da disse
forbindelsene har vist seg a ha god anti-tumor aktivitet i dyreforsgk. Disse stoffene finnes kun
i lave konsentrasjoner i plantemateriale, og det er derfor gnskelig & fremstille disse stoffene
syntetisk fra det billige monoterpenet limonen, fremfor & ekstrahere de fra biologisk materiale.
De allyliske posisjonene i limonen er sapass like elektronisk at bruk av klassiske kjemiske
metoder vil resultere i en produktblanding bestaende av relativt like forbindelser som vanskelig
lar seg separere. En lgsning pa dette kan vere a anvende biokatalyse, hvor oksidasjonen utfgres

av enzymer som ofte er svaert regio- og enantioselektive.

| denne masteroppgaven har ulike oksidasjoner av limonen Kkatalysert av en rekke
biokatalysatorer blitt gjennomgatt. Fokuset har spesielt vaert pa biotransformasjoner katalysert
av cytokrom P450 enzymer, bade som rene, isolerte enzymer, og i helcellesystemer.

Mikrobielle systemer gir ofte mer enn ett produkt som fglge av at oksidasjonen av limonen
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skjer i katabolske spor, hvor egenskaper som regio- og enantioselektivitet ikke alltid er
ngdvendige. Noen organismer, som Pseudomonas putida og Yarrowia lipolytica har vist seg a
veere egnede for produksjon av perillylsyre, og med bruk av en integrert bioprosess med et in
situ utvinningssytem basert pa anionbytteren Amberlite IRA 410 CI kunne en konsentrasjon pa
31 gL! oppnas etter 7 dager med den farstnevnte organismen. Muligheter for optimalisering
ligger i immobilisering av helcellene og bruk av et lukket gassloop-system, i tillegg til

genmodifisering av organismen for gkt terpentoleranse.

Andre interessante mikrober er Rhodococcus opacus, Hormonema sp. og Penicillium digitatum
som kan omdanne limonen eksklusivt til henholdsvis trans-karveol, isopipertinol og a-
terpineol. Klorperoksidase og et pepperrotperoksidase/glukoseoksidase-system har vist seg

anvendbare for & produsere limonene-1,2-diol.

Cytokrom P450 enzymer fra planter har vist seg a vaere svert regioselektive. Mikrosomale
preparat fra Mentha piperita, Mentha spicata og Perilla frutescens viste seg & hydroksylere (S)-
(-)-limonen i henholdsvis posisjon C-3, C-6 og C-7 for & produsere de korresponderende
alkoholene (—)-trans-isopiperitenol, (-)-trans-karveol og (-)-perillylalkohol. Det viste seg ogsa
at enzymene kunne hydroksylere (R)-(+)-limonen i de samme posisjonene. En mulighet for en
prosess for oppskalering vil vaere & klone disse enzymene og uttrykke de i en hurtigvoksende

mikroorganisme, som for eksempel E. coli.

Selv. om cytokrom P450 enzymer fra pattedyr er interessante for forskning i
legemiddelindustrien har de vist seg & veere lite interessante som biokatalysatorer grunnet deres
lave stabilitet, lave katalytiske aktivitet, lave regiospesifisitet og begrensede tilgjengelighet.
Kanskje kan immobilisering av enzymene kombinert med genmodifisering bidra til at cytokrom
P450 enzymer fra pattedyr blir mer attraktive som biokatalysatorer.

Videre har muligheten for & bruke «the peroxidase shunt», hvor NAD(P)H og cytokrom
reduktase erstattes av hydrogenperoksid eller organiske peroksider, blitt gjennomgatt. Bruk av
kumenhydroperoksid og natriumperkarbonat kan gi gkt aktivitet for henholdsvis CYP2D6 og
CYP3A4, samtidig som bruk og regenerering av den kostbare kofaktoren NAD(P)H unngas.

Dette vil vaere gunstig for en prosess som baserer seg pa isolerte enzym fremfor helceller.

Ulike lgsningsmiddelsystemers effekt pa isolerte enzymer og helcellesystemer har blitt sett pa.
For isolert CYP3A4 viste det seg at et Iasningsmiddelsystem av heksan og vandig buffer (50:50)
ga relativt god aktivitet med opptil 85 % aktivitet. Lgsningsmiddelet DINP viste seg a veere

biokompatibelt i et tofase-system for oksidasjon av monoterpenet a-pinen med E. coli som
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utrykte et cytokrom P450 system. DINP ble heller ikke oksidert av cytokrom P450 enzymet.
Disse funnene kan veere interessante for utvikling av lgsningsmiddelsystemer for biokatalytisk

oksidasjon av limonen.

Potensialet i genmodifiseringsteknikker som dirigert evolusjon og rasjonelt protein design har
ogsa blitt belyst. Disse teknikkene kan brukes til a endre egenskaper som regiospesifisitetet og
termostabilitet. Flere forskningsgrupper har fusjonert cytokrom P450 enzymer til ulike
reduktase domener for & danne selvforsynte kimeraer. Disse kimeraene kan ha fordelaktige
egenskaper som gkt stabilitet, aktivitet og hgyere omsetningsgrad av NAD(P)H. Modifisering
av diffusjonskanaler og yttermembranprotein kan fgre til at limonen i mye starre grad trenger
gjennom yttermembranen i organismer som E. coli, som igjen kan gke produksjonshastighet og
utbytte. For & oppna en effektiv mikrobiell prosess vil nok slike teknikker vare ngdvendig.
Alternativt kan et mevalonatspor og en limonensyntase uttrykkes i organismen for & bruke

glukose som karbonkilde.

Bruk av Plackett-Burman metodologien kan vere interessant for & optimalisere utbytter av
biotransformasjonene nevnt i denne avhandlingen. | utviklingen av en industriell prosess vil det
veere viktig a finne optimale reaksjonsbetingelser, og kanskje kan det tenkes at en del av

organismene og enzymene er mer anvendbare enn de rapporterte resultatene tilsier.

Ut ifra funnene presentert i denne litteraturstudien er det tydelig at utviklingen av biokatalytiske
prosesser for oksidasjon av limonen har blitt viet mye oppmerksomhet av forskere verden over,
og gitt at derivater som perillylalkohol viser seg & vare anvendbare i kreftbehandling vil
interessen gke i fremtiden. Ettersparselen for produkter merket som naturlige gjer ogsa
biokatalytiske prosesser attraktive rent generelt. Selv om ingen industrielle biokatalytiske
prosesser for oksidasjon av limonen er i bruk per dags dato kan organismene, enzymene 0g
optimaliseringsmuligheten presentert i denne litteraturstudien veere viktige i utviklingen av
slike prosesser i fremtiden. Prosjektet BIOPERYL har som mal & utarbeide en prosess for
biokatalytisk oksidasjon av limonen fra citrusavfall fra jusindustrien, samt limonen isomerisert

fra a-pinen fra papirindustrien.
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Vedlegg: Arbeid utfart for stenging av laboratoriet.

Dette vedlegget beskriver kort det som ble gjennomfart av eksperimentelt arbeid for laboratoriet

ble stengt.

| de to manedene fer nedstengning av laboratoriet gikk mye tid til opplaring i bruk av ulike
instrumenter, iser gasskromatografinstrumentet da undertegnede ikke har tatt
kromatografiemnet som Institutt for kjemi tilbyr. Mye tid gikk ogsa med til & studere litteratur
om biokatalytisk oksidasjon av limonen, samt & utarbeide en metode for & separere innkjgpte
standarder av limonen og limonenderivater. A finne kommersielt tilgjengelige enzympreparat
som kunne vere aktuelle for prosjektet viste seg ogsa vanskelig, og leveringstidene for
enzymene og enkelte av kjemikaliene var lange, som forsinket progresjonen. Tre av fire bestilte

cytokrom P450 enzymer ble det ikke tid til & teste ut far nedstengingen av laboratoriet.

For & skille mellom litteraturstudien og vedlegget brukes «V» for «vedlegg».

V-1 Introduksjon

Det teoretiske grunnlaget for forsgkene rapportert i dette vedlegget vil veere det samme som for
selve masteravhandlingen. Formalet med de utfarte forsgkene med CypExpress™ 2C9 og
klorperoksidase fra Caldariomyces fumago var a undersgke om kommersielt tilgjengelige
enzym-preparat kunne oksidere limonen. Videre skulle effekten av pH, organiske
lgsningsmiddelsystemer, og av hydrogenperoksiddonorer eller organiske peroksider som
erstatning for NAD(P)H undersgkes.

V-1.1 Reduksjon av (S)-(—)-perillylaldehyd med NaBHa.

Aldehyder og ketoner kan reduseres til alkoholer med NaBHs4 som reduksjonsmiddel.
Perillylaldehyd ble forsgkt redusert med NaBHj4 i dette eksperimentet. Skjema V.1 viser den
tenkte reaksjonen.

_0 OH
NaBH,4
EtOH
(S)-(—)Perillyllaldehyd (S)-(—)-Perillylalkohol

Skjema V-1.1: Reduksjon av perillylaldehyd med NaBH4 som reduksjonsmiddel.
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V-1.2 Reduksjon av (S)-(+)-karvon katalysert av ketoreduktase 228.

Ketoreduktaser er enzymer som kan katalysere reduksjonen av ketoner til alkoholer. Hensikten
med dette forsgket var a redusere (S)-(+)-karvon til (S)-(+)-karveol katalysert av enzymet
ketoreduktase 228. For & gjendanne kofaktoren NADPH ble et system av glukose-6-fosfat og
glukose-6-fosfat-dehydrogenase anvendt. Forsgket var basert pa tidligere arbeid utfert av

Blindheim et al.’® Reaksjonen er vist under i Skjema V.2.

0 KRED228 HO
Glukose-6-fosfat-dehydrogenase

NADPH
Glukose-6-fosfat
Fosfatbuffer (0,1 M, pH 7,0)

(SHC)-Karvon 5150 (10 % viv)

(S)-(-)-Karveol

Skjema V.2: Reduksjon av (S)-(+)-karvon til (S)-(+)-karveol katalysert av KRED 228.

V-1.3 Oksidasjon av limonen katalysert av CypExpress™ 2C9.

CypExpress™ skal ifglge produsenten inneholde et komplett cytokrom P450 system med et
tilhgrende regenereringssystem for NADPH. Med CYP2D6 som katalysator forventes
perillylalkohol og karveol som produkter.>® Skjema V.3 viser reaksjonen og de antatte

produktene perillylalkohol og karveol.

I) Kumenhydroperoksid
II) Natriumperkarbonat

H
CypExpress™ 2C9 OH, ™" ©

Fosfatbuffer (0,1 M, pH 7/5) Perillylalkohol

Limonen karveol

Skjema V.3: Hydroksylering av limonen katalysert av cytokrom P450-preparatet CypExpress™ 2D6.

V-1.4 Oksidasjon av limonen katalysert av klorperoksidase fra Caldariomyces fumago.
Klorperoksidase fra Caldariomyces fumago kan oksidere begge enantiomerene av limonen,
med 1,2-limonendiol som forventet hoved produkt.!® Reaksjonen er vist under i Skjema V.4.

OH

I) Kumenhydroperoksid OH
IT) Natriumperkarbonat
Klerperoksidase
] Fosfatbuffer (0,1 M, pH 7/5)
Limonen 1,2-limonendiol

Skjema V.4: Oksidasjon av limonen katalysert av klorperoksidase fra Caldariomyces fumago.
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V-2 Resultat og diskusjon

V-2.1 Reduksjon av (S)-(—)-perillylaldehyd med NaBHa.

For standarden av perillylalkohol ble kjgpt inn ble perillylaldehyd forsgkt syntetisert ved
reduksjon av perillylaldehyd med NaBH4, men dette resulterte i dannelsen av en tyktflytende,
hvit substans, som viste seg vanskelig & opparbeide. Sannsynligvis ble ogsa C-C

dobbeltbindingene i perillylaldenyd angrepet. Produktblandingen ble satt til side da
perillylalkohol ble bestilt, og arbeidet med enzymreaksjoner kunne begynne.

V-2.2 Reduksjon av (S)-(+)-karvon katalysert av ketoreduktase 228.

For & teste ut hvordan enzymreaksjoner utfares for arbeid med de bestilte cytokrom P450
enzymene kunne starte ble en reduksjon av (S)-(+)-karvon katalysert av ketoreduktase 228
(KRED228) for & danne (S)-(—)-karveol utfart. Forsgket ble gjennomfart to ganger med like

resultater. Figur VV-2.1 viser kromatogrammet fra en prave tatt 24 timer etter pabegynt reaksjon.
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Multiplier: 1 1.0000
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Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 A, Front Signal

Feak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA]
====| === === | ======= | ======——— == === |
1 11.597 MM 0.0428 1.50471 5.889568e-1 4.52324
2 12.130 BB 0.0445 31.76148 11.14406 95.47674
Totals 33.26619 11.73301

Figur V-2.1: Kromatogram av reduksjon av karvon katalysert av KRED228, med et NADPH

regenereringssystem bestaende av glukose-6-fosfat og glukose-6-fosfat-dehydrogenase.

Toppen ved 4,581 tilsvarer dimetylsulfoksid, og er ikke integrert. Toppen ved 12,130 tilsvarer
karvon, mens toppen ved 11,597 mest sannsynlig er karveol. Hayere verdier enn 4,52 % karveol

ble ikke malt etter dette, og reaksjonen hadde fglgelig stanset etter 24 timer.

V-2.3 Oksidasjon av limonen katalysert av CypExpress™ 2C9.
Oksidasjon av limonen med et kommersielt tilgjengelig CYP2C9-preparat ved navn
«CypExpress™ 2C9» ble forsgkt. Figur V-2.2 viser kromatogrammet av en prave tatt etter 24

timer, hvor kumenhydroperoksid og dimetylsulfoksid ble anvendt.
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Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: 3 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Facteor with ISTDs
Signal 1l: FIDl1 A, Front Signal
Feak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]  [pA*s] [pA] :
——————————————— e R o |
1 4.554 BB 0.0294 2.839029 1.51577 0.93088
2 4,718 BB 0.0314 52.35585 26.12873 l1l6.B6238
3 7.971 BB 0.0383 13.38639 5.44047 4£,.31138
4 8.827 BB 0.0392 72.625863 28,.63520 23.39067
5 13.496 BB 0.0432 169.23145 60.1B156 54.50469
Totals : 310.48970 121.90173
Figur V-2.2: Kromatogram av en prgve tatt etter 24 timer. Hensikten med forsgket var a oksidere (S)-(-)-
limonen katalysert av CypExpress™ 2C9, med peroksidet kumenhydroperoksid, og dimetylsulfoksid som
kosolvent.
Toppen ved 4,718 min tilsvarer  (S)-(—)-limonen. Det viste seg at

kumenhydroperoksidlgsningen som ble anvendt ga mange og store topper i kromatogrammene.

Figur VV-2.3 viser kromatogrammet av kumenhydroperoksidlgsningen som ble anvendt.
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Additional Info : Peak(s) manually integrated

FIDT A, Front Signal (SNORRE NAESS202002255BN 2020-02-25 14-55411107F0701.0)
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Signal 1: FID1l A, Front Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
¥ [min] [min] [pA*s] [pA]

----------- |====]=======| == | o | =
1 7.972 BB 0.03B1 12,22035 4,99820 6.12693
2 B.829 BB 0.0385 52.91476 20.62449 26,52993
3 13.507 BB 0.0444 134,31793 47.21247 67.34313

Total 199,.45304 72.83516

Figur V-2.3: Kromatogram av den benyttede kumenhydroperoksidlgsningen.

Mange av toppene, og «stgyen» imellom de er ved retensjonstider hvor limonenderivatene
karveol og perillylalkohol befinner seg. Det er derfor vanskelig a konkludere med at ingen
limonen ble omsatt i reaksjonene hvor kumenhydroperoksid ble anvendt, men ingen oksiderte
limonenderivater kunne pavises fra kromatogrammene. Reaksjoner med kumenhydroperoksid
ble forsgkt med andre organiske kosolventer som etanol og acetonitril, men dette resulterte i

like kromatogram, sett bort i fra ulike lgsningsmiddeltopper.

Natriumperkarbonat ble forsgkt anvendt istedenfor kumenhydroperoksid. Figur V-2.4 viser

kromatogrammet fra en prgve tatt etter en reaksjonstid pa 25 timer.
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FIDT A, Front Signal (EIRIK\20200427LIMONENE 2020-04-27 13-43-53\103F0301.0)
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Signal 1: FID1 A, Front Signal

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
====|======- |====]======= | ========== | ========== | === I
1 0.865 WV 0.0127 6.45340 8.24442 0.00422
2 0.9%04 WV 0.0180 21.02767 19.12685 0.01375
3 1.097 VB 8§ 0.0327 1.52697e5 7.58433e4 99.81431
4 1.172 BB X 6.90e-3 47.46785 122.95537 0.03103
5 2,916 BB X 0.0283 6.35742e-1 3.27419%e-1 0.00042
[ 4.101 BB 0.0294 3.46150 1.85478 0.00226
7 4,720 BV 0.0318 203.24911 99.43911 0.13286
8 4,865 VB 0.0499 1.77851 4.68501e-1 0.0011l6
Totals : 1.52981e5 7.60957e4

Figur V-2.4: Kromatogram av en prgve tatt etter 24 timer. Hensikten med forsgket var a oksidere (S)-(-)-
limonen katalysert av CypExpress™ 2C9, med natriumperkarbonat som peroksiddonor og dimetylsulfoksid som

kosolvent.

Heller ikke for reaksjonene hvor natriumperkarbonat , eller med CypExpress™ 2C9 sammen
med kun limonen og natriumfosfatbuffer kunne noen limonenderivater pavises ved GC-FID.
Da kromatogrammene for disse reaksjonene er nar sagt identiske med kromatogrammet vist i
Figur V-2.4 er de ikke lagt med.

Far nedstengningen var planen videre a heller anvende en kaliumfosfatbuffer med pH 7,4 og
molaritet 0,1, da en slik buffer er anvendt i en rapport presentert av produsenten.® Rapporten
diskuterer ogsa effekten av tilsats av organiske kosolventer, og aktiviteten av katalysatoren over
tid. Det kommer blant annet frem at DMSO har liten negativ innvirkning pa katalysatoren i

konsentrasjoner opp mot 6 %, og at en aktivitet pa ca. 50 % ble observert etter 18 dager ved 22
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°C. Undertegnede kunne ikke finne disse resultatene publisert i noen tidsskrifter. Videre var

planen & forsgke & oksidere limonen med CypExpress™ 2D6, 2C19 og 3A4.

V-2.4 Oksidasjon av limonen katalysert av klorperoksidase fra Caldariomyces fumago.

Bade kumenhydroperoksid og natriumperkarbonat ble testet som peroksiddonor, og reaksjonen
ble forsgkt utfert ved bade pH 5.0 og pH 7.0. Reaksjoner uten enzym ble ogsa tatt prever av
ved samme tidspunkt som for reaksjonene med enzym, for & se om kumenhydroperoksid og

natriumperkarbonat kunne oksidere limonen uten enzymkatalyse.

Analysene utfgrt med GC-FID viste igjen ingen omsetning av limonen. Kromatogrammene for
reaksjonene utfgrt med kumenhydroperoksid, natriumperkarbonat, og uten tilsats av peroksid
var lik de tilsvarende reaksjonene med CypExpress™ 2D6, og er derfor ikke lagt ved. Dette
kan skyldes at for lite av biokatalysatoren ble tilsatt, at biokatalysatoren hadde denaturert, eller
at klorperoksidasen ikke er kompatibel med kumenhydroperoksid eller natriumperkarbonat.
Det ble planlagt & prove reaksjonen med tilstedeveerelse av kloridioner, og med

hydrogenperoksid.

V-3 Eksperimentelt

Instrumenter, analyse, metode og kjemikalier.
Risteinkubator: det ble anvendt en New Brunswick G24 Environmental Incubator Shaker til

enzymreaksjonene.

Tynnsjiktskromatografi: TLC ble effektuert med plater av Merck silika 60 F254 og detektert
med UV ved A =254 nm.

Filtrering: filtrerpapir 602H, finmasket, ble benyttet for filtrering.

Et analyseprogram for separasjon av limonen og oksiderte limonenderivater ved GC-FID ble
utarbeidet i samarbeid med medstudent Snorre Bergmo Nass. Kromatografiske analyser ble
utfart med et GC-FID Agilent 7890A instrument utstyrt med en Agilent DB-1701 (24 m x 0,25
mm X 0,25 um) kolonne. Temperaturprogram: 50 °C — 200 °C (5 °C min™) — 280 °C (10 °C
min™). Split injeksjon 50:1 ved 250 °C, 1 ul, H2 som beeregass, 3,0 ml min™*, FID 280 °C.

Det ble oppnadd baselinjeseparasjon av standarder av (S)-(—)limonen, (R)-(+)-limonen, 1,2-

limonendiol, (R)- og (S)-karvon, I-karveol, (S)-(—)-perillylalkohol og (S)-(—)-perillylaldehyd.

Retensjonstider for standardene er oppgitt i Tabell V.1.
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Tabell V.1: Retensjonstider for standarder av limonen og en rekke oksiderte limonenderivater.

Analytt Retensjonstid [min]
Limonen 4,787

I-Karveol 11,661
(S)-(—)-Perillylaldehyd 12,987
(S)-(-)-Perillylalkohol 13,905
1,2-limonendiol 16,558

V-3.1 Reduksjon av (S)-(—)perillylaldehyd med NaBHa.

Til (S)-(—)-perillylaldenyd (520 ul, 3,33 mmol) lgst i EtOH (15 ml) ble det tilsatt NaBH4
(0,0664 g, 1,75 mmol) i sma porsjoner over 30 min under omrgring. Reaksjonsblandingen ble
rert i 30 min frem til TLC-analyser indikerte fullstendig omsetning av perillylaldehyd.
Lasningen ble tilsatt isvann (30 ml) og HCI (1 M, 5 ml), og deretter rgrt i 10 min.
Reaksjonsblandingen ble ekstrahert med Et.O (3x20 ml), og de sammenslatte eterfasene ble
tarket over MgSQa. Lgsningsmiddelet ble dampet inn under redusert trykk, og den gjenstaende
hvite, tyktflytende vaesken ble ikke opparbeidet videre.

V-3.2 Reduksjon av (S)-(+)-karvon katalysert av ketoreduktase 228.

(S)-(+)-karvon (20 ul, 0,13 mmol) og glukose-6-fosfat (87,5 mg, 0,336 mmol) ble lgst i
dimetylsulfoksid (0,10 ml) og natriumfosfatbuffer (0,90 ml, 0,1 M, pH 7,0). Reaksjonen ble
startet ved tilsats av glukose-6-fosfat-dehydrogenase (0,3 mg, LOT # SLBP6152V) og
ketoreduktase 228 (0,0101 g, 331.9 U/g, LOT # 20160509) fra Syncozymes Co., Ltd.,
(Shanghai, China) og satt i risteinkubator (30 °C, 200 rpm). Prgver for GC-FID ble tillagd ved
ekstraksjon av 50 pl av reaksjonsblandingen med etylacetat (3x2 ml). Preven ble deretter
filtrert gjennom finmasket 602H filtrerpapir, tarket over MgSO4 og dampet inn til et passende

volum.

V-2.3 Oksidasjon av limonen katalysert av CypExpress™ 2C9.
Falgende generelle metode ble anvendt for de gjennomfarte forsgkene:

Natriumfosfatbuffer (900 pl, 0,1 M, pH 7,0) ble tilsatt CypExpress™ 2C9 (100 mg), limonen
(20 pl, 0,124 mmol) kumenhydroperoksid (30 ul, 87 % lgsning) eller natriumperkarbonat
(0,100 g), og deretter plassert i en risteinkubator (30 °C, 200 rpm). For noen av reaksjonene ble

det tilsatt organiske kosolventer som acetonitril, dimetylsulfoksid og etanol (9:1 forhold
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natriumfosfatbuffer : organisk kosolvent). Prgver for GC-FID analyse ble tillagd etter samme

metode som tidligere.

V-3.4 Oksidasjon av limonen katalysert av klorperoksidase fra Caldariomyces fumago.
Den samme generelle metoden som for CYP-preparatet ble anvendt, men med klorperoksidase
fra Caldariomyces fumago (0,5 pl, 5 U, LOT # SLBZ3118) istedenfor CypExpress™ 2C9.

Natriumfosfatbuffer (900 ul, 0,1 M, pH 7,0 eller pH 5,0) ble tilsatt klorperoksidase fra
Caldariomyces fumago (0,5 ul, 5 U, LOT # SLBZ3118), limonen (20 ul, 0,124 mmol)
kumenhydroperoksid (30 ul, 87 % lasning) eller natriumperkarbonat (0,100 g), og deretter
plassert i en risteinkubator (30 °C, 200 rpm). For noen av reaksjonene ble det tilsatt organiske
kosolventer som acetonitril, dimetylsulfoksid og etanol (9:1 forhold natriumfosfatbuffer :

organisk kosolvent). Praver for GC-FID analyse ble tillagd etter samme metode som tidligere.
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