
Materials
Chemical Engineering

Biotechnology

Forschungsberichte

Herausgeber: DECHEMA-Forschungsinstitut • Stiftung bürgerlichen Rechts

Vorstand: Prof. Dr. rer. nat. Jens Schrader

Sitz der Stiftung: Frankfurt am Main

www.dechema-dfi.de 

Se
ba

st
ia

n 
Bo

rm
an

n
H

yd
ro

ge
n 

pe
ro

xi
de

 d
riv

en
 b

io
ca

ta
ly

si
s

 2
02

1   

Nr. 22

Process engineering and heterologous enzyme 
production for hydrogen peroxide 
driven biocatalysis

2021

Sebastian Bormann



Process engineering and heterologous enzyme

production for hydrogen peroxide driven

biocatalysis

Vom Fachbereich Maschinenbau und Verfahrenstechnik

der Universität Kaiserslautern

zur Verleihung des akademischen Grades

Doktor-Ingenieur (Dr.-Ing.)

genehmigte

Dissertation

von

Herrn

M. Sc. Nico Sebastian Bormann

aus Frankfurt am Main

Datum der mündlichen Prüfung: 24.11.2020

Dekan: Prof. Dr.-Ing. Tilmann Beck

Vorsitzender: Prof. Dr.-Ing. Hans Hasse

Berichterstatter: Prof. Dr. Roland Ulber

Prof. Dr.-Ing. Dirk Holtmann

Prof. Dr. Volker Schünemann

Zeichen der Universität Kaiserslautern im Bibliotheksverkehr: D 386



Bormann, Nico Sebastian. Process engineering and heterologous enzyme production
for hydrogen peroxide driven biocatalysis.

Dissertation

Tag der mündlichen Prüfung: 24.11.2020.
Ort der Dissertation: Kaiserslautern, Technische Universität Kaiserslautern



D 386 (Diss. Technische Universität Kaiserslautern)

Shaker  Verlag
Düren  2021

Schriftenreihe des DECHEMA-Forschungsinstituts

Band 22

Sebastian Bormann

Process engineering and heterologous enzyme
production for hydrogen peroxide driven biocatalysis



Bibliographic information published by the Deutsche Nationalbibliothek
The Deutsche Nationalbibliothek lists this publication in the Deutsche
Nationalbibliografie; detailed bibliographic data are available in the Internet at
http://dnb.d-nb.de.

Zugl.: Kaiserslautern, TU, Diss., 2020

Copyright  Shaker  Verlag  2021
All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in a
retrieval system, or transmitted, in any form or by any means, electronic,
mechanical, photocopying, recording or otherwise, without the prior permission
of the publishers.

Printed in Germany.

ISBN 978-3-8440-7968-5
ISSN 2197-6155

Shaker  Verlag  GmbH  •  Am Langen Graben 15a  •  52353  Düren
Phone:  0049/2421/99011-0   •   Telefax:  0049/2421/99011-9
Internet: www.shaker.de   •   e-mail: info@shaker.de



III

Abstract

Unspecific peroxygenases (UPOs) are heme-thiolate peroxidases that can catalyze
the oxygenation of even unactivated C—H bonds, as well as heteroatom oxygenation
reactions, such as sulfoxidations. These enzymes only require hydrogen peroxide as a
co-substrate. Given the high interest in regio- and stereospecific oxygenation catalysts
for synthetic chemistry and the economic and ecologic advantages of hydrogen peroxide
as a co-substrate, UPOs are attractive catalysts for biocatalytic applications. This work
seeks to address several of the issues that will have to be faced on the way towards the
industrial application of these enzymes.

To demonstrate the applicability of these enzymes for preparative biocatalysis, the
production of 2-butanol from butane was established in a bubble column reactor at 2 L
scale. Optimization of H2O2 feed rates and use of in situ product removal resulted in the
production of ≥ 80 mM oxidized product. The biocompatibility of a carbon nanotube-
coated gas diffusion electrode based H2O2-production system and its positive impact
on the energy required for H2O2 production was demonstrated. An immobilization
technique based on metal affinity binding of affinity-tagged UPO was developed and the
reusability of the immobilizate demonstrated. A process model for an electroenzymatic
UPO process was developed and its applicability for process prediction was shown.
The heterologous production of various putative UPO genes was investigated in yeast.
Three novel enzymes were produced, purified and characterized.
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Kurzfassung

Unspezifische Peroxygenasen (UPOs) sind Häm-Thiolat Peroxidasen, welche in der
Lage sind, die Oxygenierung nicht-aktivierter C—H Bindungen sowie Heteroatom-
Oxygenierungen wie Sulfoxidationen, zu katalysieren. Hierbei benötigen sie ausschließ-
lich Wasserstoffperoxid als Kosubstrat. Aufgrund des hohen Interesses an regio- und
stereospezifischen Oxygenierungskatalysatoren für die Synthesechemie und der ökono-
mischen und ökologischen Vorteile von H2O2 als Kosubstrat besteht großes Potential
für den Einsatz von UPOs für biokatalytische Anwendungen. Diese Arbeit widmet sich
einigen der Herausforderungen, die auf dem Weg zur industriellen Anwendbarkeit der
Enzyme auftreten können.

Die Anwendbarkeit von UPOs in präparativen Prozessen wurde Anhand der Oxyge-
nierung von Butan zu 2-Butanol in einem 2 L Blasensäulenreaktor demonstriert. Durch
Optimierung der H2O2-Dosierung und Einsatz eines in situ Produktabtrennungssystems
konnten Produktkonzentrationen von ≥ 80 mM erreicht werden. Die Biokompatibilität
eines auf einer Kohlenstoffnanotube-beschichteten Gasdiffusionselektrode basierenden
elektrochemischen H2O2-Produktionssystems konnte demonstriert und eine Erhöhung
der Energieeffizienz des bioelektrochemischen Prozesses ermittelt werden. Eine me-
tallaffinitätsbasierte Immobiliserungsmethode für hexa-Histidin-markierte UPOs wurde
etabliert und die Wiederverwendbarkeit des Immobilisats gezeigt. Am Beispiel eines
elektrobiokatalytischen UPO-Prozesses wurde ein Prozessmodell entwickelt und die
Vorhersagekraft des Modells für neue Prozessbedingungen dargelegt. Die heterologe
Exprimierbarkeit diverser putativer UPO-Gene wurde in Hefe untersucht. Drei neue
UPOs wurden produziert, aufgereinigt und charakterisiert.
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Zusammenfassung

Unspezifische Peroxygenasen (UPOs) sind Häm-Thiolat Peroxidasen, welche in der
Lage sind, die Oxygenierung nicht-aktivierter C—H Bindungen sowie Heteroatom-
Oxygenierungen wie Sulfoxidationen, zu katalysieren. Insbesondere für die Synthese-
chemie sind Katalysatoren, die derartige Reaktionen regio- und stereoselektiv durchfüh-
ren können, von hohem Interesse. Die von UPOs katalysierten Reaktionstypen gleichen
denen der als Biokatalysatoren bereits etablierten P450 Monooxygenasen (P450s), da
die Oxygenierungsreaktion durch die gleiche Oxoferryl-Porphyrin-π-Kation-Radikal-
Spezies mit axialem Thiolat-Liganden katalysiert wird. Im Gegensatz zu P450s, welche
häufig membranständig vorliegen und auf Elektronenübertragung durch eine NAD(P)H-
abhängige Reduktase angewiesen sind, sind UPOs sekretierte Enzyme, welche direkt
durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid in die reaktive Form überführt werden. Auf
dem Weg hin zur industriellen Anwendbarkeit dieser Enzyme sind jedoch Heraus-
forderungen wie die Erhöhung der Vielfalt heterolog exprimierbarer UPOs sowie
prozesstechnische Optimierungen, zum Beispiel zur Reduktion Wasserstoffperoxid-
bedingter Enzyminaktivierung und zur Steigerung der Prozesseffizienz, zu meistern.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass UPOs in der Lage sind hohe katalytische
Produktivitäten zu erreichen. Hierbei wurden häufig nur geringe Katalysatorkonzen-
trationen eingesetzt und somit nur analytische Produktmengen produziert. Wenige
Beispiele existieren, die den präparativen Einsatz der Enzyme zur benzylischen Hydro-
xylierung zeigen. Dieser Reaktionstyp führt aufgrund der gegenüber nicht-aktivierten
C—H Bindungen reduzierten Bindungsenergie zu deutlich höheren katalytischen Pro-
duktivitäten. Um zu demonstrieren, dass auch die Hydroxylierung einer vollständig
nicht-aktivierten C—H Bindungen im präparativen Maßstab mit UPOs durchführbar
ist und hierbei industriell relevante Produktkonzentrationen erreicht werden können,
wurde die Oxidation von Butan zu 2-Butanol im Blasensäulenreaktor durch UPO
etabliert. Hierbei wurde insbesondere der Einfluss der Enzymkonzentration und der
H2O2-Dosierung auf die Produktivität im 0.2 L Maßstab untersucht und optimiert. Die
Überoxidation von 2-Butanol zu 2-Butanon wurde als Nebenreaktion identifiziert. Der
Prozess wurde in den 2 L Maßstab übertragen und mit einer in situ Produktabtrennung
kombiniert, um das Produkt 2-Butanol kontinierlich aus dem Prozess zu entfernen. Im
2 Liter Maßstab konnten so Produktkonzentrationen (2-Butanol + 2-Butanon) von ≥ 80
mM produziert werden.
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H2O2 zeichnet sich aufgrund seiner ökologischen und ökonomischen Eigenschaften
als Kosubstrat für die Biokatalyse aus, da es günstig aus den Basischemikalien Was-
ser(stoff) und Sauerstoff erzeugt werden kann und als Reaktionsprodukt nur Wasser
hinterlässt. Häm-Thiolat Peroxidasen sind jedoch häufig labil gegenüber diesem Kosub-
strat, weswegen die genaue Dosierung wichtig ist, um hohe katalytische Produktivitäten
zu erreichen. Gegenüber dem einfachen Zudosieren konzentrierter H2O2-Lösung zeich-
net sich die in situ Produktion dadurch aus, dass sie lokale Konzentrationsmaxima
und Volumenzunahme vermeidet. Insbesondere die elektrochemische Produktion ist
vorteilhaft, da sie gegenüber enzymatischen und chemischen Methoden biokatalytisch
kompatibel ist und ohne sakrifizielle Reagenzien auskommt. Entsprechende Kata-
lysatoren müssen sowohl günstig herzustellen sein als auch hohe Energieeffizienz
bieten. Der Einsatz oxidierter Kohlenstoffnanotubes (oCNTs) zur elektrochemischen
H2O2-Produktion wurde bereits zuvor demonstriert und erfüllt beide Kriterien. Um
zu zeigen, dass diese Vorteile auch im Rahmen eines gekoppelten bioelektrokatalyti-
schen Systems beibehalten werden können, wurde die oCNT-basierte H2O2-Produktion
mit einer enzymatischen Bromolaktonisierung gekoppelt. Um Limitierungen durch
den Biokatalysator zu vermeiden, wurde nicht UPO, sondern Vanadium Chloroper-
oxidase eingesetzt, welche gegenüber H2O2 deutlich resistenter ist. Hierbei konnte
die biokatalytische Kompatibilität der oCNT-beschichteten Elektrode bewiesen und
eine Reduktion der zur H2O2-Produktion benötigten Energie von 32 kJ mol−1 gezeigt
werden.

Aufgrund der hohen Produktionskosten von Häm-Enzymen ist die Maximierung der
Produktivität des Biokatalysators äußert wichtig. Dies kann durch Optimierung der kata-
lytischen Produktvität erreicht werden. Häufig müssen hier jedoch Prozessbedingunen
gewählt werden, die die vollständige Inaktivierung des Biokatalysators bedingen, was
zu unvollständigem Substratumsatz und somit zu höheren Aufreinigungskosten führen
kann. Um nicht genutzten, jedoch noch aktiven Biokatalysator aus einem Prozess zu
entfernen, ist dessen Immobilisierung nötig. Eine spezifische Immoblisierungsmethode
auf Basis der Metallaffinität hexa-Histidin-markierter Enzyme wurde deshalb für UPOs
etabliert. Hierfür wurde das hexa-Histidine markierte Enzym in Pichia pastoris produ-
ziert und charakterisiert. Die Immoblisierung des aufgereinigten Enzyms auf porösen
Glassträgern sowie der Einsatz und die Wiederverwendbarkeit des Immobilisats konn-
ten gezeigt werden. Darüber hinaus konnte demonstriert werden, dass der sekretierte
Biokatalysator auch direkt aus der Kulturbrühe immobilisiert werden kann.

Die Modellierung (bio)chemischer Prozesse erlaubt die in silico-Nachverfolgung
des Prozessverlaufs. Dies kann gerade dann von Vorteil sein, wenn die on-line Analyse



IX

kritischer Reaktanden nur schwer möglich oder zu kostenintensiv wäre. Realitätsna-
he Modelle erlauben darüber hinaus die Simulation neuer Prozessbedingungen, was
schnelle Prozessoptimierungen möglich macht. Anhand von kinetischen Daten UPO-
katalysierter Hydroxylierungsprozesse sollte die Modellierbarkeit eines solchen Prozes-
ses in dieser Arbeit untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene Gleichgewichtsre-
aktionsgleichungen in Erweiterung des Ping-Pong-Bi-Bi Mechanismus hergeleitet und
deren Anwendbarkeit überprüft. Darüber hinaus wurde eine semi-empirische Inaktivie-
rungskinetik entwickelt. Mit Hilfe dieses Modells konnten die ermittelten Prozessdaten
mit hoher Übereinstimmung abgebildet werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die modellbasierte Steuerung der H2O2-Produktionsrate auf Basis vorhergesagter
Enzyminaktivierungsraten möglich ist und somit neue Prozessbedingungen simuliert
werden können.

Neben der Entwicklung effizienter UPO-katalysierter Prozesse ist die Verfügbarkeit
der Biokatalysatoren eine wichtige Vorraussetzung für deren industrielle Anwendung.
Da UPOs zumeist aus gentechnisch nicht zugänglichen Pilzen stammen, die häufig
schwer kultivierbar sind, ist die heterologe Produktion der Enzyme von großer Bedeu-
tung. Nur wenige UPOs können zur Zeit heterolog exprimiert werden. P. pastoris hat
sich hierbei als Expressionssystem der Wahl herausgestellt, da mit diesem Organismus
die höchsten Enzymtiter erreicht werden können. Um die Verfügbarkeit heterolog
exprimierbarer UPOs zu steigern wurde die Expression zehn putativer UPO-Gene in
P. pastoris in dieser Arbeit untersucht. Für zwei Gene aus Psathyrella aberdarensis

sowie ein Gen aus Aspergillus niger konnte Enzymaktivität nachgewiesen werden.
Die Enzyme wurden daraufhin im Bioreaktor produziert, aufgereinigt und charakte-
risiert. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede im pH- sowie Substratspektrum
der Enzyme. Die bei der Kultivierung im Bioreaktor erreichten Enzymkonzentrationen
von 140–300 mg L−1 waren ähnlich der Konzentration, die für eine Hefe-evolvierte
Variante der UPO aus Agrocybe aegerita bei Expression in P. pastoris erreicht werden
kann. Somit konnte gezeigt werden, dass die Expression nativer UPO-Sequenzen in
Hefe möglich ist.
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