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Whole-cell biocatalysts offer great potential for the development of sustainable processes that 
are difficult to achieve chemically and can replace or complement traditional chemical and 
pharmaceutical processes. However, microbial cells are often not evolved for the production 
of industrially relevant compounds, as most of these compounds exert toxicity and therefore 
destabilize respective biocatalysts. In order to overcome limitations related to stability and to 
exploit the full potential of whole-cell biocatalysts, a concerted strategy, combining pathway, 
cellular, reaction, and process engineering, has to be pursued.  
In this thesis, a microbial oxyfunctionalization reaction was selected as a model bioprocess 
system to understand the mechanisms that affect the stability of whole-cell biocatalysts in a 
bioprocess and to exemplarily show selective engineering approaches to overcome such 
stability influencing factors. Respective biocatalysts were based on E. coli, which were 
genetically modified to express alkBGT and alkL from Pseudomonas putida GPo1, encoding 
an alkane monooxygenase system and a hydrophobic outer membrane porin, respectively, and 
enabled the terminal oxyfunctionalization of renewable fatty acid methyl esters (FAMEs). 
Biotransformation experiments with E. coli W3110, using dodecanoic acid methyl ester 
(DAME) as substrate, revealed growth restriction, low productivities, and side-product 
formation, emphasizing the necessity of a cellular engineering strategy. The selection of 
E. coli JM101 as a more robust host strain and the generation of knockout variants, targeting a 
host-intrinsic esterase, enhanced the production of oxyfunctionalized DAME (~28%) and 
reduced the accumulation of hydrolyzed side-products (~75%). Substrate toxicity was 
identified as a key constraint that limits growth of whole-cell biocatalysts and DAME 
biotransformation. DAME belongs to the group of medium- to long-chain length FAMEs. For 
these compounds, the outer membrane of microbes presents a natural barrier. Expression of 
alkL facilitated DAME uptake, but simultaneously induced biocatalyst toxification. A cellular 
engineering approach, making use of different constitutive promoters, was pursued to fine-
tune alkL expression levels. Low alkL expression levels eventually set the basis for a stable 
whole-cell DAME biotransformation process. In combination with reduced alkBGT 
expression, this led to an oxyfunctionalized FAME titer of 76 g Ltot

-1 and a productivity of 
12.9 g Laq

-1 h-1. 
The described strategies based on cellular, pathway and reaction engineering levels are 
complementary to and can be combined with process engineering strategies to design stable 
bioprocesses based on living cells. Importantly, the presented strategies applied for the 
production of polymer building blocks from renewable feedstocks are not exclusive to the 
model system, but can be transferred to other bioprocesses employing metabolic engineering-
derived whole-cell biocatalysts. 
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SUMMARY 

Whole-cell biocatalysts offer great potential for the development of sustainable processes that 

are difficult to achieve chemically and can replace or complement traditional chemical and 

pharmaceutical processes. However, microbial cells are not evolved for the production of 

industrially-relevant compounds, which often exert toxicity and therefore destabilize whole-

cell biocatalysts. In order to overcome limitations related to stability and to exploit the full 

potential of whole-cell biocatalysts, a concerted strategy combining pathway, cellular, 

reaction, and process engineering has to be pursued. 

In this thesis, a microbial oxyfunctionalization reaction was selected as a model bioprocess 

system to understand the mechanisms that affect the stability of whole-cell biocatalysts in a 

bioprocess and to exemplarily show selective engineering approaches to overcome such 

stability influencing factors. Respective biocatalysts were based on genetically modified 

E. coli containing the alkane monooxygenase system AlkBGT and the outer membrane 

protein AlkL from P. putida GPo1, enabling oxyfunctionalization of renewable fatty acid 

methyl esters (FAMEs). 

Biotransformation experiments with E. coli W3110 using dodecanoic acid methyl ester 

(DAME) as substrate revealed growth restriction, low productivities, and side-product 

formation, emphasizing the necessity of a cellular engineering strategy. The selection of 

E. coli JM101 as a more robust host strain and the generation of knockout variants, targeting a 

host-intrinsic esterase, enhanced the production of oxyfunctionalized DAME (by ~28%) and 

reduced the accumulation of hydrolyzed side-products (by ~75%).  

This and other whole-cell biocatalysts rely on heterologous gene expression. In general, gene 

overexpression competes with carbon and energy fluxes required for cellular maintenance and 

growth. In particular, oxygenases can also induce cellular stress and destabilization by the 

formation of reactive oxygen species and/or the overoxidation of products, as reported for the 

alkane monooxygenase complex AlkBGT composed of the oxygenase subunit AlkB and the 

electron transfer system consisting of rubredoxin AlkG and rubredoxin reductase AlkT. With 

the goal to decrease uncoupling and stabilize recombinant hosts, the subunit ratio was 

modulated. Biocatalysts featuring moderate reduction in the AlkT protein content showed 

~25% higher initial specific activities, while further reduction in theAlkT protein content 

reduced product overoxidation by ~85% in comparison to the original protein ratios. During 

biotransformations, biocatalysts with moderately reduced AlkT levels profited from superior 
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process stability leading to a >2-fold increase of product concentrations up to 93.3 mM of 

oxyfunctionalized DAME derivatives. 

Substrate toxicity was identified as a key constraint that limits growth and performance of 

whole-cell biocatalysts during DAME biotransformations. DAME belongs to the group of 

medium chain-length FAMEs. For these compounds, the outer membrane of microbes 

presents a natural barrier. Introduction of the hydrophobic outer membrane porin AlkL 

facilitated DAME uptake, but simultaneously induced biocatalyst toxification. A cellular 

engineering approach making use of different constitutive promoters was pursued to fine-tune 

AlkL expression levels. Low AlkL levels eventually set the stage for a stable and efficient 

whole-cell DAME biotransformation process. In combination with reduced alkBGT 

expression, this enabled an oxyfunctionalized FAME titer of 76 g Ltot
-1 and a productivity of 

12.9 g Laq
-1 h-1. 

Selective formation of the aldehyde 12-oxo-dodecanoic (ODAME) acid from DAME has 

been promoted via the incorporation of the alcohol dehydrogenase (AlkJ) into the 

recombinant whole-cell biocatalyst. However, simultaneous overexpression of alkBGT, alkL, 

and alkJ in a single recombinant host triggered a metabolic burden response resulting in 

reduced growth rates and biocatalyst stabilities. Also, AlkJ protein levels have been found 

insufficient to drive ODAME formation. Therefore, biocatalyst engineering was combined 

with reaction engineering in this study, that is, alkBGT and alkJ expression loads were 

distributed on two separate E. coli hosts, which enabled easily tunable AlkBGT:AlkJ protein 

ratios. This mixed culture approach reduced the burden of recombinant protein synthesis for 

the individual strains and finally enabled selective ODAME formation in a growing whole-

cell biotransformation process.  

The described strategies based on cellular, pathway, and reaction engineering are 

complementary to and can be combined with process engineering strategies to design stable 

whole-cell biocatalysts and bioprocesses. Importantly, the presented strategies applied for the 

production of polymers building blocks from renewable feedstocks are not exclusive to the 

model system but can be transferred to other bioprocesses employing metabolic engineering-

derived whole-cell biocatalysts. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Ganzzellbiokatalyse bietet großes Potenzial zur Entwicklung nachhaltiger 

Produktionsprozesse, die chemisch nicht abgebildet werden können und traditionelle 

chemische und pharmazeutische Prozesse ergänzen oder sogar ersetzen können. In der Regel 

sind mikrobielle Zellen jedoch nicht für die Herstellung von industriell relevanten 

Verbindungen evolviert, da diese Verbindungen häufig toxische und damit auf den 

Ganzzellbiokatalysatoren destabilisierende Wirkungen zeigen. Um Limitationen bezüglich 

der Biokatalysatorstabilität zu überwinden und das volle Potenzial der Biokatalysatoren 

auszuschöpfen, sind konzertierte Optimierungsstrategien auf verschiedenen Ebenen 

notwendig. Hierbei ist die kombinierte Abstimmung der Stoffflüsse, die Anpassung der Zelle 

als Biokatalysator, sowie die Auswahl geeigneter Reaktions- und Prozesstechniken von 

besonderer Bedeutung. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Identifizierung und der Charakterisierung von 

Mechanismen, die auf die Stabilität von Ganzzellbiokatalysatoren wirken. Zur 

exemplarischen Betrachtung ausgewählter Entwicklungsstrategien diente die mikrobielle 

Oxyfunktionalisierung von erneuerbaren Fettsäuremethylestern als modellhafter Bioprozess. 

Der eingesetzte Ganzzellbiokatalysator, basierend auf E. coli, wurde für die Expression der 

Alkanmonooxygenase AlkBGT und des Membranproteins AlkL aus Pseudomonas putida 

GPo1 entsprechend genetisch modifiziert.  

Biotransformationsexperimente mit rekombinanten E. coli W3110 als Biokatalysator und 

Laurinsäuremethylester (LSME) als Substrat führte zu stark reduziertem Wachstum des 

Biokatalysators, geringer Produktivität und hoher Nebenproduktbildung. Dies verdeutlichte 

die Notwendigkeit einer Stammentwicklungsstrategie. Der Wechsel zum robusteren 

Produktionsstamm E. coli JM101 und die Erzeugung von Knock-out Varianten einer Host-

intrinsischen Esterase führte schließlich zur Erhöhung des Titers von oxyfunktionalisiertem 

LSME (~28%) und zu reduzierter Akkumulierung hydrolysierter Nebenprodukte (~75%). 

Diese und andere Ganzzellbiokatalysatoren beruhen auf der heterologen Genexpression und 

der Proteinsynthese. Im Allgemeinen konkurriert die Überexpression von Fremdgenen mit 

Kohlenstoff- und Energieflüssen, die für das Zellwachstum und die Zellregenerierung 

erforderlich sind. Speziell die Expression von Oxygenasen kann außerdem zu Zellstress und 

Biokatalysatorinstabilität durch reaktive Sauerstoffspezien und/oder die Überoxidation von 

Produkten führen. Beschrieben wurde dieser Effekt auch für die Alkanmonooxygenase 



 

XIV 

AlkBGT bestehend aus einer katalytischen Untereinheit (AlkB) und dem 

Elektronentransfersystem, dem Rubredoxin (AlkG) und der Rubredoxinreduktase (AlkT). Zur 

Vermeidung dieser destabilisierenden Effekte, wurde eine Entwicklungsstrategie verfolgt, 

welche die Optimierung der Proteinverhältnisse innerhalb des Monooxygenase-

Enzymkomplexes AlkBGT betrachtet. Ganzzellbiokatalysatoren mit moderat reduzierter 

AlkT Proteinkonzentration erreichten eine ~25% höhere spezifische Anfangsaktivität und 

profitierten von einer erhöhten Prozessstabiliät bezüglich der LSME Biotransformation mit 

>2x höheren Titern oxyfunktionalisierter LSME (93,3 mM). Eine weitere Reduzierung der 

AlkT Proteinkonzentration verringerte zudem die Produktüberoxidation um ~85%. 

Substrattoxizität wurde als einer der wichtigsten Schlüsselfaktoren identifiziert, welcher 

sowohl negativen Einfluss auf das Biokatalysatorwachstum, wie auch auf die Produktbildung 

in LSME Biotransformationen hatte. LSME gehört zur Gruppe der mittellangkettigen 

Fettsäuremethylester. Für diese Verbindungen stellt die äußere Membran der 

Mikroorganismen eine natürliche Barriere dar. Durch die Expression des Membranproteins 

AlkL wird die Aufnahme von LSME deutlich erhöht, was jedoch auch eine Toxifizierung des 

Biokatalysators induziert. Im Zuge einer Zellentwicklungsstrategie wurde die Expression des 

AlkL Membranproteins, basierend auf konstitutiven Promotervarianten, reduziert und bildete 

damit die Grundlage für stabile LSME Ganzzellbiotransformationen. In Kombination mit 

reduzierter AlkBGT Expression, führte dies schließlich zu einer Verfielfachung des Titers 

oxyfunktionalisierter Fettsäuremethylester auf 76 g Ltot
-1 und einer erhöhten Produktivität auf 

12,9 g Laq
-1 h-1. 

Um die selektive Bildung des Aldehyds 12-Oxolaurinsäure (OLSME) aus LSME zu forcieren, 

wurde im Zuge einer Entwicklungsstrategie bezüglich der Elektronenflüsse die Alkohol-

Dehydrogenase AlkJ in den rekombinanten Ganzzellbiokatalysator eingebracht. Die simultane 

Überexpression von alkBGT, alkL und alkJ in einem einzelnem rekombinanten Wirt 

induzierte eine metabolische Belastungsreaktion, die sich in einer deutlich reduzierte 

Wachstumsrate widerspiegelte. Des Weiteren war die AlkJ Proteinkonzentration nicht 

ausreichend um die selektive OLSME Bildung zu ermöglichen. Als weiterführende 

reaktionstechnische Entwicklungsstrategie, wurde die Expressionslast auf zwei separate 

E. coli Wirte aufgeteilt und die Verteilung der AlkBGT:AlkJ Proteinverhältnisse in diesen 

Mischkulturen angepasst. Die reduzierte Last der heterologen Proteinsynthese ermöglichte 

schließlich die selektive Bildung von OLSME in einem Ganzzellbiokatalyseprozess mit 

wachsenden Zellen. 
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Die beschriebenen Strategien wirken auf der Ebene der Zelle, der Stoffflüsse und der 

Reaktion und können mit Strategien aus der Verfahrenstechnik ergänzt, sowie kombiniert 

werden um stabile Ganzzellbiokatalysatoren und Bioprozesse zu entwickeln. Insbesondere 

gelten die vorgestellten Strategien zur Herstellung von Polymerbausteinen aus 

nachwachsenden Rohstoffen nicht exklusiv für dieses Modellsystem, sondern können auf 

jegliche Bioprozesse, die auf den Einsatz von Ganzzellbiokatalysatoren basieren, übertragen 

werden. 
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