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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die biokatalytische Nutzung von Enzymen nimmt eine immer zentralere Rolle bei der
nachhaltigen Synthese von Chemikalien ein. Um die daflr bendtigten Reaktionstypen ab-
decken zu konnen, wird ein grofRes Portfolio an verschiedenen Enzymklassen mit deren
individuellen biokatalytischen Fahigkeiten bendtigt. Die Klasse der Oxidoreduktasen stellt
dabei eine diverse Enzymklasse dar, die mit den katalysierten Redoxreaktionen einen syn-
thetisch sehr wichtigen Teil der benotigten Reaktionen abdeckt. Dennoch gibt es bei der
Anwendung dieser Enzymklasse noch zahlreiche Herausforderungen. Einer der Haupt-
grunde hierfur liegt in der Notwendigkeit von Cofaktoren, die als Hilfsstoffe wichtige Bau-
teile zum Gelingen der katalysierten Reaktionen liefern. NAD, das in Redoxreaktionen for-
mal Hydrid bereitstellt, gilt allgemein als wichtigster Cofaktor fiir die Klasse der Oxidore-

duktasen.

Vor diesem Hintergrund ist die Optimierung der Verwendung von NAD fiir enzymkataly-
sierte in vitro Reaktionen ein wichtiges Ziel der industriellen Biokatalyse. Zum 6konomi-
schen Einsatz von NAD bedarf es auf Grund seines hohen Preises und einer intrinsisch
geringen Stabilitat unterschiedlichster und individuell angepasster Regenerationsmetho-
den, um den Kreislauf von reduzierter und oxidierter Form zu schlieRen. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden daher verschiedene NAD-abhangige Enzym- und Regenerationssys-
teme untersucht. Die enzymatische Cofaktorregenerierung konnte erfolgreich zur
Racematspaltung von Campher sowie zur Synthese von Aminosauren Uber eine ausge-
glichene, komplexe Enzymkaskade eingesetzt werden. Darlber hinaus wurde die rein
elektrochemische Regeneration von NAD anhand eines Materialscreenings analysiert.
Diese weniger gelaufige Methode kann in der Theorie Elektronen aus dem Stromnetz di-
rekt nutzen, um NAD zu seinem reduzierten Analogon NADH umzuwandeln. Allerdings
bestehen hierbei noch deutliche Herausforderungen, wie die Verhinderung der Bildung
von Dimeren, die nicht weiter fur Enzymreaktionen verwendet werden kénnen. Im letzten
Teil dieser Arbeit wurden daher elektrische und enzymatische Verfahren kombiniert ein-
gesetzt. Die Elektronen wurden dazu in einem Mediator, Formiat, zwischengespeichert,
um anschlieflend in einer Enzymreaktion durch das Enzym Formiatdehydrogenase auf
NAD ubertragen zu werden. Das entwickelte System kann sowohl als unabhangiges Mo-
dul, als auch gekoppelt und in kontinuierlichem Betrieb zur ressourcen-schonenden Re-

generation von NADH fur die nachhaltige Synthese von Chemikalien eingesetzt werden.




Abstract

Abstract

Biocatalysis and thus the use of enzymes are playing an increasingly important role in the
sustainable synthesis of chemicals. To be able to cover the required reaction types, a large
portfolio of different enzyme classes with their individual biocatalytic abilities, is required.
The class of oxidoreductases represents a diverse enzyme class, which covers an im-
portant part of synthetic reactions. Nevertheless, the usage shows some difficulties for
large-scale application of this enzyme class. The need for cofactors, that supply important
components for the success of the reactions, is one big drawback, which hampers more
widespread application. Here, NAD is the most important cofactor for the formal provision

of hydrides in redox reactions.

In the light of the above, optimizing the application of NAD in enzyme catalyzed in vitro
reactions is an important goal of industrial biocatalysis. For more economic use, the high
price and its intrinsic low stability ask for diverse and individually optimized regeneration
methods. Hence, various NAD-dependent enzymes and regeneration systems were ana-
lyzed in this work. Enzymatic cofactor regeneration was successfully applied for the reso-
lution of campher racemate as well as for the synthesis of amino acids via a self-sufficient,
complex enzyme cascade. Moreover, also the pure electrochemical regeneration of NAD
was analyzed, based on the screening of different electrode materials. This regeneration
method can directly use electrons from the power grid to reduce NAD to its analogon
NADH. However, significant challenges remain, such as the formation of dimers, which
cannot serve as cofactors in enzyme reactions. The last part of this work thus focussed on
the combination of electrical and enzymatic regeneration methods. There, electrons were
cached to build formiate as mediator and were then transferred to NAD in an enzymatic
reaction catalyzed by formiate dehydrogenase. The developed system was finally applied
as single module as well as in a coupled and continuous fashion for the resource efficient

regeneration of NADH and the green synthesis of chemicals.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Oxidoreduktasen und ihre Cofaktoren

Die zunehmende Verknappung fossiler Ressourcen sowie die dringende Forderung nach
einer Reduzierung der globalen Erwarmung hat das Interesse an vollstandig nachhaltigen
Produkten erheblich verstarkt. Daraus resultierend werden neuartige Produktionsverfah-
ren bendtigt, die die Umwandlung von Biomasse in Bulk- und Feinchemikalien unter Be-
achtung der Bedingungen griner Chemie ermdglichen (Anastas und Warner 1998). Die
Katalyse und insbesondere die Biokatalyse sind hierflr ein zentraler Schlussel, um solche
Prozesse zu erreichen. In diesen Bereich gehoren die Enzyme, die Grundpfeiler der Bi-
okatalyse, welche unter energieeffizienten, sanften sowie nachhaltigen Reaktionsbedin-
gungen mit hohen Umsatzzahlen und einer hohen Selektivitat arbeiten und daher zuneh-

mend in industriellen Prozessen eingesetzt werden (Singh et al. 2016).

Enzyme werden, abhangig von der jeweiligen katalysierten Reaktionsart, in sieben ver-
schiedene Klassen eingeteilt: Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Iso-
merasen, Ligasen und Translokasen (Butterworth 2005; McDonald und Tipton 2021). Die
Oxidoreduktasen werden in dieser Einteilung in der nominell ersten Gruppe klassifiziert
und stellen mit einem Anteil von etwa 25 % die umfassendste Gruppe der Enzyme dar. In
der Natur sind sie in zahlreichen Bereichen wie den Stoffwechselwegen der Glycolyse,
dem Krebszyklus und der Photosynthese in den Chloroplasten zu finden. Auf3erdem sind
sie an weiteren Elektronentransportketten, der oxidativen Phosphorylierung sowie Veran-
derungs- und Entgiftungsprozessen der Leber beteiligt. Durch die vielfaltige Mitwirkung an
beispielsweise asymmetrischen Reduktionen von Carbonylgruppen, Oxidationen von C-H
Gruppen, Hydroxylierungen von Alkanen und Aromaten und Epoxidierungen von C=C
Doppelbindungen ist diese Gruppe fur die Synthese von Chemikalien von gro3em Inte-
resse in Forschung und Industrie. Die Gruppe der Oxidoreduktasen kann noch weiter in
u.a. Hydrogenasen, Dehydrogenasen, Oxygenasen und Oxidasen unterteilt werden. Hyd-
rogenasen zahlen zu den Metalloenzyme mit [NiFe], [FeFe] und [Fe] im aktiven Zentrum
und katalysieren die reversible Oxidation von molekularem Wasserstoff (Lubitz et al.
2014). Dadurch biete sich theoretisch ein Einsatz in Hydrogenase-Brennstoffzellen an, bei
denen die chemisch gespeicherte Energie von Wasserstoff und Sauerstoff in elektrische
Energie und Wasser umgewandelt wird. Das grof3te Problem stellt fur diese Enzyme oxi-
dativer Stress dar, beispielsweise verursacht durch die Gegenwart von Sauerstoff. Lo-

sungsansatze fur dieses Problem liegen hierbei in der kovalenten Bindung der Enzyme
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direkt an der Elektrode sowie die Einbettung in spezielle Redox-Polymere (Hardt et al.
2021; Alonso-Lomillo et al. 2007; Rudiger et al. 2005). Bei den Oxidoreduktasen stellen
die Dehydrogenasen wiederum die umfangreichste Gruppe dar, die bezuglich der Struktur
und Funktion divers auftreten, zahlreiche metabolische Schllsselreaktionen katalysieren
und fur asymmetrische Synthesen sehr sinnvoll sind (May und Padgette 1983; Stewart
2001). In umgekehrten Dehydrierungsreaktionen kénnen diese Enzyme die prochiralen
Aldehyde und Ketone mit einer hohen Enantioselektivitdt von haufig mehr als 90 % zu
chiralen Alkoholen, Hydroxygruppen, Aminosauren und ahnlichem umwandeln (Stewart
2001).

Trotz ihrer vielfaltigen Reaktionsmoglichkeiten und den mannigfaltigen Enzymzentren sind
die Oxidoreduktasen im Allgemeinen noch davon entfernt, den generellen Standard im
grofRtechnischen Synthesebereich darzustellen (Hollmann et al. 2011; Wu et al. 2013;
McDonald et al. 2009). Um ihren biokatalytischen Aufgaben wie dem Transport von Elekt-
ronen, Wasserstoff, Sauerstoff oder weiteren Atomen oder Molekulen nachzukommen,
bendtigen Oxidoreduktasen haufig Cofaktoren bzw. Coenzyme (Wichmann und Vasic-Ra-
cki 2005). Diese Aufgabe kdnnen unterschiedlichste Verbindungen wie beispielsweise Vi-
tamine, Adenosin-5"-mono/di/tri-Phosphate (AMP/ADP/ATP), Ubiquinone (CoX), Flavin-
nucleotide (FMN) oder Adenindinukleotide (NAD(P)(H)) Gbernehmen (McDonald et al.
2009). AMP/ADP/ATP sind fur die Anwendung in industriellen in vitro Prozessen schwierig,
da die daran beteiligten Reaktionsnetzwerke zu komplex fur die groftechnische
Anwendungen sind (Wichmann und Vasic-Racki 2005). Ebenso werden CoQ, FMN und
die Vitamine nur vereinzelt im biosynthetischen Bereichen genutzt. Die Cosubstrate Nico-
tinamidadenindinukleotid (NAD(H)) und Nicotinamidadenindinukleotidphos-
phat (NADP(H)) wiederum sind in ihrer Nutzung signifikant, wobei 10 % der Oxidoreduk-
tasen die phosphorylierte und 80 % die nicht phosphorylierte Form verwenden (Wu et al.
2013). Insgesamt sind ca. 700 Redoxenzymklassen bekannt, welche NAD(P) als Cofaktor
nutzen (Ullah et al. 2015). Die beiden Cofaktoren NAD(H) und NADP(H) besitzen hierbei
das identische Redoxpotential und unterscheiden sich lediglich in einer zusatzlichen Phos-
phatgruppe am C2 des Riboserings des Adenosins. Die zentrale Reaktion findet an der
C4 Pyridinringstelle statt, wobei es sich bei der oxidierten Form um NAD* bzw. NADP* und
bei der reduzierten um NADH bzw. NADPH handelt.
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1.2 Nicotinamidadenindinukleotide

Die Benennung der Nicotinamidadenindinukleotide ist in der Literatur nicht durchgehend

konsistent. Sind beide Formen gleichwertig gemeint, so werden sie im Rahmen dieser
Arbeit als NAD aufgefuhrt. Die oxidierte Form wird dabei als NAD* bezeichnet, das redu-
zierte Pendant als NADH. Ist NADH nicht naher definiert, so ist die enzymatisch aktive

Form, das 1,4-NADH, damit gemeint. Die davon abweichenden Isomere C2 und C6 wer-

den als 1,2-NADH und 1,6-NADH bezeichnet, die moglichen Dimere im Gesamten als

NADH-Dimer.
j,\N+ \\.\N
HO \_/ HO S N=—=
HO H \ H2N HO Y HZN ,,,,,,,
7 7
HO—T:O Ho—F|>:o
] I
Ho=p=0 i—h="o
(@] (0]
N N
HO, // \ HO,, // \
N NH, N NH, *
o 0o HO—P—O0H
*HO' NN *HO' AN OH
NAD* 1,4-NADH NADP
C21H28N7014P2 C21H29N7014P2 C21H290N7017P3
CAS: 53-84-9 CAS: 58-68-4 CAS:53-59-8

MG: 663,43 g/mol

MG: 665,45 g/mol

MG: 744,41 g/mol

Abbildung 1: Molekulare Struktur von NAD* (links) und NADH (Mitte).

Im Kasten ist das Pyridinringsystem markiert, an dem die zentrale Reaktion zwischen oxidierter und redu-
zierter Form stattfindet. Wird die mit dem Stern* markierte OH-Gruppe durch eine Phosphatgruppe (rechts)
ersetzt, so ergibt sich die molekulare Struktur von NADP*/NADPH.

NAD ist ein zwei Elektronen und ein Proton Redox-Ubertrager, dessen Zwischenstufen

nicht isoliert verfligbar sind und das formal als Hydrid-Ubertrager betrachtet werden kann.

Die molekularen Strukturen sind in Abbildung 1 dargestellt. Die Struktur besteht hierbei
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aus zwei Teilen. Der Nicotinamid-Teil stellt die essenzielle Funktionalitat fur die Reaktion
bereit, wobei der Adenosin-Dinucleotid-Teil die Rezeptor-Liganden-Erkennung beheima-
tet (Knaus et al. 2016; Wang et al. 2019). In der oxidierten Form ist NAD* ein Elektronen-
akzeptor mit einer formalen positiven Ladung am quartaren Stickstoff des Nicotinamid-
Ringes und zwei ionisierbaren Hydroxylgruppen an der Diphosphat-Gruppe. Der pK, die-
ser beiden Gruppen liegt bei 2,4 bzw. 6,6 (Morrison et al. 2018). In vivo durchlauft der
Cofaktor auf Grund der vorherrschenden niedrigen NAD Konzentration einen reduziert-
oxidierten Kreislauf in der GréRBenordnung von 103 — 10% Zyklen (Angelastro et al. 2017;
Strohle et al. 2016).

Die Verwendung von NAD bei in vitro Enzymreaktionen bringt verschiedene Herausforde-
rungen mit sich. Die reduzierte Form NADH ist ein instabiles Reagens, sowohl in Bezug
auf die Lager- oder Reaktionstemperatur als auch bei pH-Werten jenseits des neutralen
Bereiches (Rover Junior et al. 1998; Fawcett et al. 1961). Besonders gilt dies flr den sau-
ren Bereich, weshalb eine Lagerung des geldsten Reagenzes bei einem leicht basischen
pH von 7,5 — 8,0 empfohlen wird (Wu et al. 1986; Gallati 1976). Insgesamt hat der pH
einen hoheren Einfluss auf den Zerfall als die Temperatur, wobei auch die Temperatur
beispielsweise bei NADPH sich deutlich auswirkt (Wu et al. 1986; Burton und Kaplan
1963a; Burton und Kaplan 1963b). So nimmt die Halbwertszeit einer NADPH Lésung von
acht Stunden bei 19 °C auf eine Stunde bei 41 °C deutlich ab (Wu et al. 1986). Eine um-
fassende Ubersicht zur Stabilitdt von NAD gegentiber unterschiedlichster Puffer und Sau-
ren zeigen Chenault et al. auf (Chenault und Whitesides 1987). Gerade in Bezug auf den
Einsatz in isolierten Enzymreaktionen stellt der Cofaktor einen deutlichen Kostenfaktor
dar. Zum einen ist der Preis fir NADH etwa dreimal so hoch wie fur NAD*, wodurch der
direkte Starteinsatz der reduzierten Form in einer Reaktion unattraktiv wird. Des Weiteren
zeigt der Vergleich der Kosten von Reaktion und Produkt die 6konomische Wichtigkeit der
Regeneration nochmals deutlich auf. Der GroRhandelspreis fur ein Mol NADH liegt aktuell
bei etwa 3000 €, wahrend die Produkte haufig einen deutlich geringeren Wert besitzen,
beispielsweise bei der Aminosaure L-Alanin nur 40 €/mol oder enantiomerenreines (-)-
Campher 350 €/mol (Faber 2011; L-Alanine - Alfa Aesar 2022; (-)-Camphor - Alfa Aesar
2022). Die Regeneration muss somit in diesen beiden beispielhaften Fallen min. 85 mal
bis 750 mal erfolgen, damit der bendtigte Cofaktor theoretisch nur 10 % vom Produktwert
ausmacht. Besonders aus diesem Grund der teuren und komplexeren Anwendung der
Cofaktor-abhangigen Enzyme liegen diese in der industriellen Nutzung noch deutlich hin-
ter den Cofaktor-unabhangigen Enzymen, wie beispielsweise Hydrolasen, zurlck (Kirk et
al. 2002; Beilen und Li 2002).
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Um bei der Verwendung von NAD nutzenden Enzymen dennoch eine ausreichende Marge
zu erreichen, finden sie vorzugsweise bei diagnostischen Tests Verwendung. Diese errei-
chen grundsatzlich einen ausreichend hohen Verkaufspreis und da es bei diesen haufig
um die Messung der NADH Konzentration geht, ist eine Regeneration nicht nétig. Folglich
liegt die Gewinnspanne in vollig anderen Bereichen als bei der Synthese von Feinchemi-
kalien (Raja et al. 2010). Die Herausforderungen der kiinstlichen Regeneration kann man
durch die Verwendung von Ganzzellkatalyse umgehen, da metabolisch aktive Zellen sich
in gewisser Weise selbstandig um die Nicotinamid-Cofaktoren kimmern (Straathof et al.
2002). Dem steht gegentiber, dass mogliche Nebenreaktionen durch andere Reduktasen
mit einer unterschiedlichen Stereoselektivitat durch die Verwendung von gereinigten En-
zymen unterbunden werden und die Ganzzellkatalyse in manchen Fallen auch schlicht
nicht moglich oder sinnvoll ist. Zusatzlich wird der beteiligte Mechanismus fur die NAD-
Reaktion als gut verstanden betrachtet, wodurch sich zahlreiche in vitro Regenerations-
moglichkeiten ergeben. Das allgemeine Ziel hierbei muss somit unter anderem in der mog-
lichst haufigen Wiederverwendung des Cofaktors liegen, um den oben aufgezeigten Kos-
tenanteil gering zu halten. Diese Wiederverwendung wird haufig in Form von beispiels-
weise der ,total turnover number® (Formel 1) angegeben, welcher fur die kommerzielle

Implementierung einen Wert von 1000 Uberschreiten sollte (Wandrey 2004).

umgesetztes Substrat [mol]
TTN =

eingesetzten Katalysator [mol]

Formel 1: Berechnung der ,total turnover number” (TTN)

1.3 Allgemeine Methoden zur Regeneration des Cofaktors NADH

Aus den oben genannten Grinden sind Forschung und schlussendlich auch Industrie wei-
terhin stark an Cofaktor-Regenerierungsmethoden fur das reduzierte Nicotinamidadenin-
dinukleotid interessiert. Die klassisch zur Anwendung kommenden Verfahren werden im
Allgemeinen in vier unterschiedliche Bereiche eingeteilt: enzymatische-, chemische-, pho-
tokatalytische- und elektrochemische Regenerationsmethoden. Einen allgemeinen Uber-
blick der jeweiligen Vor- und Nachteile bietet hierfur Tabelle 1. Mittlerweile ist eine nahezu
undberschaubare Menge an Varianten beschrieben, die sich zum Teil klar einer Gruppe
zuordnen lassen, zum Teil aber auch Ubergreifend eine Mischung innerhalb der vier gro-

Ren Fachgebiete darstellen. Hierzu wurden bereits zahlreiche Ubersichtsartikel veréffent-
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licht, wovon manche alle Bereiche betrachten und andere sich gezielt auf ein Gebiet fo-
kussieren (Wang et al. 2017; Hollmann et al. 2010; Weckbecker et al. 2010). Eine univer-
sale Losung fur die jeweilige produktgenerierende Enzymreaktion gibt es dabei nicht. Es
ist immer eine Abwagung und Anpassung notwendig. Im Folgenden werden die wichtigs-
ten Erkenntnisse aus den einzelnen Gebieten mit Beispielen aufgefuhrt, wobei das Haupt-

augenmerk auf enzymatischen und elektrochemischen Methoden liegt.

Tabelle 1: Allgemeiner Uberblick iiber Vor- und Nachteile von Cofaktor Regenerationsmethoden

Methode Vorteile Nachteile
Enzymatisch - Hohe TTN - Stabilitat
- Keine NADH-Nebenprodukte - Kosten

Elektrochemisch

Chemisch

Photokatalytisch

- Milde Reaktionsbedingungen

- Kombination mit produktgene-
rierenden Enzymen gut maoglich
- Nutzung von erneuerbaren
Energien

- direkte Nutzung von Elektro-
nen

- Grundlage fur andere Regene-

rationsmethoden

- Direkte Nutzung von Solar-

energie

- Ggf. Enzympraperation

- Auftreten von Cosubstraten
und Coprodukten

- Auftreten von NADH Neben-
produkte

- Ggf. Notwendigkeit von zusatz-
lichen Mediatoren und Enzymen
- Enzyminaktivierung durch
Salze

- Niedrige TTN

- Geringe TTN

- Komplexer Aufbau durch zu-
satzliche Mediatoren und Pho-

tosensitizer

1.3.1 Chemische Regeneration

Bei der rein chemischen Regeneration werden Salze oder Cofaktor-Analoga genutzt, die
durch ihr jeweils hohes Redoxpotential in der Lage sind, NAD* zu reduzieren, aber nicht
in Form eines Katalysators verwendet werden kdnnen. Ermittelt wurden hierbei Substan-
zen wie die Salze Natriumdithionit Na>S204, Natriumborhydrid NaBH4 oder verschieden
funktionalisierte 1,4-Dihydropyridine (Jones et al. 1972; Taylor und Jones 1976). Da sie

zusatzlich Nachteile wie eine geringe TTN oder eine notwendige hohe Salzfracht mit sich
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bringen, die den Enzymen schaden, haben sie heute keinerlei Bedeutung mehr fur die
Regeneration (Wu et al. 2013).

Eine zweite Gruppe fur die chemische Regeneration besteht aus homogenen Katalysato-
ren und Organometall-Komplexen, die haufig Wasserstoff als Hydrid-Quelle nutzen (Ma-
enaka et al. 2012; Abril und Whitesides 1982). Die zentralen Elemente der Organometall-
komplexe sind hierbei Uberwiegend Rhodium, Ruthenium, Indium und Platin, die in Struk-
turen wie beispielsweise in Pentamethylcyclopentadienylrhodiumbipyridin-Komplexen
[Cp*Rh(bpy)CI]* oder in Pt-Carbonyl-Clustern eingelagert werden (Maenaka et al. 2012;
Canivet et al. 2007; Abril und Whitesides 1982). Der grof3e Vorteil der Rh-Komplexe, die
im Bereich der spezifischen Katalysatoren am haufigsten zum Einsatz kommen, liegt in
der ausschlie8lichen katalytischen Bildung von 1,4-NADH. Dies entspricht dem Anforde-
rungsprofil an einen erfolgreichen NAD-Redox-Katalysator, keine frei verfugbaren Radi-
kale zuzulassen, sondern zeitnah die beiden erforderlichen Elektronen Ubertragen zu kon-
nen (Steckhan 1994). Auch Komplexe mit anderen Metallen und 1,10-Phenanthrolin als
Chelatbildner konnten diese katalytische Fahigkeit aufweisen, allerdings mit niedrigen
TTN (Canivet et al. 2007). Die haufig auftretende Toxizitat der Organometall-Komplexe fur
Enzyme stellt hierbei eine weitere Herausforderung bei der Nutzung dar (Quinto et al.
2014). Aktuell werden die Rh-Komplexe als Katalysatoren am haufigsten eingesetzt und
nehmen auch im Vergleich mit anderen Regenerationsmdglichkeiten eine zentrale Rolle
ein. Allerdings ist die Stabilitat dieser Katalysatoren noch zu niedrig, um sie als wirklichen
Durchbruch bei der Anwendung als Regenerationsmediator zu feiern. Einen guten Uber-
blick Uber diese Organometall-Komplexe in ihrer Aufgabe als Transfer-Hydrierungs-Kata-
lysator bietet Noffke et al. und fokussiert auf verschieden Rh-Komplexe Hollmann et al.
(Noffke et al. 2012; Hollmann et al. 2010).

1.3.2 Photokatalytische Regeneration

Im Vergleich zur rein chemischen Regeneration ist die photokatalytische Regeneration ein
neueres Forschungsfeld. In der Natur besteht mit der Photosynthese der Pflanzen schon
seit Millionen von Jahren ein ausgereiftes System, bei dem die Energie des Lichts einge-
lagert und als NADH gespeichert wird, um schlussendlich im Calvin Zyklus aus CO> und
H20 Kohlenhydrate zu erzeugen (Kim et al. 2012). Fir die in vitro Regeneration kommen
hierfur sowohl organische als auch anorganische Photosensitizer zur Anwendung. Dabei
ist besonders deren Funktion bei sichtbarem Licht, deren Stabilitat und die Funktion als

Elektronenmediator ein wichtiges Auswahlkriterium (Jiang et al. 2005; Shi et al. 2006). Die
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Photosensitizer nutzen das Licht, um Elektronen an einen Elektronen-Mediator weiterzu-
geben, der schlussendlich die NADH-Regenerierung durchfuhrt. Flr diese abschlielfende
Aufgabe wird haufig auf die bei den chemischen Katalysatoren vorgestellten Organome-

tallkomplexe, wie beispielsweise die Rh-Komplexe, zurtckgegriffen.

1.3.2.1 Organische Photosensitizers
Fur die organischen Photosensitizer gibt es einige Beispiele, die komplexe und auf-

wendige Molekdlstrukturen aufweisen und haufig eine fehlende Haltbarkeit bei der Anwen-
dung zeigen. Wienkamp et al. zeigten als eine der Ersten, dass sich der chemische Kata-
lysator [Rh(byp)s]** in Kombination mit Triethanolamin als Elektronenspender auch als
photoaktiver Katalysator zur Regeneration einsetzen lasst (Wienkamp und Steckhan
1983). Ein aktuelleres Beispiel stammt von Kim et al., bei dem Diphenylalanine und
Tetra(phyroxyphenyl) sich eigenstandig zu Licht sammelnden Nanoréhrenpeptiden anord-
nen, welche Ahnlichkeit in der Struktur und elektrochemischen Funktion mit dem nattirli-
chen Photosystem | aufweisen (Kim et al. 2012). Werden diese Nanoréhren an der Ober-
flache noch mit Platin-Nanopartikeln versehen, so kdnnen die notigten Elektronen auf ei-
nen Cp*Rh(bpy)-Komplex ubertragen werden, der die Aufgabe als Elektronen-Mediator
ubernimmt und so das NADH regenerieren kann (Kim et al. 2012). Ein weiteres Beispiel
fur den Photosensitizer ist die kovalente Bindung zwischen chemisch veranderten Gra-
phen und Multianthraquinon substituierten Porphyrin, welches wiederum die Elektronen
auf einen Rh-Komplex Ubertragen kann (Yadav et al. 2012). Letztendlich wurde dieses
NADH-Regenerationssystem genutzt, um mittels Formiatdehydrogenase (FDH) aus CO>
Formiat zu bilden (Yadav et al. 2012).

1.3.2.2 Anorganische Photosensitizers
Titandioxid bildet die Grundlage einer groReren Gruppe an anorganischen Photokatalysa-

toren. In Kombination mit EDTA als Elektronenspender kann bereits die Grundsubstanz
eingesetzt werden, um Elektronen auf einen Rh-Komplex zu Ubertragen und dadurch der
Regeneration zur Verfigung zu stellen (Chen et al. 2006). Auf Basis dessen gibt es Wei-
terentwicklungen des TiO2, beispielsweise TiO>-CdS Nanordhren oder eine mit Dopamin
versehenen TiO2- Nanoporenfilm auf einer Indium-Zinnoxid Elektrode und noch einige wei-
tere Modifikationen (Wang et al. 2009; Ryu et al. 2011). Auch die Verbindung mit Graphen
wird aktiv erforscht (Xiang et al. 2012). Eine andere Moglichkeit bietet der Photokatalysator
W2FesTa2017. Bei Einsatz mit EDTA als Elektronendonor kann dieser einen Rh-Komplex
reduzieren. Diese Variante zeigt im Gegensatz zu TiO2 eine bessere katalytische Effizienz
und konnte bereits zur Bildung von L-Glutamat erfolgreich eingesetzt werden (Park et al.
2008).
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1.3.3 Enzymatische Regeneration

Die Verwendung von Enzymen ist bislang die am haufigsten in der Literatur angewendete
Methode und die einzige, die auch grofldtechnisch angewendet wird (Paul et al. 2018; Shin
et al. 2006). Enzyme bieten den grof3en Vorteil, dass beim Regenerationsvorgang das
Hydrid direkt ohne Mediator Ubertragen werden kann und immer nur das durch Enzyme
nutzbare 1,4-NADH entsteht. Dennoch gibt es aber auch zahlreiche Herausforderungen,
die vor allem in der fur Enzyme typischen Eingrenzung der nutzbaren Medien, des pH-
Bereiches, der Temperatur und ahnlichen Parametern liegt, wobei im Allgemeinen milde
Bedingungen bendtigt werden. Kommt es zur Kombination mehrere verschiedener En-
zyme und Reaktionsschritte, so sind die individuell von den Enzymen vorgegeben Bedin-
gungen ein gewichtiger Einflussfaktor (Wu et al. 2013; Hollmann et al. 2010; Faber 2011;
Gorecki 2015).

Produktions-

A) Substrat % » Produkt
NADH NAD*
Regenerations- \_/ Regenerations-
Produkt ) Regenerations- Substrat
Enzym
B) Substrat h » Produkt
Gemeinsames .
NADH Enzym NAD
Regenerations- g Regenerations-
Produkt Substrat

Abbildung 2: Einteilung der enzymatischen Regeneration in zwei unterschiedliche Systeme
Bei System A) wird zuséatzlich zu der produktgenerierenden Enzymreaktion eine weitere, eigenstéandige En-
zymreaktion mit eigenem Substrat und Enzym gekoppelt. Bei System B) tibernimmt ein Enzym sowohl die

produktgenerierende als auch regenerierende Reaktion.

Die enzymatische Regeneration kann in zwei Vorgehensweisen unterteilt werden. Bei der
ersten Variante gibt es das produktbildende Enzym, welches NADH verbraucht und unab-
hangig davon das zweite, regenerierende Enzym mit eigenem, nicht primar bendtigtem
Produkt (s. Abbildung 2, A). Die zweite Variante besitzt nur ein einzelnes Enzym, welches

mit unterschiedlichen Substraten arbeitet und somit gewissermalen selbstandig fur die
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NADH-Regeneration sorgt (s. Abbildung 2, B). Diese Nutzung des identischen Enzymes
ist eine sehr elegante Mdglichkeit, die allerdings nur selten zum Zug kommt. Ein Beispiel
hierfur ist die Bildung der pharmazeutischen Vorstufe (S)-2-bromo-2-cyclohexen-1-ol mit-
tels Alkoholdehydrogenase (ADH), bei der zur Regeneration 2-Propanol als Hydrid-Donor
eingesetzt wird (Calvin et al. 2012). Die grof3e Herausforderung bei dieser Methode liegt
unter Anderem im kinetischen Verhalten des gewahlten Enzyms, um beide Reaktionen im

bendtigten Umfang stattfinden zu lassen.

Im Gegensatz zur Methode mit nur einem Enzym ist die Nutzung von zwei unterschiedli-
chen Enzymreaktionen in einem Reaktionsansatz weiter verbreitet. Hierbei wird haufig
eine Dehydrogenase verwendet, die das bendtigte Hydrid zur NAD* Reduktion aus einem
gunstigen Ausgangsmolekil herauslost. Zu den ersten Verfahren der enzymatischen Her-
stellung von NADH aus NAD* gehort die Verwendung von einer ADH mit Ethanol als Sub-
strat (Rafter und Colowick 1969). Die zur Regeneration in kommerziellen Prozessen ver-
wendeten Enzyme sind aktuell die Glucose-Dehydrogenase (GDH) und favorisiert die For-
miat-Dehydrogenase (FDH). Die FDH katalysiert die Oxidation von Formiat zu CO> unter
gleichzeitiger Regeneration von NAD* zu NADH. Der bedeutende Vorteil dieser Reaktion
liegt in der Bildung von CO: als Produkt, welches chemisch inert und gasférmig vorliegt
und somit leicht aus dem Reaktionsansatz entfernt werden kann. Die Nutzung von Formiat
zur Cofaktor-Regeneration durch die FDH wurde erstmals von Shaked et al. im groReren
Malstab beschrieben (Shaked und Whitesides 1980). Das Formiat als Substrat beein-
flusst die meisten anderen Enzyme, die fur die eigentliche Produktgenerierung eingesetzt
werden, nicht. So wird die FDH zur NADH-Regeneration bereits industriell genutzt, um
beispielsweise mittels Leucin-Dehydrogenase jahrlich mehrere Tonnen an L-Leucin zu
produzieren (Schmid et al. 2002). Fur die Regenration im Labormalfstab sind weiterhin
beispielsweise die Phosphit-Dehydrogenase (PDH), Alkoholdehydrogenasen (ADH) und
die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase erprobt (Hollmann et al. 2011; Shaked und Whi-
tesides 1980). Eine komplexere Weiterentwicklung und somit eine weitere Variante liegt
in dem ,closed loop“ oder auch ,self sufficient® Aufbau der Regeneration. Hierbei sieht, auf
die Regeneration allein fokussiert, die Aufteilung ebenfalls wie System A) aus, also mit
zwei Enzymreaktionen und zwei Substraten. Betrachtet man allerdings das Gesamtsys-
tem zeigt sich, dass fur die Produktion des gewinschten Endproduktes beide Reaktionen
bendtigt werden und das Produkt der ersten enzymatischen Reaktion von der zweiten Re-
aktion als Substrat bendtigt wird. Daher leiteten sich auch die beiden Bezeichnungen fur

diesen Aufbau ab, da im Laufe der Gesamtreaktion die Cofaktorregeneration in einem
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geschlossenen Kreislauf selbstandig erfolgt und kein zusatzliches Cosubstrat ausschlief3-

lich fir die Regeneration bendtigt wird (Sperl und Sieber 2018; Hummel und Groger 2014).

1.3.4 Elektrochemische Regeneration

Die elektrochemische Regeneration wird als zukunftstrachtige Variante gesehen, da in
der Theorie nur der bendétigte Strom laufende Kosten verursacht, die Reaktion leicht zu
verfolgen ist und das Redox-Potential und somit die ablaufenden Reaktionen kontrollier-
bar ist (Sheldon 2007; Wichmann und Vasic-Racki 2005). Da die Elektronen direkt zur
Verflgung gestellt werden, wird kein Cosubstrat bendétigt und der damit zusammenhan-
gende E-Faktor fallt somit niedrig aus. Die elektrochemische Regeneration kann in drei
Methoden unterschieden werden, die in Abbildung 3 dargestellt sind, wobei die bendtig-
ten Protonen jeweils aus dem Elektrolyten stammen (Quinto et al. 2014). Die Untertei-
lung erfolgt in eine direkte-, indirekte- und enzymatisch gekoppelte Regenerationsme-
thode (Immanuel et al. 2020; Lee et al. 2021).

A o B)

/NAD /’Medlator (red.)
A X
KNADH \ Mediator (ox.) NADH

apoyje,

C .
apouyey)

[ Mediator (ox.) Enzym (red.)

C .
apouiey)

\>Mediator (red.)

Abbildung 3: Allgemeine Unterteilung der drei verschiedenen elektrochemischen Regenerationsver-

Enzym (ox.) NADH

fahren
A) direkte Regeneration; B) indirekte/ Mediator-gestitzte Regeneration; C) enzymgekoppelte, indirekte Re-

generation

Bei der direkten Regeneration (s. Abbildung 3, A)) werden die Elektronen direkt von der
Elektrodenoberflache auf das NAD* Ubertragen. Dabei werden sowohl blanke als auch auf
der Oberflache modifizierte Elektroden aus unterschiedlichsten Metallen oder Kohlenstoff-

verbindungen genutzt. Der grofde Vorteil von blanken, nicht modifizierten Elektroden stellt
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die leichte Anwendbarkeit zur Reduktion von NAD* dar. Es werden grundsatzlich aul3er
einer obligatorischen Elektrodenreinigung hierfur keine weitere Aufarbeitungsschritte be-
notigt, wenngleich sich in der Literatur bei Anwendung dieser Methode auch ein sehr breit
gefachertes Bild ergibt. Kupfer als Arbeitselektrodenmaterial wurde beispielsweise mit
54 % aktivem NADH bei einer Spannung von -1,1 Vagagc getestet (Barin et al. 2017). Kup-
fer- und Gold-Elektroden in Phosphatpuffer pH 7,0 ergaben als Fazit, dass Ausbeute und
Qualitat entgegengesetzt korrelieren (Damian et al. 2007). So konnten die h6chste Reduk-
tion von NAD* bei hohen Uberpotenzialen von -1,2 Vsce festgestellt werden, allerdings mit
dem jeweils niedrigsten Anteil an 1,4-NADH von 27,7 % fur die Goldelektrode und 51,8 %
fur Kupfer. Diese Anteile konnten bei -1,0 Vsce auf 75,2 % bzw. 70,9 % gesteigert werden,
wohingegen der Umsatz laut den angegebenen Absorptionswerten beim Kupfer um etwa
50 % und beim Gold um sogar etwa 90 % sank. Bei -1,1 Vsce wurde ein Anteil an aktivem
NADH an der Kupfer-Elektrode im selben Bereich wie bei Barin et al. angegeben. Mit
Glaskohlenstoff konnte auch ein Nichtmetall untersucht werden (Ali et al. 2011). In dieser
Publikation wurden nur Angaben zum 1,4-NADH-Anteil gemacht und entgegen der Be-
obachtung von Damian et. al stieg allerdings der Anteil mit einem héheren Uberpotential
auf bis zu 98 % bei -2,3 Vuse. Beim Test der Edelmetalle Gold und Platin bei -1,4 Vagagcl
bzw. -0,7 Vagagcl erfolgte das Resultat, dass Platin mit einem Anteil von etwa 50 % 1,4-
NADH NAD* reduzierte und das Gold bei dem gewahlten Potentialbereich keinerlei redu-
zierende Eigenschaften auf das NAD* ausUlbte (Baik et al. 1999). Titan gehdort wiederum
zu den Metallen, die ihre beste 1,4-NADH-Ausbeute bei niedrigen Uberpotentialen wie
96 % +/- 2,6 % bei -0,8 VnHE zeigen (Ali et al. 2014). Bei Cadmium ist es gegenlaufig, die
beste Ausbeute liegt also bei einem héheren Uberpotential von -1,5 Ve mit ebenfalls
hohen 93 % +/- 1,3 % (Ali et al. 2014). Bei den Metallen Cobalt und Nickel konnte dagegen
kein linearer Zusammenhang festgestellt werden. Cobalt zeigt eine 1,4-NADH Spitze bei
-0,9 Vnre mit einem ein Maximum von 82 % +/- 1,9 %. Fur Nickel wurde eine Art Plateau
zwischen -0,9 Vnke und -1,3 VnHe mit dem Maximum von 92 % bei -1,3 Vnre beschrieben
(Ali et al. 2014). Es zeigt sich somit, dass die direkte Regeneration neben dem grof3en
Vorteil des kostengunstigen Einsatzes allerdings auch einen Verlust des NAD zu enzyma-

tisch inaktiven Nebenprodukten mit sich bringt.

Eine Weiterentwicklung bildet die indirekte (katalysierte) Regeneration (s. Abbildung 3,
B)), bei der zum Senken des benétigten Uberpotenzials fiir den Elektroneniibertrag ein
Mediator zwischengeschalten wird. Dabei werden, analog zur chemischen Regeneration,
zum Teil unterschiedliche Rh-Komplexe verwendet (Ganesan et al. 2017). Zu den zuerst

verwendeten gehort ein [Rh(byp)s]**-Komplex in Kombination mit einer Graphit-Elektrode,
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wodurch das benétigte Uberpotenzial um 250 mV gesenkt und so die Entstehung von un-
erwlunschten Nebenprodukten verringert werden konnte (Wienkamp und Steckhan 1983).
Die Kombination aus Silizium-Nanokabeln als Elektrode mit Cp*Rh(byp) senkte die Bil-
dung inaktiver Produkte nochmals (Zhang et al. 2020). Die Rh-Katalysatoren dieser zwei-
ten Generation wiesen allerdings nur eine Umsatzrate von 113 Umsatzen in der Stunde
auf, wodurch eine Notwendigkeit zur fortfihrenden Entwicklung ersichtlich wird (Hilde-
brand et al. 2008). Weitere Varianten arbeiten mit anderen metallbasierenden Katalysato-
ren oder Elektroden wie unter anderem Eisen, Platin-Gold oder Indium und weiteren elekt-
roaktiven Substanzen wie Tetracyanoquinodimethan, Tetrathiafulvalen und Dimethyl-Fer-
rocen (Damian et al. 2007; Fukuzumi et al. 2008; Maenaka et al. 2012; Pandey et al. 1998).
Dies zeigt, dass die indirekte, elektrochemische Regeneration eigentlich auf der Grund-
lage der chemischen Katalyse aufbaut, die durch die elektrochemische Elektronenbereit-

stellung modifiziert wird.

Die letzte Ausbaustufe ist die enzymgekoppelte, indirekte, elektrochemische Regeneration
(s. Abbildung 3, C)), bei der das indirekte elektrochemische Redoxsystem zusatzlich mit
einem enzymatischen vereint wird. Verwendete Enzyme mussen fur diese Anwendung
dazu fahig sein, die beiden Elektronen einzeln vom Mediator zu empfangen und in nur
einem Schritt an das NAD* abzugeben (Steckhan 1994). Durch den enzymatischen Schritt
wird die Bildung von Nebenprodukten vermieden. Es werden Mediatoren mit einem gerin-
gen Molekulargewicht genutzt, die ein Elektron Ubertragen und dieses von der Kathode
zur aktiven Seite des Enzyms transportieren (Bus et al. 1976). Ein Beispiel hierfur ist das
Viologen, welches die drei Hauptoxidationsstufen V2* 2 V* 2 V0 aufweist (siehe Abbil-
dung 4). Der erste Reduktionsvorgang von V?* 2 V* ist hierbei sehr gut und haufig wie-
derholbar reversibel und wird daher gerne als Mediator zur Elektronenubertragung einge-
setzt (Bird und Kuhn 1981).

Viologen®

Abbildung 4: Reaktion der drei Viologen-Hauptoxidationsstufen
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Bei den Enzymen wiederum kommen beispielsweise Lipoamid-Dehydrogenasen (Diapho-
rasen), Enolat-Reduktasen oder sogenannte VAPOR-Enzyme (Viologen accepting pyri-
dine-nucleotide oxidoreductases) zur Anwendung (Dinh et al. 2016; Gunther et al. 1990;
Shaked et al. 1981; Thanos und Simon 1987). Erstmals erwahnt wurde eine elektro-
enzymatische Kombination zur NADH-Regeneration bereits im Jahr 1981, bei der die
Elektronen auf u.a. Methylviologen und mittels Lipoamidedehydrogenase auf NAD* Uber-
tragen wurden (Shaked et al. 1981). Eine der aktuell ausgereiftesten, enzymgekoppelten,
elektrochemischen Regenerationen kombiniert eine Diaphorase mit einer veranderten
Oberflache, um den Mediator Ethylcarboxyethylviologen daran anzulagern (Dinh et al.
2016). Dadurch ist im Vergleich zur Variante ohne Oberflachenanlagerung eine erhéhte
Umwandlung des NAD* mdglich. Die Probleme dieser Regenerationsmethode werden er-
neut hauptsachlich durch die verwendeten Mediatoren hervorgerufen, die eine komplexe
Synthese zur Herstellung bendtigen bzw. teuer in der Anschaffung sind und bei der Auf-
arbeitung Probleme hervorrufen konnen (Kim et al. 1999). Weiterhin ist die TTN noch zu

gering fur einen grol¥flachigen Einsatz.

1.4 Immobilisierung von NADH

Neben den zahlreichen Herausforderungen, die bei der Anwendung von NADH zu beach-
ten sind, stellt sich auch noch die Frage nach der einsetzbaren Menge. Wie bereits er-
wahnt, ist dieser Cofaktor hochpreisig und es wird versucht, durch moéglichst haufige Re-
generation mit hohen TTN die einzusetzende Menge so gering wie moglich zu halten.
Trotzdem wird eine gewisse Konzentration bendtigt, um die verwendeten Enzyme mog-
lichst gut mit dem Cofaktor zu sattigen und die Reaktion dadurch nur wenig bis gar nicht
zu limitieren. Daher wird beispielsweise versucht, das Reaktionsvolumen gering zu halten,
um gleichzeitig eine ausreichend hohe Konzentration bei einer mdglichst geringen einge-
setzten Menge zu verwenden. In diesem Fall kommen haufig Reaktionen im Fluss zum
Einsatz. Dabei muss versucht werden, die wertvollen Reaktionsteilnehmer in dem Reakti-
onsgefald festzuhalten. Fur die eingesetzten Enzyme werden zahlreiche unterschied-
lichste Methoden erforscht, die an die jeweiligen Gegebenheiten individuell angepasst
werden konnen. So kdnnen Enzyme unter anderem durch nicht-kovalente Adsorption und
kovalente Anhange, Verbindung untereinander oder unterschiedlichste Affinitats-Tags da-
ran gehindert werden, sich im gesamten System zu verteilen (Ravindran und Jaiswal 2019;
Brady und Jordaan 2009).
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Bei so einer Reaktion mit Oxidoreduktasen mussen allerdings nicht nur die Enzyme im-
mobilisiert werden, auch der ggf. nétige Cofaktor, der normalerweise frei in der Losung
vorliegt, muss an der Verteilung im kompletten Reaktionsansatz gehindert werden. Vor-
teilhaft ist, dass es sich hierbei um strukturell und funktionell bekannte Substanzen han-
delt. Diese haben ihre fixe Aufgabe, die allerdings im Zusammenspiel mit dem Enzym
stattfindet und die Cofaktoren hierfur spezielle Bindepositionen innerhalb des Enzyms be-
setzen mussen. Eine Anderung der Grole oder des Aussehens des Cofaktors kann somit
auch sehr leicht zur dessen Inaktivierung fihren. Daher sind die Moglichkeiten zur Immo-
bilisierung des NAD deutlich eingeschrankt. So stehen beispielsweise Varianten wie die
Komplexierung mit Sepharose, der Einschluss in Fibroinmembranen, die kovalente Bin-
dung an Polystyrol-Nanopartikel oder die VergroRerung des NAD durch wasserldsliche
Polymere wie unter anderem Polyethylenglycol (PEG) zur Auswahl (Bickmann et al. 1981;
Gestrelius et al. 1975; Yoshimura et al. 1988; Stengelin und Patel 2000).

Bei PEG-NADH handelt es sich um ein wasserldsliches, hochmolekulares Polyethylengly-
col-N6-(2-Aminoethyl)-NADH, welches sich auf Grund der linearen, definierten Gré3e bei
nur zwei gut erreichbaren terminalen Enden fir die Verwendung mit Enzymen gut eignet
(Buckmann et al. 1981; Wichmann und Vasic-Racki 2005). Die Nutzung dieser modifizier-
ten NAD-Variante in Kombination mit der CbFDH zeigt keine signifikanten Unterschiede
zum nicht modifizierten Cofaktor (Wichmann et al. 2000). Zur praktischen Einsatz bei der
Produktgenerierung kam PEG-NADH in einem Enzym-Membran-Reaktor fur einen Lang-
zeitversuch, bei dem insgesamt bei einem Fluss von 2 mL/h eine NADH-Aktivitat Uber
28 Tage feststellbar war, was einer Inaktivierungsrate von 16,8 % pro Tag entsprach
(Wichmann et al. 2000; Steckhan et al. 1990). Des Weiteren wurde ein kontinuierliches
Flusssystem zur Produktion von L-Leucin mit der Regeneration mittels FDH entwickelt,
das mit fuinfmaligem Zudosieren von frischem PEG-NADH uber 90 Tage lief (Kragl et al.
1996). Fir den Einsatz mit der ReADH wiederum gab es bisher nur theoretische Uberle-

gungen (Kruse et al. 1996).

Eine weitere Variante ist die direkte Bindung des NAD an das Enzym mit PEG als Linker
zwischen den beiden Enzymen. Mit diesem Konzept werden aktuell verschiedene Metho-
den entwickelt, um alle katalytischen Reaktionsteilnehmer miteinander zu kombinieren
und dadurch eine Art ,Nanomaschine® zu bilden. So wurde die FDH dahingehend genutzt,
um eine Biokonjugation aus dem enzymatischen Cystein und mit Maleimid funktionalisier-
ten PEG-NADH zu bilden und so das NADH freischwingend an die FDH zu binden (Ozba-
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kir und Banta 2018). Das produktgenerierende Enzym Malatoxidoreduktase wurde wiede-
rum mit Hilfe eines spy-catcher-Moduls an den FDH-PEG-NADH-Komplex gebunden, so
dass alles zusammenhing und das gewunschte Endprodukt Malat generiert werden
konnte (Ozbakir und Banta 2018). Eine andere Variante ist die Bildung eines Fusionspro-
teins, bei dem das produktgenerierende Enzym mittels Linker kovalent an das fur die Re-
generation zustandige Enzym gebunden wird (Hartley et al. 2019). Erneut kam PEG-
NADH zur Anwendung, welches wiederum mit Maleimid modifiziert war und so an die in
der Linker-Region enthaltenen Cysteine zwischen den beiden Enzymen gebunden werden
konnte. Diese Reaktionskomplexe Uberzeugen als kompakte Gebilde, die alle fur die ka-
talytische Reaktion notwendigen Beteiligten enthalten. Allerdings sind diese Gebilde auch
hochangepasste Konstrukte, sodass fur jede gewinschte Reaktion der Aufbau und das
Zusammenspiel zwischen den angedachten Enzymen, dem Regenerationssystem und
dem schwingenden Cofaktor vollstandig neu verstanden und aufgebaut werden muss und

die Entwicklung somit duRerst aufwendig ist.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Der heutige Wandel zu einer nachhaltigen Lebensweise betrifft auch die Synthese von
Chemikalien. Daher besteht das Bestreben, die hierbei angewendeten Verfahren hin zu
griunen Methoden mit milden Bedingungen zu verandern. Aus diesem Grund stehen En-
zyme stark im Fokus, die bereits in vivo vielfaltige Reaktionsmoglichkeiten darstellen kon-
nen. Eine wichtige Gruppe stellen hierbei die Oxidoreduktasen dar, die aktuell allerdings
noch nicht zu den Standardenzymen fur die industrielle Anwendung gehdéren. Ein Grund
hierfur liegt in den je nach Reaktionstyp teilweise bendtigten Cofaktoren, die einen erheb-

lichen Kostenfaktor darstellen konnen.

Geht es bei enzymatisch katalysierten Redox-Reaktionen um den formalen Ubertrag von
Hydriden, so ist NAD der zentrale Cofaktor. Die Anwendung dieses Cofaktors gestaltet
sich sehr unterschiedlich und muss fur jede Gegebenheit individuell angepasst werden.
Im gro3en bzw. industriellen Mal3stab wird die Verwendung ausschlief3lich in Kombination
mit einer Regenerierung des Cofaktors durchgefuhrt, was auch auf die extremen Kosten
fur einen stochiometrischen Einsatz zuruckzufuhren ist. FUr die Regeneration gibt es
grundsatzlich zahllose beschriebene Varianten, in der Praxis findet jedoch nur eine Hand

voll derer tatsachlich systemische Anwendung.

Daher liegt die Zielsetzung dieser Promotionsarbeit darin, verschiedene NADH Regene-
rationsverfahren zu entwickeln, an die jeweilige Hauptreaktion anzupassen und die Nutz-
barkeit somit zu beurteilen. Dabei sollen auch Methoden aus unterschiedlichen Bereichen
zum Einsatz kommen, wobei der Fokus auf den Themengebieten der enzymatischen und

elektrochemischen Regeneration liegen wird.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Tabelle 2: Liste der wichtigsten Chemikalien, deren Anbieter und Best. Nr.

Chemikalie Anbieter Best. Nr.
(-)-Borneol 97 % Sigma Aldrich 139114-100G
(1R)-(+)-Campher 98 % Sigma Aldrich 857300-100G
(1S)-(-)-Campher 98 % Sigma Aldrich 279676-5G
1-(p-Tolyl)ethanol TCI Deutschland GmbH M0448

2-Keto-3-Deoxygluconat

4-Methylacetophenon 95 %
AS-Standard

Ammoniumsulfat

Borat Puffer 1 M

D/L-Campher
D/L-Glyceraldehyd

D/L-Glycerat
di-Kaliumhydrogenphosphat 99 %
DMSO Rotipure > 99,8 %
Hefeextrakt

Helium 5.0

HEPES

Hexan, Reagent Plus > 99 %
Hydroxypyruvat

Isoborneol
Kaliumdihydrogenphosphat 99 %
Kanamycin

L-Norvalin

Methylisobutylketon
Monofunktionales PEG Succina-
midsaure, 20 kD

MOPS

CBR

Acros Organics
Dr. Maisch GmbH
AppliChem GmbH
Dr. Maisch GmbH
VWR International
Sigma-Aldrich
TCI Deutschland GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Westfalen AG
Carl Roth GmbH
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
VWR International
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Dr. Maisch GmbH
Sigma Aldrich
Otto Nordwald

Carl Roth GmbH

Eigenproduktion nach
(Carsten et al. 2015)
10636902
9000001
A1032,5000
4041901
A10936.22
A2153
D0602
P749.3
4720.1
2363.5
A06740150
HM78.3
139386-500
6367
B20632.14
3904.3
T832.3
9000101
293261-1L
PSB-2135

6979.4
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NAD* (freie Saure) Roche 10210230
NADH VWR International J61638.06
Carl Roth GmbH AE12.2
Natrium Formiat Merck KGaA 1.06443.0500
Nickelsulfat Hexahydrat Merck KGaA 1.06727
OPA/3-MPA Reagenz Dr. Maisch GmbH 9800600
Pyruvat Carl Roth GmbH 8793.1
Synthetische Luft Westfalen AG A09110150
TRIS-Base Carl Roth GmbH AE15.2
Trypton/Pepton aus Casein Carl Roth GmbH 8952.5
Wasserstoff 5.0 Westfalen AG A09540150
2.2 Gerate
Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerate
Geratebezeichnung Hersteller

Autoklav
Bioreaktor fur die Koppelung

Elektro - Biochemie

GC-Anlage mit
Autosampler
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C
Gefriertrocknungsanlage
Gel-Dokumentationssystem
GielR3kammer fur SDS-Gele

Heizschrank
HPLC- Anlage mit
Entgaser

Pumpen

Varioklav S135
Lésungsmittelbestandige
Ruhrzelle mit Filtrationsein-
heit fur 47 mm Filter
GC-2010 plus

AOC-20i

G5126

Forma 900 series

Alpha2-4 LD plus

Gel iX Imager

Mini-Protean® 3Multi-Casting
Chamber

Function line T12
UltiMate-3000 HPLC-System
SRD 3400

HPG 3400RS

Thermo Scientific™
Millipore SAS

Shimadzu Corporation

Liebherr Hausgerate
GmbH

Thermo Scientific™
Martin Christ GmbH
Intas Science GmbH
Bio-Rad Laboratories
GmbH

Thermo Scientific™

Thermo Scientific™
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Autosampler

Saulenofen

Detektor
Inkubatorschuttler
Inkubatorschuttler
Inkubatorschuttler
Inkubatorschuttler
Laufkammer fur SDS-Gele

Magnetrihrer

Magnetruhrer mit
Multireaktionssystem

NMR

pH Meter (tragbar)

pH-Meter mit

Elektrode

Pipetten

Potentiostat Materialscree-
ning

Proteinreinigung mit
Fraktionssammler

Pumpe mit

Pumpenkopf
Reinstwasser-Aufbereitungs-
anlage

Spannungsgeber fur SDS-
Gele

Spektralphotometer (tragbar)

Spektralphotometer fur
Mikrotiterplatten
Spektralphotometer fur
Mikrotiterplatten
Spektralphotometer fur
Mikrotiterplatten

WPS 3000TRS

TCC 3000RS

DAD 3000RS

KS4000 ic control

Innova 44 Shaker

Multitron Standard
Schuttler TH15
Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Variomag Telesystem
MR 3001 K

StarFish

JOEL ECS 400

pH 100

Five Easy

InLab® Expert pro
Transferpetten
Autolab

AktaTM pure 25L
Fraction collector F9-L
Masterflex L/S

easy load Model 7518-00
Milli-Q® Reference
PowerPAC™ Basic
Ultraspec 10

Epoch 2

Multiskan Spektrum

Varioscan Flash

IKA Labortechnik

New Brunswick

Inforc HP

Edmund Buhler GmbH
Bio-Rad Laboratories
GmbH

Thermo Scientific™

Heidolph Instruments

Joel Ltd.
VWR International
Mettler-Toledo GmbH

Brand GmbH & Co KG
Deutsche Metrohm
GmbH & Co. KG

GE Healthcare

Cole Parma GmbH

Millipore SAS

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Amersham
Biosciences GmbH
BioTek Instruments,
Inc.

Thermo Scientific™

Thermo Scientific™
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Spektralphotometer fur Nano-
anwendungen

Sterilwerkbank
Sterilwerkbank

Thermoblock

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge

Vortex

Vortex

Waage
Waage
Waage

Wasserbad

Zentrifuge
Zentrifuge mit

wechselbaren Rotoren

Nanophotometer P-330

MSC-Advantage
Hera safe

Thermo Mixer C
Pico 17 centrifuge
Hereaus Fresco 21
Vortex Genie 2

Disruptor Genie Digital

TE1502S
TE6101

Entris 224i-1S
CC1

Rotana 460R
Sorval RC 6+
Rotor SS-34

Rotor F9S-4x1000y

Implen GmbH

Thermo Scientific™
Heraeus Industries
Eppendorf AG
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Scientific Industries
Inc
Scientific Industries
Inc
Sartorius AG
Sartorius AG
Sartorius AG
Huber Kaltemaschi-
nenbau AG
Hettich

Thermo Scientific™

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Liste mit ausgewahlten Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Verwendung

Ag/AgCl-Referenzelektrode
(Lange 12,5 cm)

Bio-One™ PP 96-Well F-bot-
tom Microplate

Leakless Mini Ag/AgCl Refe-
renzeelektrode

Masterflex Pumpenschlauch
LS13, Norprene

Metrohm AG
Greiner Bio-One
GmbH

Mengel Engineering

Masterflex SE

Referenzelektrode

Mikrotiterplatten

Minireferenzelektrode

Schlauch fur die Koppelung
Elektro - Biochemie
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Membranfilter 0,2 ym regene-
rierte Cellulose

PTV Liner mit Glaswolle, pre-
mium deact. fur Thermo GC
Septa, Thermolite, Shimadzu
plug

Sterilfilter Cellusoseacetat,
500 uL; 10 kDa
Ultrafiltrationsmembranen, Ty
PBGC, 10.000 NMGG, Bioma

Sartorius AG
Restek GmbH
Restek GmbH
VWR International
GmbH

p Millipore SAS

X

Sterilfiltration von Puffer

GC Liner

GC Septe

Filtration von Analytikproben

Bioreaktor Filter

Vivaspin 20, 10 kDa Sartorius AG Konzentrierung von Protein-
ldsungen
Vivaspin 20, 3 kDa Sartorius AG Konzentrierung von PEG-
NADH
2.4 Saulen
Tabelle 5: Liste mit den verwendeten Saulen
Saule Hersteller Verwendung
Gromsil OPA-3 Dr. Maisch GmbH HPLC Saule — AS Analytik

HiPrep 26/10

HisTrap™ FF crude 5 mL
Saulen

MEGA-DEX-DAC 25 m,
0,25 mm ID, 0,25 pym df
PD 10 Desalting Columns
(Sephadex G-25)
Stabilwax 30 m,

0,25 mm ID, 0,25 pym df
Superdex 75 10/300 In-

crease

GE Healthcare
GE Healthcare

MEGA

GE Healthcare

Restek GmbH

GE Healthcare

Akta- Entsalzungsséule

Saulen zur His-tag Reinigung mit-
tels AktaTM pure

GC Saule — Campher Methode

Hand- Entsalzungssaule
GC Saule — Acetophenon Me-

thode
Analytische Gelfitration
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2.5 Elektrochemie Materialien

Tabelle 6: Liste der fur das Materialscreening verwendeten Materialien

Material Anbieter Best. Nr.
Blei Aug. Hedinger GmbH & Co. KG 834 K
Eisen Aug. Hedinger GmbH & Co. KG 834 K
Glassy Carbon Deutsche Metrohm GmbH & Co. KG 6.1248.040
Gold 99,99 % Evochem Advanced Materials GmbH Au-00007
Indium 99,99 % Evochem Advanced Materials GmbH In-00013
Kupfer 99,9 % Advent Research Materials Ltd CU130839

Molybdén 99,95 %
Nickel 99+ %

Palladium 99,95
Platin 99,99 %

Silber
Titan 99,5 %
Wolfram 99,96 %

Zink 99,99 %
Zinn 99,95 %

Evochem Advanced Materials GmbH
MaTeck Material-Technologie & Kristalle
GmbH

Evochem Advanced Materials GmbH
MaTeck Material-Technologie & Kristalle
GmbH

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG
ThermoFisher GmbH

MaTeck Material-Technologie & Kristalle
GmbH

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG

Advent Research Materials Ltd

Mo-00004150x150
902663

Pd-00013
009344

834 K
10385
009482

ZN564311
SN552911

2.6 Software

Tabelle 7: Liste mit den fur die Bedienung oder Auswertung verwendeten Software

Software Version Hersteller Verwendungsbereich
ChemSketch 2020.1.2 ACDLabs Erstellung Strukturfor-
meln
Chromeleon™ 6.80 Thermo Scientific™ Bedienung HPLC
Clonemanager 9 Professional Scientific & Educatio-  Verwaltung Gense-
Edition nal Software quenzen
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GCsolution Analy- 2.42.00 Shimadzu Bedienung GC
sis
Genb5 2.09 BioTek Steuerung Photometer
Epoch2

Nova 1.11und 2.1.2 Metrohm Bedienung Potentiostat
Scanlt RE forVa- 2.4.3 Thermo Electron Cor-  Bedienung Varioscan &
rioscan poration Multiskan Photometer
SigmaPlot 13 Systat Software GmbH Erstellung Graphiken
Unicorn 5.11 GE Life Science Bedienung Akta

2.7 Kits

Tabelle 8: Liste der verwendeten Kits
Kit-Name Hersteller Anwendungsbe- Best. Nr.

reich

GeneJET™ Plas-
mid Miniprep Kit
Roti®-Quant

Thermo Fischer Sci-

entific

Carl Roth GmbH

miden

onsbestimmung

Isolierung von Plas-

Proteinkonzentrati-

K0503

K015.1

2.8 Nahrmedien

Die verwendeten Nahrmedien wurden bei 121 °C fur 20 min autoklaviert und vor Verwen-

dung gemischt. Die in Tabelle 10 aufgefuhrten Antibiotika-Stammlésungen wurden als

kurz vor Verwendung in dem Verhaltnis 1:1000 zugegeben.

Tabelle 9: Liste der Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien

Medium Inhaltsstoffe c/L
LB-Agar (pH 7,0) Trypton 1049
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10¢g
Agar-Agar 15¢
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LB-Medium (pH 7,0) Trypton 1049
Hefeextrakt 59
NaCl 10¢g

Tabelle 10: Liste der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum CStammlsg [mgImL] Cverwendet [}.lg/mL]
Kanamycin 100 100
Kanamycin 30 30

2.9 Puffer

Alle in Tabelle 11 aufgefuhrten Puffer wurden mit Milli-Q-Wasser hergestellt. Die Puffer
wurden ggf. mit Milli-Q-Wasser auf die beim jeweiligen Versuch angegebenen Konzentra-
tion verdunnt. Wenn nicht anders angegeben, bezieht sich die pH Angabe auf RT. Im Falle
vom Phosphat-Puffer wurden die angegebenen Bestandteile einzeln hergestellt und der
pH-Wert durch Mischung dieser in unterschiedlichen Verhaltnissen eingestellt. Der pH-
Wert bei anderen Puffern wurde durch Zugabe von Natriumhydroxid oder Salzsaure ein-

gestellt.

Tabelle 11: Liste der verwendeten Puffer

Puffer Inhaltsstoffe Konzentration pH-Werte
Bindungspuffer Kaliumdihydrogenphosphat 100 mM 6,0; 7,5
(KP») Dikaliumhydrogenphosphat

Natriumchlorid 150 mM

Imidazol 20 mM
Bindungspuffer TRIS-Base 50 mM 7,5
(TRIS) Natriumchlorid 500 mM

Imidazol 20 mM
Boratpuffer Borsaure 1000 mM 10,7
Elutionspuffer TRIS-Base 50 mM 7,5
(TRIS) Natriumchlorid 500 mM

Imidazol 500 mM
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Elutionsspuffer
(KP))

HEPES

Kaliumphos-
phat Puffer
(KP)
Kaliumphos-
phat Puffer
(KPy)

MOPS

NP; A

NP; B

Phosphat-Citrat
Puffer nach

Mc llvaine
TRIS-HCI

Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

Imidazol
N-(2-Hydroxyethyl)-pipera-
zin-N'-(2-ethansulfonsaure)
Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat

Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat

3-Morpholino-propansulfon-
saure
Natriumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Acetonitril
Natriumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Acetonitril
Dinatriumhydrogenphosphat

Citronenséaure

Tris(hydroxymethyl)amino-

methan

100 mM

150 mM
500 mM
500 mM

100 mM

500 mM

500 mM

12,5 mM

12,5 mM

3 % (vIv)
12,5 mM

12,5 mM
50 % (v/v)
200 mM

100 mM

500 mM

6,0; 7,5

6,5;7,0;7,5; 8,0;
8,5
7,4;:7,5; 8,0

6,0; 6,5; 7,0; 7,5;

8,0

6,5;7,0;7,5;8,0

7,2

7,2

5,0; 5,6; 6,0

7,0;7,5;8,0; 8,5
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2.10 Mikroorganismen

Tabelle 12: Liste der verwendeten Mikroorganismen

Spezies

Stamm

Relevanter Genotyp

Escherichia coli

Escherichia coli

NEB Turbo Competent

BL21(DE3)

F" proA+ B+ laclq A lacZ
M15/ fhuA2 A(lac-proAB)
ginV gal R(zgb-
210::Tn10)TetS endA1 thi-
1 A(hsdS-mcrB)5

fhuA2 [lon] ompT gal (A
DE3) [decm] AhsdS A DE3 =
A sBamHlo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7
gene1) i21 Anin5

2.11Enzyme

Tabelle 13: Liste der verwendeten Enzyme

Enzym Ursprungsorganismus Anbieter Chargen-
nummer

AfAlaDH Archaeoglobus fulgidus Eigenproduktion

CbFDH wt Candida boidinii Megazyme Lot 180710b

CbFDH_C23S/C262A  Candida boidinii Eigenproduktion

LDH Isoliert aus Schweineherz  Roth 153199333,
017252576

MjAIDH Methanocaldococcus jan- Eigenproduktion

naschii

PpBDH_S146A/Y188T Pseudomonas putida Eigenproduktion

PtKDGA Picrophilus torridus Eigenproduktion

ReADH Rhodococcus erythropolis  Eigenproduktion

TIGR Thermococcus litorialis Eigenproduktion
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2.12Plasmide

Tabelle 14: Liste der verwendeten Plasmide

CBRin- Resistenz  Vektor + Insert/ Funktion Herkunft

terne Nr.

P_708 Kanamycin pET24a-Leervektor CBR

P_709 Kanamycin pET24a_TIGR CBR (Begander et al. 2021)

P_818 Kanamycin pET24a_PtKDGA CBR (Gmelch et al. 2019)

P_931 Kanamycin pET24a_AfAlaDH CBR (Gmelch et al. 2019)

P_1021 Kanamycin pET28a_MjAIDH CBR (Gmelch et al. 2019)

P_1642 Kanamycin pET28a_PpBDH_S146A/ FhG-SR (Hofer et al. 2021)

Y188T

P_1691 Kanamycin pET24a_ReADH ATG:biosynthetics GmbH, mittels
Ndel und Xhol in pET24a kloniert

P_1710 Kanamycin pET28a_CbFDH_C23S/ ATG:biosynthetics GmbH, mittels

C262A

Ncol und Xhol in pET28a kloniert

2.13Trennsysteme

Tabelle 15: Liste der verwendeten Gel-Trennsysteme und Farbel6sungen.

Inhaltsstoffe

Konzentration

Protein-Farbelosung

SDS-Sammelgel

SDS-Trenngel

Coomassie G250

HCI
Acrylamid
Tris-HCI
SDS

APS
TEMED
Acrylamid
Tris-Base
SDS

APS
TEMED

87 mg/L
3 mL/L
5,0 %
4,5 %
0,1 %
0,1 %
0,1 %

12,0 %
1,0 %
0,1 %
0,1 %
0,1%
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3 Methoden

Die hier aufgefuhrten Methoden wurden teilweise aus der Standardmethodensammlung

des Lehrstuhls fur Chemie Biogener Rohstoffe Ubernommen.

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Vorbereitung von Geraten und Lésungen

Glaswaren wurden zur Sterilisation vier Stunden bei 200 °C ausgebacken. Medien und
hitzestabile Losungen wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert, wahrend hitzelabile Losun-

gen mit Hilfe eines Spritzenfilters (0,22 um Porengrof3e) steril filtriert wurden.

3.1.2 Bestimmung der optischen Dichte von E. coli Zellsuspensionen

Die optische Dichte (ODsoo) von E. coli Kulturen wurde bei 600 nm in Kivetten bestimmt.

Vermessen wurden dabei 1 ml Zellsuspension in der jeweils geeigneten Verdinnung.

3.1.3 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Als Vorkultur wurde eine Ubernachtkultur von E. coli Turbo in LB-Medium bei 37 °C/
170 rpm angesetzt. Am darauffolgenden Tag fand das Animpfen von 500 mL LB-Medium
auf etwa ODeoo von 0,1 in einem 1L Schikanekolben statt und eine Inkubation bei
37 °C/ 150 rpm bis zu einer ODegoo von 0,5 — 0,6. Die Kultur kam anschlief3end fiir 20 min
zur Abklhlung auf Eis und erfuhr daraufhin eine Zentrifugation fur 15 min/ 4 °C/ 4000 rpm.
Das Zellpellet wurde mit 50 mL eiskalter CaCl>-Lsg 50 mM resuspendiert und fur 1,5 h
unter regelmaligem Schwenken ohne Lufteintrag auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte
ein erneutes Zentrifugieren bei 4 °C/ 15 min/ 4000 rpm und ein Resuspendieren des Pel-
lets in 10 mL eiskalter Lésung aus 85 % CaClz-Lsg (50 mM) und 15 % Glycerin (v/v). Nach
einer Lagerung auf Eis fur eine Stunde unter gelegentlichem Schwenken ohne Lufteintrag
wurden die Zellen zu je 100 L in Mikroreaktionsgefal3e aliquotiert, in flussigen Stickstoff

eingefroren und bei — 80 °C gelagert.
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Zur Bestimmung der Transformationseffizienz (Te) wurde ein Aliquot der kompetenten Zel-
len mit 1 ng Plasmid-DNA transformiert (s. Kapitel 3.1.4). Nach der Regenerationsphase
von 60 min/ 37 °C wurden je 100 L einer Verdinnungsreihe auf Selektivagar ausplattiert
und U. N. bei 37 °C inkubiert. Die Transformationseffizienz wurde nach folgender Formel

2 berechnet.

Ngolonien X f

’1E
MpNa

Formel 2: Berechnung der Transformationseffizienz.
Te: Transformationseffizient (Kolonien pro ug DNA)
NKolonien: Anzahl der Kolonien auf eine Platte

f: Verdunnungsfaktor auf 1 mL

MDNA: eingesetzte DNA-Menge in ug

3.1.4 Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Ein Aliquot der jeweiligen kompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 uL des far
die Transformation gewunschten Plasmides versetzt und fur etwa 30 min auf Eis gelagert.
Nach einem Hitzeschock bei 42 °C flr 45 sec wurden 900 pL LB-Medium hinzugeftigt und
es fand eine Regenerationsphase bei 60 min/ 37 °C/ 180 rpm statt. Fir den Erhalt von
Einzelkolonien wurden die Zellen auf LB-Agar mit dem zugehoérigen Antibiotikum ausplat-
tiert und . N. bei 37 °C inkubiert.

3.1.5 Kultivierung

Bei der Bearbeitung von z. B. durch eine Transformation veranderten Mikroorganismen
richtete sich die Auswahl des wahrend der gesamten Kultivierung zugesetzten Antibioti-

kums nach der im Plasmid enthaltenen Resistenz (s. Tabelle 13).

FUr den Erhalt einer FlUssigkultur/ Vorkultur des jeweiligen Mikroorganismus wurde eine
einzelne Kolonie von der Agarplatte enthommen, LB-Medium inklusive des geeigneten
Antibiotikums beimpft und 0. N./ 37 °C/ 120 - 150 rpm im Schuttelinkubator inkubiert.
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3.1.6 Heterologe Enzym-Expression

Nach der erfolgreichen Transformation von E. coli BL21(DE3) und dem Erstellen der Vor-
kultur (s. Kapitel 3.1.5), wurde aus dieser Flussigkultur die Hauptkultur im Medium LB +
Antibiotikum durch Animpfen mit ca. ODsoo 0,1 hergestellt. Bis zu einer ODggo von 0,5 - 0,6
erfolgte das Wachstum bei 37 °C/ 90 rpm. Die Induktion erfolgte durch 1 mM IPTG in der
Endkonzentration, worauf sich die Inkubation bei 4. N./ 16 °C/ 90 rpm anschloss. Nach
Ende des Wachstums ging man dazu uber, die Kulturen bei 10 min/ RT/ 3000 g zu zentri-
fugieren und das entstandene Zellpellet entweder direkt weiter zu verwenden oder

bei -20 °C einzufrieren.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fur die Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli-Turbo wurde das Gene-
JET™ Plasmid Miniprep Kit verwendet. Die Isolierung erfolgte jeweils nach Herstelleran-
gaben, wobei 5 mL einer frischen . N. Kultur verwendet wurden. Die DNA wurde abwei-
chend mit 40 - 50 pyL ddH2O eluiert. AnschlieRend wurde die Plasmidpraparation bei
-20 °C gelagert.

3.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA-LOsungen wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz entspricht eine Extinktion von
1,0 bei 260 nm und einer Schichtdicke von d =1 cm einer dsDNA-Konzentration von
50 pg/mL. Eine DNA-L6sung gilt als rein, wenn sie keine Extinktion oberhalb von 300 nm

und einen Quotienten aus A,¢,/A4,5, VOn mindestens 1,8 aufweist.

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford Assay ,Rotiquant® ver-
wendet. Die Durchfuhrung erfolge nach den Herstellerangaben, Kapitel ,Proteinbestim-

mung in Mikrotiterplatten®. Fur die Kalibrierung wurde Rinderserumalbumin verwendet, die
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zu bestimmenden Proben wurden entsprechend mit ddH2O verdinnt. Die Absorptions-

messung erfolgte mittels Plattenphotometer bei einer Wellenlange von 595 nm.

3.3.2 Proteinreinigung

3.3.2.1 Zellaufschluss mittels Ultraschalles
Die Zellen aus Expressionskulturen wurden in einem Verhaltnis von 1:20 (w/v) in Binde-

puffer resuspendiert und im Eisbad mittels Ultraschall bei 75 % Amplitude, 0,5 ms Puls/
0,5 ms Pause zwei mal funf Minuten aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss wurden
Zelltriummer und unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 45 min/ 4 °C/ 14.000 g
abgetrennt. Aus dem Uberstand wurden im Anschluss die Proteine mit einem Hiss-Tag

uber Metallchelat-Affinitatschromatographie gereinigt.

3.3.2.2 Metalichelat-Affinitatschromatographie
Die Metallchelat-Affinitatschromatographie wurde mit HisTrap™ FF Saulen durchgefihrt.

Diese Saulen sind mit Sepharose 6 Fast Flow befullt. Die Elution der gebundenen Proteine
erfolgt durch die Anlegung eines Imidazolgradienten, wodurch die strukturell ahnlichen
Imidazolmolekule mit den Histidinseitenketten des Proteins um die Bindestellen an der

Saule konkurrieren und diese somit vom Saulenmaterial verdrangen.

Als Puffer wurden die in Tabelle 11 aufgefuhrten Binde- und Elutionspuffer verwendet. Bei
diesen fand direkt vor der Anwendung eine Sterilfiltration statt. Die Reinigung wurde an

der Chromatographie-Anlage AKTA™ pure 25L mit folgender Methode durchgefiihrt:

Flussrate: 5 mL/ min

Aquilibrierung: 3 CV Bindepuffer

Beladen: I6slicher Anteil des Zelllysats, filtriert durch einen 0,2 uM Spritzenfilter,
vorbereitet nach Kapitel 3.3.2.1

Waschen: 10 CV Bindepuffer

Elution: 10 CV Gradient 0 %-100 % Elutionspuffer

Es wurden 1 mL Fraktionen Uber den Franktionssammler F9-C gesammelt.

Reinigung der Saule: 5 CV 100 % Elutionspuffer

Spulen und Lagerung der Saule: 5 CV ddH20; 3 CV 20 % Ethanol

Die Elution der Proteine wurde durch eine online-Messung der Extinktion bei 280 nm Uber-
wacht. Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereinigt und Uber eine HiPrep
26/10 Desalting-Saule umgepuffert (s. Kapitel 3.3.2.3).
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3.3.2.3 GroRenausschlusschromatographie von Proteinlésungen
Zum schnellen Austausch von Puffersubstanzen und Salzen wurde die Grof3enaus-

schlusssaule HiPrep 26/10 Desalting verwendet. In der Regel wurde mit folgender Me-

thode entsalzt bzw. der Puffer ausgetauscht:

Flussrate: 5—-7,5mL/ min

Aquilibrierung: 2 CV Austauschpuffer

Beladen: 15 mL Proteinlésung
Elution: 2 CV Austauschpuffer; mit manueller Fraktionierung anhand des Chro-
matogramms

Reinigung der Saule: 2 CV Austauschpuffer
Spulen und Lagerung der Saule: 2 CV ddH20, 2 CV 20 % Ethanol

Zur Durchfuhrung der manuellen Fraktionierung wurde die Extinktion bei 280 nm gemes-
sen. Die gereinigten Proteinldsungen wurden in flussigen Stickstoff eingetropft und als

gefrorene Kugelchen bei -80 °C gelagert.

3.3.2.4 Konzentrieren von Proteinlésungen
Bei Bedarf wurden die Proteinlésungen mit Hilfe von ,Vivaspin Zentrifugationsfilter” durch

Ultrafiltration bei 4 °C/ 3000 g bis zum gewlinschten Volumen konzentriert. Die Zentrifu-
gation wurde alle 10 min unterbrochen und die Enzymlésung mittels Pipettierens homoge-
nisieren. Die Dauer der Zentrifugation hing von der Ausgangskonzentration und dem Aus-

gangsvolumen sowie von der gewunschten Endkonzentration der Proteinldsung ab.

3.3.2.5 Puffertausch bei Enzymlésungen
Um im kleinen Malstab bei gereinigten Enzymlosungen den Puffer zu tauschen, wurden

PD-10 Entsalzungshandsaulen verwendet. Diese wurden mit dem jeweils neuen Puffer
mit drei Saulenvolumen equilibriert und mit 2,5 mL der umzupuffernden Enzymldsung ver-
setzt. AnschlieRend wurde die Saule mit 3,5 mL des neuen Puffers gewaschen und dieser

Durchfluss aufgefangen.
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3.3.2.6 SDS-Gelelektrophorese
Die Proben wurden mit Ladepuffer 2,5x versetzt und flr 10 min bei 95 °C erhitzt. Das

12 %ige SDS-Polyacrylamidgel wurde mit SDS-Laufpuffer in die Laufkammer eingebaut
und mit den Proben (Volumen ca. 10 - 20 uL) beladen. Die Auftrennung erfolgte bei
45 mA/Gel mit maximaler Spannung fur etwa 50 min, bis der enthaltene Farbstoff das
Ende des Gels erreicht hat. Fur das Farben der entstandenen Banden wurde das Gel in
Coomassie Blau G250 Losung gelegt, fur ca. 4 min in der Mikrowelle zum Kochen ge-
bracht und anschlieend in ddH>O gelagert. Fur eine ggf. nétige Entfarbung diente die
Lagerung u. N. in ddH20. Die Dokumentation und Auswertung der erhaltenen Banden er-

folgte mittels Durchlicht Uber das vorhandene Geldokumentationssystem.

3.3.2.7 Kaskadenaufbau fir die Produktion von Aminosauren
Im Allgemeinen enthielten die unterschiedlichen AS-Kaskaden zu Beginn 5 mM NAD*,

25 mM KDG, 150 mM Ammoniumsulfat, KPi-Puffer 100 mM pH 8,0 und, wenn nicht an-
ders beschrieben, jedes der beteiligten Enzyme (PtKDGA, TIGR, MjAIDH und AlAlaDH)
mit 0,5 U Aktivitat. Das KDG wurde mittels SsDHAD nach vorhandenen Vorschriften aus
Gluconat hergestellt (Carsten et al. 2015). Die Reaktion fand bei 50 °C und 300 rpm/min
fr 21 h statt. Fur die Titrationsstudie wurde jeweils ein Enzym mit 20 % (0,1 U) oder 200 %
(1,0 U) Aktivitat verwendet, wobei die Aktivitat der weiteren Enzyme bei 0,5 U beibehalten
wurde. Fur die verbesserte Kaskadenvariante wurde die Aktivitat von PtKDGA bei 0,5 U
beibehalten, wohingegen die drei restlichen Enzyme auf 1,0 U erhdht wurden. Hierbei fand
eine Probennahme in gewissen zeitlichen Abstanden statt. Fur die Analytik der gebildeten
Aminosauren wurde ein Teil der Reaktion entnommen und mittels 10 kDa Zentrifugations-
filter aufbereitet und passend verdinnt. AnschlieRend kam die OPA/3-MPE Derivatisie-

rung mittels HPLC zur Anwendung (s. Kapitel 3.4.1).

3.3.2.8 Campher Racematspaltung mit PpBDH_S146A/Y188T
Fir die Enzymreaktion der PpBDH_S146A/Y188T wurde frisch gereinigtes Enzym ver-

wendet, welches bis zur zeithahen Verwendung anstelle von -80 °C ungefroren bei 4 °C
gelagert wurde. Das verwendete (+/-)-Campher wurde selbst hergestellt, d.h. (+)-Campher
und (-)-Campher wurden zu gleichen Teilen eingewogen und in DMSO geldst. Die ge-
samte Reaktion war wie in Tabelle 16 dargestellt zusammengestellt. Fir die Messung
ohne Regenerationssystem wurde das Enzym CbFDH wt durch ddH2O ersetzt und die
NADH Konzentration auf 1 mM erhoht. Die Probenahme erfolgte stindlich bis zur ange-
gebenen Zeit nach Versuchsbeginn. Fur die Campher/Borneol Analytik wurde die in Kapi-
tel 3.4.3 beschriebene GC-Methode verwendet.
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Tabelle 16: Schema zum enzymatischen Campher-Abbau

Endkonzentration

Enzym fir den Abbau
Substrat

Cofaktor

Enzym fir die Cofaktor Re-
generierung

Substrat Cofaktor Regene-
rierung

Puffer

PpBDH_S146A/Y188T
(+/-)-Campher, gelést in DMSO
NADH

CbFDH wt

Na-Formiat

Phosphat-Citrat Puffer nach Mcll-

vaine

500 ug/mL
1 mM
250 uM

0,5 U/mL

10 mM

pH 6,0

3.3.2.9 ADH Batch Reaktionen
FUr die Nutzung von elektrochemisch erzeugtem Formiat wurden zwei verschiedene Ver-

suchsvarianten verwendet. Zum einen war das Substrat der ReADH, das 4-Methylaceto-

phenon, limitierend ausgelegt (s. Tabelle 17). Zum anderen war das Formiat, welches fir

die NADH-Regeneration mittels CoFDH notwendig ist, im Unterschuss (s.

Tabelle 18). Die Reaktion fand unter Rihren bei RT statt. Proben wurden direkt vom Uber-

stand genommen und mittels GC analysiert (s. Kapitel 3.4.4). Proben fur die Formiatmes-

sung wurden aus der wassrigen Phase enthommen und mittels HPLC (s. Kapitel 3.4.2)

analysiert.

Tabelle 17: Schema zur Nutzung von elektrochemischen Formiat, 4-Methylacetophenon limitierend

Endkonzentration

Enzym fur die NADH
Nutzung

Enzym fir die Cofaktor-
Regenerierung

Cofaktor

Substrat Cofaktor-Rege-
nerierung

Substrat

Puffer

ReADH

CbFDH_C23S/C262A

NAD*

eFormiat, eingebracht Gber den Puffer

4-Methylacetophenon
KPi0,5MpH 7,5

1U

2U

2,5 umol /1 mM
540 pmol

400 pmol
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Tabelle 18: Schema zur Nutzung von elektrochemischen Formiat, Formiat limitierend

Endkonzentration

Enzym fir die NADH Nut-
zung

Enzym fur die Cofaktor-Re-
generierung

Cofaktor

Substrat Cofakto-Regene-
rierung

Substrat

Puffer

ReADH

CbFDH_C23S/C262A

PEG-NADH

eFormiat, eingebracht Uber
den Puffer
4-Methylacetophenon
KPi0,5M pH 7,5

05U

0,75 U

0,3 ymol/ 150 pM
200 pmol

1,25 mmol

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Aminosaureanalytik mittels HPLC

Zur Konzentrationsbestimmung von den Aminosauren L-Alanin und L-Serin wurden diese
mittels OPA/3-MPA derivatisiert, durch die High Performance Liquid Chromatographie
(HPLC) getrennt und das UV-Extinktionssignal des Dioden-Array Detektor detektiert. Die
hierfur verwendete Methode und Materialien beruhen auf Vorgaben der Dr. Maisch GmbH
und sind in der Tabelle 2 und Tabelle 5 aufgefihrt. Die eingesetzten HPLC-Puffer NP; A
und NP; B sind in Tabelle 11 aufgelistet. Fur die Probenvorbereitung wurden 4 yL L-Nor-
valin (2,5 mM) als Interner Standard, 92 yL ddH>O und 10 L Boratpuffer 1 M pH 10,7 mit
4 uL ggf. verdunnter Probe vermischt. Fur die Derivatisierung reagierte fur 90 sec unter
Mischen eine Mischung aus 14 yL vorbereiteter Probe mit 6 pL 1:10 mit 1 M Boratpuffer
pH 10.7 verdinntes OPA-Reagenz. Die Mischung wurde bei einer Flussrate von
1,1 mL/min auf die Saule aufgetragen. In den ersten 8 min stieg der Anteil von Puffer B
von 0 auf 20 % an, in den folgenden 8 min auf 55 % und fiel in den abschlieRenden 3 min
wieder auf 0 % ab. Die Detektion der Aminosauren fand bei 330 nm statt. Mittels Stan-

dardgerade konnten die jeweiligen Aminosauren quantifiziert werden.

36



Methoden

3.4.2 Formiatanalytik mittels HPLC

Zur Vorbereitung der Proben wurden diese durch einen 0,25 ym SpritzenvorsatZfilter fil-
triert. Zur Entfernung von ggf. gelésten 4-MAP/1-(p-Tol)-EtOH fand eine Extraktion mit
Hexan statt. Hierfur wurde die wassrige Phase zweimal mit insgesamt dem identischen
Volumen an Hexan ausgeschuttelt und die beiden Phasen voneinander getrennt. Die Ana-
lyse der wassrigen Phase fand mittels HPLC am FhG-SR statt. Zur Trennung wurde dort
eine Rezex™ ,ROA-Organic Acid H* (8 %)“ lonentauschersdule mit 0.005 N H2SO;4 als

Eluent verwendet.

3.4.3 Campher- & Borneol-Analytik mittels GC

Mittels Gaschromatographie (GC) konnten Substanzen aus der Reaktion Campher — Bor-
neol analysiert werden. HierfUr war zuvor eine Extraktion der zu untersuchenden Stoffe
aus der wassrigen Reaktionsphase noétig. Die zu untersuchende Losung wurde zweimal
mit insgesamt der identischen Menge Methylisobutylketon bei 1 min/ 2500 rpm extrahiert.
Das zusammengefuhrte Extraktionsmittel wurde Gber wasserfreiem Natriumsulfat getrock-
net und zur Analyse geeignet verdunnt. Fur die Auftrennung arbeitete die GC mit einer
Saule fur die chirale Trennung von Substanzen bei 17 mL/min Helium als Tragergas (DEX-
DAC-B-025-025-25, Mega). Die aufgetragenen Proben wurden mit 1 pyL flussig injiziert,
bei 250 °C verdampft, mit einem Verhaltnis von 1/13 gesplittet und bei 80 °C auf die Saule
aufgetragen. Die Temperatur stieg darauffolgend mit 10 °C/min auf 110 °C, wurde 2 min
gehalten, stieg mit 10 °C/min auf 200 °C und wurde fur 5 min gehalten. Die Detektion er-
folgte mittels FID bei 250 °C bei einem Hz-Fluss von 40 mL/min, einem Synth. Luft Fluss
von 400 mL/min und N2 als Make-up Gas mit 30 mL/min. Durch Vergleich mit dem Eluti-
onsprofil der reinen Substanzen konnten 7,88 min fur (-)-Campher, 8,03 min fur
(+)-Campher, 8,12 min fir Isoborneol und 8,45 min fir (+/-)-Borneol zugeordnet und mit-

tels einer Standardgerade quantifiziert werden.

3.4.4 Acetophenon-Analytik mittels GC

Mittels Gaschromatographie wurden Substanzen aus der Reaktion 4-Methylaceto-
phenon - 1-(p-Toluen)ethanol analysiert. Auf Grund der schlechten Wasserldslichkeit
konnten diese Substanzen haufig ohne weitere Aufarbeitung in der geeigneten Verdun-
nung direkt analysiert werden. Fur die Analytik von im Wasser gelosten Stoffen war das
Vorgehen wie folgt. Die zu untersuchende Losung wurde zweimal mit insgesamt der iden-
tischen Menge Hexan bei 1 min/ 2500 rpm extrahiert und zur Analyse geeignet verdinnt.

Far die Auftrennung arbeitete die GC mit einer polaren Stabilwax® Saule bei 1 mL/min
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Helium als Tragergas (Stabilwax® 0,25-0,25-30, Restec). Die aufgetragenen Proben wur-
den mit 1 yL flussig injiziert, bei 250 °C verdampft, mit einem Verhaltnis von 1/10 gesplittet
und bei 150 °C auf die Saule aufgetragen. Die Temperatur stieg darauffolgend mit
5 °C/min auf 200 °C und abschlieend mit 10 °C/min auf ihre Endtemperatur von 220 °C,
welche 5 min gehalten wurde. Die Detektion erfolgte mittels FID bei 250 °C bei einem Ho-
Fluss von 40 mL/min, einem Synth. Luft Fluss von 400 mL/min und N2 als Make-up Gas
mit 30 mL/min. Durch Vergleich mit dem Elutionsprofil der reinen Substanzen konnten
4,71 min far 4-Methylacetophenon und 5,78 min fur 1-(p-Toluen)ethanol zugeordnet und

mittels einer Standardgerade quantifiziert werden.

3.4.5 Bestimmung Gesamt-NADH Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung aller bei 340 nm absorbierenden NADH-Varianten fand
mittels UV-Spektrometer bei 340 nm in einer 96-well Multitierplatte statt. Die Bestimmun-
gen fanden in Triplikaten statt. Vermessen wurden 200 uL in der jeweils geeigneten Ver-

dinnung. Als Blindwert wurde unbehandelter Puffer verwendet.

AbS — AbS lind
Cnapy[mMM] = T Ll * f

6,3———* 0,59 cm
mmol

Formel 3: Konzentrationsbestimmung vom gesamten NADH
Abs.: Absorptionsmesswert bei 340 nm

f: Verdunnungsfaktor auf 1 mL

3.4.6 Bestimmung enzymatisch aktives NADH

Die Bestimmung der enzymatisch aktiven NADH-Form fand mittels UV-Spektrometer bei
340 nm in einer 96-well Multitierplatte bei RT mit einem Gesamtvolumen von 200 pL statt.
Die Bestimmungen fanden in Triplikaten statt. Der zu messenden Lésung werden 5 mM
Pyruvat zugesetzt und der Startwert ermittelt. Mit 1 U Lactatdehydrogenase (LDH) startete
der Abbau von NADH, wobei bis zu einem stabilen Endwert gewartet wurde. Als Blindwert
fand eine Mischung aus unbehandeltem Puffer, 5 mM Pyruvat und 1 U LDH Anwendung.

. AbSEnde - AbSBlind

0, = 1
¢1,anapn (%] AbSgiort — AbSpiing

Formel 4: Konzentrationsbestimmung von enzymatisch aktiven 1,4-NADH

Abs.: Absorptionsmesswert bei 340 nm
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3.4.7 Enzymatische Aktivititsmessungen mittels Photometer

Die Aktivitaten aller Enzyme wurden photometrisch durch die Bildung oder durch den Ver-
brauch von NADH bei 340 nm (enapn = 6.22 mM/cm) in einer 96-well Multitierplatte mit
einem Fullvolumen von 200 pL bestimmt (Ausnahme PtKDGA: Hierbei wurde ein gekop-
pelter Assay Uber das Produkt Pyruvat und dem Enzym LDH verwendet). Die Bestimmun-
gen fanden in Triplikaten statt. Die Temperatur betrug fur die an der Aminosaure-Kaskade
beteiligten Enzyme (PtKDGA, MJAIDH, TIGR und AfAlaDH) 50 °C, fur alle anderen En-
zyme (PpBDH, CbFDH und ReADH) RT. Die Enzyme wurden jeweils geeignet verdinnt
eingesetzt und dienten zum Start der Reaktion. Die Aktivitaten wurden unter den beim
jeweiligen Enzym/ Versuch aufgeflihrten Bedingungen ermittelt. Michaelis-Menten Kineti-
ken wurden durch Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen und der daraus resul-
tierenden Anfangssteigung gemessen. Zur Auswertung fand Sigma Plot mit der Program-
merweiterung ,enzymes“ Anwendung. Ein Unit (1 U) ist als die Menge Enzym definiert, die

1 umol Substrat pro Minute verbraucht.

3.4.7.1 pH-Optimum Bestimmung PpBDH_S146A/Y188T

Tabelle 19: Schema zur Aktivitatsbestimmung der PpBDH_S146A/Y188T bei unterschiedlichem Puffer

und pH
Endkonzentration
Substrat (+)- oder (-)-Campher 1 mM
Cofaktor NADH 250 uM
Puffer, ad. 200 pL Mcllvaine pH 5,0; 5,4 und 6,0
KP; 0,1 M pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 und
8,0

3.4.7.2 pH-Optimum Bestimmung Formiatdehydrogenase wt

Tabelle 20: Schema zur Aktivitatsbestimmung der CbFDH wt bei verschiedenem Puffer und pH

Endkonzentration

Substrat Na-Formiat 10 mM
Cofaktor NAD* 1 mM
Puffer, ad. 200 uL Mcllvaine pH 5,0; 5,4 und 6,0
KP;i 0,1 M pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 und 8,0
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3.4.7.3 pH-Optimum Bestimmung Formiatdehydrogenase C23S/C262A

Tabelle 21: Schema zur Aktivitatsbestimmung der CoFDH_C23S/C262A bei verschiedenem pH

Endkonzentration

Substrat Na-Formiat 50 mM
Cofaktor NAD* 1T mM
Puffer, ad. 200 uL KP; Puffer 0,1 M pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 und 8,0

3.4.7.4 pH-Optimum Bestimmung Alkoholdehydrogenase

Tabelle 22: Schema zur Aktivitatsbestimmung der ReADH bei unterschiedlichem pH

Endkonzentration

Substrat 4-Methylacetophenon 1 mM
Cofaktor NADH 250 uM
Puffer, ad. 200 uL KP; 0,1 M pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 und 8,0

3.4.7.5 Kinetik-Bestimmung Formiatdehydrogenase C23S/C262A
Die Zusammensetzung der Kinetik-Messung vom Enzym CbFDH_C23S/C262A mit Natri-

umformiat und eFormiat mit variierten Konzentrationen ist in Tabelle 23 dargestellt und mit

variierten NAD* Konzentrationen in Tabelle 24.

Tabelle 23: Schema zur Kinetik-Bestimmung von CbFDH_C23S7/C262A mit (e)Formiat in unterschied-

lichen Konzentrationen

Endkonzentration

Substrat (variiert) Na-Formiat/ eFormiat 0 -50 mM
Cofaktor NAD* 1 mM
Puffer KP; 500 mM, pH 7.5 ad. 200 pL

Tabelle 24: Schema zur Kinetik-Bestimmung von CbFDH_C23S/C262A mit NAD" in unterschiedlichen

Konzentrationen
Endkonzentration
Substrat Na-Formiat/ eFormiat 50 mM
Cofaktor (variiert) NAD* 0-2mM
Puffer KP; 500 mM, pH 7,5 ad. 200 uL
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3.4.7.6 Puffereffekt der an der AS-Kaskade beteiligten Enzyme

Tabelle 25: Puffer und deren pH bei 50 °C, die zur Bestimmung des Puffereffektes an der AS-Kaskade

beteiligten Enzyme verwendet wurden

Puffer pH

HEPES, 500 mM 6,5;7,0; 7,5; 8,0 und 8,5
KPi, 500 mM 6,5; 7,0; 7,5und 8,0
MOPS, 500 mM 6,5; 7,0; 7,5und 8,0
TRIS-HCI, 500 mM 7,0;7,5; 8,0 und 8,5

Fur das Enzym PtKDGA wurde der in Tabelle 26 dargestellte, indirekte Assay verwendet,
da bei der eigentlichen Enzymreaktion kein photometrisch aktives Produkt entsteht. Daher
wurde das Produkt Pyruvat mittels LDH Uber die Reaktion Pyruvat und NADH reagieren

zu Lactat und NAD* bestimmt, wobei die Abnahme von NADH bestimmt wurde.

Tabelle 26: Schema zur Bestimmung des Puffereffektes der PtKDGA

Endkonzentration

Substrat KDG 10 mM
Ammoniumsulfat 150 mM
Cofaktor NADH 0,5 mM
Hilfsenzym LDH 5U
Puffer siehe Tabelle 25 100 mM

Tabelle 27: Schema zur Bestimmung des Puffereffektes der MjAIDH

Endkonzentration

Substrat D-/L-Glyceraldehyd 2mM

Ammoniumsulfat 150 mM
Cofaktor NAD* 1 mM
Puffer siehe Tabelle 25 100 mM
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Tabelle 28: Schema zur Bestimmung des Puffereffektes der AfAlaDH mit Hydroxypyruvat als Substrat

Endkonzentration

Substrat Hydroxypyruvat 5mM
Substrat Ammoniumsulfat 150 mM
Cofaktor NADH 0,2 mM
Puffer siehe Tabelle 25 100 mM

Tabelle 29: Schema zur Bestimmung des Puffereffektes der AfAlaDH mit Pyruvat als Substrat

Endkonzentration

Substrat Pyruvat 10 mM
Substrat Ammoniumsulfat 150 mM
Cofaktor NADH 0,2 mM
Puffer siehe Tabelle 25 100 mM

3.5 Elektrochemische Methoden

3.5.1 Elektrodenvorbereitung

Die Elektroden mussen vor der Verwendung gereinigt werden, um vorhandene Anhaftun-
gen sorgfaltig zu entfernen. Hierflr werden sie auf die notwendige Grolke geschnitten, mit
Ethanol gewaschen und an der Luft trocknen gelassen. Anschief3end fand ein Waschgang
mit einer 1 M HCI-Lésung sowie MilliQ-H2O statt. Um die Arbeitsflache zu definieren,
wurde die Ruckseite mit Isolierlack beschichtet. Der Aufbau fur die Elektropolitur der Elekt-
roden war wie folgt:

- Elektrochemische Zelle mit einer Kammer

- Elektrolyt: 85 %iges H3PO4

- Referenzelektrode: Ag/AgCl (Metrohm)

- Gegenelektrode: Ti-Ir Gitter

- Arbeitselektrode: jeweils zu reinigen Elektrode

- Angewendeter Strom: +260 mA/cm fir 60 sek

Nach der Elektropolitur wurde die Elektrode mit MilliQ-H.O abgewaschen und fur den Ver-

such eingesetzt.

42



Methoden

3.5.2 Direkte elektrochemische NADH-Regeneration — Metall-Screening

Der Aufbau fur das elektrochemische Elektrodenscreening war wie folgt:
- Elektrochemische H-Zelle mit zwei Kammern, getrennt liber eine Nafion® N117
Membran
- Elektrolyt: entgaster KPi-Puffer 0,1 M, pH 7,4; im katalytischen Teil der Zelle mit
NAD* 1 mM bei 750 rpm
- Referenzelektrode: Ag/AgCI (Minireferenzelektrode)
- Gegenelektrode: Ti-Ir Gitter

- Arbeitselektrode: jeweils zu messende Elektrode, Reinigung s. Kapitel 3.5.1

Die Elektrozelle wurde aufgebaut und mit den Elektrolyten beflllt. Diese wurden mit Argon
fur 15 min entgast und anschlielend die Gasphase mit Argon dauerhaft begast. Zur Ver-
gleichbarkeit der Elektroden wurde fur das Screening eine konstante Stromdichte
von -5 mA/cm? verwendet. Die Gesamtlaufzeit betrug 30 min bei RT. Die Probenahme
erfolgte direkt nach dem Versuch, die Analytik des gebildeten NADH ist in Kapitel 3.4.5
und Kapitel 3.4.6 aufgefuhrt. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgeflhrt.

3.5.3 Kombinationsversuche elektrochemische Formiat-Produktion mit enzymati-

scher Regeneration und Nutzung

3.5.3.1 Allgemeiner Aufbau
Fur diesen Versuchsaufbau wurde die elektrochemische Formiatproduktion mit den en-

zymatischen Reaktionen verbunden. Die Erzeugung von Formiat fand in einer elektroche-
mischen 2-Kompartiment Flusszelle mit einer Gasdiffusionskathode statt, an der das Sub-
strat CO2 umgesetzt wurde. Dieses System wurde durch das FhG SR entwickelt und fir
den Versuch bereitgestellt (Bohlen 2021)). Die CO2-Reduktion findet an der Kathoden-
Seite statt, wo als Kathode eine Gasdiffusionselektrode, beschichtet mit Sn-NP als Kata-
lysator, eingesetzt war. Als Katholyt diente KP; 0,5 M pH 7,5, welcher bei der Flusszelle
eine Ag/AgCIl Minireferenzelektrode umfloss. Die Flussgeschwindigkeit der Elektrolyten
betrug 100 mL/min und fiihrte in ein Ubergabegefal. Als ReaktionsgefaR fiir das enzyma-
tische 2-Phasensystem diente eine I6sungsmittelfeste, geruhrte Filtrationszelle mit einem
10 kDa Filter. Darin befand sich jeweils der in Tabelle 30 bzw. Tabelle 31 aufgefuhrte En-
zymansatz bei RT und 110 rpm. Dieses wurde kontinuierlich mit ca. 1 mL/min Katholyt aus
dem UbergabegefalR befiillt bzw. gefiltert dorthin zuriickgefiihrt. Zur Bestimmung der For-
miatkonzentration erfolgte eine Entnahme aus der wassrigen Phase des Bioreaktors sowie

dem UbergabegefaRR. Entnommenes Katholytvolumen wurde durch KP; 0,5 M pH 7,5 er-
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setzt. Die Analytik wurde nach Kapitel 3.4.2 durchgefuhrt. Die Probenahme zur Bestim-
mung des Verhaltnisses von 4-MAP/1-(p-Tol)-EtOH erfolgten aus der organischen Phase,
die Analytik nach Kapitel 3.4.4. zur Bestimmung von im Puffer geldsten Mengen 4-MAP/1-
(p-Tol)-EtOH diente die bei der Aufbereitung der wassrigen Phase aus dem Ubergabege-
fall anfallende organische Hexan-Phase. Das spezifische Vorgehen ist in Kapitel 3.5.3.2
und Kapitel 3.5.3.3 aufgefuhrt.

3.5.3.2 Puls-Betrieb
Zum Start der Reaktion wurde die Formiatproduktion bei -100 mA far 20 min durchgefuhrt.

Dies wurde etwa alle 24 h mit an den Verbrauch angepassten Zeiten wiederholt (nach
24 h: 6 min; nach 48 h: 15 min und nach 72 h: 20 min), wobei bei 72 h ein Elektroden-
wechsel stattfand. In den Zwischenzeiten ohne Spannung wurde der elektrochemische
Teil vollstandig inkl. Fluss abgeschaltet. Der biochemische Teil hingegen befand sich
durchgehend im Fluss mit dem Ubergabegefal. Der pH-Wert in diesem Enzymgefal
wurde Uber einen Titrator (gefillt mit H3PO4 1 M) kontrolliert. Das Gesamtvolumen des

gesamten Aufbaues betrug 150 mL, wovon sich etwa 35 mL im Bioreaktor befanden.

Tabelle 30: Zusammensetzung der enzymatischen Reaktion fir den Puls-Betrieb

Endkonzentration

Enzym far die NADH-Nutzung ReADH 10U
Enzym fir die Cofaktor-Regenerierung CbFDH_C23S/C262A 15U
Cofaktor PEG-NADH 5 ymol
Substrat Cofaktor-Regenerierung Formiat, eingebracht variabel

uber den Katholyt
Substrat 4-Methylacetophenon 25 mmol
Puffer/ Katholyt KPi0,5M pH 7,5

3.5.3.3 Kontinuierlicher Betrieb
Zum Start der Reaktion wurde die Formiatproduktion bei -100 mA fur 25 min durchgefuhrt.

Anschliel3end wurde das elektrochemische System dauerhaft bei -5 mA weiter betrieben.
Das Gesamtvolumen des gesamten Aufbaues betrug 150 mL, wovon sich etwa 35 mL im

Bioreaktor befanden.
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Tabelle 31: Zusammensetzung der enzymatischen Reaktion fir den kontinuierlichen Betrieb

Endkonzentration

Enzym fir die NADH-Nutzung ReADH 10U
Enzym fir die Cofaktor-Regenerierung CbFDH_C23S/C262A 15U
Cofaktor PEG-NADH 4,2 ymol
Substrat Cofaktor-Regenerierung Formiat, eingebracht variabel

Uber den Katholyt
Substrat 4-Methylacetophenon 20 mmol
Puffer/ Katholyt KP; 0,5 M pH 7,5

3.6 Synthese PEG-NADH

Die Synthese des PEG-NADH erfolgte angelehnt an Buckmann et al. 1987. Zur vorberei-
tenden Funktionalisierung wurden 15 mmol NAD* in 30 mL ddH>O bei 20 °C aufge-
schlammt und 27,5 mmol Ethylenimine zugetropft. Dabei wurde der pH-Wert mit 70 %iger
Perchlorsaure bei 3,5 gehalten und die Reaktion fur 48 h bei 30 °C im Dunklen geruhrt.
Anschlieend wurde der Ansatz auf 20 °C abgekuhlt, auf 50 mL verdinnt und in 500 mL
kaltem Ethanol gefallt. Der entstandene Niederschlag wurde mit weiteren 500 mL kaltem
Ethanol Uber einen Buchnertrichter gewaschen und mittels evakuierten Exsikkators uber
Gelbgel im Dunklen getrocknet. Die Lagerung des entstandenen N-(1)-(2-aminoethyl)-

NAD* fand in einem Schutzgaskolben unter einer N>-Atmosphare bei -20 °C statt.

1 g PEG-COOH wurde mit 5 mL ddH>O gelést und mit 48 mg N-(1)-(2-aminoethyl)-NAD*
vereinigt. Innerhalb von 10 min erfolgte die Zugabe von EDC, wobei der pH mit NaOH
125 mM oder HCI 60 mM Uber 4,5 h unter Rihren bei RT konstant bei 4,6 — 4,7 gehalten
wurden. AnschlieRend fand eine Lagerung U. N. bei 4 °C statt. Abschliellend wurde diese
Stufe Uber den zuvor mehrmals mit ddH.O gewaschenen, lonentauscher Dowex50Wx4
gereinigt und der pH-Wert auf pH 6,0 eingestellt. Dieses Kopplungsprodukt wurde im Was-
serbad auf 45 °C erwarmt und unter Ruhren 5.3 mmol NaHCO3 zugegeben, was einen
pH-Anstieg auf pH 8.1 bedingt. Es folgte die Zugabe von 0.18 mmol Na>S204 mit einer
Reaktionszeit von 15 min bei 45 °C und einem konstant gehaltenen pH von 8,1 — 8,2 mit
NaOH 125 mM oder HCI 60 mM. Nach dem Stoppen der Reaktion durch Abkuhlen auf Eis

folgte eine 20-minltige Begasung mit O2, um Uberschussiges Dithionit zu oxidieren, und
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eine Reinigung mittels PD10 Entsalzungssaule. Das Eluat wurde fur die Dimrothumlage-
rung mit NaOH 2,5 M bzw. 0,5 M auf pH 11 eingestellt und fur 2 h unter Ruhren bei 65 °C
erhitzt. Anschlieend wurde es abgekuhlt und mit HCI 1 M auf pH 7,5 eingestellt. Das ent-
standene PEG-NADH wurde mittels Vivaspin 20, 3 kDa mit ddH-O gewaschen und kon-
zentriert. Die Konzentration des enzymatisch aktiven PEG-NADH wurde nach Kapitel
3.4.6 bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Enzymatische Oxidation von (+)-Campher

4.1.1 Oxidation von (+)-Campher ohne Cofaktor-Regenerierung

Auf Grund der aktuellen Wandlung der chemischen Industrie hin zur Nachhaltigkeit ist es
von Nutzen, fur die Auftrennung von Campher-Racematen auf Enzyme und somit auf
grune Methoden zurickzugreifen. Da fur diese Reaktion bisher noch kein exakt passendes
Enzym bekannt ist, wurde von Hofer et al. eine Borneoldehydrogenase aus Pseudomo-
nas sp. ATCC 17453 dahingehend modifiziert, (-)-Campher anreichern zu kénnen (Hofer
et al. 2021). Dieses Enzym wurde mit Hilfe eines rationellen ,enzyme engineering“ Ansat-
zes in die Richtung verandert, dass die selektive Variante PpBDH_S146A/Y188T unter
NADH-Verbrauch (+)-Campher zu (+)-Borneol mit einem Enantiomerenverhaltnis von
>100 reduzieren kann (s. Abbildung 5). Dadurch entsteht als Produkt ein Gemisch aus
zwei verschiedenen Molekulen, die in nachfolgenden Schritten voneinander trennbar sind
und somit das (-)-Campher direkt isoliert in reiner Form vorliegt. Sollte der (+)-Campher
nach dieser Trennung ebenfalls ein Endprodukt darstellen, so kann dieser durch Nutzung

von Ruckreaktionen erneut erzeugt werden.

PpBDH_S146A/Y188T
NADH NAD"
Abbildung 5: Reaktionsgleichung der Campher-Racematspaltung durch das Enzym
PpBDH_S146A/Y188T.

Dieses katalysiert die racemische Spaltung von (+/-)-Campher durch Umwandlung von (+)-Campher zur
(+)-Borneol und oxidiert hierbei gleichzeitig NADH zu NAD*.

(+)-Campher + (-)-Campher (+)-Borneol + (-)-Campher

Analog zur theoretischen Reaktionsgleichung (Abbildung 5) wurde in einem Experiment
ein (+/-)-Campher-Racematgemisch zusammen mit einem auf das Zielmolekiil
(+)-Campher bezogenen, doppelten Uberschuss an NADH dem Enzym
PpBDH_S146A/Y188T ausgesetzt und die Umwandlung von Campher zu Borneol Uber

eine Zeitdauer von 6 h beobachtet.
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Abbildung 6: Campher-Racemat Abbau mittels pPBDH_S146A/Y188T, ohne Cofaktor-Regeneration
Die Reaktionsansatze enthielten 1 mM (+/-)-Campher (gel6st in DMSO), 1 mM NADH sowie Phosphat-Ci-
trat Puffer nach Mcllvain pH 6,0. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinan-

der unabhangigen Messungen an.

In Abbildung 6 ist diese enzymatische Racematspaltung ohne Cofaktor-Regeneration dar-
gestellt. Dabei kann man erkennen, dass der Anteil an Borneol nach einer Stunde mit
6,9 % +/- 0,1 % den hdchsten Wert darstellte. Wie der Vergleich der beiden Campher-
Enantiomere zeigt, wurde mit der neuen Enzymmutante hierbei auch wie gewunscht se-
lektiv das (+)-Campher abgebaut. Mit fortschreitender Reaktionszeit wird ersichtlich, dass
der erlangte Borneol-Anteil auf etwa 2 % fallt und der (+)-Campher-Anteil erneut zunimmt.
Der prozentuale (-)-Campher-Anteil bleibt wie erwartet Uber die gesamte Versuchsdauer

von 6 h unangetastet im Bereich des Ausgangswertes.

4.1.2 Oxidation von (+)-Campher mit Cofaktor-Regenerierung

Ein Lésungsansatz zur Steigerung des (+)-Campher-Umsatzes lag in der Nutzung einer
NADH-Regenerationsmethode. Haufig wird fur eine solche Regeneration die produktge-
nerierende Enzymreaktion mit einer weiteren, NADH recycelnden Enzymreaktion gekop-
pelt. Mogliche und hierfur haufig genutzte Verfahren wurden bereits in der Einleitung in
Kapitel 1.3 aufgefuhrt. In diesem Fall fand die enzymatische Regeneration mit der Formi-
atdehydrogenase (FDH) Anwendung. Dabei wird das Formiat mittels der Formiatdehydro-
genase aus Candida boidinii zu CO> oxidiert und gleichzeitig das in der eigentlich ge-
wulnschten BDH Reaktion anfallende NAD* zurlick zu NADH reduziert (s. Abbildung 7).
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(+)-Campher + (-)-Campher FEETI S AeReoT, (+)-Borneol + (-)-Campher

NADH NAD*
CO, < Formiat
2 CbFDH
Abbildung 7: Campher-Racemat Abbau mittels PpBDH_S146A/Y188T mit NADH-Cofaktor-Regenera-

tion.

Dabei wird die racemische Spaltung von (+/-)-Campher durch Umwandlung von (+)-Campher zur (+)-Borneol
katalysiert. Hierbei wird NADH zu NAD* oxidiert. Die Regeneration von NAD* zu NADH erfolgt Uber die Re-
aktion der CbFDH wt, bei der Formiat zu CO: oxidiert wird.

Sollen bei einer Produktsynthese mehrere enzymatische Reaktionen gleichzeitig in einem
Gefalk abgehalten werden, so ist man hierbei bedacht, einen Arbeitsbereich zu definieren,
bei dem alle beteiligten Enzyme in einem maoglichst optimalen Bereich ihre katalytische
Arbeit vollziehen konnen. In Hinblick auf eine mdgliche Kombination mit weiteren, anders-
artigen Regenerationssystemen, wurde fur die Zusammenarbeit der PpBDH Mutante und
CbFDH ein Phosphat-Puffer gewahlt. Um fur das pH-Screening einen pH-Bereich von
5,0 — 8,0 abdecken zu kdnnen, geschah dies im sauren Bereich bis pH 6,0 mit einem
Phosphat-Citrat Puffer nach Mcllvaine und ab einem pH-Wert von oberhalb 6,0 mit einem
Kaliumphosphatpuffer. Fur den Vergleich wurde jeweils die spezifische Aktivitat der En-
zyme bei den jeweiligen Gegebenheiten bestimmt. Dies konnte auch fir die PpBDH, trotz
des geringen Umsatzes ohne Cofaktor-Regenerationssystem, erfolgreich mittels UV-Ab-

sorptionsabnahme von NADH durchgefuhrt werden.
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Abbildung 8: Verhalten der PpBDH_S146A/Y188T (schwarz) sowie der CbFDH wt (hellgrau) bei un-
terschiedlichen pH-Werten und Puffer.

Die Reaktionsansatze fir die PpBDH enthielten 1 mM (+)-Campher (geldst in DMSO) und 0,25 mM NADH
sowie den jeweils angegebenen Puffer in 100 mM. Die Reaktionsanséatze fir die CbFDH enthielten 1 mM Na-
Formiat, 0,25 mM NAD* sowie 100 mM des jeweils angegebenen Puffers. Die Fehlerindikatoren zeigen die
Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Messungen an. PC = Phosphat- Citrat Puffer,
KPi = Kalium-Phosphat Puffer.

Wie aus Abbildung 8 zu entnehmen ist, verhalten sich die beiden Reaktionen im gewahlten
pH-Bereich gegenlaufig. Die PpBDH ist im sauren Bereich mit < pH 6,5 am aktivsten, wo-
bei die spezifische Aktivitat von max. 0,2 U/mg insgesamt als niedrig einzustufen ist. Bei
Verwendung eines bereits leicht basischen Puffer mit pH 7,5 kommt die Reaktion von
(+)-Campher zu (+)-Borneol quasi vollstandig zum Erliegen. Im Gegensatz dazu ist die
CbFDH bei einem sauren pH von 5,0 inaktiv und zeigt ihre hochste katalytische Leistung
von bis zu 1,0 +/- 0,0 U/mg bei pH 8,0. Hierbei ist zu beachten, dass eine gute Aktivitat
von mehr als 0,8 U/mg ab einem pH von 6,0 bei beiden Puffern erreicht wird. Fur das
Zusammenspiel der beiden Enzyme bestimmt somit auf Grund der geringeren Aktivitat
hauptsachlich die PpBDH den notwendigen pH, wobei ein pH unterhalb von 6,0 durch das
Verhalten der CbFDH ausgeschlossen wurde. Aus diesem Grund wurde fur die Zusam-
menarbeit beider Enzyme der Phosphat-Citrat-Puffer pH 6,0 festgelegt, bei dem die
PpBDH mit 0,2 +/- 0,0 U/mg ihre hdchste Aktivitat und die CbFDH mit 0,8 +/- 0,1 U/mg

eine gute Aktivitat im Test aufwies.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde mit dem gewahlten Puffersystem Phosphat-Ci-
trat-Puffer pH 6,0 eine enzymatische (+/-)-Campher-Racematspaltung mit Cofaktor-Rege-
nerierung durchgefihrt (Abbildung 9). Bei diesem Versuch betrug die NADH-Konzentra-
tion nur 74 des Vergleichsversuchs aus Abbildung 8, d. h. mit dieser NADH-Konzentration
ware ohne NADH-Regeneration auch stéchiometrisch kein Vollumsatz des (+)-Camphers
maoglich gewesen. Bereits nach der ersten Stunde war mit 51,2 % +/- 1,4 % die Halfte des
vorhandenen (+)-Campher umgewandelt, wodurch der Unterschied zum Versuch ohne
Regeneration, bei dem ein Umsatz von 6,9 % +/- 0,1 % erfolgte, bereits zu diesem fruhen
Zeitpunkt sehr deutlich wird. Im weiteren Verlauf nahm der Anteil an (+)-Campher immer
weiter ab und war nach 6 h mit einem Anteil an allen gemessenen Substanzen von
1,0 % +/- 0,0 % nahezu vollstandig aufgebraucht. Der Enantiomeren-Uberschuss (ee) lag
hierbei bei 95,8 %. Uber die Messdauer verringerte sich auch die Konzentration des
(-)-Campher geringfigig und lag nach den 6 h noch bei 94,8 % +/- 0,8 % der anfanglichen
500 pM.
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Abbildung 9: Campher-Racemat Abbau mittels PpBDH_S146A/Y188T mit Cofaktor Regeneration
durch CbFDH wt.

Die Reaktionsansatze enthielten 1 mM (+/-)-Campher (gel6st in DMSO), 0,25 mM NADH, 500 ug/mL PpBDH
sowie Phosphat-Citrat Puffer pH 6,0 100 mM. Als Regenerationssystem fir den Cofaktor waren weiterhin
10 mM Na-Formiat und 0,5 U/mL FDH wt zugesetzt. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung

nach drei voneinander unabhangigen Messungen an.
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4.2 Enzymkaskade mit einer in sich ausgeglichenen Cofaktor-Nut-

zung zur Produktion von Aminosauren aus Zuckerabbaustoffen

Mit dem Ziel einer bio6konomischen Zukunft mit Bioraffinerien, die die Umwandlung von
Molekulen unterschiedlicher Oxidationsstufen ermoglichen, wurde eine neuartige Enzym-
kaskade entwickelt. Die Kaskade hierflr wurde so designt, dass im ersten Schritt der Aus-
gangsstoff 2-KDG mittels der 2-Keto-3-Deoxygluconataldolase von Picrophilus torridus
(PtKDGA) in Pyruvat und D-Glyceraldehyd gespalten und dadurch die Wege fur die zwei
verschiedenen Produkte ermoglicht werden. Das Pyruvat wiederum wird dann direkt mit
Ammonium und unter der Oxidation von NADH durch die Alanindehydrogenase aus Ar-
chaeoglobus fulgidus (AfAlaDH) zu dem ersten Endprodukt L-Alanin umgesetzt. Dem ge-
genuber wird das gebildete D-Glyceraldehyd durch die Aldehyddehydrogenase aus Me-
thanocaldococcus jannaschii (MjAIDH) zu D-Glycerat umgewandelt, wobei NAD* zu
NADH reduziert wird und somit der erste NAD-Kreislauf zusammen mit der Reaktion zu L-
Alanin formal geschlossen wird. Der weitere Weg des D-Glycerats, angelehnt an Li et al.,
bildet den zweiten formalen NAD-Kreislauf dieser Kaskade. Dabei wird das D-Glycerat
mittels der Glyoxylatreduktase aus Thermococcus litorialis (TIGR) zu Hydroxypyruvat und
weiter, erneut durch die AfAlaDH, mit Ammonium zu L-Serin umgewandelt. Somit weist
diese Kaskade zwei sich selbst ausgleichende NAD-Kreislaufe auf, um die Produkte L-

Serin und L-Alanin im gleichen Verhaltnis herzustellen.
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Abbildung 10: Ubersicht des Reaktionsverlaufes der Enzymkaskade zur Herstellung von L-Alanine

und L-Serin aus 2-Keto-3-Deoxygluconate (KDG).

PtKDGA = KDG-Aldolase aus Picrophilus torridus, MjAIDH = Aldehyddehydrogenase aus Methanocaldococ-
cus jannaschii, AfAlaDH = Alanindehydrogenase aus Archaeoglobus fulgidus, TIGR = Glyoxylatreduktase

aus Thermococcus litorialis.

4.2.1 Bestimmung der Rahmenbedingungen

Um ein besseres Verstandnis fur die einzelnen Enzyme zu erlangen, konnte auf kinetische

Daten aus der Literatur zurickgegriffen werden (Li et al. 2018; Gmelch et al. 2019). Diese

zeigen, dass das beginnende Enzym KDGA mit 1,1 mM den hochsten Ky aufweist. Die
Km-Werte fur die restlichen Enzym-Substratkombinationen sind 0,07 mM fur AfAlaDH Hyd-
roxypyruvat, 0,2 mM fur AfAlaDH - Pyruvat und 0,3 mM bei MjAIDH - Glyceraldehyd. Fur
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die TIGR mit der Reaktion D-Glycerat zu Hydroxypyruvat konnten keine Daten erlangt
werden. Um ein moglichst optimales Zusammenspiel der verschiedenen Enzyme inner-
halb eines GefalRes zu ermodglichen, wurden die einzelnen Reaktionen der Kaskade in
Gegenwart unterschiedlicher Puffer und pH-Werte betrachtet. Die verwendeten pH-Werte
der Puffer hingen von den jeweiligen pKs-Werten ab, wodurch ein gesamter pH-Bereich
von 6,5 — 8,5 abgedeckt wurde (Asimov 1960). Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 32
abgebildet. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind diese mit einem Ampelsystem dargestellt,
welches sich nach der hochsten gemessenen spezifischen Aktivitat richtet, bezogen auf

das jeweilige Enzym.

Tabelle 32: Gemessene Aktivitdt der Enzyme PtKDGA, MjAIDH und AfAlaDH mit den in der Kaskade vor-
kommenden Substraten in Abhangigkeit des Puffers bei unterschiedlichen pH-Werten

Die Farbeinteilung basiert auf der jeweils hochsten spezifischen Aktivitat der dargestellten Enzym-Substrat
Kombination. Rot = 0 % — 50 %, Gelb =51 % — 75 % und Grln >75 %

TRIS-HCI MOPS HEPES KP;
Enzym Substrat (7,0 75 80 8,5 6,5 7,0 7,5 8,0 |6,5 7,0 7,5 80 8,5 6,57,0 7,5 8,0
PtKDGA KDG ) () e |0 e o o o ) e (o o
. D-Glycer-
MjAIDH aldehyd e o ) ° e o ° e o
AfAlaDH Hydroxy- ° e o (o o e o o o o o
pyruvat
AfAlaDH Pyruvat | ® @ ° o | o e o |o e o o | o °

Laut diesen Ergebnissen bevorzugt die PtKDGA ein eher saures Milieu. So liegt die Akti-
vitat beispielsweise in HEPES pH 6,5 bei 8,2 U/mg und beim pH-Wert von 8,5 nur noch
bei 2,5 U/mg. TRIS-HCI wiederum zeigt sich insgesamt als eher ungeeignet. Méchte man
mit einem hoheren pH-Wert arbeiten, so ist der KP-Puffer am besten geeignet. Bei Ver-
wendung der MjAIDH wiederum scheidet der TRIS-HCI —Puffer vollstandig aus, vermutlich
wegen einer Interaktion des Substrats D-Glyceraldehyd mit dem Puffer (Bubb et al. 1995).
MOPS ist insgesamt mittel geeignet und bei HEPES und KP; zeigt sich eine Praferenz fir
basische pH-Werte. Fur die Reaktionen der AfAlaDH ware wiederum insgesamt ein eher
basischer TRIS-HCI Puffer am besten geeignet. TRIS-HCI fiel auf Grund der Inaktivitat der
MjAIDH komplett aus der Auswahl. Bei MOPS und HEPES wiederum fand die Diskrepanz
zwischen der PtKDGA, die im sauren deutlich aktiver als im basischen ist, und der AfA-
laDH, welche gerade fur die reduktive Aminierung von des Hydroxypyruvat zu L-Serin ei-

nen basischen pH bendtigt, Beachtung. Somit fiel die Auswahl fur die folgenden Gesamt-
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kaskadenversuche auf den KP;-Puffer pH 8,0. Bei diesem war die MjAIDH bei Glyceralde-
hyd sowie die AfAlaDH fur Pyruvat im grinen Aktivitatsbereich. Fur das Substrat Hydro-
xypyruvat zeigte sich eine gute Aktivitat, wobei eine hohere nur durch TRIS-HCI erreichbar
ware, welcher aus oben genannten Grund der Inaktivierung nicht moglich ist. Die PtKDGA
zeigt bei KP; pH 8,0 ebenfalls nicht die beste Aktivitat. Da dieses Enzym allerdings am
Anfang der Kaskade steht und die hochste spezifische Aktivitat aller Enzyme aufzeigte,
konnte dies vernachlassigt werden. In einem ersten Vergleichsansatz, bei dem alle En-
zyme mit der gleichen Aktivitat eingesetzt wurden, erreichte L-Alanin mit 23,3 +/- 0,4 mM
beinahe Vollumsatz, wohingegen das L-Serin nach dieser Zeit nur auf 5,3 +/- 0,3 mM kam
(s. Abbildung 11, Referenz).

4.2.2 Optimierung der Enzymkaskade durch eine Titrationsstudie

Bereits der Puffertest zeigte auf, welche Schwierigkeiten bei dem Zusammenspiel mehre-
rer Enzyme auftreten kdnnen und welche Kompromisse daher nétig sind. Nichtsdestotrotz
beruhten die bisherigen Erfahrungen nur auf Einzelmessungen und nicht auf dem gemein-
samen Zusammenspiel aller Enzyme. Um den Einfluss der jeweiligen Enzyme im komplet-
ten Zusammenhang der Kaskade zu ermitteln, fand eine Titrationsstudie statt. Dabei wird
das zu untersuchende Enzym in seiner Aktivitat variiert, wohingegen der restliche Kaska-
denaufbau unverandert blieb. Durch den Vergleich mit der Referenzkaskade mit gleicher
Aktivitat aller Enzyme kdnnen anhand unterschiedlicher erhaltener Produktkonzentration
Engpasse bei den Kaskadenreaktionen sichtbar werden (s. Abbildung 11). Bei der Refe-
renz mit gleicher Enzymaktivitat erreicht L-Alanin mit 23,3 +/- 0,4 mM beinahe Vollumsatz,
wohingegen das L-Serin nur auf 5,3 +/- 0,3 mM kommt. Fur die Variationen wurden An-
satze verwendet, bei denen das entsprechende Enzym entweder mit nur 20 % dieser Ver-
gleichsaktivitat eingesetzt wurden oder es wurde auf 200 % erhdht. Wie in Abbildung 11
zu entnehmen ist, zeigen alle Kaskadenvarianten eine L-Alanin-Konzentration von Uber
85 %. Fur diese Produktion, die lediglich zwei Reaktionsschritte umfasst, reicht es also
aus, alle Enzyme im gleichen Verhaltnis zu verwenden, um einen Vollumsatz zu erreichen.
Lediglich die Verringerung der MjAIDH auf 20 % lasst mit 8,5 +/- 0,6 mM deutlich weniger
L-Alanin entstehen. Einen deutlichen Effekt der MjAIDH lasst sich ebenso fur das L-Serin
ausmachen, welches bei Verringerung des Enzyms gar nicht mehr gebildet wird. Bei der
AfAlaDH entstand durch die geringere vorhandene Aktivitat mit 1,3 +/- 0,1 mM L-Serin nur
noch ein Viertel der Vergleichsmenge von 5,3 +/- 0,3 mM. Eine Verdoppelung dieser bei-
den limitierenden Enzyme AfAlaDH sowie MjAIDH einzeln fihrt in beiden Fallen jeweils
lediglich zu einer leichten Erhdhung der L-Serin Konzentration auf 6,7 +/- 0,2 mM bezie-
hungsweise 6,3 +/- 0,5 mM. Bei den beiden verbleibenden Enzymen TIGR und PtKDGA

55



Ergebnisse

zeigt sich bei der Variation der Aktivitat kein Einfluss auf die Konzentration der beiden

Aminosauren.

25 4 h
&
il E T i ¥ -
&
20
=
£ 15
e
3
e [ L-Alanin
% oA B L-Serin
5- I
i |
v o\@ o oo e o\e o\ oe e (/]
Q- s
& S gt a8 g 8T BV G S
& ?_"v‘br\,q_w\z\r\,@q?q?@ &
& FEEPLITFTFTSES &
Q : R 0 @
& § F&ES g &
&

Abbildung 11: Durch verschiedene Variationen der Enzymkaskade produzierte L-Alanin- und L-Se-
rin-Konzentration.

Die Ansatze enthielten 150 mM Ammoniumsulfat, 5 mM NAD*, 25 mM KDG in KP-Puffer 100 mM pH 8,0.
Die Reaktionen fanden bei 50 °C fir 21 h statt. Die Enzyme wurden im Allgemeinen mit 0,5 U zugegeben,
unter Beachtung der jeweils angegebenen prozentualen Erniedrigung/Erhéhung. Bei der verbesserten Kas-
kade wurde die Enzymaktivitdt mit Ausnahme der PtKDGA auf 1,0 U erhoht. Die Fehlerindikatoren zeigen

die Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Messungen an.

Als Resultat aus dieser Titrationsstudie wurde ersichtlich, dass die MjAIDH und auch AfA-
laDH in der Kaskade flr eine verbesserte L-Serin-Ausbeute mit einer héheren Aktivitat
vorliegen mussen. Die TIGR zeigte in dem Test zwar keinen Einfluss, wurde aber ebenso
fur die verbesserte Kaskade erhoht, da es das zentrale Enzym in dem Weg zu L-Serin
darstellt und hier, auf Grund der fehlenden Charakterisierung durch die nicht moglichen
Einzelmessungen, keine neue Schwachstelle entstehen sollte. Von der PtKDGA wiederum
wurden weiterhin 0,5 U eingesetzt. Verglichen mit der Referenzkaskade blieb die Produk-
tion von L-Alanin mit 21,3 +/- 1,0 mM in einem &hnlich hohen Bereich. Die L-Serin Kon-

zentration stieg hingegen auf 8,9 +/- 0,4 mM. Nach der Laufzeit von 21 h konnten somit
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die 25 mM 2-KDG als Ausgangstoff zu 30,2 mM gesamt Aminosauren gewandelt werden.
Stochiometrisch gesehen entspricht dies einem Umsatz von 85 % +/- 4 % zu L-Alanine
und 35 % +/- 1 % zu L-Serin.

Zusatzlich kann der zeitliche Ablauf Aufschluss darlber geben, wie sich die einzelnen
Kaskadenabschnitte zueinander verhalten (s. Abbildung 12). Die L-Alanin-Bildung verlief
dabei sehr zlgig und war bereits nach 2 h mit 98 % +/- 1,3 % beim Vollumsatz angekom-
men. Anschlieend fallt die L-Alanine-Konzentration wieder langsam ab. Die L-Serin-Kon-
zentration hingegen stieg deutlich langsamer und erreichte nach 2h lediglich
1,0 mM +/- 0,1 mM. Diese Konzentrationssteigerung erfolgte allerdings Uber die gesamte

Messdauer linear.
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Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der L-Alanin- und L-Serin-Konzentrationen, produziert durch die ver-
besserte Enzymkaskade.

Der Ansatz enthielt 150 mM Ammoniumsulfat, 5 mM NAD"*, 25 mM KDG und fand in KP-Puffer 100 mM

pH 8,0 statt. Die Enzyme wurden mit 1,0 U zugegeben, mit Ausnahme der PtKDGA, welche mit 0,5 U ihre
Reaktion katalysierte. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinander unab-

hangigen Messungen an.
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4.3 Materialscreening mit konstanter Stromstarke flir die direkte,

elektrochemische NADH-Regeneration

Nebst der Moglichkeit, Enzyme fur die Regeneration von NADH einzusetzen, gibt es noch
weitere Varianten, die in der Einleitung in Kapitel 1.3 vorgestellt werden. Zu der Methode
mit dem geringsten Materialeinsatz gehort die direkte, elektrochemische Regeneration,
bei der der Cofaktor direkt an der Elektrodenoberflache durch den nétigen Elektronenuber-
trag regeneriert wird. Dabei ist einer der entscheidenden Einflussfaktoren das gewahlte
Elektrodenmaterial, fur das bisherig veroffentlichte Ergebnisse in Kapitel 1.3.4 aufgefuhrt
werden. Die direkte Vergleichbarkeit von Elektrodenmaterialien untereinander ist durch
die Ubliche Variation des Potenzials bezuglich der Effizienz allerdings nur unzureichend
moglich. Daher wurde das Materialscreening in dieser Arbeit bei einer festgelegten Strom-
starke durchgefuhrt, wodurch den getesteten Elektroden die gleiche Anzahl an Elektronen
wahrend der Regenerationsdauer zugefuhrt wurde und die Ergebnisse verschiedener Ma-
terialien zueinander vergleichbar werden. Das Ziel dieser Methode war es somit, umfang-
reiche Daten bezugliche der allgemeinen und spezifischen Regenerationsleitung der

Elektrodenmaterialien zu sammeln.

uelquis|y

Abbildung 13: Aufbau der zwei-Kompartiment-Zelle fiir das Materialscreening

Die Regeneration von NAD* fand unter Verwendung von gereinigten, blanken Kathoden aus dem jeweils zu
testenden Material in entgasten KP;-Puffer 100 mM pH 7,4 mit 1 mM NAD" fir 30 min bei RT statt.

Fur das Screening wurden finfzehn verschiedene Materialien auf Ihre Eignung als Rege-
nerationskathode getestet. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 13 zu sehen. Als Elektro-
lyt fand ein Kaliumphosphat-Puffer Anwendung, der mit zahlreichen Test-Enzymen gut

harmonisierte und auch bei elektrochemischer Anwendung stabil ist. Das Screening fand
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in einer zwei-Kompartiment-Zelle mit entgastem Puffer statt, um unerwuinschten Neben-
reaktionen vorzubeugen. Durch Zugabe von NAD* wurde die Reaktion gestartet und ent-
standenes NADH mittels UV-Messung bestimmt. Abbildung 14 zeigt NADH gesamt, d.h.
alle, bei 340 nm absorbierenden NADH-Varianten, sowie den Anteil an enzymatisch akti-
vem 1,4-NADH, der durch den enzymatischen Abbau mittels LDH-Reaktion von Pyruvat
und NADH zu Lactat und NAD* ermittelt wurde.

250 A
200

150
mmm NADH gesamt
1 1,4-NADH

100 4

Konzentration [uM/cm?/h]

50 A

0_ |1 o
Ag Au GC Cu Fe In Mo Ni Pb Pd Pt Sn Ti W Zn

Abbildung 14: Ubersicht der durch die direkte, elektrochemische Regeneration bei -5 mA/cm? erzeug-
ten Gesamt-NADH sowie 1,4-NADH Konzentrationen.

Die Reaktion fand unter Verwendung von gereinigten, blanken Elektroden in entgasten KPi-Puffer 100 mM
pH 7,4 mit 1 mM NAD" fir 30 min bei RT in einer zwei-Kompartiment-Zelle statt. Es wurde eine Ag/AgCl
Referenzelektrode verwendet. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinan-

der unabhangigen Messungen an.

Wie aus Abbildung 14 zu entnehmen ist, bildeten die beiden Metalle Silber und Indium mit
212 +/- 48 yM/cm?/h bzw. 207 +/- 13 yM/cm?/h in diesem Vergleich mit Abstand das
meiste gesamte NADH. Alle weiteren getesteten Materialien lagen unter diesen Bedingun-
gen im Bereich von etwa 50 — 100 yuM/cm?/h oder darunter. Im besten Fall wird somit eine
faradaysche Effizienz fur die Reduktion von NAD* zu NADH gesamt bei Silber von
14 % +/- 3 % erreicht. Entscheidend fir die Qualitat der Reduktion ist nebst der Gesamt-
menge an NADH-Varianten vor allem der Anteil des 1,4-NADH, welcher sehr deutlich va-
riiert. So gelingt es bei der Verwendung von Gold bei dem aus der Stromstarke fur dieses
Metall resultierenden Potential von -1,6 Vagiagci mit 4 % +/- 3 % kaum, die aktive Variante

zu erzeugen. Blei wiederum zeigt mit 69 % +/- 4 % den hdchsten prozentualen Anteil, was
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bei einer Gesamtmenge von 75 +/- 11 uM/cm?/h allerdings nur in einer Konzentration von
52 +/- 11 yM/h/cm? resultiert. Weitere Metalle mit einem Anteil von mehr als 50 % der ak-
tiven Form sind Silber mit 62 % +/- 1 %, Indium mit 67 % +/- 4 %, Platin mit 60 % +/- 1 %
und Zinn mit 56 % +/- 11 %. Abhangig von der Gesamt-NADH-Konzentration konnten
diese Metalle somit von 22 +/- 6 uM/cm?/h bis zu 139 +/- 14 uM/cm?/h der bendtigten akti-
ven NADH-Form bilden. Keines der verwendeten Metalle konnte eine Quote von mehr als
70 % erreichen, wodurch diese unmodifizierten, blanken Elektroden fiir die Anwendung

zur Regeneration von NADH als ungeeignet angesehen werden konnen.

4.4 Nutzung von elektrochemisch erzeugtem Formiat fiir die NADH-

Regeneration

Da die direkte Anwendung von Elektroden fiir die Oxidation des Cofaktor NAD méglich ist,
aber auf Grund der Regenerationsrate fur die aktive Form nicht effizient einsetzbar ist, ist
die Anwendung einer komplexer aufgebauten Variante sinnvoll. So fand eine Variante der
indirekten, enzymgekoppelten, elektrochemischen Regeneration Anwendung, bei der un-

ter Einsatz von Power to X ein Substrat fur die enzymatische Regeneration gebildet wird.

4.4.1 Auswahl von Molekiilen auf Basis von CO: fiir eine neue, enzymgekoppelte,

elektrochemische Regeneration

Mit Hinblick auf den, durch unter anderem die zu hohe CO.-Konzentrationen in der Atmo-
sphare mit verursachten Klimawandel, ist es ein grol3es Forschungsinteresse, CO- erneut
zu binden und so zu entfernen. Daher wird versucht, CO2 elektrochemisch zu unterschied-
lich komplexen und nutzlichen Kohlenstoffverbindungen zu reduzieren und dieses somit
einerseits in den Verbindungen zu fixieren und anderseits wertsteigende Substanzen zur
Energiespeicherung oder als Ausgangsstoff fir komplexere Chemikalien zu bilden (Nitopi
et al. 2019). Ein interessantes Produkt ist hierbei das durch einfache erfolgte Reduktion
entstehende Formiat (Al-Tamreh et al. 2021; Philips et al. 2020). Dem CO- wird zunachst
ein Elektron zugefihrt, wodurch ein CO2 Radikal als Intermediat entsteht. Durch ein wei-
teres Elektron sowie Proton bildet sich das Endprodukt (Al-Tamreh et al. 2021) (s. Abbil-
dung 15). Befindet sich der pH im Bereich von < 3 - 4, so liegt es in Form von Ameisen-
saure vor, darutber bis in den leicht basischen Bereich hauptsachlich als Formiat (Al-Tam-
reh et al. 2021; Lu et al. 2014). Ist der pH zu hoch, so sinkt der Anteil an produzierten

Formiat und Bicarbonat bzw. Hydrogencarbonat entsteht als Hauptbestandteil (Lu et al.
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2014). In dem verwendeten Elektrolyten kann das Formiat so angereichert und einer en-

zymatischen Reaktion zur Verfiigung gestellt werden.

Wie bereits in Kapitel 4.1.2 gezeigt und angewandt, besteht mit der Formiatdehydro-
genase ein enzymatisches Regenerationssystem, welches Formiat als Substrat verwen-
det und dabei NAD* zu NADH reduziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das elektroche-
misch gebildetes Formiat (zur Unterscheidung im Folgenden als eFormiat bezeichnet) fir
diese Regenerationsweise als Modell genutzt werden. Durch die elektrochemische Re-
duktion von CO2 zu Formiat und die enzymatische Oxidation zurick von Formiat zu CO2>
kann das Formiat in der Aufgabe des Redox-Ubertrégers als Mediator angesehen werden.
Auf Grund des fehlenden Kreislaufsystems fur das CO: ist diese Bezeichnung allerdings

eher von theoretischer Natur (s. Abbildung 15).

M - H + ¢ CbFDH

CO, —&—+°CO;, oy ——» HCOO h > CO,

NAD" NADH

Abbildung 15: Elektrochemische CO2-Reduktion zu eFormiat sowie weitere Nutzung dessen fiir die
Regeneration von NADH durch die CbFDH.

Um die Funktionalitat dieses Models flr die Cofaktor-Regeneration zu demonstrieren, wird
ein weiteres, NADH-verbrauchendes und produktgenerierendes enzymatisches Model be-
notigt. Als mdgliches Beispiel wurde bereits in Kapitel 4.1 die PpBDH fur die Campher-
Racematspaltung gezeigt und die Reaktion im Zusammenspiel mit der FDH-Regeneration
charakterisiert. Dabei bestehen zahlreiche Herausforderungen fur das Gelingen der Re-
aktion, wie beispielsweise eine geringe Enzymaktivitat und -stabilitdt. Auch das Substrat
(+/-)-Campher ist bei Temperaturen im Bereich der RT als Feststoff nur schlecht im Me-
dium I6slich und stellt dadurch eine weitere Schwierigkeit fur eine homogene Reaktions-
fuhrung dar. Die Verwendung von organischen (Co-)Losungsmitteln kann z. B. Enzyme
deaktivieren oder, wie das in Kapitel 4.1 zur Lésung des dort genutzten Campher ange-
wendete DMSO, an der Elektrode zersetzt werden (Wood 1981).

Als neues und aussichtsreiches, produktgenerierendes Kombinationsenzym wurde daher
die (S)-spezifische, NAD-abhangige Alkoholdehydrogenase aus Rhodococcus erythropo-
lis DSM43297 (ReADH) gewahlt, welche bereits fur eine heterologe Expression beschrie-
ben wurde (Abokitse und Hummel 2003). Das Enzym ist 348 Aminosauren lang, bis 50 °C
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thermostabil und gehort zu der Gruppe der zinkabhangigen, mittelkettigen ADHs (Abokitse
und Hummel 2003). Substratuntersuchungen mit unterschiedlichen Ketonen zeigten gute
Aktivitaten des Enzyms gegenuber zahlreichen mono-, di- und trisubstituierten Aceto-
phenonderivaten sowie aliphatischen Ketonen mit einer, soweit getestet, Enantiomeren-
reinheit von > 97 % (Grdger et al. 2003; Groger et al. 2004). Zusatzlich besitzt die ReADH
eine hohe L&ésungsmitteltoleranz von mehreren Tage gegenuber < 10 % Heptan und
< 20 % n-Hexan, wodurch eine stabile Anwendung in einem Zweiphasensystem ermoég-
licht wird (Groger et al. 2003; Groger et al. 2004; Hummel et al. 2003). Um nun in einem
Zweiphasensystem die Cofaktor-Regenerierung zu ermoglichen, muss eine ebenfalls
stabile FDH-Variante genutzt werden. HierfUr wurde eine stabilisierte Formiatdehydro-
genase-Mutante entwickelt, bei der zwei freie Cysteine zu Serin bzw. Alanin mutiert wur-
den, was unter anderem eine Verbesserung der Halbwertszeit dieser
CbFDH_C23S/C262A von etwa 60 h auf 500 h zur Folge hatte (Slusarczyk et al. 2000).
Auch war diese Mutante ebenfalls gegenuber den Losungsmitteln n-Hexan und n-Heptan

uber mehrere Tage stabil (Groger et al. 2003).

Der Reaktionsablauf fur die Nutzung von elektrochemisch produzierten Formiat (eFomiat)
zur Regenerierung von NADH ist in Abbildung 16 zu sehen. Als schlussendlich umzuset-
zendes Substrat wurde auf Grund vorausgehender Untersuchungen 4-Methylaceto-
phenon gewahlt. Diese monosubstituierte Variante zeigt eine 6,4fach hohere Umsatzrate
als das zu Grunde liegende Acetophenon und liegt bei RT als Flussigkeit vor. Die Loslich-
keit in Wasser ist mit 0,37 g/L sehr gering und es entsteht dadurch selbstandig ein Zwei-
phasengemisch, welches sich auf Grund der Dichte von 1,005 g/mL trotzdem unter Rih-
ren gut in der wassrigen Phase tropfenférmig und somit mit einer grof3en Reaktionsober-
flache verteilen kann (4'-Methylacetophenon - Thermo Scientific™ 2022). Das durch diese
Reaktion entstehende 1-(p-Tolyl)ethanol ist wie das Edukt in Wasser unléslich und setzt
sich dadurch ebenfalls von der wassrigen Phase ab (Food and Agriculture Organization of
the United Nations 2022). Anwendung findet das Produkt als Aromastoff oder als Mono-
mer, um mittels chemoenzymatischer Synthese Polymere daraus zu bilden (32012R0872
- EUR-Lex 2022; Raku und Tokiwa 2004).
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E-Chemi . FDH C23S/C262A
CO, —=heme , eFormiat b CPLST CO,

NAD" NADH

1-(p-Tolyl)ethanol 4-Methylacetophenon

ReADH

Abbildung 16: Umsetzung von 4-MAP zu 1-(p-Tolyl)-EtOH) unter NADH-Verbrauch durch die ReADH.
Zur NADH-Regeneration wird eine Kombination aus elektrochemisch hergestellten eFormiat und einer FDH-

Mutante genutzt.

4.4.2 Grundlegende Voraussetzungen fiir die Kombination der Module

Fur den Zusammenschluss der unterschiedlichen Module mussen verschiedene Faktoren
erprobt und im Voraus einzeln Uberprift werden, um Parameter festzulegen und ggf. auf-
tretende Stérungen vor der gemeinsamen Koppelung zu identifizieren und beheben zu

koénnen.

Fur die Ubertragung der fiir die Bildung des eFormiat nétigen zwei Elektronen werden
zahlreiche Elektrokatalysatoren erforscht, wobei die besten Ergebnisse bisher auf Basis
der Metalle Blei, Quecksilber, Indium, Zinn, Cadmium und Tellur erreicht werden (Hori et
al. 1994; Zhang et al. 2018). In der Abschlussarbeit von B. Bohlen wurde fur diesen Zweck
eine Sn-NP Elektrode fur Durchflusszellen entwickelt, deren Herstellung durch Auftragen
der Sn-NP Lésung auf die Gasdiffusionselektrode maéglich ist (Bohlen 2021). Eine Gasdif-
fusionselektrode kann mit den drei Aggregatszustanden fest, flussig und gasformig gleich-
zeitig arbeiten, d.h. das gasformige Substrat CO: trifft auf der einen Seite auf die pordse,
mit festem Katalysator versehene Elektrode. Es folgt die Diffusion durch das feinporige
Elektroden-Katalysator-Gitter, reagiert hierbei zu dem gewunschten Produkt Formiat und
kann auf der Seite mit dem Elektrolyten von diesem aufgenommen werden. Durch die
Durchflusszelle ist der Elektrolyt durchgangig in Bewegung und das entstandene Produkt
wird sofort von der Elektrodenoberflache abtransportiert und im gesamten Elektrolytvolu-
men und Reaktionssystem verteilt. Bei der elektrochemischen Formiatbildung aus CO>
werden aktuell zahlreiche verschiedene Elektrolytldosungen verwendet, wie z.B. Kalium-
hydrogencarbonat, Kaliumhydroxid, ionische Flissigkeiten oder deionisiertes Wasser (Al-
Tamreh et al. 2021; Zhang et al. 2017). Enzymatische Reaktionen hingegen finden zur
Stabilisierung des pH-Wertes in wassrigen, gepufferten Lésungen statt. Daher galt es zu-

erst einen geeigneten Puffer fur die Verbindung beider Systeme zu identifizieren. In einem
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Pufferscreening wurde Phosphatpuffer als fur die elektrochemische Formiatproduktion ge-
eignet identifiziert (Bohlen 2021). Da die Elektrochemie fur einen guten Elektronentrans-
port auf hoher konzentrierte Puffer und somit eine besser leitende Salzfracht angewiesen
ist, fiel die Entscheidung auf Grund der besseren Loslichkeit auf den Kalium-Phosphatpuf-
fer mit einer Konzentration von 500 mM. Eine weitere Bedingung fur diesen Reaktionsteil
stellte sich mit einem Puffer pH-Wert von > 3, um Formiat und nicht Ameisensaure zu erzeu-
gen (Al-Tamreh et al. 2021). Da ein KPi Puffer bereits bei einem pH von < 6 keine puffern-
den Eigenschaften mehr besitzt, brauchte diese Forderung nicht weiter fokussiert zu wer-
den (Asimov 1960).

Wie bereits in vorherigen Kapiteln gezeigt, hangt die jeweilige Enzymaktivitat in der Regel
vom gewahlten Puffer und insbesondere dem zugehdrigen pH-Wert ab. Durch den durch
die Elektrochemie festgelegten KP-Puffer 500 mM galt es nun, bei unterschiedlichen pH-
Werten die jeweils zugehorigen spezifischen Aktivitaten der beiden zu verwendenden En-
zyme ReADH und CbFDH_C23S/C262A festzustellen und einen, fur beide Enzyme nutz-

baren, pH-Wert zu ermitteln.
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Abbildung 17: pH-Verhalten der CbFDH_C23S/C262A (schwarz, linke y-Achse) und der ReADH (hell-
grau, rechte y-Achse) in KP; Puffer bei unterschiedlichen pH-Werten.
Die Reaktionsansatze enthielten fir die ReADH 1 mM 4-Methylacetophenon und 0,25 mM NADH sowie den
jeweils angegebenen Puffer mit 100 mM. Fur die CbFDH_C23S/C262A enthielten die Reaktionsansatze
50 mM Na-Formiat und 1 mM NAD* sowie den jeweils angegebenen Puffer mit 100 mM. Die Fehlerindikato-

ren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Messungen an.
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In Abbildung 17 ist zu erkennen, dass sich die spezifischen Aktivitaten der beiden Enzyme
im gemessenen pH-Bereich von 6,0 - 8,0 gegenlaufig verhalten. Die ReADH zeigt im Sau-
ren bei pH6,0 mit 20,6 +/- 0,1 U/mg ihre hochste Aktivitdt und bei pH 8,0 mit
9,0 +/- 0,1 U/mg ihre niedrigste Aktivitat. Dagegen hat die CbFDH_C23S/C262A bei
pH 6,0 eine Aktivitat von 0,2 +/- 0,0 U/mg und bei pH 8,0 zusammen mit pH 7,5 ihr Aktivi-
tatsmaximum von 0,8 +/- 0,1 U/mg. Somit zeigt die ReADH bei pH 6,0 eine fast 100fach
hohere spezifische Aktivitat als die CbFDH. In der Reaktion ist die CbFDH allerdings fur
die Regenerierung des notwendigen Cofaktors NADH zustandig, ohne den die Reaktion
zum Erliegen kommt. Daher sollte die CbFDH in der Reaktion mindestens die gleiche Ak-
tivitat ausweisen wie die ReADH. Da die ReADH im pH-Bereich von 6-8 unabhangig vom
jeweiligen pH-Wert eine spezifische Aktivitat von mehreren Units aufweist, kann die pH-
Abhangigkeit in diesem Fall im Vergleich vernachlassigt und sich allein nach der
CbFDH_C23S/C262A gerichtet werden. Somit wurde ein pH-Wert von 7,5 fur alle weiteren
Versuche ausgewahlt, um eine moglichst hohe Aktivitat zu garantieren und gleichzeitig
nicht direkt am oberen Ende der Pufferkapazitat des KP;-Puffers bei der Kopplung zu ar-
beiten (Chance et al. 1969). Bei diesem Wert weist die ReADH eine spezifische Aktivitat
von 13,0 +/- 0,2 U/mg auf und die CbFDH_C23S/C262A eine fast identische Aktivitat wie
bei pH 8,0 mit 0,8 +/- 0,1 U/mg.

Basierend auf dem nun festgelegten Puffer wurde zusatzlich noch die Fragestellung un-
tersucht, ob es Unterschiede im kinetischen Verhalten der CoFDH_C23S/C262A bei Ver-
wendung von Formiat mit unterschiedlicher Herkunft gibt. Dazu wurde zum einen KP;-Puf-
fer chemisch erzeugtes Na-Formiat als Substrat zugegeben und zum anderen der KPi-
Puffer als Elektrolyt eingesetzt, um diesen in der elektrochemischen Reaktion mit Formiat
anzureichern. Die vollstandigen Kinetiken fur die beiden verschiedenen Formiatarten sind
im Anhang zu finden. Bei den in Tabelle 33 dargestellten Werten lassen sich keine deutli-
chen Unterschiede bei den Messungen der kinetischen Daten fur Formiat und NAD* fest-

stellen.
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Tabelle 33: Vergleich der kinetischen Daten der CbFDH_C23S/C262A bei Verwendung von Formiat,
sowohl aus kommerzieller Produktion als auch aus der elektrochemischen Reduktion von COs..
Als Puffer wurde KPi 500 mM pH 7,5 verwendet. Fir die Messung von variierten Formiatkonzentrationen

wurden 1 mM NAD* eingesetzt, fir variierte NAD* Konzentrationen jeweils 50 mM Formiat.

Formiatherkunft Messwerte fur Formiat Messwerte fiir NAD*

Km [mM] Vmax [U/mg] Km [mM] Vmax [U/mg]
chemisch 1,6 +/- 0,1 1,2+/-0,0 0,15 +/- 0,0 1,1 +/-0,0
elektrochemisch 3,2+/-0,3 1,2+/-0,0 0,15 +/- 0,0 1,2+/-0,0

4.4.3 Statische Versuche

Dieser mit elektrochemisch erzeugten eFormiat angereicherte Katholyt wurde nun im Fol-
genden in unterschiedlich aufgebauten Experimenten angewendet und z.T. verglichen.
Die enzymatischen Reaktionen kdnnen auf Grund der angewendeten Enzyme, dem Zu-
sammenspiel dieser und der Komplexitat der Reaktionsfluihrung in verschiedene Gruppen
bzw. Generationen aufgeteilt werden (Yuryev et al. 2011). Dabei gehort das Batch-Ver-
fahren zu den historisch ersten angewendeten Verfahren, bei dem alle bendtigten Stoffe
wie Enzyme, Substrat und ggf. Cofaktoren in einem Gefaly vorliegen und im Folgenden
zur Produktbildung kein kontinuierlicher Austausch erfolgt (Schmid et al. 2001; Hou 2005).

Auf Grund des recht einfachen Aufbaues und der geringen auf3eren Einflussfaktoren
wurde dieser Batchaufbau hier dazu genutzt, unterschiedliche Varianten naher zu betrach-
ten und Erfahrungen mit diesen Reaktionen zu sammeln. So war zum einen das Substrat
der Regenerationsreaktion der CbFDH, das eFormiat, als auch bei einem weiteren Ver-
such das Substrat der produktbildenden Reaktion, das 4-MAP, im Unterschuss, d.h. limi-
tierend fur den Versuch ausgelegt. Dadurch konnte bei der Nutzung von Katholyt mit
eFormiat sowohl ermittelt werden, welcher Umsatz mit den zwei statischen Systemen an
sich moglich ist, sowie ein Vergleich zu bereits in der Literatur beschriebenen Experimen-

ten gezogen werden.

Die Reaktion an sich baut auf zwei voneinander abhangigen Reaktionen auf. Entsteht
durch die Regeneration nicht genligend NADH, so kommt die produktbildende Reaktion
zum Erliegen. Wird hingegen nicht genigend NAD* gebildet, so verlangsamt sich lediglich
die Regeneration zum NADH, welches die eigentlich produktbildende Reaktion nur im Fol-

genden beeinflusst, wenn insgesamt zu wenig NADH dem System zur Verfugung steht.
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Weitergehend wurden auch bei der BDH-Reaktion in Kapitel 4.1.2 die Vorteile einer star-
keren Regeneration gezeigt, worauf hin auch bei diesen Batchexperimenten die CbFDH
im Uberschuss eingesetzt wurde. Das gewahlte Substrat 4-MAP bildet selbstandig ein
Zweiphasensystem aus, wodurch hierfur kein zusatzliches Lésungsmittel notwendig ist.
Durch dieses Fehlen des optionalen Losungsmittels werden weitere Verteilungseffekte
zwischen der enzymatisch aktiven und wassrigen Phase sowie der organischen Phase mit
dem Substrat auf ein Minimum beschrankt. Jeweils vorausgehend war die Anreicherung
von eFormiat durch die beschriebene elektrochemische Reduktion von CO- in dem ver-

wendeten Puffer.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Reaktion der ReADH mit Cofaktor-Regeneration durch
CbFDH_C23S/C262A.

Das limitierende Substrat war 4-Methylacetophenon (4-MAP) mit 400 umol. Fir die Regeneration diente
elektrochemisch hergestelltes Formiat (540 umol). Der Cofaktor NAD* wurde mit 2,5 pymol (1 mM) eingesetzt,
als Puffer diente KPi 0,5 M pH 7,5. Der prozentuale Umsatz ist bezogen auf das eingesetzte 4-MAP. Die

Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Messungen an.

Liegt das 4-MAP als limitierender Faktor fur die Reaktion vor, ergibt sich innerhalb der
ersten 8h ein 4-MAP-Umsatz von 33,4 % +/-3,3%, welcher nach 48 h mit
69,7 % +/- 1,7 % die Plateau-Phase erreicht, in der sich kein weiteres Produkt mehr bildet.

Das verbrauchte eFormiat liegt nach 48 h mit einem Umsatz von 72,0 % +/- 2,5 % nahezu
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im identischen Bereich, d.h. es wurde kein Formiat z.B. durch eine unerwiinschte Neben-
reaktion zuséatzlich verbraucht. Weiterhin konnten nach der Reaktion noch
0,84 +/- 0,07 ymol NADH (0,3 mM) gemessen werden.
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der Reaktion der ReADH mit Cofaktor-Regeneration durch
CbFDH_C23S/C262A unter Verwendung von PEG-NADH.

Das limitierende Substrat war elektrochemisch hergestelltes eFormiat mit 200 pmol. Als Substrat der
ReADH diente 4-Methylacetophenon (4-AMP) mit 1,25 mmol. Der Cofaktor PEG-NADH wurde mit 0,3 pmol
eingesetzt, als Puffer diente KP; 0,5 M pH 7,5. Der prozentuale Umsatz ist bezogen auf das eingesetzte
Formiat. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Mes-

sungen an.

Ein weiterer statischer Ansatz wurde mit eFormiat als limitierendem Faktor durchgefuhrt.
Das Substrat der Alkoholdehydrogenase 4-MAP lag im mehr als 6-fachen Uberschuss vor
und als Cofaktor fand mit PEG-NADH ein modifizierter Cofaktor Anwendung (néheres zu
diesem Cofaktor siehe Kapitel 1.4). Auch hier wird der Grof3teil des Gesamtumsatzes in
den ersten 24 h mit einem Wert von 47,7 % +/- 1,1 % erreicht. In den folgenden 72 h stieg
der Umsatz noch bis auf 75,2 % +/- 4,1 % an. Der Formiatverbrauch lag bei diesem Ver-
such um bis zu 6 % hdher als das erzeugte Produkt, was an einer schlechteren Reinheit
der verwendeten Enzyme und somit am Vorhandensein von unbeabsichtigten NOX-Akti-

vitaten liegen kann.
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4.4.4 Kontinuierliche Versuche

Die statischen Versuche (Kapitel 4.4.3) zeigten, dass die Nutzung von elektrochemischem
eFormiat maoglich ist. Die technische Weiterentwicklung eines statischen Systems besteht
in der Anwendung der Reaktion unter Fluss. Im Folgenden wurde nun versucht, das elekt-
rochemische System direkt mit dem biochemischen zu koppeln und beide simultan als
Hybrid-System zu betreiben. Durch die hier praktizierte, aufeinander angepasste Koppe-
lung kann verbrauchtes Formiat kontinuierlich nachproduziert werden, wodurch dem bio-
logischen System immer ausreichend Reduktionsmediator zur Verfugung steht. Gleichzei-
tig kann die Formiatkonzentration auch in einem niedrigeren und individuell an die eigent-
liche Reaktion angepassten Bereich gehalten werden, wodurch dieses fur die eigentliche
Reaktion nicht bendtigte und in der Aufbereitung als Abfallstoff geltende Nebensubstrat in
deutlich geringeren Mengen anfallt, als wenn man es in einem statischen Prozess am An-

fang auf einmal im sehr groRen Uberschuss auf Verdacht einbringt.

Der elektrochemische Teil fur diese Kombination bestand unverandert aus einer 2-Kom-
partiment-Durchflusszelle, bei der durch eine mit Sn-Nanopartikel beschichteten Gasdiffu-
sionskathode das CO2 zu eFormiat reduziert wird (Bohlen 2021). Der Katholyt wird hierbei
an der Elektrode vorbei in ein Ubergabegefall gepumpt. Fiir die Bioreaktion mussten al-
lerdings im Vergleich zu den statischen Versuchen einige Veranderungen vorgenommen
werden, um diese im Fluss in einer Art FlieRbettreaktor bzw. Enzym-Membran-Reaktor
vollziehen zu konnen. So handelt es sich beim Bioreaktor nun um eine Filtrationseinheit,
bei der durch eine Ultrafiltrationsmembran mit einer Porengréf3e von 10 kDa Uber den Ge-
falboden Pufferflissigkeit entnommen und die eigentliche Bioreaktion im Vergleich zur
Gesamtanlage in einem kleinen Volumen kontrolliert abgehalten werden konnte. Dadurch
werden zum einem weniger Enzyme und Cofaktor benétigt und zum anderen werden die
beiden Module der Enzymreaktion und elektrochemischen CO2-Reduktion aktiv voneinan-
der getrennt, so dass sowohl die Enzyme und das NAD als auch die Kathode sich nicht
gegenseitig beeintrachtigen konnen. Die ReADH und CbFDH sind mit jeweils ca. 36 kDa
bzw. 40 kDa grofd genug, um von dem 10 kDa Filter effektiv im Gefal zurickgehalten zu
werden. Normales NADH ware mit etwa 0,7 kDa allerdings deutlich zu klein, wirde den
Filter ungehindert passieren und sich im Gesamtsystem und somit auch im elektrochemi-
schen Modul mit kaum vorhersehbaren Folgen verteilen kdnnen. Daher wurde mit PEG-
NADH ein modifizierter Cofaktor mit einer molaren Masse von ca. 20 kDa verwendet, wo-

bei die GroRe des PEGs an sich variabel einsetzbar ist.
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Ein weiterer Vorteil zur Trennung der Module ergab sich in der Wasserunldslichkeit der
Edukte und Produkte der ReADH, wodurch sich mit angepasster Ruhrgeschwindigkeit so-
wie Volumina selbstandig ein deutliches zwei-Phasen-System im Bioreaktor entwickelte.
Dadurch reichert sich das gewunschte Produkt in der oben liegenden Phase an und kann
vom wassrigen Teil abgetrennt bzw. in einem eigenen zusatzlichen Kreislauf gefihrt und
extrahiert werden (Kragl et al. 1996). Durch diesen Versuchsaufbau konnten daher sowohl
Edukt/ Produkt durch das zwei Phasengemisch als auch die Bestandteile der Enzymreak-
tion durch den Filter von der elektrochemischen Reaktion abgetrennt vorliegen. Lediglich
der Puffer/ Elektrolyt mit dem angereicherten Formiat zirkulierte so im Fluss zwischen den
beiden Reaktionsmodulen (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Schematischer Aufbau der Koppelung der elektrochemischen Reduktion von CO: zu
eFormiat und der enzymatischen Nutzung dessen zur Cofaktor-Regeneration.

In einer 2-Kompartiment-Durchflusszelle wird CO2 mittels Gasdiffusions-Kathode (Sn-NP als Katalysator) zu
eFormiat reduziert. Als Elektrolyt dient KP-Puffer 0,5 M pH 7,5. Mittels UbergabegefaR, welches den Aus-
gleich der unterschiedlichen Pumpgeschwindigkeiten des elektrochemischen- (100 mL/min) und enzymati-
schen- (1 mL/min) Moduls ausgleicht, wurden beide verbunden und dadurch das enzymatische System mit
eFormiat versorgt. Dieses eFormiat wurde von der CbFDH_C23S/C262A zur Cofaktor-Regeneration von
PEG-NADH genutzt. Die ReADH wiederum verwendete dieses PEG-NADH, um das Substrat (4-MAP) in

einem Zwei-Phasen-System zum Produkt (1-(p-Tolyl)-EtOH) umzuwandeln.

70



Ergebnisse

4.4.4.1 Puls-Betrieb
Fur die erste Kombination der beiden Systeme wurde die elektrochemische Formiat-Er-

zeugung in einem Puls-Betrieb eingesetzt, also immer nur kurzzeitig zugeschaltet. Dabei
war das elektrochemische CO»-Reduktionsmodul zu Beginn tatig, um einen Formiat-
Grundstock zu bilden. Dieser orientierte sich an den kinetischen Daten der CbFDH und
lag im Bereich um etwa die 10fache Kn-Konzentration fur das Substrat Formiat. Dies ge-
schah mit einer Stromstarke von -100 mA. Der Formiat angereicherte Puffer wurde dann
kontinuierlich Uber den Bioreaktor gepumpt, wodurch das enzymatische Reaktionssystem
startete. Jeweils nach 24 h wurde der elektrochemische Teil erneut fur eine an den bishe-
rigen Formiat-Verbrauch angepasste Zeit bei -100 mA betrieben. Der Verlauf des Umsat-

zes von eFormiat und 4-MAP Uber eine Messdauer von 96 h ist in Abbildung 21 zu sehen.
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Abbildung 21: Gekoppelte, diskontinuierliche Kombination der elektrochemischen Erzeugung von
eFormiat und enzymatische Nutzung.

Aufgetragen ist die gemessene eFormiat-Konzentration sowie der Verbrauch von 4-MAP gegenulber der Ver-
suchsdauer von 96 h. Der Versuchsaufbau ist Abbildung 20 zu entnehmen. Die Reaktion wurde mit der elekt-
rochemischen Produktion von eFormiat gestartet. Dies wiederholte sich alle 24 h, dazwischen war der elekt-
rochemische Teil abgeschaltet.

Zu erkennen ist der, durch die verwendete Stromstarke bedingte, schnelle Anstieg der
eFormiat-Konzentration im elektrochemischen Reaktionsteil. Hierbei betrug bei den ersten
beiden Pulsen die Bildungsrate wie aus Vorversuchen erwartet 1,3 — 1,4 mmol/cm?/h. Auf
Grund eines Produktionsleistungsabfalles der Elektrode bei dem dritten Puls nach 48 h

auf 0,4 mmol/cm?/h, ausgel6st durch abgelésten Katalysator, fand ein Elektrodenwechsel

71



Ergebnisse

statt, wodurch die Produktion beim letzten Puls zu der gewohnten Rate zurtckkehrte. Mit
einer kurzen zeitlichen Verzdgerung kann die Abnahme des 4-MAP bzw. Bildung des 1-
(p-Tolyl)-EtOH beobachtet werden. Bedingt durch die Pumpgeschwindigkeit von 1 mL/min
zwischen dem Ubergabegefalt und dem Bioreaktor dauerte es eine gewisse Zeit, ehe die
eFormiat-Konzentration im biochemischen Reaktionsteil so weit anstieg, dass die Enzym-
reaktionen merkliche Geschwindigkeit aufnahmen. Danach ist eine kontinuierliche Pro-
duktgenerierung ersichtlich, die innerhalb der Messdauer langsamer wurde. Trotz der ab-
nehmenden Geschwindigkeit zeigt es, dass das Enzymsystem im Ganzen uber diese
Dauer funktionsfahig blieb. Am Ende des Versuchs waren nach 96 h 4,24 mmol 1-(p-
Tolyl)-EtOH gebildet worden. Bezogen auf die zum Start des Versuchsaufbaus erzeugten
4,1 mmol eFormiat wurde dieses vollstandig aufgebraucht und somit auch nachweislich in
den spateren Durchgangen gebildetes Formiat verbraucht. Sowohl die Enzyme als auch
das PEG-NADH blieben in diesem Zweiphasensystem uber die Versuchsdauer aktiv. Mit
einer eingesetzten Konzentration von 5 ymol ergab sich fur das PEG-NADH bei diesem
Versuch eine TTN von 850.

Betrachtet man die Konzentration sowohl des verbrauchten eFormiats als auch 3-MAP
direkt Ubereinanderliegend so sieht man, dass diese beiden Kurven miteinander korrelie-
ren (s. Abbildung 22). Dies bedeutet, dass kein Formiat durch mégliche Nebenreaktionen
verloren ging und es somit vollstandig zur Produktbildung beitrug. Durch den nicht vorhan-
denen hdheren Verbrauch konnten beispielsweise NOX-Aktivitaten durch Verunreinigun-
gen der Enzymaufbereitungen, die regeneriertes PEG-NADH unbeabsichtigt durch NOX-
Enzyme zurick zu PEG-NAD* oxidieren wirden, ohne 1-(p-Tolyl)-EtOH zu produzieren,

ausgeschlossen werden.

72



Ergebnisse

5 L
»
4 jris ¥
4"
'/0/
s % 23
2 o g
=) |:|/i/9
O
5 g — & —  4MAP
g 2- /2 o Formiat
D E/ﬂ
4
A
/'
0 H/ T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zeit [Stunden]

Abbildung 22: Gekoppelte, diskontinuierliche Kombination der elektrochemischen Erzeugung von
eFormiat und enzymatische Nutzung.

Gezeigt ist der Verbrauch von 4-MAP sowie das verbrauchte eFormiat.

4.4.4.2 Kontinuierlicher Betrieb
Anstelle des gepulsten Betriebs des elektrochemischen Moduls kann auch ein vollstandig

kontinuierlicher Betrieb realisiert werden. Die Herausforderung liegt dabei im dauerhaften,
moglichst zueinander identisch ablaufenden Zusammenspiel sowohl des elektrochemi-
schen als auch des biologischen Systems. Bei einer Laufzeit von mehreren Stunden ver-
liert die Elektrode kontinuierlich an Formiat-Produktionsleistung, beispielsweise durch Ver-
lust von angehefteten Sn-NP Katalysator. Der gleiche Effekt ist beim biologischen Teil zu
beobachten. Auch wenn im Puls-Betrieb in Kapitel 3.5.3.2 das enzymatische System ins-
gesamt Uber einen Zeitraum von 4 Tagen eine Aktivitat aufwies, so nahm diese mit der

Zeit ebenfalls deutlich ab.

Ziel war es daher, auf Grundlage von eigenen Erfahrungswerten, diese beiden abnehmen-
den Kurven entsprechend aneinander anzupassen. Da die elektrochemische Formiatbil-
dung kontrollierter zu beeinflussen ist, sollte diese im Versuchsaufbau moduliert werden.
Unverandert zum Puls-Versuch wurde auch hier erst einmal ein Formiat-Grundstock mit
-100 mA gebildet, der erneut bei etwa der 10fachen Kn-Konzentration der CbFDH fur For-
miat lag. AnschlieRend galt es die Leistung so weit zu reduzieren, dass die Neubildung

von Formiat in etwa mit dessen biochemischem Verbrauch korrelierte, wobei -5 mA durch
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Vorversuche mit der eFormiat Bildungsgeschwindigkeit als am geeignetsten angesehen
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Abbildung 23: Kontinuierliche Kombination von elektrochemischer Formiat-Erzeugung sowie en-
zymatischer Nutzung dieses zur Cofaktor-Regeneration.

Gestartet wurde mit einer schnellen CO2-Reduktion bei -100 mA. Darauffolgend wurde die elektrochemi-
sche Formiatproduktion fur die gesamte Versuchsdauer bei -5 mA fortgesetzt. Der Versuchsaufbau ist Ab-
bildung 20 zu entnehmen. Dargestellt ist der Verbrauch an ,4-MAP*“ sowie die gemessene Formiatmenge
(,Formiat®). ,Formiat theo.” ist die Summe aus der gemessenen Formiatmenge und dem verbrauchten
Edukt 4-MAP.

In Abbildung 23 ist der Verlauf dieses Versuchsaufbaus Uber 48 h zu sehen. Wie geplant
wurden durch eine schnelle Produktion 6,4 mmol Formiat vorgelegt. In den direkt darauf-
folgenden Stunden stieg bei geringerer Leistung die Formiatkonzentration weiter bis auf
7,2 mmol. Dies liegt, analog zum Puls-Versuch, an der Verteilung des Formiat-Puffers
Uber das UbergabegefaR in den Bioreaktor, wodurch das Formiat erst nach und nach dem
Enzymsystem zur Verfugung steht. Nach wenigen Stunden konnten die Enzyme mit ihrer
vollen Leistung die gewunschte Reaktion katalysieren und bis zum Schluss nach 48 h
2,3 mmol 1-(p-Tolyl)-EtOH bilden. In diesem Zeitraum stieg die messbare Formiatmenge
allerdings um zusatzlich 0,6 mmol, was eine leicht starkere eFormiat-Bildung im Vergleich
zum enzymatischen Verbrauch zeigt. Vergleicht man die ersten 24 h mit aktivem En-
zymsystem, so sieht man eine gute Ausgeglichenheit in Produktion bzw. Verbrauch der
beiden Systeme. In dieser Zeit wurden 1,7 mmol 1-(p-Tolyl)-EtOH produziert, wobei die

gemessene Formiatmenge nur um 0,1 mmol stieg. Formiat (theo.) in der Abbildung 23
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zeigt die Summe aus dem gemessenen Formiat sowie dem produzierten 1-(p-Tolyl)-EtOH,
also der gesamt produzierten eFormiatmenge. Wie erwartet zeigt dieser Verlauf am An-
fang einen starken Anstieg, der mit der Zeit immer weiter abflacht. Dies entspricht den in
Vorversuchen erhaltenen Ergebnissen und zeigt somit eine gute Vorhersagbarkeit des
elektrochemischen Systems. Nach 48 h lag der TTN fur das PEG-NADH hier bei 550.
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5 Diskussion

5.1 Racematspaltung von (+/-)-Campher

Campher ist ein naturliches, bizyklisches Monoterpenoid, welches in Form der beiden
Enantiomere (+)-Campher sowie (-)-Campher vorkommt. Insgesamt weckt Campher in
Bereichen der chemischen und pharmazeutischen Industrie immer mehr Interesse, bei-
spielsweise auf Grund seiner analgetischen Wirkung in Salben, der moglichen Nutzung
als biobasiertes Monomer, als Bestandteil von Antifouling-Polymeren und als chiraler Aus-
gangsstoff fur unterschiedlichsten Synthesen (Xu et al. 2005; Selescu et al. 2013; Fraun-
hofer-Institut fur Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik IGB 2021; Hu et al. 2020; Money
1985). Fir diese Nutzungsformen liegen im Idealfall beide Campher-Enantiomere getrennt
voneinander vor, um die auftretenden Eigenschaften klar definieren zu kdnnen. In der Na-
tur in ausreichender Menge vorkommend und kommerziell nutzbar ist aktuell lediglich
(+)-Campher, der hauptsachlich aus dem Holz des Campherbaums (Cinnamomum
camphora) extrahiert wird. Die stereochemisch reine Form des (-)-Campher hingegen ist
nur aufwendig erhaltlich. In der reinen Form kann es beispielsweise durch die Synthese
aus (-)-Borneol erzeugt werden oder es findet eine chemische Racematspaltung mittels
chiraler Katalysatoren statt (Lang et al. 2011; Pearson 1991). Das fir die Spaltung nétige
Campher-Racemat wiederum kann aus a-Pinen gewonnen werden, welches beispiels-

weise in der Papierindustrie als Abfallstoff zur Verfigung steht (Ritter 1933).

Die Idee hinter der selektiven, enzymatischen Oxidation von (+)-Campher lag darin, aus
diesem als Abfallstoff anfallenden Campher-Racemat wertige und reine Campher-Enanti-
omere fur die Weiterverarbeitung zu gewinnen. Durch die stoffliche Umwandlung des (+)-
Camphers zu (+)-Borneol bei gleichzeitigem Zurticklassen des (-)-Campher wird es leich-
ter moglich, die beiden Substanzen voneinander zu trennen, beispielsweise durch eine
Gegenstromverteilungschromatographie (Yang et al. 2018). Anschlieend kann entschie-
den werden, ob die Ruckreaktion des (+)-Borneol zu (+)-Campher und somit auch die
schlussendlich formelle Campher-Racematspaltung oder die direkte Nutzung des anfal-

lenden (+)-Borneol fur das weitere Vorhaben sinnvoller und wirtschaftlicher ist.

Diese enzymatisch katalysierte und NADH-abhangige Oxidation von Campher zu Borneol
benétigt bei Verwendung der PpBDH_S146A/Y188T nicht nur die in Abbildung 4 darge-
stellten Ausgangsstoffe, sondern auch noch eine besonders gehandhabte Reaktionsflh-

rung. Wie es sich bei der praktischen Durchfiihrung der Racematspaltung in Abbildung 6
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zeigt, reagiert zwar beim Zusammenfihren der Reaktanten der (+)-Campher an sich se-
lektiv weiter, doch kann nach der ersten Stunde nur ein geringer Umsatz von
6,9 % +/- 0,1 % erreicht werden. Dieser Wert |asst sich allerdings nicht mit einer zu kurzen
Reaktionszeit begrinden, da sich dieser auch nach der langeren Laufzeit nicht verbes-
serte. Es zeigt sich somit, dass das naturliche Gleichgewicht dieser enzymkatalysierten
Reaktion deutlich auf Seiten des Camphers liegt und eine ausreichende Racematspaltung
mit diesem Vorgehen auch nicht mit dem modifizierten Enzym ohne weitere Veranderun-
gen der Reaktionsbedingungen erfolgen kann. Diese Beobachtung deckt sich auch mit der
Literatur, in der das Gleichgewicht bei Reaktionen mit cyclische Alkohole eher auf der Ke-
tonseite liegt (Goldberg et al. 1993). Bei anderen, linearen Alkoholen liegt dieses Gleich-
gewicht eher auf der Seite der Alkohole, was die Annahme zulasst, dass dieser Effekt an
den axial-axialen Wechselwirkungen im Ring liegt, welche bei der Oxidation zum Keton
wegfallen und sich so die natlrliche Abstol3ung der Kohlenstoff-Atome verringern wrde.
Zuletzt fallt auch noch die Abnahme der Borneol-Konzentration auf etwa 2 % bei gleich-
zeitiger Zunahme des (+)-Camphers uber den Versuchszeitraum von sechs Stunden ins
Auge. Dies bedeutet, dass sich in dem System die Konzentration eines Reaktionspartners
derart geandert haben muss, dass die Rickreaktion wieder verstarkt und somit Borneol
wieder verbraucht wurde. Hierflr infrage kommt der Cofaktor und dabei das instabile
NADH, welches bei der Reaktion bei RT in einem wassrigen Phosphatpuffer flir mehrere
Stunden geldst vorlag. Diese Reaktionsparameter sind bekannterweise flr die Stabilitat
von NADH als ungunstig anzusehen und wirken sich durch die lange Reaktionsdauer deut-
lich aus (Rover Junior et al. 1998; Fawcett et al. 1961).

Mochte man nun einen hoheren Umsatz oder gar eine vollstandige Racematspaltung er-
reichen, muss zum einen das Gleichgewicht dieser Reaktion verschoben werden. Dies
kann beispielsweise durch die Entfernung eines der Reaktionsprodukte erfolgen, wofur
sich die Cofaktor-Regeneration anbietet. Entfernt man das NAD* vollstandig aus dem Sys-
tem, ist die Ruckreaktion automatisch unterbunden. Gleichzeitig wird durch die Regene-
ration das NADH nicht mehr im stéchiometrischen Verhaltnis bendtigt. Ein weiterer,
dadurch erhaltener Vorteil ist die Stabilisierung des NADH, um langere Reaktionszeiten
zu ermaoglichen. Dieser Effekt ist bei einer NADH-Regeneration ebenfalls mit inbegriffen.
Das NADH liegt hierbei nicht mehr dauerhaft direkt unter dem Einfluss der Umgebungs-
parameter vor, sondern befindet sich im Wechsel mit der oxidierten Form NAD*. Durch
diese Kreislaufreaktion wird das NADH standig neu gebildet und der Einfluss der Umge-
bung, der zur Inaktivierung des NADHSs flhrt, deutlich verringert. Durch diese Malkihahme

sollte die gewunschte Reaktion der Racematspaltung zum einen Uberhaupt ermoglicht und
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zum anderen durch die gesenkte Cofaktor-Konzentration diesen Punkt betreffend wirt-

schaftlich sinnvoll werden.

Das Experiment zur Campher-Racematspaltung mit Cofaktorregeneration aus Abbildung
7 zeigt, dass durch diesen veranderten Reaktionsaufbau mit dem zusatzlichen Einsatz
eines NADH-Regenerationssystems das angestrebte Ziel des selektiven und vollstandi-
gen Oxidierens des (+)-Camphers erreicht werden konnte. Zum einen wurde im allgemei-
nen genugend NADH nachfolgend gebildet, um den Vollumsatz des (+)-Camphers Uber-
haupt zu erreichen, da es zu Beginn stéchiometrisch im Unterschuss vorlag. Zum anderen
erfolgte durch die sofortige und dauerhafte Entfernung von NAD* aus der Reaktion die
postulierte Verschiebung des Gleichgewichtes, was ebenfalls einen wichtigen Beitrag zum

Erreichen des Vollumsatzes beitrug.

Zur Einschatzung der Eignung des gewahlten FDH-Regenerationssystems zur Kopplung
mir der BDH-Reaktion kann ein vergleichendes Experiment mit der Glucosedehydro-
genase (GDH), ein weiteres enzymatisches Regenerationssystem zur Rate gezogen wer-
den. Diese beiden Versuche waren vom Versuchsaufbau analog zueinander aufgebaut
(Hofer et al. 2021). Die GDH setzt NAD* mit dem Substrat Glucose zu NADH und Gluco-
nolacton um und vollzieht dadurch die Cofaktor-Regeneration. Im Unterschied zur FDH
zeigt die GDH auch noch bei pH-Werten unterhalb von 6,0 weiterhin Aktivitat. Die Vorun-
tersuchungen in diesem Zusammenhang zeigten, dass mit einem sinkenden pH eine Ak-
tivitatserhéhung der BDH erwartbar ist und dass diese sich durch eine Reaktionstempera-
turerhdhung auf 30 °C nochmals steigern lie3. Dies hatte zur Folge, dass die Racemat-
Trennung von 1 mM (+/-)-Campher in Kombination mit dem GDH-System mit zweieinhalb
Stunden schneller erfolgt als bei der Verwendung der FDH mit sechs Stunden. Allerdings
lasst sich auch festhalten, dass gleichzeitig mit der Erhdhung der Geschwindigkeit die Se-
lektivitat des Enzymes abnahm und auch (-)-Campher zu Borneol umgewandelt wurde.
Schlussendlich kann als Fazit gezogen werden, dass auch mit einem anderen enzymati-
schen Regenerationssystem und einer weitergehenden Reaktionsoptimierung die Umset-
zung von (+)-Campher rechnerisch mit einer Enzymaktivitat von wenigen mU/mg und so-
mit sehr langsam erfolgt. Eine deutliche Erhdhung der Enzymkonzentration stellte sich auf
Grund einer geringen Expression und der Eigenheit der BDH, bei zu hohen Enzymmengen
auszuflocken, als herausfordernd dar. Die enzymatische Campherracemat-Spaltung ist
somit experimentell moglich. Fir ein langfristiges Ziel, diese Spaltung fur die Anwendung

im groReren Umfang, beispielsweise in Rahmen einer Bioraffinerie, zu ermdglichen, waren
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allerdings noch deutlich weitergehende Optimierungen der verwendeten Enzyme und des

gesamten Verfahrens notwendig.

5.2 Kombination von Dehydrogenasen zu Enzymkaskaden

Der Weg von einem anfallenden Ausgangsstoff zum gewulnschten wertbringenden Pro-
dukt, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, erfolgt nur in seltenen Fallen Uber einen ein-
zelnen, enzymatisch katalysierten Schritt, der gegebenenfalls noch zusatzlich mit einer
Cofaktor-Regenerierung gekoppelt werden muss. Kann das gewlnschte Produkt somit
nur mittels mehrerer aufeinanderfolgender Reaktionsschritte erreicht werden, so ist es teil-
weise moglich, die nétigen Enzyme zu einer gemeinsamen Enzymkaskade zu kombinie-
ren und dadurch Reaktionen mit einem NADH-Verbrauch und Reaktionen mit einem
NADH-Uberschuss zu koppeln. Dabei stellt sich die Herausforderung, diese Kaskade in
einer Art und Weise zu designen, dass unter anderem moglichst wenig verschiedene
Cofaktoren bendtigt werden. Des Weiteren sollten nach Mdglichkeit diese Cofaktoren in-
nerhalb der Kaskade ausgeglichen vorkommen. Im optimalen Fall gelingt dies allein durch
die bendtigten Reaktionsschritte und die zugehorigen Enzyme. Als Vorbildgeber konnen
hierfur verschiedenste naturliche Stoffwechselwege dienen. Wird bei der designten Kas-
kade auf NAD zurlckgegriffen und dieses intrinsisch regeneriert, so wird dieses Zusam-
menspiel auch als ,hydrogen borrowing cascades“ bezeichnet (Sperl und Sieber 2018).
Ist allerdings ein entsprechendes Design, auf Grund von nicht vorhandener Redoxneutra-
litat zwischen Edukten und Produkten, nicht moglich, so muss auf ein zusatzliches Rege-
nerationssystem zurtickgegriffen werden. Alternativ kdnnen diese unausgeglichenen Kas-
kaden auch so gefuhrt werden, dass Produkte unterschiedlicher Oxidationsstufen gebildet

werden und die Umsetzung dadurch Cofaktor neutral durchgefihrt werden kann.

Das in der hier vorgestellten Enzymkaskade verwendete Ausgangssubstrat 2-KDG ist ein
Zuckerabbauprodukt und zentrales Intermediat unterschiedlicher Stoffwechselwege von
Entner-Doudoroff, Dahms und Weimberg (Entner und Doudoroff 1952; Dahms und Ander-
son 1969; Weimberg und Doudoroff 1955). Dieses ist kommerziell nicht erhaltlich, kann
allerdings beispielsweise in einer heterogenen, chemoenzymatische Katalyse aus Glu-
kose cofaktorfrei Uber eine Gold-katalysierte Oxidation und eine Dehydratation mittels
DHAD hergestellt werden (Sperl et al. 2016). Die nun fur die Umwandlung vom Zuckerab-
bauprodukt zu vermarktbaren Aminosauren ausgewahlten Enzyme eignen sich aus ver-
schiedenen Grunden gut fur die entwickelte Kaskade. Zum einen bauen sie in der Weise

aufeinander, dass lediglich ein Cofaktor zur Nutzung kommt, der zusatzlich vollstandig
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intrinsisch regeneriert wird und somit nicht stochiometrisch und unrentabel eingesetzt wer-
den muss. Des Weiteren wird durch die verfugbaren kinetischen Daten der gewahlten En-
zyme ersichtlich, dass diese sich gut fur eine Kaskade mit den aufeinanderfolgenden Re-
aktionen eignen. Nur die KDGA als Startenzym weist einen Ky, im mM Bereich auf, welcher
aber durch die gute Substratsattigung durch die Startkonzentration des Substrates 2-KDG
nicht stark ins Gewicht fallt. Die weiteren sind alle als sehr niedrig einzustufen und dadurch
gut fur eine Kaskade geeignet, da sich die gebildeten Substrate im Fluss befinden und
somit theoretisch gleich weiter reagieren, wodurch sich keine Zwischenprodukte anrei-
chern und die jeweiligen Substrat-Konzentrationen niedrig bleiben sollten. Aus dem Rah-
men fallt die TIGR, bei der das Gleichgewicht der Oxidoreduktasereaktion beinahe voll-
standig auf der Seite des D-Glycerats liegt, wodurch eine Bestimmung der enzymatischen
Daten fur die gewunschte Reaktion nicht moglich war. Die Umgebung von Enzymen hat
einen grollen Einfluss auf die enzymkinetischen Parameter und ist insbesondere beim
Zusammenspiel mehrerer Enzyme und unterschiedlicher Reaktionsarten in nur einem Ge-
fall entscheidend (Schrittwieser et al. 2018; Sperl und Sieber 2018; Lorilliere et al. 2020).
Aus diesem Grund wurde die Aktivitat der Enzyme einzeln mit unterschiedlichen Puffern
und pH-Werten getestet. Jeder Puffer oder pH-Wert zeigte Vor- und Nachteile fur den Ein-
satz in der Kaskade, weshalb eine Abwagung notwendig war. Einen Uberblick der Wirkung
des Puffers auf die einzelnen enzymatischen Reaktionen gibt Tabelle 32. Teilweise konn-
ten Puffer direkt als ungeeignet ausgeschlossen werden oder es musste zwischen Mog-
lichkeiten abgewogen werden, was schlussendlich zu der Entscheidung fur den KP;- Puffer

mit einem pH von 8,0 fuhrte.

Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Enzyme bietet noch weitere Herausforderun-
gen. Als Referenz diente der Kaskadenansatz, bei dem alle Enzyme mit der gleichen Ak-
tivitat eingesetzt wurden. Bereits hier erreichte die L-Alanine-Konzentration einen fast voll-
standigen Umsatz, wohingegen beim L-Serin nur etwa 1/5 des moglichen zu detektieren
war. Somit ruckte besonders die Verbesserung der L-Serin-Ausbeute in den Fokus der
Optimierung. Um mdgliche Schwachstellen im Zusammenspiel der Enzyme herauszufin-
den, fand eine Titrationsstudie statt, bei der jeweils ein Enzym in der zugegebenen Aktivitat
durch Verringerung bzw. Erhéhung variiert wird. Fur die L-Alanine-Produktion wurde mit
der MjAIDU ein Enzym, welches nicht direkt an der L-Alanin-Produktion beteiligt ist, son-
dern indirekt durch die Regeneration von NADH eingreift und so die Bildung von L-Alanin
uberhaupt erst ermdglicht, als Engstelle detektiert. Die L-Serin-Produktion wiederum um-

fasst vier Reaktionsschritte und startet bei der Referenz mit einer Konzentration von
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5,3 +/- 0,3 mM. Dies kann unter anderem am groéRReren Einfluss von NAD durch die not-
wendige, intrinsische Regenerierung sowie der erschwerten Kalkulierbarkeit fir das En-
zym TIGR liegen. Betrachtet man bei dieser Titrationsstudie die erreichten L-Serin-Kon-
zentrationen insgesamt, so fallen einem zwei Enzyme mit einem deutlichen Einfluss auf,
insbesondere dann, wenn deren Aktivitat gesenkt wird. Eine Senkung der Aktivitat der
MjAIDH sorgt fur einen vollstandigen Produktionsausfall von L-Serin. Am Start war in dem
Ansatz der Kaskade ausschliel3dlich NAD* vorhanden. Da fur die Produktion von L-Alanin
allerdings NADH bendtigt wird, bedeutet die Bildung von L-Alanin im Umkehrschluss, dass
durch die MjAIDH gleich viel D-Glyceraldehyd zu D-Glycerat umgesetzt wurde. Es scheint
somit, dass diese D-Glycerat-Konzentration nicht ausreicht, um die weitere Reaktion zum
L-Serin durch die TIGR voranzutreiben. Fur diese Enzym-Substrat-Kombination liegen aus
technischen Grunden keine kinetischen Daten vor, weshalb die Vermutung naheliegt, dass
der zugehdrige Kn im Vergleich zu den restlichen Enzymen deutlich hdher liegt. Als wei-
teres limitierendes Enzym fur die L-Serin-Produktion stellte sich die AfAlaDH heraus. Hier-
fur kann eine Erklarung in der im Vergleich zu den anderen Enzymen niedrigen maximalen
spezifischen Aktivitat der AfAlaDH fur das Substrat Hydroxypyruvat mit nur 0,5 U/mg ge-
funden werden. Da die Verdopplung eines einzelnen der limitierenden Enzyme keinen
deutlich hoheren Umsatz bedingt, kann angenommen werden, dass nicht nur ein einzel-
nes Enzym diesen bedingt. Dies kann sich auch durch eine Variante belegen, bei der nebst
den beiden als Engstelle identifizierten Enzyme MjAIDH und AfAlaDH mit der TIGR auch
das dritte, fur die Produktion von L-Serin notwendige Enzym erhoht wurde. Lag die Ver-
besserung mit einem erhdhten Enzym bei L-Serin noch bei einer Steigerung von
19 % +/- 9 % bzw. zu 26 % +/- 4 %, so brachte die Enzymaktivitdtserhéhung der beiden
als Engpass identifizierten Enzyme eine héhere Steigerung um 68 % +/- 7 % im Vergleich

zur Referenz.

Basierend auf den fur die Beurteilung der kinetischen Daten der verwendeten Enzyme
herangezogenen Veroffentlichungen dienten die Enzyme dort ebenfalls fur die Produktion
von Aminosauren. So wurde zum einen aus Glukose in einem prazise aufeinander abge-
stimmten Enzymverhaltnis Uber KDG als Zwischenprodukt ein vergleichbarer L-Alanin-
Umsatz von 95 % erreicht (Gmelch et al. 2019). Das L-Serin wiederum wurde aus Glycerol
erzeugt, welches durch eine Enzymkaskade mit drei Enzymen umgesetzt wurde. Dabei
wurden nach 18 h zwar mit 71,3 % prozentual deutlich mehr L-Serin erzeugt als durch die
hier vorgestellte Kaskade, auf Grund der geringeren Ausgangskonzentration waren es in
der Gesamtkonzentration allerdings mit 7,1 mM weniger als die hier erreichten
8,9 +/- 0,4 mM nach 21 h.
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Neben der Bestimmung von Endkonzentrationen nach einer gewissen Zeit kdnnen auch
noch weitere Erkenntnisse Uber die zeitliche Betrachtung Einblicke in die Vorgange der
Kaskade bieten. Die zugige L-Alanin-Bildung passt zur Beobachtung in der Titrationsstu-
die, dass eine Variation der KDGA keinen signifikanten Einfluss auf den Gesamtumsatz
hat. Dieser Vollumsatz bedeutet gleichzeitig, dass durch den bendtigten Cofaktor auch der
Umsatz von Glyceraldehyd zu D-Glycerat vollstandig abgelaufen sein muss. Dies ist ein
starkes Indiz dafur, dass die darauffolgenden Reaktionen den limitierenden Faktor fur die
Bildung des L-Serin darstellen. Diese L-Serin-Produktion unterliegt zahlreichen Einflus-
sen, die zu der geringeren Ausbeute fuhren. Zum einen hangt die Bildung direkt mit dem
zweiten Produkt L-Alanin zusammen, welche mit den vorausgehenden Edukten Pyruvat
und Hydroxypyruvat in einem zusammenhangenden Gleichgewicht verbunden sind. So ist
es moglich, dass das L-Alanin Uber die Messdauer deswegen zuruck zu Pyruvat reagiert,
um fur die Reaktion zu L-Serin nétiges NADH vermehrt zu liefern (Sallach 1956). Dieser
Effekt scheint allerdings erst mit steigender L-Serin- bzw. Hydroxypyruvat-Konzentration
einzutreten. Des Weiteren liegt das Gleichgewicht der TIGR-Reaktion von D-Gycerat und
NAD* zu Hydroxypyruvat und NADH deutlich auf der Eduktseite, was durch die nicht mog-
liche Messung dieser Reaktion ersichtlich wird. Auch zeigt das darauffolgende Enzym AfA-
laDH eine geringe Aktivitat gegenuber Hydroxypyruvat auf, wodurch die Reduktion zu Se-
rin gering ist. Die Verwendung einer optimierten AlaDH mit einem niedrigeren Km sowie

hoheren vmax fir Hydroxypyruvat und NADH ware daher vorteilhaft.

Nebst modifizierten Enzymen konnte auch eine Selbststeuerung der jeweils vorhandenen
Cofaktorkonzentrationen eine hohere Ausbeute erbringen. Um durch dieses Eingreifen
dem System nicht eine Redox-Variante vollstandig zu entziehen und somit manchen Re-
aktionen den notwendigen Cofaktor zu entfernen, sollte dieses Regulationssystem erst ab
einer bestimmten Konzentration eingreifen. Eine solche Moglichkeit haben Opgenorth et
al. mit einem ,purge valve Modul” fur NADPH entwickelt und fur die Produktion von PHB
und Isopren erfolgreich demonstriert (Opgenorth et al. 2014). Bei dem purge valve Modul
handelt es sich um eine selbstandige Regulierung der NADPH-Konzentration, abhangig
von der bereits vorliegenden Konzentration des Cofaktors. Dadurch wird es mdglich, bei-
spielweise auch nicht in sich ausgeglichene Kaskaden zu betreiben, was fur diese Kas-
kade die Moglichkeit erdffnen wirde, direkt vollstandig enzymatisch bei dem leicht verfug-
baren Substrat Glukose zu starten. Dabei wird die Glukose anstelle mit dem Gold-Kataly-
sator mit einer GDH unter NADH-Bildung zu D-Gluconat oxidiert und anschliel3end wird
daraus das 2-KDG bei beiden Methoden identisch mittels DHAD gebildet. Weiterhin wird
durch das purge valve Modul auch die spontane Hydrolyse von NADH durch Nachbildung
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ausgeglichen, welche gerade durch die hohe Temperatur der Kaskade von 50 °C be-
schleunigt wird oder auch eine mdglicherweise vorhandene NOX-Aktivitat, die unbeab-
sichtigt NADH zurlick zu NAD* oxidiert (Rover Junior et al. 1998; Fawcett et al. 1961).

5.3 Direkte elektrochemische NADH-Regenerierung

Neben der enzymatischen Cofaktor-Regeneration gibt es noch zahlreiche weitere Varian-
ten, bei denen versucht wird, die Wiedergewinnung des NADHs ohne Enzyme zu ermdg-
lichen. Die elektrochemische Methode gehdrt hierbei auf Grund der direkten Verwendung
von Elektronen fur die Regeneration mit zu den Interessantesten. Die direkte, elektroche-
mische Regeneration fur den Cofaktor NADH ist grundsatzlich eine sehr elegante Vari-
ante, bei der das NAD* direkt an der Elektrodenoberflache mit den nétigen Elektronen
versorgt wird. Des Weiteren stellen die niedrigen Betriebskosten eine gute Mdglichkeit
zum Screening der Elektrodenmaterialien und eine gute Produktaufbereitung, die sich aus
fehlenden Opfersubstraten oder Mediatoren bedingt, Uberzeugende Argumente flr den
Einsatz dieser Methode in Forschung und Industrie dar. Daher werden an dieser Anwen-
dung auch seit mehreren Jahrzehnten immer wieder unterschiedliche Forschungsarbeiten
vorgenommen mit dem Ziel, eine umsetzbare Anwendung zu erreichen. Fir eine zukinftig
sinnvolle Nutzung dieser Regenerationsart ist es wichtig, dass es sich um stabile, gunstige
und effiziente Elektroden handelt, die hohe TTN ermdglichen. Bislang bekannte Experi-
mente fokussierten sich allesamt jeweils auf ein oder wenige Metalle, wobei bei den Mes-
sungen haufig fir die Optimierung das Potential variiert wurde. Dies hat den Zweck, die
gewahlte Elektrode flr die NADH-Regeneration zu charakterisieren und flr das einzelne
Metall die bestmdgliche Einstellung zu finden. Ein Materialvergleich mehrerer Elektroden
untereinander sowie eine Aussage zu der Effizienz, mit dem die gewahlten Elektroden das
NAD* zu NADH reduzieren, kann dadurch nur schwer getroffen werden. Dies liegt an der
teilweise stark schwankenden Stromstarke und somit der zugeflhrten Elektronenanzahl,
die bei Messungen mit konstantem Potential variabel sind und auch vom Versuchsaufbau
abhangen. Weiterhin sind die bisher beschriebenen Experimente hauptsachlich allein auf
die Bildung von NADH fokussiert, ohne die weiteren Anwendungsbereiche in Kombination
mit Enzymen im Blick zu haben. So kann es vorkommen, dass hierfur wichtige Angaben
wie die Ausbeute oder Qualitat des NADH fehlen.

Das hier durchgefuhrte Screening mit konstanter Stromstarke ergab ein sehr breit gefa-
chertes Bild. Bei der gewahlten Stromstarke von -5 mA/cm? konnten zahlreiche Materialien
wie Gold, Glaskohlenstoff, Molybdan oder Titan mit einem 1,4-NADH Anteil um die 10 %
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direkt als ungeeignet fur die Kombination mit Enzymen ausgeschlossen werden. Weitere
Metalle regenerierten das NADH zwar in einer besseren Qualitat, lagen aber bereits mit
der gebildeten Gesamtkonzentrationen unter 50 yM/h/cm?im sehr niedrigen Bereich. Be-
troffen hiervon waren unter anderem Eisen, Kupfer, Nickel, Wolfram und Zink. Auch Zinn
mit einer im Vergleich guten 1,4-NADH-Quote von ca. 56 % regenerierte nur wenig NADH
insgesamt. Die beiden in dem Vergleich herausstechenden Materialien stellen Silber und
Indium dar, bei denen sich ca. 130 — 140 uM/cm?/h aktives NADH bildeten.

5.3.1 Reaktionsmechanismus direkte Regeneration

Um ein Verstandnis fur die Unterschiede bei der Regeneration zu bilden, ist es zuerst von
Noten, einen genaueren Blick auf den Reaktionsmechanismus vom Cosubstrat NAD zu
werfen. Dies ist bei der indirekten Regeneration von zentraler Bedeutung, da diese Me-
thode besonders anfallig fur die Bildung von unerwunschten Nebenprodukten ist. Dabei
stellt eines der Probleme der direkten Regeneration die Notwendigkeit dar, mehrere Elekt-
ronen nacheinander auf das NAD*-Molekul zu Ubertragen und dabei trotzdem nur die 1,4-
NADH-Variante zu bilden. Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, verliert im ersten Schritt der
Pyridinring durch einen Elektronentransfer bei etwa -1,1 Vsce seine positive Ladung und
ein Radikal bildet sich (Damian et al. 2007; Burnett und Underwood 1965). Zur Bildung
des gewunschten 1,4-NADH, welches als einziges Isomer enzymatisch aktiv ist, ist ein
weiterer Elektronentransfer bei etwa -1,7 Vsce (Schritt 2a) sowie eine Protonierung (Schritt
3) notwendig (Burnett und Underwood 1965). Dies stellt allerdings den langsameren
Schritt der moglichen Reaktionen dar (Damian et al. 2007). Treffen hingegen zwei Radi-
kale aufeinander (Schritt 2b), so verbinden sich diese wesentlich schneller und bilden eine
enzymatisch inaktive Dimer-Variante (Moiroux et al. 1985). Insgesamt waren 21 verschie-
dene Stereoisomere dieser Dimer-Varianten mdglich, wobei in der Praxis bisher zu 90 %
drei 4,4-Dimere, drei 4,6-Dimere und keine C2-Variante gefunden wurde (Jaegfeldt 1981;
Chenault und Whitesides 1987). Des Weiteren kann es durch Elektronentransfer oder Mig-
ration zu den ebenfalls enzymatisch inaktiven 1,2-NADH oder 1,6-NADH kommen (hell-
grau) (Jaegfeldt 1981; Chenault und Whitesides 1987). 1,2-NADH besitzt allerdings nur
eine Halbwertszeit von 30 min, wodurch es in der Anwendung eine untergeordnete Rolle
spielt, bei Entstehung und folgendem Zerfall allerdings auch trotzdem die Gesamt-NADH-

Konzentration der Reaktion senkt (Morrison et al. 2018; Beaupre et al. 2015).
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Abbildung 24: Mechanismus der Reaktion von NAD* zu verschiedenen NADH-Isomeren und -Dimeren.
Dargestellt ist der in der Reaktion aktiv involvierte Nicotinamide-Teil. Der anhangende Rest (R) kann der
Abbildung 1 (auRerhalb des Rahmens liegend) entnommen werden. Nur die 1,4-NADH Form kann von En-
zymen verwertet werden, alle anderen Formen (grau) sind inaktiv. Das 4,4-Dimer steht exemplarisch fur
alle weiteren moglichen Dimer-Varianten. 1,2-NADH und 1,6-NADH entstammen bereits ab Schritt 1 ande-

ren Vorstufen, die der Ubersichtlichkeit halber hier nicht dargestellt wurden.

Durch die Kenntnis der entscheidenden Schritte wurde versucht, eine Erklarung fur die
Nutzbarkeit von reinen, metallischen Elektroden zu postulieren. Fur den Erhalt von 1,4-
NADH wird im zweiten Schritt moglichst schnell sowohl ein Elektron als auch ein Proton
bendtigt. Daher wurde versucht, fur die Metalle Cadmium, Cobalt, Nickel und Titan einen
Zusammenhang zwischen dem Potenzial mit der besten Regenerationsleitung und der
Bindungsstarke zwischen dem Metall und einem aktivierten Wasserstoff zu erklaren (Ali
et al. 2014). So hatte Titan mit der hochsten Metall-Wasserstoff Bindungsenergie von
348 kJ/mol beim niedrigsten Potenzial sein Maximum, dahingehend zeigte Cadmium mit
120 kJ/mol dieses bei -1,5 VnHe mit einem Abfall bei noch niedrigeren Potenzialen. Metalle
mit einer dazwischen liegenden Bindungsstarke im Bereich von 190 kJ/mol zeigen fir Co-
balt einen 1,4-NADH Peak bei -0,9 Vnue und fur Ni sogar einen Bereich zwischen -0,9 V -

-1,3 VnHEe. Fur diese dort getesteten Metalle zeichnet sich somit ein Zusammenhang ab.
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Bezogen auf die im Screening mit konstanter Stromstarke erhaltenen Ergebnisse lasst
sich diese Uberlegung ebenfalls als Tendenz Ubertragen. Bei -5 mA/cm? liegt tendenziell
ein eher hoheres, negatives Potenzial vor, wodurch Metalle mit geringer Bindungsstarke
bevorzugt sein sollten. In der Gruppe mit der im Test geringsten Bindungsstarke von
125 — 175 kJ/mol befinden sich mit Blei, Indium, Zinn und Silber auch beinahe ausschliel3-
lich Metalle mit einer Regenerationsfahigkeit von > 50 % aktiven NADH. Nur Zink stort
diese Einstufung, indem es ebenfalls in diese Gruppe fallt, aber nur 27 % +/- 6 % 1,4-
NADH produziert. Alle anderen getesteten Metalle liegen im hdheren Bereich von
175 — 340 kd/mol und zeigen nur eine Regenerationsleistung von < 35 %. Auch hierbei
gibt es mit Platin eine Ausnahme, welches bei etwa 260 kJ/mol und 60 % liegt. Es zeigt
sich somit, dass die Wasserstoffbildungsreaktion (HER) einen grof3en und dadurch auch
tendenziell vorhersagbaren Einfluss auf Grund der stattfindenden Reaktionsmechanismen
auf die Regeneration zu NADH hat.
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Abbildung 25: Auftragung der 1,4-NADH Regenerationsfahigkeit in Reihenfolge der Wasserstoffbin-
dungsstarke.

Eine praktische Anwendung der direkten Regeneration von NADH in Kombination mit ei-
ner enzymatischen Reaktion ist bisher noch kaum in der Literatur vertreten. Ein Beispiel

fur die Entwicklung einer Elektrode sowie die Nutzung dieser in Kombination mit Enzymen

bearbeitete Barin et al. (Barin et al. 2017). Hierbei wurde mit Kupfer als Elektrodenmaterial
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gestartet, welches bei 1,1 Vagagcl €ine Regenerationsleistung von 54 % 1,4-NADH zeigte.
Durch die Beschichtung des Kupfers mit Kupfer entstand ein pordser Kupferschaum im
nanoskaligen Bereich, der die elektrochemischen Eigenschaften dahingehend beein-
flusste, dass der Anteil der aktiven Form auf 80 % anstieg. Weiterhin waren auch Kombi-
nationen mit anderen Metallen hierbei besser als eine blanke Kupferelektrode, jedoch we-
niger effizient als Kupfer auf Kupfer (Barin et al. 2017). Dies zeigt, dass es nebst dem
Material selbst noch zahlreiche weitere Einflussfaktor auf die Funktionsfahigkeit der Elekt-
roden gibt. Zur praktischen Anwendung kam dieses elektrochemische Regenerationssys-
tem, um mittels dem Enzym FDH CO- in Form von Formiat zu binden (Barin et al. 2018,

2019). Allerdings konnten hierbei nur wenige Regenerationszyklen vollzogen werden.

5.3.2 Verbesserungsmoglichkeiten

Es lasst sich somit festhalten, dass die Literatur anwendbare und glaubwurdige Beispiele
fur die direkte NADH-Regeneration bereithalt, bei dem auch die Moglichkeit der Kombina-
tion mit Enzymreaktionen gezeigt werden konnte (Barin et al. 2018, 2019). Durch die Bin-
dungsstarke zwischen dem Metall und Wasserstoff lasst sich grob vorhersagen, in wel-
chem Potentialbereich, das meiste aktive NADH erwartbar ist und somit auch, welche
Stromstarke anwendbar sein konnte. Haufig kdnnen die besten Regenerationsleistungen
allerdings nur bei einem eng einzugrenzenden Potential erreicht werden, die selbst dann
einen Anteil an 1,4-NADH von grof3er 90 % nur sparlich Uberschreiten. In dem hier durch-
geflhrten Screening bei -5 mA lagen die maximalen Werte fir Blei und Indium lediglich
bei etwa 70 % aktiven NADH. Dies bedeutet, dass nach nur sieben Regenerationsrunden
gerade einmal weniger als 10 % und nach zwdlf weniger als 1 % des anfanglich einge-
setzten NADH theoretisch vorhanden sind. Geringe TTN sind die Folge, was, wie bereits
erwahnt, ein Ausschlusskriterium fur den erfolgreichen Einsatz bei der Cofaktor-Regene-
ration und der Nutzung im industriellen Bereich darstellt (Wandrey 2004). Ein L6sungsan-
satz fur die Vermeidung des Verlustes von NADH durch die Bildung der beiden Isomere
1,2-NADH und 1,6-NADH kénnte durch die Renalasen erfolgen (Beaupre et al. 2015).
Diese Enzyme sind in der Lage, sowohl 1,2-NADH als auch 1,6-NADH zurtick zu NAD* zu
oxidieren und so dem Kreislauf wieder zur Verfugung zu stellen. Dadurch wurde die Bil-
dung dieser beiden Isomeren bei den unerwinschten Nebenprodukten faktisch keine
Rolle mehr spielen, was zu einer haufigeren Verwendung des eingesetzten NAD und so
zu hoheren TTN fuhrt. Die haufig gebildeten Dimere konnen allerdings durch die Renala-
sen nicht zurtick zu NAD* katalysiert werden, so dass diese fur das System dauerhaft nicht

mehr zur Verflgung stehen.
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Nebst der Reaktivierung von inaktiven Cofaktorformen wird auch versucht, durch Ausnut-
zung des Unterlageneffektes neue nanoskalierte Strukturen zu bilden, die einen héheren
Anteil des enzymatisch aktiven NADH ermoglichen. So ist es beispielsweise maglich die
1,4-NADH-Ausbeute einer Goldelektrode, welche bei einem niedrigen negativen Potential
kaum, aber nutzbares NADH und bei einem hohen negativen Potential deutlich mehr, aber
unbrauchbares NADH bildet, mit Platin Nanopartikeln zu beschichten (Damian et al. 2007).
Dadurch konnte die Menge an aktivem NADH verdoppelt werden. Durch das Platin war
ein besserer wasserstoffbildender Katalysator beteiligt, der die Protonierung des Radikals
beschleunigt und gleichzeitig eine physikalische Barriere auf der Oberflache bildet, so
dass zwei benachbarte Radikale sich nicht so leicht treffen konnen. Der gleiche Effekt
konnte auch sowohl mit Platin als auch Nickel, abgeschieden auf einer Glaskohlenstof-
felektrode, beobachtet werden (Ali et al. 2012). Bei dieser Kombination sollen sogar bis zu
100 % aktives NADH entstehen, was sie aus der Perspektive der Reinheit zu guten Kan-
didaten werden |asst. Allerdings werden dabei keine entstandenen Konzentrationen er-
wahnt. Weiterhin kommt es bei der Beschichtung der Elektroden neben dem Material auch
stark von der entstehende GroRe und Form der Partikel an, wie beispielsweise Rahman
et al. fur Ru auf GC oder Barin et al. bei der oben bereits erwahnten Cu-Cu-Beschichtung
aufzeigen (Rahman et al. 2016; Barin et al. 2017).

Die direkte elektrochemische Cofaktor-Regenerierung zeigt fur die Anwendung im grof3-
technischen Bereich grundsatzlich Potenzial, besonders in Hinblick auf die zur Anwen-
dung bendtigten Materialien und die unmittelbare Verwendung der notwendigen Elektro-
nen. In dieser Arbeit konnte die Datenlage der Literatur mit einer abweichenden Herange-
hensweise erweitert werden und die Elektrodenmaterialien dadurch fur eine bestimmte
Stromstarke direkt miteinander verglichen werden. Bei diesem Screening stellten sich mit
um die 200 yM/cm?/h und an die 70 % aktiven NADH die Metalle Indium und Silber als
besonders geeignet heraus. Trotz dieser klaren Favoriten reicht die Leistung noch bei wei-
tem nicht aus, um eine sinnvolle Anwendung dieser in Verbindung mit enzymatischen Re-
aktionen zu ermdglichen. Daher muss auch weiterhin an veranderten Elektrodenmateria-
lien und Systemen gearbeitet werden, um die Produktion von Nebenprodukten zu mini-
mieren und dadurch eine haufige Wiederverwertung der Coenzyme zu gewahren und die

direkte elektrochemische Regenerierung zur Produktreife zu bringen.
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5.4 Enzym-gekoppelte, elektrochemische Regeneration

Regenerierungen ohne enzymatische Beteiligung, wie beispielsweise die im vorherigen
Kapitel 5.3 angesprochene direkte elektrochemische Regeneration, fuhren leicht zu uner-
wulnschten Nebenprodukten und somit zu geringen Wiederverwendungsraten der Cofak-
toren (Buckmann et al. 1981). Um den Vorteil der Elektrochemie, das giinstige Ausgangs-
material Strom, weiterhin zu nutzen, gibt es die Methode der enzymgekoppelten, indirek-
ten Regeneration. Hierbei werden die bendtigten Elektronen zuerst auf einen Mediator
ubertragen, der diese anschlieRend an das regenerierende Enzym weitergibt, worlber die
Regeneration zum NADH zielgerichtet durchgefuhrt wird. Fur diesen Elektronenubertrag
wurde mit Formiat das Edukt der FDH ausgewahlt. Die elektrochemische Erzeugung des
Formiat wird sowohl im Zuge von Power to X Strategien, d.h. von Energiespeicherung in
Form von Bildung von Chemikalien, als auch im Bereich der Bindung von CO: intensiv

erforscht.

Fir die Formiatbildung aus CO2 wurde auf ein System mit einer Sn-NP beschichteten Gas-
diffusionselektrode, eingebaut in eine Durchflusszelle, zurlckgegriffen. Bei der Formiat-
Produktion mittels Sn-Elektrode sind lediglich die gasférmigen Nebenprodukte CO und H>
bekannt (Feaster et al. 2017; Nitopi et al. 2019). Davon abweichend kénnten etwaige
Elektrodenbestandteile, die durch die elektrochemische Reaktion abgelost und dadurch in
den Elektrolyten abgegeben werden, auf eine Kopplung mit Enzymreaktionen einen Ein-
fluss aufweisen und eine Hemmung der Enzyme bewirken. Der Vergleich der kinetischen
Daten durch die Gegenuberstellung aus von kommerziellem bzw. chemischen Formiat
und dem elektrochemisch produzierten wies fir die verwendete CbFDH-Mutante keine
grolReren Abweichungen untereinander auf und liegt auch im Vergleich mit der Literatur
mit einem K, flr das Formiat von 5,0 +/- 0,3 mM sowie fir NAD* von 45 +/- 3 yM in einer
ahnlichen GroRenordnung (Slusarczyk et al. 2000). Lediglich vmax liegt in der Literatur mit
5,1 U/mg deutlich héher, wobei der hier erhaltene Wert mit einer spezifischen Aktivitat bis
zu 1,2 U/mg mit dem Wert von dem kommerziell erhaltlichen Wildtyp korreliert, der bei
25 °C bei etwa 2 U/mg liegt (Megazyme 2021). Der Vergleich der erhaltenen Werte deutet
somit nicht auf eine offensichtliche Hemmung der Enzyme hin, die durch die Verwendung

des mit elektrochemisch erzeugten Formiat versetzten Katholyt bedingt ware.

Dies zeigte sich ebenso bei den beiden als Batch-Reaktion angesetzten Versuchen mit
unterschiedlichen Limitierungen. Die bei diesen beiden statischen Varianten erzielten Aus-
beuten im ,Steady State® Bereich beim Ansatz mit limitierenden Formiat von
75,2 % +/- 4,1 % und bei 4-MAP limitierend von 69,7 % +/- 1,7 % liegen in einer dhnlichen
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Grollenordnung. Weiterhin decken sie sich mit den in der Literatur erzielten Ergebnissen,
bei denen mit der ReADH und einem FDH-Regenerationssystem verschiedene 4-Chlor-
Acetophenon-Konzentrationen auf den max. Umsatz getestet wurden und fur die hochste
Variation mit 200 mM Ausgangskonzentration der Umsatz bei 63 % lag (Groger et al.
2003; Groger et al. 2004). Auch die Verwendung der in der Einleitung in Kapitel 1.4 vor-
gestellten Modifikation des NADHs mit Hilfe von PEG liel3 sich bei dem Batch-Versuch mit
limitierenden eFormiat fur die Reaktion einsetzen mit einem TTN von etwa 500. Es lasst
sich somit als Fazit festhalten, dass auch bei der Anwendung Uber einen langeren Zeit-
raum und in Kombination aller Enzyme der elektrochemisch mit Formiat angereicherte
Phosphatpuffer problemlos fur den Einsatz des enzymatischen Modelsystems geeignet

ist.

5.4.1 Vergleich und Weiterentwicklung der kontinuierlichen Betriebsart

Werden Batchreaktionen noch zu den ersten beiden Reaktionsgenerationen gezahlt, so
ist das hier vorgestellte Hybridsystem, welches gleichzeitig die elektrochemische- und en-
zymatischen- Reaktionen miteinander kombiniert sowie den Betrieb im Fluss ermdglicht,
in der vierten und komplexesten Generation flr den Betrieb von enzymatischen Reaktio-
nen anzusiedeln (Pamies und Backvall 2003). Das Interesse an solchen Systemen ist auf
Grund ihrer 6konomischen Vorteile steigend. Aufreinigungen von Zwischenprodukten ent-
fallen, in situ Regenerationen von Cofaktoren wie dem NAD sind maéglich und nétige
Downstream-Prozesse verringern sich (Findrik und Vasi¢-Racki 2009; Santacoloma et al.
2011). Zusatzlich wird von ihnen im Allgemeinen ein hdherer griiner Faktor, d.h. eine ge-
ringe Einflussnahme auf die Umwelt, erwartet, beispielsweise auf Grund des geringeren
Abfallaufkommens (Sheldon 2008; OECD 2001). Bei dieser Kombination speist die elekt-
rochemische CO2-Reduktion in unterschiedlichen Betriebsweisen das biologische System,
welches sich separiert in einem Enzym-Membran-Reaktor (EMR) mit Ultrafiltrationsmemb-
ran befindet, mit dem entstehenden Formiat. ldentisch war hierbei bei beiden Varianten
am Anfang das Ziel, durch eine hohe Stromstarke in moglichst kurzer Zeit die Formiatkon-
zentration in einen Bereich zu bringen, bei dem die FDH fur die maximale Geschwindigkeit

mit Formiat gesattigt vorliegt.

Ein Experiment mit kontinuierlicher Betriebsweise wurde mit einer kontinuierlichen elekt-
rochemischen Formiatproduktion bei -5 mA betrieben. Die Stromstarke entstammt Er-
kenntnissen durch Vorexperimente und war daher auf die enzymatische Produktion ange-

passt, so dass in den ersten 20 h die Formiatbildung mit dem enzymatischen Verbrauch
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sehr gut Ubereinstimmte. Diese Betriebsart ergibt besonders Vorteile fur den elektroche-
mischen Teil. Durch die fehlenden Ein/Ausschaltvorgange sowie der niedrige Stromdichte
und der dadurch bedingten geringeren Gasentwicklung an der Oberflache unterliegt die
modifizierte Gasdiffusionselektrode einer geringeren Belastung, was zu einer langeren
Haltbarkeit des aufgebrachten Katalysators und so zu geringeren Kosten fur neue Elekt-
roden fuhrt. Gleichzeitig steht dem biologischen System eine gleichbleibenden Formiat-
konzentration zur Verfugung, wodurch die Enzyme immer mit maximaler Geschwindigkeit

arbeiten konnen.

Die zweite Betriebsart mit dem Pulsbetrieb der Elektrochemie birgt einen Vorteil einer kom-
plett anderen Richtung, da dieser Pulsbetrieb zur Stabilisierung des Stromnetzes beitra-
gen kann. Durch die auf Grund der Energiewende zukunftig vermehrte Verwendung von
nicht bedarfsgerecht produzierenden Energietragern wird es deutlich haufiger zu Situatio-
nen kommen, in denen die Stromproduktion hoher liegt als der Verbrauch und zusatzliche
Speicher und Verbraucher zugeschaltet werden missen. Diese Aufgabe kann, vor allem
im groReren Maldstab, die elektrochemische Formiat-Produktion einnehmen. Wie hier in
dem Experiment Kapitel 3.5.3.2 gezeigt werden konnte, verlaufen die beteiligten Reaktio-
nen in einem gewissen Rahmen unabhangig voneinander. So lange dauerhaft gentigend
Formiat fur das Regenerationsenzym FDH vorhanden ist, kann die Nutzung der elektro-
chemischen Produktion nach dem Stromnetz und dessen Bedurfnisse ausgerichtet wer-
den. So wird die elektrochemische Reaktion bei einem Stromuberschuss eingeschaltet
und bringt dadurch die Energie in das System. Ist das Stromnetz ausgeglichen oder
herrscht ein Strommangel, so kann das elektrochemische System abgeregelt werden, es
wird kein Formiat produziert und die biologische Produkterzeugung kann trotzdem fur eine

gewisse Zeit weiterarbeiten.

Eine allgemeine Einschrankung bietet der verwendete Enzymreaktor bzw. die Methode
des ZurlUckhaltens der Reaktionskomponenten durch Filtration. Um eine mdglichst voll-
standige Filtration der Enzyme und des PEG-NADHSs sicher zu stellen, wurde auf einen
Filter mit kleinen Poren von 10 kDa Durchmesser zurickgegriffen. Um ein Verstopfen des
Filters zu verhindern und ihn Uber mehrere Tage mit der vergleichsweiser hoher Durch-
flussrate durchgangig zu halten, fiel hier die Konzentration der Enzyme und des PEG-
NADHSs niedrig angereichert aus. Im Vergleich verwendete Groger et al. jeweils 10 U (ca.
11 mg) Enzyme in 4 ml wassriger Phase, wohingegen sich bei dem hier vorgestellten Ex-
perimenten 25 U Enzyme (ca. 16 mg) auf das etwa 8fache Volumen verteilten (Groger et
al. 2004). Abhilfe kdnnte die Immobilisierung der Enzyme und des NADH schaffen. Far die
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FDH wurden schon verschiedene Versuche mit unterschiedlichen Ergebnissen erprobt.
Beispielsweise eignete sich die Verwendung von kommerziellen Polymerkugeln nur be-
dingt, da hierbei die Aktivitat bereits nach zehn Zyklen auf unter 70 % absinkt (Binay et
al. 2016). Eher in Frage kommt das Anheften an magnetische, Amin-funktionalisierte Na-
nopartikel mittels His(6)-tag modifizierter FDH, bei der kein Aktivitatsverlust feststellbar
war (Demir et al. 2011). Moglichkeiten, das NAD zusammen mit den Enzymen in einer Art
Nanomaschinen zu immobilisieren, wurden bereits in der Einleitung in Kapitel 1.4 darge-
legt. Der Nachteil an diesen Systemen ist die dauerhaft kovalente Bindung der beteiligten
Komponenten. Eine eigene, weiterfuhrende ldee, die auf dem System von Hartley et al.
aufbaut, liegt daher in der Trennbarkeit der Fusionsproteine und des Cofaktors. Anstelle
der dort verwendeten Thiol-Konjugation ware auch eine Bindung denkbar, die auf der Me-
tallchelat -Affinitat von Histidin und Nickel beruhte. Wie bereits eigene Tests zeigten, ist
es moglich, das freie Ende des PEG-NADHs mit Aminen zu modifizieren und so in dieser
Funktionalitat ein Metallion einzubetten. Mittels Kernspinresonanz und energiedispersiver
Rontgenfluoreszenzanalyse konnte bereits nachgewiesen werden, dass ein solches mo-
difiziertes PEG-NADH synthetisierbar ist und dieses in der Lage ist, Ni* lonen zu binden
(Daten hier nicht gezeigt). Wird der Linker zwischen dem katalysierenden und regenerie-
renden Enzym nun mit einer Kette aus mehreren Histidin-Resten versehen, so sollte es
maoglich sein, das Ni?*-endstandig modifizierte PEG-NADH daran zu binden und eine Ge-
samtfunktionalitat des Komplexes, analog zu den oben publizierten Varianten, zu erhalten.
Das Ni-PEG-NADH ware universell anwendbar und durch ein Vorgehen wie der Metall-

Affinitatschromatografie beispielsweise durch Imidazol vom Fusionsprotein abldsbar.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die kontinuierliche Betriebsart bereits ohne
den hier diskutierten Modifikationen Potenzial aufweist, in Bioraffinerien Anwendung zu
finden. Die Nutzung von getrennten Prozessen ergibt die Moglichkeit, beispielsweise die
COo-Fixierung in Form von Formiat zum einem als Power to X Prozess in gewisser Weise
zur Energiespeicherung einzusetzen, aber auch direkt und kontinuierlich mit dem Formiat
einen Elektronen-Mediator fur die enzymatischen Cofaktor-Regeneration zu erzeugen. Im
Gesamten resultiert ein neuartiges Verfahren, welches auf bereits bekannten Methoden
und Reaktionen beruht. Dadurch ist es moglich, diese enzymgekoppelte, indirekte Rege-
neration zugig auf neue Gegebenheiten anzupassen, in dem auf bereits bekanntes zu-
ruckgegriffen werden kann bzw. durch den modularen Aufbau nur einzelne Teile erneut

getestet werden mussen, ohne das komplette System neu aufzustellen.
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5.5 Fazit und Ausblick

Verschiedene Verfahren aus dem Bereich der enzymatischen und elektrochemischen
NADH-Regeneration wurden in dieser Arbeit vorgestellt und anhand praktischer Beispiele
auf ihre Anwendbarkeit hin in Augenschein genommen. Dabei fand bei der Verwendung
der Borneoldehydrogenase zur Campher-Racematspaltung ein weit verbreitetes, enzyma-
tisches System auf Basis der FDH und dem zugehdorigen Substrat Formiat Anwendung.
Es konnte hierbei gezeigt werden, dass Regenerationssysteme nicht nur zur Rickgewin-
nung des bendtigten Cofaktors dienen, sondern in diesem Bereich auch noch weitere Auf-
gaben wie die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes tubernehmen konnen und so-
mit in diesem Fall das Reaktionsziel Uberhaupt erst ermoglichen. Bei der Racematspaltung
konnte erfolgreich gezeigt werden, dass diese mit dem entworfenen System im kleinen
Labormalstab praktisch moglich ist. Fur eine Anwendung im grof3eren Mal3stab bereitet
allerdings die fUr die eigentliche Reaktion verantwortliche Borneoldehydrogenase noch ei-

nige Herausforderungen wie die Aktivitat und Stabilitat.

Besteht die Moglichkeit und werden mehrere aufeinander aufbauende Reaktionen bend-
tigt, so bietet sich die Bildung einer ,close loop“ Enzymkaskade an. Da es sich bei der
Racematspaltung nur um eine einzelne, isolierte Reaktion handelte, war dies dort nicht
moglich. Bei der Umsetzung des Zuckerabbaustoffes 2-KDG zu den Aminosauren L-Ala-
nine und L-Serin war jedoch eine derartige Verzahnung der Reaktionen maoglich, so dass
sich schlussendlich in der Theorie zwei voneinander abhangige NAD-Regenerationskreis-
laufe bildeten. Durch die Komplexitat der Kaskade war ein Vollumsatz allerdings nur fur
das L-Alanine mdglich, welches einen kurzeren Reaktionsweg absolviert. Das L-Serin be-
notigt bei der Bildung deutlich Ianger, wodurch die Schwierigkeit bei der Verwendung und
Einstellung von mehreren aufeinander folgenden Reaktionen mit gleichzeitiger Abhangig-
keit bei der Nutzung eines gemeinsamen Cofaktors deutlich wird. Abhilfe kann hierbei ein
umfassendes Verstandnis der Vorgange innerhalb der Kaskade schaffen, wodurch auch
der Wechsel von Enzymen hin zu anderen Ursprungsorganismen oder kunstlichen Muta-

tionen erforderlich werden kann.

In manchen Fallen méchte man auch auf eine ggf. zusatzliche Enzymreaktion verzichten,
um die Aufarbeitung durch eben das zusatzliche Regenerationsenezym sowie einem wei-
teren Substrat und Produkt nicht zusatzlich zu erschweren. Eine Variante, bei der keine
weiteren, in der Reaktion verbleibenden Sachen zum Einsatz kommen, bildet die direkte
elektrochemische Regeneration. Hierbei werden in der Theorie lediglich die fur die Reak-

tion von NAD* zu NADH bendtigten Elektronen direkt von der Elektrode zur Verfugung
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gestellt. Diese mussen allerdings an einem eher komplexen Molekul nacheinander an der
richtigen Position Anwendung finden, da von den moglichen NADH-Varianten nur 1,4-
NADH auch anschlie3end von Enzymen genutzt werden kann. Weitere gebildete Isomere
und Dimere sind fur die enzymatische Nutzung unbrauchbar und beschranken die Rege-
nerationszyklen zum Teil deutlich. Bei der Verwendung von blanken Elektroden zeigen
sich, wenn Uberhaupt, haufig nur enge Einstellungsfenster, bei denen die Regeneration
zielfuhrend durchgefuhrt werden kann. Die Nebenprodukterzeugung ist allerdings bei die-
sen fur einen langanhaltenden und sinnvollen Einsatz in Kombination mit Enzymen zu
hoch. Komplexere Elektroden-Strukturen und Aufbauten sind somit notig, um in Zukunft

diese Methode fur die grof3technische Anwendung realisieren zu konnen.

Um trotzdem den Vorteil der direkten Verwendung von Elektronen aus der Elektrochemie
nutzen zu konnen, kann ein Schritt zurick gegangen werden und damit ein einfaches Sub-
strat fur Enzyme erzeugt werden. Es bietet sich Formiat fur die bekannte NADH-Regene-
ration durch die Formiatdehydrogenase an. Das hier entwickelte System kombiniert dies
und wurde auch in unterschiedlichsten Betriebsstufen wie dem Batch-Verfahren, einem
kontinuierlichen Puls-Betrieb und einem vollstandig kontinuierlichen Verfahren vorgefihrt.
Durch die PEG-Immobilisierung des NADH kann es zusammen mit den Enzymen in einem
abgegrenzten Bioreaktor zurtickgehalten werden, wodurch sowohl die elektrochemische
als auch biologische Reaktion gleichzeitig miteinander gekoppelt als auch derartig vonei-
nander getrennt sind, um negative gegenseitige Beeinflussungen zu minimieren. Dadurch
ist die Anwendung in einem grof3en Milliliter-System bereits erfolgreich durchgefuhrt wor-
den und eine Skalierung in noch groRere Malistabe ist mit Verbesserungen im Bereich der
Langzeitstabilitat gut moglich. Der als kritischer Faktor angesehene Bereich von mehreren
tausend TTN fur die Regeneration ist bei dieser Kombination mit einem fehlenden Faktor

von mindestens zwei in greifbarer Nahe.

Es hat sich somit gezeigt, dass mit allen getesteten Verfahren eine NADH Regeneration
moglich ist. Bevor allerdings hierbei auf die Nutzung von Enzymen fur den groftechni-
schen Einsatz vollstandig verzichtet werden kann, bedarf es noch weiterer intensiver For-
schung und Entwicklung. Bis dahin kann auf bewahrte und neu kombinierte Varianten zu-
ruckgegriffen werden, um auch fur Grundchemikalien die notwendigen Prozesse schnellst-
moglich nachhaltiger und umweltvertraglicher auf Basis von Enzymreaktionen umzustel-

len.
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7 Anhang

CbFDH_C23S/C262A
CATATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATGATGCTGGTAAGCACGCTGCTGATGAAGAA
AAATTATATGGTTCTACTGAAAATAAATTAGGTATTGCTAATTGGTTAAAAGATCAAG
GTCATGAACTAATTACTACTTCTGATAAAGAAGGTGAAACAAGTGAATTGGATAAAC
ATATCCCAGATGCTGATATTATCATCACCACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTAA
GGAAAGACTTGACAAGGCTAAGAACTTAAAATTAGTCGTTGTCGCTGGTGTTGGTTC
TGATCACATTGATTTAGATTATATTAATCAAACAGGTAAGAAAATCTCAGTCTTGGAA
GTTACAGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCTGAACACGTTGTCATGACCATGCTTGTC
TTGGTTAGAAATTTCGTTCCAGCACATGAACAAATTATTAACCACGATTGGGAGGTT
GCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATTGCTACCATTGGT
GCTGGTAGAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTACTCCCTTTTAATCCAAAAGAA
TTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCAAAAGAAGCTGAAGAAAAAGTTGGTGCTA
GAAGAGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCTCAAGCTGATATCGTTACAGTTAATG
CTCCATTACACGCAGGTACAAAAGGTTTAATTAATAAGGAATTATTATCTAAATTTAA
AAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACCGCAAGAGGTGCTATTGCTGTTGCTGAAGATG
TTGCAGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGTGGTGATGTTTGGTTCC
CACAACCAGCTCCAAAGGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAATAAATATGGTGCT
GGTAATGCCATGACTCCTCACTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAAACAAGATAC
GCTGAAGGTACTAAAAATATCTTGGAATCATTCTTTACTGGTAAATTTGATTACAGAC
CACAAGATATTATCTTATTAAATGGTGAATACGTTACTAAAGCTTACGGTAAACACGA
TAAGAAACTCGAG

ReADH wt
CATATGAAAGCCATTCAGTATACCCGTATTGGTGCAGAACCGGAACTGACCGAAATT
CCGAAACCGGAACCTGGTCCGGGTGAAGTTCTGCTGGAAGTTACCGCAGCCGGTG
TTTGTCATAGTGATGATTTTATCATGAGCCTGCCGGAAGAACAGTATACCTATGGTC
TGCCGCTGACACTGGGTCATGAAGGTGCAGGTAAAGTTGCAGCAGTTGGTGAAGG
TGTTGAAGGTCTGGATATTGGCACCAATGTTGTTGTTTATGGTCCGTGGGGTTGTG
GTAATTGTTGGCATTGTAGCCAGGGTTTAGAAAACTATTGTAGCCGTGCACAAGAAC
TGGGTATTAATCCGCCTGGTCTGGGTGCACCGGGTGCGCTGGCAGAATTCATGATT
GTTGATAGTCCGCGTCATCTGGTTCCGATTGGTGATCTGGACCCGGTTAAAACCGT
TCCGCTGACCGATGCAGGTCTGACCCCGTATCATGCAATTAAACGTAGCCTGCCGA
AACTGCGTGGTGGTAGCTATGCAGTTGTTATTGGTACAGGTGGTCTGGGCCATGTT
GCAATTCAGCTGCTGCGCCATCTGAGCGCAGCAACCGTTATTGCACTGGATGTTAG
CGCAGATAAACTGGAACTGGCAACCAAAGTTGGTGCACATGAAGTTGTTCTGAGCG
ATAAAGATGCAGCCGAAAATGTTCGTAAAATTACCGGTAGTCAGGGTGCAGCACTG
GTTCTGGATTTTGTTGGTTATCAGCCGACCATTGATACCGCAATGGCAGTTGCCGG
TGTTGGTAGTGATGTTACCATTGTTGGTATTGGTGATGGTCAGGCACATGCAAAAGT
TGGTTTTTTTCAGAGCCCGTATGAAGCAAGCGTTACCGTTCCGTATTGGGGTGCAC
GTAATGAACTGATCGAACTGATTGATCTGGCACATGCCGGTATTTTTGATATTAGCG
TTGAAACCTTTAGCCTGGATAATGGTGCCGAAGCATATCGTCGTCTGGCAGCAGGC
AC C CTGAGCGGTCGTGCCGTTGTTGTTCCGGGTCTGCTCGAG
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Abbildung 26, links: Aktivitat der Formiatdehydrogenase C23S/C262A aus Candida boidinii
(CbFDH_C23S/C262A) bei verschiedenen Formiat-Konzentrationen.

Das Formiat entstammt sowohl aus kommerzieller, chemischer Produktion als auch aus der elektrochemi-
schen Reduktion von COs.. Als Puffer wurde KPi 500 mM pH 7,5 eingesetzt, zusammen mit 1 mM NAD" als
Cofaktor. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei voneinander unabhangigen Mes-

sungen an.

Abbildung 27, rechts: Aktivitat der Formiatdehydrogenase C23S/C262A aus Candida boidinii
(CbFDH_C23S/C262A) bei verschiedenen NAD*-Konzentrationen.

Das verwendete Formiat entstammt sowohl aus kommerzieller, chemischer Produktion als auch aus der
elektrochemischen Reduktion von CO2 und wurde jeweils mit einer Konzentration von 50 mM eingesetzt.
Als Puffer diente KP; 500 mM pH 7,5. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung nach drei von-

einander unabhangigen Messungen an.
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