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Abstract: Die enzymatische oxidative Decarboxylierung von
linearen kurzkettigen Fettsiuren (C4:0-C9:0) unter Verwen-
dung der P450-Monooxygenase OleT, O, und NAD(P)H als
Elektronendonor ermaoglicht die Synthese terminaler Cs- bis
Cy-Alkene mit Produkttitern von bis zu 0.93 g L' und TTNs
>2000. Essentiell fiir diesen Prozess war die Entwicklung
einer effizienten Elektronentransferkette unter Verwendung
von Putidaredoxin (CamAB) und NAD(P)H-Regeneration
basierend auf Glukose, Ameisensdure oder Phosphonat. Mit-
hilfe dieses Reaktionssystems lassen sich auf biokatalytischem
Weg industriell wichtige Alkene, wie z. B. Propen und 1-Octen
zum ersten Mal vollstindig aus nachwachsenden Rohstoffen
herstellen.

I n den letzten Jahrzehnten wurden grofSe Anstrengungen
unternommen, um Biomasse in organische Synthesebausteine
zu transformieren, als alternatives Konzept zu einer Erdol-
basierten Industrie.!"?! Die industrielle Synthese organischer
Verbindungen erfolgt mittels weniger Intermediate, ausge-
hend von kurzkettigen Olefinen und Aromaten.”! Im Ge-
gensatz dazu spielt die terminale Alken-Funktionalitdt in der
Biosynthese nur eine untergeordnete Rolle.’! Als ideales
Ausgangsmaterial zur Synthese von 1-Alkenen dienen ge-
sattigte Fettsduren (FS; Cx:0), da Kohlenstoff in niedriger
Oxidationsstufe vorliegt und FS in grofen Mengen aus na-
tiirlichen Quellen bezogen werden konnen. Zahlreiche che-
mische Methoden existieren zur Herstellung von 1-Alkenen
(> (C9) aus gesittigten FS. Diese benotigen zumeist Metall-
katalysatoren und hohe Temperaturen (>130°C).") Rude
et al. zeigten zum ersten Mal, dass eine P450-Monooxygenase
(OleT) die oxidative Decarboxylierung von gesittigten,
langkettigen FS (C16:0, C18:0, C20:0) zu terminalen Olefinen
katalysiert, unter Verwendung von H,O, als Oxidationsmittel
(Schema 1, Weg A; Tabelle 1, Eintrag 1)."! In weiteren Stu-
dien wurde die Kristallstruktur von OleT untersucht und das
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Schema 1. Oxidative Decarboxylierung gesittigter FS zu 1-Alkenen
durch OleT. Weg A) Decarboxylierung langkettiger FS (C12:0-C20:0)
mit H,O, tiber den Peroxid-Shunt. Weg B) Enzymatische Redoxkaskade
zur Decarboxylierung von FS (C4:0-C22:0) unter Verwendung von O,
und NAD(P)H-Regeneration. DH = Dehydrogenase.

Substratspektrum bis C12:0 erweitert (Tabelle 1, Eintrige 2
und 3). Liu et al. konnten zum ersten Mal zeigen, dass OleT
ohne H,O, und mithilfe eines enzymatischen Elektronen-
transfersystems FS oxidativ decarboxylieren kann.™ Die
Verwendung von NADPH und O, als Oxidationsmittel er-
moglicht die Umgehung des problematischen H,0,-Shunts.”!
Berichtete Aktivitdten fiir OleT weisen starke Unterschiede
auf, wobei in allen Fillen die Bildung von a- und $-Hydro-
xysiuren als Nebenprodukte vorlag.®7 Kiirzlich wurde eine
Nicht-Him-Eisenoxidase!® entdeckt, welche die Decarboxy-
lierung von C10:0 katalysiert. Diese zeigte jedoch niedrige
TTNs (total turnover numbers) und Produktivitidten (TTN bis
6.5, TOF bis 3.6 min™"' mit C12:0 als Substrat) und ein enges
Substratspektrum (FS von C10:0-C14:0). Die photobiokata-
lytische H,O,-Bildung zeigte ebenfalls nur geringe Aktivité-
ten fiir OleT (Tabelle 1, Eintrag 4).! Die vorliegende Studie
zeigt die Entwicklung eines biokatalytischen Systems zur
effizienten Decarboxylierung von kurzkettigen FS, ein-
schlieBlich Buttersdure (Schema 1, Weg B).

Vorversuche mit OleT und H,O, als Oxidationsmittel
zeigten eine signifikant reduzierte Aktivitdt bei der Umset-
zung von Stearin- (C18:0) und Palmitinsiure (C16:0) (Ta-
belle 1, Eintrdge 5 und 6; Tabelle S2 in den Hintergrundin-
formationen (SI)).”! Eine Erhohung der H,0,-Konzentration
(>400 um) fithrte dazu, dass OleT ausfillt. Bis heute sind
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Tabelle 1: Vergleich von Redoxsystemen zur Decarboxylierung von FS mit OleT."!

Eintrag OleT [um]/ Oxidationsmittel/ 1-Alken [um] TOF [min™] TON Lit.
Substrat [mm] Elektronenquelle
1 0.5/0.2 (C16:0) H,0, Batch max. 18 ~7 n.r. 5]
2 4.6/0.012 (C20:0)" H,0, Batch n.r. 100208 n.r. [6a]
3 1/0.2 (C14:0) H,0, Batch 194 11 194 [6b]
4 200/0.5 (C18:0) EDTA/FMN/hv ~375 0.02 2.5 7]
5 0.32/1 (C18:0) H,0, Batch 23 n.d. 72 diese Arbeit
6 0.32/1 (C18:0) H,0, Fed-Batch! 31 n.d. 99 diese Arbeit
7 0.32/1 (C18:0) 0,/NADPHI" 124 nd. 391 diese Arbeit
Eintrag Reaktionszeit Oxidationsmittel/ 1-Alken [um] TOF [h™] TON Kopplung [%]
[min] Elektronenquelle C18:0/C16:0 C18:0/C16:0 C18:0/C16:0 C18:0/C16:0
8 1501 0,/1T mm NADPH 118+23/33 4713 118/33 11/3
9 601 0,/1 mm NADH 20+2/9 20/9 20/9 2/1
10 150 T mm H,0,M 53415/29 21/12 53/29 5/7
11 150 Kontrolle!! 0 0 0 0

[a] Eintrage 5-7 (Doppelansatz): 1 mm Substrat (C18:0), 0.5% EtOH (v/v), gereinigtes OleT (1 um), KPi-Puffer (pH 7.5, 0.1 m). Eintrige 8, 9 und 11
(Dreifachansatz): 1 mm Substrat (C18:0, C16:0), 2.5% EtOH (v/v), 1 um gereinigtes OleT, 0.05 UmL™' CamAB, 1200 UmL"' Katalase, KPi-Puffer
(pH 7.5, 0.1 m). Eintrag 10 (Dreifachansatz): 1 mm Substrat (C18:0, C16:0), 2.5% EtOH (v/v), 1 um gereinigtes OleT, KPi-Puffer (pH 7.5, 0.1 m) und
H,0,. [b] Stop-flow-Kinetik gemessen fiir 30 s, keine Produkte charakterisiert. [c] Zellfreies Lysat verwendet. [d] T mm H,0,, 16 h, 25°C. [e] 27 x25 um
H,0, alle 15 min, 50°C. [f] Spinat-Ferredoxin-Reduktase/Ferredoxin. [g] Zeit bis zur vollstindigen Oxidation des Cofaktors. [h] Starkes Ausfallen des
Proteins beobachtet. [i| Eine der folgenden Komponenten wurde ausgelassen: OleT, H,0,, CamAB, NAD(P)H oder Substrat (C18:0).

CYPgs; und CYPgp, die einzigen P450-Monooxygenases von
>20000 CYPs, welche effizient als Peroxygenasen funktio-
nieren.”™! Die hochste Produktivitit erreichte OleT bei einer
H,0,-Konzentration von 400 um (TON von 72) (Tabelle 1,
Eintrag 5). Die Zugabe von H,O, als Fed-Batch"*!'”! redu-
zierte die Enzyminaktivierung (TON von 99), jedoch blieb
der Umsatz niedrig (<3 %, Tabelle 1, Eintrag 6). Alternativ
zeigte die Verwendung der Elektronentransferkomponenten
aus Spinat und Putidaredoxin CamAB (Tabelle 1, Eintrage 7-
9)[" verbesserte Decarboxylierung der FS C18:0 (TTN bis zu
2096; Tabelle 2, Eintrag 3). Eine niedrige CamAB-Konzen-
tration war dabei optimal fiir einen hoheren Umsatz (Abbil-
dung S10). Obwohl NAD(P)H auch in Abwesenheit eines
Elektronenakzeptors durch CamAB oxidiert werden kann,['?)

Tabelle 2: Oxidative Decarboxylierung von FS (C18:0) durch OleT mit
unterschiedlichen Elektronenquellen.?!

Eintrag  Elektronen-  Redoxpartner OleT  1-Alken  TTN
quelle [m] [mm]
1 p-Glukose GDH-CamAB 1.5 1.02 680
2 Na,HPO; PDH-CamAB 1.5 2.61 1739
3 NH,HCO, FDH-CamAB 1.5 3.14 2096
4 NH,HCO, FDH-CamAB 3 1.4201 473
5 NH,HCO, FDH-CamABU 30 1.57 522
6 p-Glukose GDH 3 0 0
(ohne CamAB)

[a] Reaktionsbedingungen: 5 mm FS (C18:0), 2.5% EtOH, gereinigtes
OleT, 0.05 UmL™"' CamAB, 1200 UmL™" Katalase, KPi-Puffer (pH 7.5,
0.1m), 200 um NAD(P)H, 1 mL Reaktionsvolumen, RT und 170 rpm,
24h; GDH (12UmL"") und p-Glukose (100 mm) oder FDH (2 U ml™")
und NH,HCO, (100 mm) oder PDH (0.2 UmL™") und Na,HPO;

(100 mm). [b] Reaktionszeit & h. [c] 53 mg zellfreies Lysat, enthilt das
Elektronentransfersystem Fdr/Fdx von E. coli.®
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wurde auch nach vollstindiger Oxidation von 1 mm NADH
kein H,O, detektiert. Dies zeigt, dass Elektronen direkt von
CamAB auf OleT iibertragen werden, sodass eine Inaktivie-
rung durch H,O, ausgeschlossen werden kann. Ebenso zeigte
die Abwesenheit von Katalase keinen signifikanten Effekt
auf die Produktivitit (Tabelle S3).

Obwohl fiir NADH hohere Oxidationsraten gemessen
wurden (10-fach hoéher als NADPH, Tabelle S2), war die
Kopplung der Elektronen um das 3- bis 5.5-fache niedriger
(Tabelle 1, Eintrdge 8 and 9). Die niedrigere Produktivitét
und niedrige Kopplungseffizienz fiir C16:0 (Tabelle 1, Ein-
trage 8-10) deuten auf eine Priferenz von OleT fiir langket-
tige FS.>-7e14

Zur Umsetzung hoherer Substratkonzentrationen wurde
ein NAD(P)H-Regenerationssystem verwendet, wobei das
Glukose-Dehydrogenase(GDH)-basierte System einen ver-
besserten Umsatz (36% aus 1 mm C18:0, Tabelle S3, Ein-
trag 1) und hohere TTN (389 fiir 10 mm C18:0) zeigte. Die
daraus erhaltenen Produktmengen fiir C18:0 und C16:0 lagen
bei 1.16 mm (0.27 gL.™!) 1-Heptadecen bzw. 1 mm (0.21 gL ™)
1-Pentadecen nach 24 h (Tabelle S3). Die Bildung von Glu-
konsdure [Nebenprodukt der NAD(P)H-Regeneration]
fiihrte bereits ab 10 mm zu einer reduzierten Produktivitét
(Abbildung S12), welche sich durch die Bindung der Glu-
konsiure an die Aminosidure R245 erkldren ldsst.* Alter-
native NAD(P)H-Regenerationssysteme zeigten eine hohere
Effizienz, z.B. eine Phosphit-Dehydrogenase (PDH;
NADPH-abhiingig)!'” und eine Formiat-Dehydrogenase
(FDH; NADH-abhiingig).l'"! Dabei wurden Produktkonzen-
trationen von 2.6 mm (0.62 gL ') bzw. 3.1 mm (0.75 gL ™) 1-
Heptadecen ausgehend von 5 mm C18:0 erreicht (52% und
62% Umsatz). Dies entspricht dem hochsten berichteten
TTN-Wert fiir OleT (1739 bzw. 2096, Tabelle 2, Eintrige 2
und 3). Im Vergleich zu einem publizierten Ganzzell-Sys-
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tem,® erreicht das FDH-System einen 9.5-fach hoheren
Produkttiter (930 mgL ' 1-Alken) sowie eine 21-fach hohere
volumetrische Produktivitit von 42.5mgL 'h™' 1-Alken
(Tabelle 2, Eintrag 4) gegeniiber 2 mgL~'h~'.®) Eine Redu-
zierung der NADH-Konzentration (von 200 bis 10 pum) hatte
keinen Einfluss auf die Produktbildung (Tabelle S4). Nach
Umsetzung von C18:0 im 50 mL Mafstab konnten 47 % iso-
liertes Produkt gewonnen werden. Ebenso wurde gefrierge-
trocknetes zellfreies Lysat verwendet, wobei ein Produkttiter
von 0.37 gL' 1-Heptadecen (1565 pm, 31 % Umsatz, Tabel-
le 2, Eintrag 5) erreicht wurde und eine aufwendige Protein-
aufreinigung umgangen wird.

Im néchsten Schritt wurde das Substratspektrum fiir FS
der Kettenldnge C4:0 bis C22:0 untersucht (Tabelle 3). Dabei
wurden die Reaktionen auch bei 4 °C durchgefiihrt, um einen
Verlust leichtfliichtiger 1-Alkene zu minimieren. Unerwartet

Tabelle 3: Substratspektrum der OleT-CamAB-FDH-Kaskade bei Raum-
temperatur und 4°C.1?

Eintrag  FS 1-Alken [mm]  1-Alken [%)] 0-OH +p-OH +

RT/4°C RT/4°C 2-Alkanon [%]®!
RT/4°C

1 C22:0 n.d./nd. >99/93H 0/7

2 €20:0  n.d./nd. >99/>99<  0/0

3 C18:0  3.88/2.45 85/92 15/8

4 C16:0  1.11/2.06 69/80 31/20

5 C14:0  0.55/1.24 59/78 41/22

6 C12:0  0.27/3.26 >99/73 0/27

7 C11:0  0/0.19 0/>99 0/0

8 C10:0  0.04/0.07 >99/>99 0/0

9 €9:0 1.83/1.34 48/38 52/62

10 C8:0 2.45/2.25 >99/>999  ne/ne.

M C7:0 1.29/0.95 >99/>99¢  ne/ne.

12 C6:0 1.17/0.77 >99/>99  ne/ne.

13 C5:0 0.83/n.e. >991/n.e. n.e./n.e.

14 C4:0 0.49/n.e. >99/n.e. n.e./n.e.

[a] Reaktionsbedingungen befinden sich im Abschnitt Experimentelles.
[b] Signalflache im GC. [c] Grole Menge an Substrat isoliert (ESI).
[d] Detektiert mittels Headspace GC-MS. n.e.: nicht ermittelt.

zeigte OleT bei 4°C eine hohe Produktivitét, insbesondere
fiir C12:0 (Tabelle 3, Eintrag 6). Im Gegensatz zum OleT-
RhFRed-Fusionssystem!®! wurde der hochste Umsatz fiir die
FS 18:0 bei Raumtemperatur erreicht (0.93 gL.™!, Tabelle 3,
Eintrag 3). Bemerkenswert ist, dass auch kurzkettige FS
(< C9) decarboxyliert wurden, sodass zum ersten Mal 1-
Alkene mit einer Kettenldnge von C9-C4 (0.04 bis 2.45 mM)
direkt aus FS hergestellt werden konnen. Die Bildung der 1-
Alkene aus Umsetzungen von kurzkettigen FS (C8:0-C4:0)
wurde mittels Headspace-GC-MS-Analytik nachgewiesen
(Details in den SI). Produktausbeuten waren stark abhingig
von der Reaktionstemperatur und Kettenldnge der Substrate,
wobei die Produktivitdt fiir C18:0 bei Raumtemperatur am
hochsten war (max. 3.88 mm aus 10 mm C18:0) und C12:0 das
beste Substrat bei 4°C (3.26 mm 1-Undecen) darstellte.
Allgemein war der Umsatz von FS der Kettenldnge
C10:0-C16:0 hoher bei 4°C. Im Gegensatz zu vorherigen
Berichten tiber das Substratspektrum von OleT, mit einer
Priferenz fiir langkettige FS (C22:0-C14:0),>%7%1 erlaubt
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das vorliegende System die Herstellung von Propen aus
Buttersdure in einem einzigen Reaktionsschritt. Es ist weit-
laufig akzeptiert, dass langkettige FS insbesondere im Sub-
stratkanal Interaktionen haben!® und kiirzere Substrate im
aktiven Zentrum binden wie bei CYPgg,."”! FS mit mittlerer
Kettenlinge (C10:0-C11:0) koénnen nicht effizient binden
und stellen somit schlechte Substrate dar (Tabelle 3, Eintra-
ge7 and 8). Allgemein war die Decarboxylierung die
Hauptreaktion (86-99 % Selektivitit fiir C18:0-C22:0). Da-
neben wurde die Bildung von o/B-Hydroxysduren detektiert,
welche jedoch stark von der Kettenldnge und Temperatur
abhingig war (max. 62% a/p-Hydroxylierung fir C9:0 bei
4°C). Zusitzlich wurden Spuren von 2-Alkanonen nachge-
wiesen (C16:0 und C18:0). Diese stammen wahrscheinlich aus
der enzymatischen Oxidation der -Hydroxysduren (dhnlich
wie bei CYP52A17"), wobei nach spontaner Decarboxylie-
rung der -Ketosduren die Alkanone erhalten werden.

Die erfolgreiche Decarboxylierung kurzkettiger FS kann
durch die verbesserten Reaktionsbedingungen erklért
werden: 1) Hohere Substratkonzentrationen (10 mm anstatt
200-500 um)B47! umgehen niedrige Substrataffinititen, wie
gezeigt fiir P450 BM3,!"! 2) Elektronen werden im Uber-
schuss mittels eines Klasse-I-Elektronentransfersystems be-
reitgestellt. Die gute Kompatibilitdt von CamAB und OleT ist
moglich durch eine dhnliche Koordination des proximalen
Cystein-Thiolats von OleT und P450,, im ,ferrous state
(Fe?*),1% welches die Bindung von O, an das Hiam-Eisen er-
laubt.” Die meisten bakteriellen P450s verwenden Elek-
trontransfersysteme der Klasse L' Dies erklirt, warum
OleT in Kombination mit CamAB eine hohere Produktivitét
hat als OleT-RhFRed oder Fdr/Fdx.[!

Eine deutlich verbesserte katalytische Aktivitdt von OleT
mit O, als Oxidationsmittel und NAD(P)H als Elektronen-
donor, im Gegensatz zu H,O,, stellt die Klassifizierung von
OleT als Peroxygenase in Frage.”! Die Funktion als Peroxy-
genase innerhalb der natiirlichen Umgebung bedarf entweder
einer Kompartmentalisierung innerhalb des Bakteriums (z. B.
in Peroxisomen) oder der extrazelluldren Sekretierung, wie
bei Hiam-Peroxygenasen aus Pilzen.'"?!) Da OleT unter
Verwendung von O, und NAD(P)H in einer ,biosyntheti-
schen“ Redoxkaskade drastisch erhohte TTNs aufzeigt,
scheint OleT eher als Monooxygenase zu funktionieren.

Zusammengefasst ermoglicht das gezeigte System die
oxidative Decarboxylierung von FS durch OleT, wobei Pro-
duktiter von bis zu 0.93 gL ™' und TTNs > 2000 bei geringer
Menge an Katalysator (0.06 %) erreicht wurden. Das System
ermoglicht den ersten direkten biokatalytische Zugang zu
Propen und 1-Buten aus kurzkettigen FS.

Experimentelles

Allgemeine Prozedur zur Decarboxylierung von FS (C22:0-C4:0):
Die Reaktion enthilt gereinigtes OleT (3 um fiir C22:0-C14, 6 uM fiir
C12:0-C4:0), 0.05 UmL ™' CamAB, 1200 UmL " Katalase, 10 mm FS,
5% EtOH, KPi Puffer (pH 7.5, 0.1m), NADH or NAD" (200 um),
FDH (2 UmL™") und NH,HCO, (100 mm). Alle Umsetzungen von
FS (C22:0 bis C6:0) wurden unter atmosphirischem Druck und bei
Raumtemperatur (oder 4°C) in 1mL Reaktionsvolumen und
170 rpm fiir 24 h durchgefithrt. FS (C5:0 und C4:0) wurden bei
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Raumtemperatur in 10 mL Reaktionsvolumen bei kontinuierlicher
Riihrung umgesetzt.

Stichworter: 1-Alkene - Biokatalyse - Fettsduren - OleT -
Oxidative Decarboxylierung
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