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Abklrzungen

Abkurzung Bezeichnung

A Ampere

Aogo Absorption bei 280 nm

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATU N-Allylthioharnstoff (N-Allylthiourea)

AS Aminosaure(n)

BFM Biofeuchtmasse

BSA Bovines Serumalbumin

BTM Biotrockenmasse

Ccv Saulenvolumen (Column volume)

Da Dalton

DTE Dithioerythrit

DTT Dithiothreitol

DCPIP 2,6-Dichlorphenolindophenol

ddH,0 Doppelt destilliertes Wasser

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Fd Ferredoxin

FID Flammenionisationsdetektor

g Gramm

g Schleuderziffer/relative Zentrifugalbeschleunigung

h Stunde

GC Gaschromatographie

GTL Gas zu flussig (Gas to liquid)

HCI Salzsaure

HDH Hochdruckhomogenisator

HPLC high performance liquid chromatography

ICso Mttl. inhibitorische Konzentration (Enzymrestaktivitat = 50 %)

k Kilo

K Inhibitionskonstante (Dissoziationskonstante des Enzym-
! Inhibitor Komplexes)

L Liter

m Meter

m Milli

M Molar [mol/L]

min Minuten

M. capsulatus Bath

Methylococcus capsulatus Bath

MES

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

Regulatorisches Protein B der l6slichen Methanmo-

MMOB
nooxygenase
MMOB* N-terminal verkirzte Form von MMOB
MMOB; rekombinant gewonnenes MMOB
MMOH Hydroxylase der I6slichen Methanmonooxygenase
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Abkirzung

Bezeichnung

MMO HAktive Zentren

Aktive Zentren der a-Untereinheit der Hydroxylase der 16sli-
chen Methanmonooxygenase

MMOR

Reduktase der l6slichen Methanmonooxygenase

MOPS

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure

M. trichosporium OB3b

Methylosinus trichosporium OB3b

MW

Molekulargewicht

n Nano

n Anzahl biologischer Replikate

NaOH Natriumhydroxid

n.b. Nicht bestimmt

NCIMB National Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria

NMS Nitrat-Mineral-Salz

ODsgoo Optische Dichte bei 600 nm

PA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

PDB Proteindatenbank (Protein data base)

pH potentia hydrogenii [-]

pMMO Partikulare Methanmonooxygenase

PPL Vorgefarbte Proteinleiter (prestained protein ladder)

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

RuMP Ribulose-Monophosphat

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

S Sekunde

SMMO Losliche Methanmonooxygenase (soluble methane mo-
nooxygenase)

SUMO small ubiquitin-like modifier

TA Totalacrylamidkonzentration

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

TEMED Tetramethylethylendiamin

TTN Total turnover number [Produkt*Enzymmenge*Zeit™]

U Unit Enzymaktivitat [umol Substrat bzw. Produkt*min™]

UE Untereinheit

. Ultraviolett/visible (Spektralbereich im ultraviolett und sichtba-

UV/Vis .
ren Bereich)

\% Volt

\% Volumen [L]

M Mittlere spezifische Wachstumsrate [h™]

Mmax Maximale spezifische Wachstumsrate [h™]

% viv Volumenprozent [%]

vvm Volumen Luft*Volumen Flussigkeit**min™

% wiv Masseprozent [%)]
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Fir naturwissenschaftliche bzw. biochemische Fachausdriicke wurden die international tbli-
chen Abkurzungen verwendet. Englische Begriffe sind kursiv dargestellt. Das Fusionsprotein
Hise-SUMO-MMOB wird im Folgenden als SUMO-MMOB beschrieben

Verwendung gemeinsam mit anderen erarbeiteter Daten

In dieser Arbeit werden Daten aus den Masterarbeiten von Alwina Dillmann, Matthias Schop-
fer, Constanze Zwies und Anne Kind gezeigt. Diese Masterarbeiten wurden im Rahmen des
Projektes ,Enzymatisch-chemokatalytische Oxidationskaskaden in der Gasphase (ECOX)"
angefertigt und teilweise von mir betreut. Die verwendeten Daten sind entsprechend ge-
kennzeichnet und die Arbeiten in der Literaturliste aufgefihrt.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Methanhydrat besteht aus von Wassermolekilen umschlossenen CH;-Molekllen (Abbildung
1-1). Diese sogenannten Clathrate (lat. clatratus = vergittert) entstehen bei Temperaturen
unter 10 °C und Drucken tber 30 bar. Methanhydratvorkommen befinden sich im Meeresbo-
den in Tiefen zwischen 500 und 3.000 Metern. Das CH, entsteht durch mikrobiellen Abbau
von Biomasse. Weiterhin kann sich CH4 auch durch chemische Umwandlung von organi-
scher Materie bei hohen Driicken und Temperaturen (>100 °C) in tieferen Sedimentschich-
ten bilden und durch Risse im Gestein in hohere Bereiche aufsteigen. Schatzungen zufolge
lagert im Vergleich zu herkdmmlichen Erdgaslagerstatten die zehnfache Menge an CH, als
Hydrat im Meeresboden [Lehmkdster, 2014]. Besonders in Kistenregionen befinden sich
grolRe Methanhydratlagerstéatten. Der Abbau des Methanhydrats ist zurzeit durch den hohen
Energieverbrauch und die niedrigen Férderraten unwirtschaftlich. Jedoch wurden von China
und Japan im Mai 2017 erste Erfolge bei der Forderung veréffentlicht. Im Zuge der Bohrun-
gen bezeichnete der zustdndige chinesische Minister die Bohrungen als ,einen grofRen
Durchbruch, der zu einer weltweiten Energierevolution fiihren konnte“. Laut Energieministe-
rium der Vereinigten Staaten belaufen sich die Methanhydrat Vorréate auf etwa 2800 bis
28.000 Billionen m*® CH, (1.500 m*= 1 t) [Behrens, 2017]. Okologische und klimatische Fol-
gen des Methanhydratabbaus spielen bei der potentiellen grof3technischen Férderung eben-
falls eine wichtige Rolle.

Methan-

Wasser- "

malekdl @ . ,6 -. C)O

Abbildung 1-1: Darstellung von Methanhydrat. Das CH,-Molekiil (C-rot; H-griin) im Zentrum des
Clathrats wird von mehreren H,O-Molekiulen (O-blau; H-grin) umschlossen. Abbildung aus
[Lehmkd&ster, 2014].

Aufgrund der enormen Menge an vorhandenem Methanhydrat wird es als ein potentieller
Energietrager der Zukunft gehandelt. Neben der Forderung ist auch der Transport des CH,
entscheidend. Der Transport des Gases unter Uberdruck oder verfliissigt (Siedepunkt-164
°C) ist kostenintensiv [Periana, 1993]. Eine Moglichkeit der Kostenreduktion ware die Um-
wandlung in flissige Komponenten z.B. CH;OH (Gas to Liquid, GTL). Die praktizierte chemi-
sche Umwandlung erfolgt in drei Schritten. Zunéchst wird aus CH, und zugesetztem Was-
serdampf sogenanntes Synthesegas (CO + H,) gebildet. Das Synthesegas wird Uber zwei
weitere Ni(ll)- bzw. Cu(ll)/Zn(11)-katalysierte Reaktionsschritte (250 °C; 70 bis 110 bar) zu



1 Einleitung 2

CH3;0OH umgewandelt [Dalton, 2005]. Durch die hohen Temperaturen und Dricke sowie die
Katalysatormittel ist die chemische Umwandlung von CH, in CH3;OH energieineffizient und
teuer. Eine Alternative kénnte die biologische Umwandlung mittels Mikroorgansimen und
Enzymen sein. Methanothrophe Bakterien koénnen durch Enzyme wie die Methan-
Monooxygenase CH, als C-Quelle nutzen und unter Umgebungsbedingungen in CH;OH
umwandeln [Jiang et al., 2010].

CHsOH kann als Ausgangsmaterial fir die Chemikalienproduktion (HCHO, Ethylen, Biodie-
sel) und als Treibstoff eingesetzt werden [Johnson, 2012]. Bei Untersuchungen mit CH;OH
als Treibstoff fur Ein-Zylinder-Maschinen wurde eine Steigerung der Leistung um 14 % und
eine Reduktion der CO, CO, und NO,-Emissionen um 22 bis 37 % im Vergleich zu herkémm-
lichem Benzin gemessen [Celik et al., 2011]. Das Fahrschiff ,Stena Germanica“ der Stena
Line-Reederei, welches zwischen Kiel und Géteborg pendelt, wurde im Jahre 2015 auf ei-
nem CH,;OH-Teilantrieb umgeriistet (2 von 4 Motoren). Die Umristung erfolgte um den
strengeren Abgasnormen der Europaischen Union in der Nord-und Ostsee zu entsprechen
[Wolff, 2016]. Neben der Nutzung von CH3;OH als Treibstoff in Reinform kénnen auch ver-
schiedenen Mischungen u.a. mit Benzin, Diesel, Ethanol, Dimethylether und Wasser fur den
Antrieb von Verbrennungsmotoren verwendet werden. Eine Verdnderung bzw. Verbesserung
der Motoren fur den Einsatz von CH3;OH spielt dabei eine entscheidende Rolle. Zuséatzlich
sind neue Entwicklungen in der CH3;OH-Produktion und der Lagerung nétig um eine effizien-
te und ginstige Anwendung zu gewabhrleisten [Zhen und Wang, 2015]. Um die groRen CH,-
Vorrate adaquat nutzen zu kénnen, ware eine Umwandlung in eine flissige Komponente,
wie CH3;0OH von Vorteil, da ein Grof3teil der petrochemischen Industrie auf die Verwendung
flussiger Bestandteile ausgerichtet ist.

Neben der chemischen Umwandlung mittels Gas zu Flussigverfahren (Gas to Liquid, GTL),
wurden auch Untersuchungen zur kommerziellen Nutzung biologischer GTL-Prozesse verof-
fentlicht. Dabei zeigte sich, dass die Entwicklung biokatalytischer GTL-Prozesse das Poten-
tial besitzt die Erdél-basierte petrochemische Industrie teilweise zu ersetzen. Ein biologi-
sches System das beschreiben wurde sind methanotrophe Mikroorganismen, die enzyma-
tisch CH, in CH3;OH umwandeln. Fir die tatsachliche Realisierung dieses biologischen Sys-
tems sind weitere Entwicklungsschritte notig. Neben der Vereinfachung der Produktion ist
vor allem die Optimierung der Produktivitat entscheidend fur eine Anwendung der methanot-
rophen Mikroorgansimen als industrielle Biokatalysatoren [Fei et al., 2014; Lawton und
Rosenzweig, 2016].
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1.1 Stand des Wissens
1.1.1 Methanotrophe Bakterien

Ein methanotropher Mikroorganismus wurde, in Form von Bacillus methanicus, erstmals im
Jahre 1906 durch den niederlandischen Mikrobiologen Nicolaas Luis S6hngen beschrieben
[S6hngen, 1906; Theisen, 2005]. Aufgrund der aufwandigen Isolierung und Kultivierung in
Reinkultur erfolgte erst 65 Jahre spater durch Whittenbury und Kollegen eine umfassende
Charakterisierung von weiteren 100 methanotrophen Bakterien [Whittenbury, 1970a;
Whittenbury, 1970b].

Methanotrophe Bakterien besitzen die Eigenschaft mit CH, als alleiniger C-und Energiequel-
le zu wachsen. Eine Einteilung erfolgte durch Hansen und Hansen anhand der 16S rRNA in
drei Gruppen, Typ I, Typ Il und Typ X [Hanson und Hanson, 1996]. Die Unterschiede der
Gruppen sind in Tabelle 1-1 dargestellt.

Tabelle 1-1: Eigenschaften der unterschiedlichen Typen von methanothrophen Bakterien, (=
einige Stamme besitzen die Eigenschaft) [Hanson und Hanson, 1996; Jiang et al., 2010]

Gruppe

Typ | Typ Il Typ X
Eigenschaft

Stamm y-Proteobakterien a-Proteobakterien y-Proteobakterien

Sichelférmige Stab-
chen, birnenférmig
vereinzelt und als Ro-

Kurze einzelne Stab-
Zellmorphologie chen, vereinzelt Kok-
ken oder Ellipsoid

Kokken, oft in Paaren

setten
Wachstum bei 45 °C - - +
N, Fixierung - + +
Exosporenbildung - + -
Zystenbildung + + +
Ribulose-
monophosphat-Weg + - +
Metabolismus
Serin Metabolismus - + -
Vesikulare Membran- Membranen in Zell- Vesikulare Membran-
Membransystem . .
stapel peripherie stapel

Methylobacter, Methylosinus, Methylococcus,
Gattungen .

Methylomonas Methylocystis Methylocalum

Methylosinus trichosporium OB3b (M. trichosporium OB3b) und Methylococcus capsulatus
Bath (M. capsulatus Bath) sind die am besten untersuchten methanotrophen Bakterien. Fur
beide Organismen erfolgte die Sequenzierung des gesamten Genoms, M. trichosporium
OB3b-4,9 Mb [Stein et al., 2010] und M. capsulatus Bath-3,3 Mb [Ward et al., 2004]. Me-
thanotrophe Bakterien kénnen u.a. fur die Produktion von single cell protein (SCP), Biopoly-
meren (PHB), Ectoin, Lipiden und Vitamin B12 eingesetzt werden [Strong et al., 2015]. SCP
steht fur die Proteinbildung durch Mikroorganismen (z.B. Methylococcus capsulatus Bath),
die in den 1970er Jahren genutzt wurde um eiweilRreiches Tierfutter herzustellen. Im Ver-
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gleich zu anderen Tierfuttermitteln, wie Soja oder Fischmehl, ist die Herstellung von SCP
unter den heutigen Bedingungen zu kostenintensiv [Bothe, 2002; Strong et al., 2015].
Methanotrophe Bakterien werden zudem im Bereich der Umweltsanierung eingesetzt. Vor
allem halogenierte Schadstoffe, wie Trichlorethan kénnen entweder durch eine in situ-
Sanierung direkt vor Ort oder eine ex situ-Sanierung im Bioreaktor durch die Organismen
abgebaut werden [Chu und Alvarez-Cohen, 1998; Lontoh und Semrau, 1998; Semprini et al.,
1990].

1.1.1.1 CHs-Metabolismus

Die obligat aerobe Oxidation von CH, zu CH3;OH erfolgt in methanotrophen Bakterien als
erster Schritt des Kohlenstoffwechsels. Dabei kdnnen zwei verschiedene Methan-
Monooxygenasen (MMO) die CH;OH-Bildung katalysieren, die partikulare MMO (pMMO) und
die losliche MMO (sMMO). Die pMMO wird, mit Ausnahme von Organsimen der Gattung
Methylocella und Methyloferula, von allen Methanotrophen gebildet [Dedysh et al., 2015;
Semrau et al., 2010]. Die sSMMO wird nur von wenigen Methanotrophen (u.a. M. trichospori-
um OB3b und M. capsulatus Bath) unter Cu(ll)-armen Wachstumsbedingungen produziert.
Nach der Umwandlung von CHs;OH zu HCHO durch eine Methanol-Dehydrogenase (MDH),
erfolgt, je nach Stamm, die Assimilation Uber den Serin- bzw. Ribulose-Monophosphat
(RuMP)-Weg in Biomasse. Im oxidativen Stoffwechselweg wird unter Bildung von CO, Ener-
gie in Form von Reduktionsaquivalenten gewonnen (Abbildung 1-2) [Merkx et al., 2001,
Strong et al., 2015]

NADH +0, NAD*+H,0 CytC, CytCreg NAD' NADH  NAD* NADH

NN NN

CH4SM—MZ> CH;OH BHy [eyo —HRHs HCOOH —Ris (o,

p
/—\ a- Protecbakterien = Serin-Weg
y- Proteobakterien = Ribulose-Monophopshat-Weg
CVtCRed + 02 CytcOx + HZO
Biomasse

Abbildung 1-2: CH4-Metabolismus von methanotrophen Bakterien mit Assimilation von HCHO
und Energiegewinnung durch enzymatische Oxidation zum CO,. Abbildung in Anlehnung an
[Strong et al., 2015]. sMMO- lésliche Methan-Monoxygenase; pMMO- partikulé-
re/membrangebundene MMO; CytCreq/ox- Cytochrom C reduziert bzw. oxidiert; MDH- Methanol-
Dehydrogenase; FADH- Formaldehyd-Dehydrogenase; FDH- Formiat-Dehydrogenase.

1.1.1.2 Methylosinus trichosporium OB3b

Methylosinus trichosporium OB3b wurde erstmals von Whittenbury und Kollegen im Jahre
1970 isoliert, kultiviert und n&her beschrieben [Whittenbury, 1970b]. Die naturlichen Habitate
des Organismus befinden sich an der Grenze zwischen anaeroben und aeroben Bereichen,
wie sie u.a. in Sumpfgebieten vorkommen. Die AbklUrzung OB3b steht fur odd ball Nr. 3b und
ist auf seine kokkenférmige Morphologie zurickzufiihren. Der Organismus gehort zu dem
Stamm der a-Proteobakterien (Typ Il, Tabelle 1-1, Seite 3) und ist gram negativ. Die optimale
Wachstumstemperatur wird mit 30 °C angegeben [Rodrigues et al., 2009; Whittenbury,
1970a; Whittenbury, 1970b]. M. trichosporium OB3b kann neben dem Wachstum mit CHy,
auch CH3;OH als alleinige C-Quelle nutzen. Dabei wurden im Gegensatz zum Wachstum mit
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CH,4 Adaptationsphasen von mehreren Tagen beobachtet [Best und Higgins, 1981; Davis et
al., 1987]. CH;OH ist fur den Organismus ab einer Konzentrationen von 40 g*L™ (1,25 M)
letal. Eine Wachstumsinhibition von Methylosinus trichosporium OB3b zeigte sich bereits ab
10 g*L™ CH;OH (312 mM).

Methylosinus trichosporium OB3b nutzt zur Kohlenstoff-Assimilation den Serin Weg. HCHO
wird zu HCOOH umgewandelt und mittels Tetrahydrofolsédure erfolgt ein C;-Transfer auf Gly-
cin. Das entstandene Serin wird Uber weitere Reaktionen zu 2-Phosphoglycerat umgewan-
delt und anschliel3end Uber den Citratzyklus oder den Ribulose-5-phosphat Weg weiter um-
gewandelt um Biomasse zu bilden [Anthony, 2011]. Glycin bzw. Acetyl-CoA sind Ausgangs-
metaboliten fir den Aufbau von Amino- bzw. Fettsduren [Hanson und Hanson, 1996; Matsen
et al., 2013]. Pro HCHO wird ein Molekll CO, bendétigt um Oxaloacetat zu bilden. Bei einer
zu geringen CO, Konzentration verlangsamt sich das Wachstum, bis z.B. ausreichend CO,
vom Organismus gebildet wird [Davis et al., 1987; Park et al., 1991]. Weiterhin besitzt M.
trichosporium OB3b die Eigenschaft bei Mangel einer N-Quelle im Medium (Nitrat oder Am-
monium) molekularen N, aus der Atmosphéare Uber eine Nitrogenase zu reduzieren und bio-
logisch zuganglich zu machen [Chen und Yoch, 1987].

Treten Nahrstoff-Limitierungen wahrend des Wachstums von M. trichosporium OB3b auf,
wird Uber den Etylmalonyl-CoA Weg (ausgehend vom Glyoxylat und Acetyl-CoA) Polyb-
ydroxybuttersdure (PHB) als Speicherstoff gebildet [Strong, 2016]. In der Literatur werden
maximale intrazellulare PHB-Konzentrationen von 25 bis 30 % der Biotrockenmasse (BTM)
beschrieben [Shah et al., 1996]. Aufgrund der potentiellen Nutzung von PHB als Biopolymer
wurden  bereits  Untersuchungen mit methanotrophen  Bakterien als PHB-
Produktionsorganismus durchgefihrt. Listwnik und Kollegen beschreiben eine Anlage auf
Grundlage von Laborversuchen, in der bis zu 500 t PHB pro Jahr durch Methylocystis sp. GB
25 DSM7674 produziert werden kann [Listewnik et al., 2007]. Die Endkosten des Produkts
wirden pro Kilogramm PHB zwischen 11,5 und 14 € betragen. Im Vergleich zu anderen
PHB-Produktionswegen (z.B. durch Rohstoffe wie Saccharose, 5 bis 13 €*kg™) ist das durch
methanotrophe Bakterien gebildete PHB zu teurer. Die Herstellung von ,traditionellen Poly-
meren z.B. Polypropylen (PP) ausgehend von fossiler Rohstoffe ist nochmals deutlich gtins-
tiger (<1 €*kg™). Diese Polymere sind im Vergleich zum PHB (meist) nicht biologisch abbau-
bar, kdnnen aber aufgrund der besseren Eigenschaften (Stabilitat, Verformbarkeit) in unter-
schiedlichen Anwendungsgebieten eingesetzt werden [Asenjo und Suk, 1986; Listewnik et
al., 2007; Strong, 2016]. Neben der PHB-Bildung, wurde M. trichosporium OB3b auch zur
Sanierung von Boden/Abwassern eingesetzt. Durch die Eigenschaften der sMMO (siehe
Kapitel 1.1.2) kénnen verschiedene Chemikalien, wie Trichlorethen, Dichlormethan, Chloro-
form, Vinylchlorid oder Dichlorethen, abgebaut werden [Lee et al., 2006; Oldenhuis et al.,
1989].

Abhangig von dem Kupferionen zu Biomasse-Verhdltnis bildet Methylosinus trichosporium
OB3b entweder die membranstandige pMMO, oder eine lsliche sMMO. Die pMMO Bildung
ist durch das Vorhandensein intrazellularer peripherer Membranstapel gekennzeichnet Ab-
bildung 1-3 A). Diese fehlen, wenn der Organismus statt der pMMO die sMMO bildet
(Abbildung 1-3 B) [Phelps et al., 1992; Scott, 1981; Yu et al., 2009b]
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Abbildung 1-3: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Methylosinus
trichosporium OB3b. A: Kultivierung mit CH, mit Vorhandensein von pMMO Aktivitat und peri-
pheren Membranschichten, B: Kultivierung mit CH; mit sMMO-Aktivitdt und ohne interne
Membranstapel. Ma3stabsbalken entspricht 200 nm. Abbildung aus [Scott, 1981]

1.1.2 L6sliche Methan-Monooxygenase (SMMO)

1.1.2.1 Regulation der Methan-Monooxygenase-Bildung

Die Expression der MMO-Gene wird durch das Verhaltnis der Kupferionen- und der Biomas-
senkonzentration (Cu(ll)/Biomasse) reguliert [Cornish et al., 1984]. Literaturangaben hin-
sichtlich der Cu(ll)/Biomassekonzentration, die zu einer Bildung der pMMO flhren, variieren
zwischen 0,55 und 1,16 pmol Cu(ll)*gery ‘[Jahng und Wood, 1996; Lloyd et al., 1999;
Murrell, 1994; Tsien et al., 1989].

Die Expression der sMMO-Gene erfolgt Gber ein als Operon strukturiertes Gencluster. Bei
niedrigen Cu(ll)/Biomasse-Verhaltnissen bindet Methanobactin, ein Cu(ll)-bindendes Protein
an das sMMO-Operon (mmo-Operon) und aktiviert die Expression der sMMO-Gene. Neben
den drei sMMO-Proteinen (Hydroxylase- MMOH, regulatorisches Protein B- MMOB und Re-
dutase- MMOR) wird auch ein viertes Protein, MMOD, gebildet. MMOD bindet an das
pPMMO-Operon (pmo Operon) und reprimiert die Transkription der pMMO-Gene und dadurch
erhoht gleichzeitig die Methanobactin- und sMMO-Bildung. Bei hdéheren Cu(ll)/Biomasse-
konzentrationen, bindet Methanobactin Kupferionen. Nach der Cu(ll)-Bindung kann Me-
thanobactin nicht mehr an das sMMO-Operon binden. Stattdessen erfolgt die Bindung an
das pMMO-Operon und verstarkt deren Transkription. Das vorhandene MMOD bindet eben-
falls Cu(ll) und kann infolge nicht mehr die pmo-Transkription reprimieren. Dadurch wird in
der Summe die pMMO gebildet [Semrau et al., 2013]. Auf die SMMO-Bildung haben zwei
weitere Gene Einfluss, die 5 des mmo-Operons liegen. Das Protein MmoR wurde als mogli-
cher Transkriptionsregulator des mmo-Operons (enhancer binding proteins, EBP) identifi-
ziert. Das zweite Helferprotein ist MmoG, ein GroEL-homologes Protein, welches u.a. fir die
Faltung von MmoR oder den anderen strukturellen Proteinen verantwortlich sein kdnnte. FUr
die sSMMO-Bildung sind beide Proteine essentiell, denn Mutationen innerhalb der Gense-
quenzen beider Helferproteine fuhrten zu keiner Transkription der SMMO-Gene [Stafford et
al., 2003].

Die Sequenzen der sMMO sind in den methanotrophen Bakterien hoch konserviert. Se-
quenzidentitaten von 55 bis 96 % fir die Gensequenzen und 47 bis 96 % bei den Aminosau-
resequenzen wurden nachgewiesen [Murrell et al., 2000b]. Die Sequenzidentitaten der
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SMMO aus M. trichosporium OB3b und M. capsulatus Bath liegen bei 82,4 % fur die a-
Untereinheit der MMOH, bei 58,7 % fur die B-Untereinheit der MMOH, bei 50,3 % fir die y-
Untereinheit der MMOH, bei 65,7 % fur MMOB und bei 41,8 % fir MMOR. Weiterhin wurden
konservierte Aminosaure-Sequenzen in vergleichbaren strukturellen Bereichen zur sMMO in
anderen Monooxygenasen, wie der 2-,3-,4,-Toluol-Monooxygenase, der Phenolhydroxylase
und einer Alken-Monooxygenase identifiziert [Coufal et al., 2000].

1.1.2.2 Aufbau und Struktur der sMMO

Im Vergleich zur Cu(ll)-abhé&ngigen pMMO ist die SMMO kein membranstandiges Enzym und
besitzt als aktives Zentrum ein Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum. Weitere Eigenschaften der bei-

den Methan-Monooxygenasen sind in Tabelle 1-2 aufgelistet.

Tabelle 1-2: Eigenschaften der beiden Methan-Monooxygenasen aus M. trichosporium OB3b

Eigenschaft

sMMO [EC 1.14.13.25]

pMMO [EC 1.14.18.3]

3 Komponenten
(i) Hydroxylase-MMOH-

Struktur ¥ Heterohexamer (apy), Heterononamer (aBy)s
(i) Regulatorisches Protein-MMOB
(i) Reduktase-MMOR
a-ca. 60 kDa
B-ca. 45 kDa a-PmoA-ca. 26 kDa
GroRke ? y-ca. 20 kDa B-PmoB-ca. 45 kDa

MMOB-ca. 15 kDa
MMOR-ca. 38 kDa

y-PmoC-ca. 23 kDa

Lokalisation”

Cytoplasma

Cytoplasmatische Membranstapel

Aktives Zentrum ¥

Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum
(carboxylat-und hydroxylatverbriickt)

Di-Cu(ll)-Zentrum evtl. mit weiterer
Eisen- oder Zinkionen-Bindestelle
(nicht final geklart)

Substrate *

Alkane (bis C 8), ungesittigte, ver-
zweigte, zyklische, aromatische, halo-

Alkane (bis C 5), einige halogenier-

genierte  Kohlenwasserstoffe  (KW), te KW, z.B. Trichlorethen
NH,", CO
Natlrliches Redukti-
o 6) NADH Cytochrom ¢
onsmittel
Kinetische Daten
Km 93 + 30 uM Ku62 + 21 pM

zum CH,;-Umsatz von
Ganzen Zellen "

Vimax 726 £ 100 anICH4*mgProtein-l K

-18
Viax 300 £ 57 nMOlcps*Myprotein )

D" [Dalton, 2005][Ross und Rosenzweig, 2016]

2)

9 [Scott, 1981]

[Balasubramanian und Rosenzweig, 2007; Murrell et al., 2000a]

4 [Merkx et al., 2001] [Sirajuddin und Rosenzweig, 2015]
% [Borodina et al., 2007; Burrows et al., 1984]
9  [Foxetal., 1990; Semrau et al., 2010]

7

Protein

®  [Lontoh und Semrau, 1998]

[Lontoh und Semrau, 1998; Oldenhuis et al., 1991]; Umgerechnet aus nmolcps*mgsrv ™ mit Annahme 50 % der BTM =
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1.1.2.21 MMOH

Die Kristallstruktur und das aktive Zentrum der Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus
trichosporium OB3b sind in Abbildung 1-4 A dargestellt. Das Protein besteht aus je zwei a- ,
B- und y-Untereinheiten mit jeweils einem aktiven Zentrum innerhalb der a-Untereinheit (Ge-
samtmolekulargewicht der MMOH ca. 250 kDa).

A B

o Glu243

His147

His246

Abbildung 1-4: A: Ribbon band Darstellung der Kristallstruktur von MMOH aus M. trichospori-
um OB3b. a-Untereinheiten in gelb, B-Untereinheiten in cyan, y-Untereinheiten in grau und je
zwei Eisenionen im aktiven Zentrum als Kugeln in rot dargestellt (erstellt mit Programm Py-
MOL, PDB Datei 1IMTY). B. Darstellung des Nicht-Ham-Dieisen-Zentrums im oxidierten (oben)
und im reduzierten (unten) Zustand, rot- Losungsmittelligand (H,O), rotbraune Kugeln- Ei-
senionen. Abbildung aus [Ross und Rosenzweig, 2016].

Das aktive Zentrum ist ein Glutamat- und Histidin-verbriicktes Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum,
welches in einer bis-p-hydroxo Struktur angeordnet ist (Abbildung 1-4 B). Das aktive Zentrum
besitzt einen Durchmesser von etwa 12 A und ist mit zwei sogenannten ,Poren®, einer hyd-
rophoben und einer hydrophilen Region, verbunden. Uber diese Poren erfolgt der CHy, O,
Elektronen- und Protonen-Eintritt, sowie das Verlassen der Reaktionsprodukte in die Umge-
bung [Wang et al., 2015]. An der Grenzflache der Bindungsregion der beiden funktionellen
MMOH-Untereinheiten (afy) liegt die sogenannte ,Canyon“-Region, an der die Bindung von
MMOB oder MMOR an die MMOH erfolgt (siehe Abbildung 1-8 A, S.13). Eines der beiden
Eisenionen ist starker an das aktive Zentrum gebunden als das andere, da deren Koordina-
tionsumgebung flexibler ist [Dalton, 2005; Merkx et al., 2001; Whittington und Lippard, 2001].
Die Gesamtreaktion der sMMO mit CH, als Substrat ist in Formel 1-1 dargestellt.

CH, + O, + NADH + H* - CH30H + H,0 + NAD* (Formel 1-1)

Der Aufbau des aktiven Zentrums der Hydroxylase und die prézise gesteuerte Interaktion
bzw. Aktivierung von O, und CH,; ermoéglichen es dem Enzym die stabile C-H-Bindung
(105 kcal mol™ [Blanksby und Ellison, 2003]) im CH,-Molekiil zu brechen. Die bisher be-
schriebenen Wechselzahlen (k) der sMMO fir den CH4-Umsatz liegen zwischen 0,3 und
3,7 s* [Fox et al., 1990; Pilkington und Dalton, 1990]. Damit ist die SMMO, bezogen auf die
katalytische Geschwindigkeit, ein vergleichsweise langsames Enzym. Im Vergleich dazu wird
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z.B. fur die Carboanhydrase, als eines der schnellsten bekannten Enzyme, eine Wechselzahl
von 10° s™ und fiir Lysozym eine Wechselzahl von 0,5 sangegeben [Earnhardt et al., 1998;
Stryer, 2002]. M. trichosporium OB3b bildet vermitlich groRe Mengen der sMMO bzw. MMOH
um die vergleichsweise geringe Reaktionsgeschwindigkeit zu kompensieren. Der Anteil der
Hydroxylase kann bis zu 12 % der l6slichen Proteinmenge des Organismus ausmachen [Fox
et al., 1990; Merkx et al., 2001]. Die bisherige Gewinnung der Hydroxylase erfolgte homolog
aus M. trichosporium OB3b Biomasse. Eine funktionale rekombinante Produktion der MMOH
aus M. trichosporium OB3b und anderen methanotrophen Organismen ist bislang trotz inten-
siven Untersuchungen nicht erfolgreich beschrieben [Dalton, 2005].

1.1.2.2.2 MMOB

Das regulatorische Protein B (MMOB) hat ein Molekulargewicht von 14,9 kDa, besitzt keine
prosthetische Gruppe oder Metallionen und kann bis zu 2 % des Anteils an I6slichem Protein
in der Zelle ausmachen. Im Gegensatz zu den anderen beiden sMMO-Komponenten besitzt
MMOB keine eigenstandige katalytische Funktion. MMOB beeinflusst durch die Bindung an
der Hydroxylase die makroskopische Geschwindigkeit der Reaktion, die Regioselektivitat
und das Redoxpotential der MMOH [Merkx et al., 2001]. In Anwesenheit von MMOB wurde
fur einzelne Substrate der sMMO, wie z.B. Propen, eine Steigerung der Reaktionsgeschwin-
digkeit um Faktor 150 beobachtet [Fox et al., 1989]. Das regulatorische Protein B besteht
aus einem hochstrukturierten Kern und den flankierenden Termini (Aminosauren 1 bis 35
und 127 bis 138), die keine signifikante Faltung aufweisen [Chang et al., 1999]. Die Struktur
von MMOB ist in Abbildung 1-5 dargestellt.

Der Einfluss von MMOB auf die Reaktionsgeschwindigkeit und die Regioselektivitat erfolgt
nach Bindung an die Hydroxylase. Die Bindung von MMOB erfolgt mittels des MMOB-Kerns
innerhalb der ,Canyon“-Region der MMOH, wobei auch der N-Terminus an die Hydroxylase
bindet (siehe Abbildung 1-8 A, S.13) [Wang et al., 2014]. Die durch die MMOB-Bindung er-
folgenden strukturellen Verdnderungen der Hydroxylase die fur die Katalyse essentiell sind,
werden in Kapitel 1.1.2.3 (S.12) naher beschrieben.

Abbildung 1-5: Ribbon band Darstellung der Kristallstruktur von MMOB aus Methylosinus
trichosporium OB3b, rot-N-Terminus; blau-C-Terminus. (erstellt mit Programm PyMOL, PDB
Datei 2MOB)

Sowohl N- als auch C-Terminus des regulatorischen Proteins B sind fur die sSMMO-Aktivitét
zwingend erforderlich. Nach Produktion verschiedener N-terminal verkirzter M. capsulatus
Bath MMOB Varianten, wurde bei Fehlen der ersten sechs Aminosauren am N-Terminus
keine sSMMO-Aktivitdt mehr nachgewiesen. Zudem konnte eine autokatalytische Spaltung an
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Position 13 des N-Terminus beobachtet werden [Callaghan et al., 2002]. Fir MMOB aus M.
trichosporium OB3b wurde eine vergleichbare autokatalytische Spaltung bisher nicht be-
schrieben. Statt Glycin hat MMOB in M. trichosporium OB3b Glutamin als Aminosaure an
Position 13 des N-Terminus. Die hohere Stabilitdit von MMOB resultiert vermutlich aus die-
sem Unterschied [Dalton, 2005]. Die rekombinante Produktion von MMOB, sowohl aus M.
trichosporium OB3Db, als auch aus M. capsulatus Bath in Escherichia coli (E. coli), wurde be-
reits erfolgreich beschrieben [Chang et al., 1999; West et al., 1992].

1.1.2.2.3 MMOR

Die Reduktase (MMOR) aus M. trichosporium OB3b besitzt ein Molekulargewicht von
38,0 kDa. Die Enzymaktivitdt von MMOR ist von drei Cofaktoren abhangig, NADH, FAD und
einem Eisen-Schwefelcluster (Struktur 2Fe-2S). Die vollstandige Struktur des Proteins ist
noch nicht aufgeklart. Die Strukturen der FAD-Domane und der Ferredoxin-Doméane von M.
capsulatus Bath sind bereits bekannt. Anhand der Aminosauresequenz von M. trichosporium
OB3b und der aufgeklarten NMR Strukturen der beiden Domé&nen von M. capsulatus Bath
erfolgte von Schopfer eine Modellierung der potentiellen MMOR-Struktur fir M. trichosporium
OB3b. Dieses Modell ist in Abbildung 1-6. dargestellt.

N-Terminus

( C-Terminus

Abbildung 1-6: Darstellung der mutmaflichen Modellstruktur (Swiss-model) der MMOR aus
Methylosinus trichosporium OB3b. Basierend auf PDB Dateien von MMOR aus M. capsulatus
Bath (1TVC; 1JQ4) und der MMOR-Aminiosauresequenz aus M. trichosporium OB3b. grau-FAD
Domane, 27,6 kDa; grin-nicht kovalent gebundener FAD Kofaktor; orange-Ferredoxin-Domaéne,
ca. 10,9 kDa; cyan-Cysteine 42, 47, 50 und 82 die Eisenionen im [2Fe-2S] Clusters (gelb, in re-
duzierter Form) binden. Abbildung aus [Schopfer, 2014]

Die Fd-Domane (in Abbildung 1-6 grau dargestellt) enthalt neben dem nicht kovalent gebun-
denen FAD-Cofaktor eine NADH-Bindestelle [Chatwood et al., 2004]. Die Eisenionen inner-
halb des 2Fe-2S-Clusters der Ferredoxin-Doméne am N-Terminus werden durch vier Cys-
teine stabilisiert [Muller et al., 2002]. Die Bindung von MMOR an die Hydroxylase erfolgt Uber
die Ferredoxin-Doméane an der ,Canyon“-Region von MMOH [Wang et al., 2014]. Die erfolg-
reiche rekombinante Produktion von funktionalem MMOR in E. coli ist bisher nur fur die
MMOR aus M. capsulatus Bath beschrieben [West et al., 1992]. Die Funktion von MMOR in
der sMMO-Reaktion besteht in der Elektronenlbertragung vom Substrat NADH, Uber den
FAD-Cofaktor, das 2Fe-2S-Cluster auf das Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum der Hydroxylase.
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Der Weg der Elektronenlibertragung ist in Abbildung 1-7 dargestellt. Zunachst wird freies
NADH im NADH-bindenden Teil (Rossmann-Faltung) der FAD-Domé&ne gebunden (Zwi-
schenstufe MC1). Die folgende Zwischenstufe wird als Charge-Transfer-Komplex zwischen
NADH und FAD bezeichnet. Nach Ubertragung eines Hydridions von NADH zum FAD bildet
sich der 2. Charge-Transfer-Komplex. Die folgende Freisetzung von NAD"* und die Elektro-
nenubertragung auf [2Fe-2S]. verlaufen simultan und es bildet sich ein Flavin-Semichinon
und [2Fe-2S],eq. Uber die Gleichgewichtsbildung der SQ-Stufe mit der Bildung eines Flavin
Hydrochinons und [2Fe-2S].x wird der Komplex stabilisiert. AnschlieRend kann die Elektro-
nendbertragung auf das Nicht-HAm-Dieisen-Zentrum erfolgen [Kopp et al., 2001; Merkx et
al., 2001]. Im Vergleich zum Substratumsatz durch die sSMMO ist die Elektronentbertragung
von NADH auf das aktive Zentrum der MMOH nicht geschwindigkeitsbestimmend [Wang et
al., 2014].
NAD* NAD*

MMOR,,, EFAD.,X RL"_‘THM FADoy
[2Fe-2S)x [2Fe-2S]x

1rNADH
Ky=3.8uM

NADH

mc1 EFADox
[2Fe-2S]oy
l ky =350 5™

NADH
cT1 EFAD“
[2Fe-2S]oy
¢ Ky =193 s

NAD*
cT2 EFADm
[2Fe-25],x

NAD*./J, k3=90s"

E NAD" NAD*
FADgq EFADSQ
SQL pore2s) Ko~ 700ML ope ogy

[

Abbildung 1-7: Schema der Elektronenibertragung von NADH auf das [2Fe-2S] Cluster inner-
halb der MMOR aus M. capsulatus Bath. MC1-Michaelis Komplex 1; CT1-Charge Transfer Kom-
plex 1; CT2-Charge Transfer Komplex 2; SQ-Flavin-Semichinon; Abbildung aus [Kopp et al.,
2001]

Studien zur Aufarbeitung der sMMO aus M. trichosporium OB3b zeigten, dass im Verhéltnis
zu MMOH und MMOB die Reduktase einen deutlich geringeren Anteil des I6slichen Proteins
ausmacht (0,1 bis 0,3 % im Vergleich zu bis zu 12 % fir MMOH) [Fox et al., 1989; Merkx et
al., 2001; Pilkington und Dalton, 1990]. Als eine Ursache wird die Reaktivitat des isolierten
Enzyms beschrieben. MMOR kann in Abwesenheit von MMOH Elektronen auf O, Ubertragen
und somit reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxidative species, ROS) wie z.B. H,0, bilden.
Diese Nebenreaktionen kdnnen toxisch fir die Zelle sein. [Gassner und Lippard, 1999; Wang
et al., 2014].
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Die eigenstandige Aktivitat von MMOR (Ferredoxin-NAD(P)-Oxidoreduktasen, EC 1.18.1.3)
ermoglicht den Nachweis durch Elektronentbertragung auf verschiedene spektroskopisch
detektierbare Substrate wie z.B. 2,6-Dichlorindophenol oder Kaliumhexacyanidoferrat(lll)
[Dalton, 2005; Fox et al., 1989].

1.1.2.3 Interaktion und Reaktionszyklus

Die genauen Ablaufe der sSMMO-Reaktion wurden intensiv untersucht und sind weitgehend
bekannt. Die Arbeitsgruppe um Wang und Lippard untersuchte die Komplexdynamik von
MMOH, MMOR und MMOB aus Methylococcus capsulatus Bath [Wang et al., 2014; Wang
und Lippard, 2014]. Basierend auf verschiedenen experimentellen Ergebnissen wurde fol-
gendes Modell postuliert.

MMOB und die Ferredoxin-Doméane der MMOR konkurrieren um die Bindung innerhalb der
».Canyon“ Region der Hydroxylase. Die Bindung und der Elektronentransfer der MMOR auf
MMOH kann durch MMOB-Bindung an MMOH inhibiert werden. Dadurch ist eine Regelung
des Elektronentransfers moglich und die unndtige Elektronenibertragung und etwaige Bil-
dung von reaktiven O,-Spezies (ROS) wird unterbunden (Abbildung 1-8 A). Fir die Bildung
von CH3;OH sind vier Substrate (CH4, O,, Elektronen und Protonen) nétig, die auf unter-
schiedlichen Wegen zum aktiven Zentrum der MMOH transportiert werden. Die Affinitat von
MMOR gegeniiber der oxidierten Hydroxylase (H,y) ist hoher als die von MMOB. Somit bin-
det MMOR zunachst an MMOH,, in der ,Canyon“-Region direkt Giber dem aktiven Zentrum
bzw. der hydrophilen Pore. Das Nicht-Ham-Diesen-Zentrum der Hydroxylase und das 2Fe-
2S-Cluster der Reduktase sind Uber ein Netzwerk an Wasserstoffbriickenbindungen (u.a.
Asparagin 214 und Glutaminsdure 240) miteinander verbunden. Uber die hydrophile Pore
erfolgt neben der Bereitstellung der Elektronen durch die MMOR (1.1.2.2.3, S.10), auch der
Zugang von Protonen (in Form von Wasser oder Hydronium-lonen), die fir die spatere Akti-
vierung des Sauerstoffes essentiell sind (Abbildung 1-8 B). Nach der Elektronenibertragung
von NADH durch MMOR auf das aktive Zentrum der MMOH verdrangt MMOB die Reduktase
von der Hydroxylase, da deren Affinitdt gegentber der reduzierten Hydroxylase (MMOH )
groRer ist als von MMOR (Abbildung 1-8 A). Durch die Bindung von MMOB, ebenfalls in der
.Canyon“-Region der MMOH Uber dem aktiven Zentrum, verandert sich die Struktur der
MMOH. Eine dieser Konformationsdnderungen ist das Verschieben der Seitenkette der Glu-
taminséure 240, was den Zugang zur hydrophilen Pore schliel3t und gleichzeitig ein an diese
Aminosaure gebundenes H,O-Molekil bzw. Hydronium-lon freisetzt. Dadurch wird zum ei-
nen das fir die O,-Aktivierung notwendige Proton freigesetzt und zum anderen ein weiterer
stérender Zugang von Elektronen oder Protonen Uber die hydrophile Pore verhindert. So
kann die sMMO uber die Bindung von MMOB den Elektronentransfer steuern und z.B. die
Bildung von ROS verhindern. Eine weitere Konformationsanderung, die durch die Bindung
von MMOB an die MMOH,¢4 erfolgt, ist das ,Umklappen” der Seitenkette des Phenylalanins
188. Dadurch wird ein hydrophober Substratkanal (Pore) innerhalb der Hydroxylase getffnet
durch den die gasfoérmigen Substrate (CH,4, O,) zum Nicht-Ham-Diesen-Zentrum gelangen
konnen (Abbildung 1-8 B). Nach der CH;OH-Bildung und Oxidation des Nicht-Ham-Dieisen-
Zentrums (MMOH,,) wird das regulatorische Protein B aufgrund der gesunkenen Affinitat von
der Reduktase verdrangt. Dabei 6ffnet sich erneut die hydrophile Pore Uber dem aktiven
Zentrum und die Produkte der Reaktion (CH;OH, H,0) verlassen uUber diese Pore das En-
zym. Mit der erneuten Elektronentbertragung durch MMOR beginnt ein weiterer Reaktions-
zyklus. Interaktions- und Modellierungsstudien lassen vermuten, dass MMOB (ber den fle-
xiblen N-terminalen Bereich mit der Hydroxylase Uber den gesamten Reaktionszyklus asso-
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Ziiert bleibt (Abbildung 1-8 A) [Wang et al., 2014; Wang et al., 2015]. Ohne den N-terminalen
Bereich von MMOB, respektive die Bindung an MMOH ist keine sMMO-Aktivitat maoglich.
Dies wurde in Studien mit verkirzten MMOB Varianten gezeigt (Kapitel 1.1.2.2, S.9)
[Callaghan et al., 2002].

A MMOB MMOR

MMOH MMOH

MMOB nicht gebunden MMOB gebunden

Abbildung 1-8: A-Schematische Darstellung der Bindung von MMOB (violett) und der Ferredo-
xin-Domane von MMOR (rot) an die ,,Canyon“ Region der MMOH (grau) als Ribbon band Ober-
flachenstruktur. Der N-Terminus von MMOB ist auch nach Verdrangung von MMOB noch an die
MMOH gebunden. Abbildung aus [Wang et al., 2014]. B-Schematische Darstellung der hydro-
phoben ,Pore" innerhalb der Hydroxylase ohne MMOB Bindung, kein Substrattransfer aber
Elektronen- und Protonentransfer méglich (links) und mit MMOB Bindung Substrattransfer
aber kein Elektronen- und Protonentransfer méglich (rechts). Drei hydrophobe Hohlrdume (vio-
lett, cyan und griin), hydrophile ,Pore* orange; Eisenionen graue Kugeln. Abbildung aus
[Wang et al., 2015]

Aufgrund der Einzigartigkeit der enzymatischen Umwandlung von CH, zu CH;OH durch die
SMMO und das Interesse am Mechanismus fir die Produktion alternativer Treibstoffe oder
den biomimetischen Einsatz in der chemischen Industrie, wurde die SMMO Reaktion intensiv
untersucht. Der detaillierte Reaktionsmechanismus am Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum, sowie
der biochemische Ablauf und die einzelnen Zwischenstufen der Reaktion wurden weitgehend
aufgeklart (siehe Abbildung 1-9) [Tinberg und Lippard, 2011].

Durch den Elektronentransfer von MMOR auf das aktive Zentrum der MMOH erfolgt die Re-
duktion der Fe(lll)-lonen zu Fe(ll). AnschlieBend wird O, gebunden und es bildet sich das
erste Intermediat P*. Es folgt die Reduktion des aktiven Zentrums und gleichzeitige Aktivie-
rung des O,. Diese Zwischenstufe wird als Hyeoxo bezeichnet [Tinberg und Lippard, 2010;
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Wang et al., 2015]. Anschlielend wird mittels vorhandener Protonen die Umwandlung zur
Zwischenstufe Q katalysiert. Diese besitzt eine einzigartige bis-p-oxo-Fe(1V) Diamantstruktur
und ist aufgrund ihrer hohen Reaktivitat notwendig, um die stabile C-H-Bindung im CH,-
Molekul zu brechen [Shu et al., 1997]. Bei der Bildung des Intermediates Q wird O, homoly-
tisch gespalten und in die Diamantstruktur eingebaut. Die Umwandlung von CH, zu CH;OH
erfolgt ausgehend von Intermediat Q. Dabei wird ein aktiviertes Sauerstoffion aus der Dia-
mantstruktur in das finale CH3;OH-Molekil eingebaut. Das zweite lon verbleibt im aktiven
Zentrum. In weiteren Umwandlungen wird das aktive Zentrum zurlck in den oxidierten Zu-
stand versetzt (MMOH,,). Dabei wird das zweite im aktiven Zentrum verbliebene Sauerstoffi-
on mit H*-Protonen in ein H,O-Molekil umgewandelt. Durch Elektronentibertragung der
MMOR auf das Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum kann im Anschluss ein neuer Reaktionszyklus
beginnen [Banerjee et al., 2015; Tinberg und Lippard, 2011]. Ohne das Vorhandensein eines
zu hydroxylierenden Substrates wird das Intermediat Q Uber eine Zwischenstufe (Q*) lang-
sam in Hox umgewandelt und es entsteht H,O.

Wahrend die Bildung von Q essentiell fir die Umwandlung von CH, (oder CHsOH bzw.
Ethan) zu sein scheint, kann bereits das Intermediat Hperoxo Mit anderen Substraten reagie-
ren. Dabei interagiert Hyeroxo bEVOrzUgt mit elektronenreicheren Substraten die schwacheren
C-H Bindungen besitzen. Beispiele dafur sind z.B. Propen oder Diethylether, die Gber ein
zwei-Elektron-Carbokation bzw. einen Carbanion basierten Mechanismus reagieren [Tinberg
und Lippard, 2010]. Neben der Reduktion tber die von der MMOR gelieferten Elektronen
kann MMOH auch mittels H,O, in die Hpeoxo ZWischenstufe Gberflhrt werden. Dabei dient
H,O, sowohl als Elektronen-, als auch als Sauerstoff-Lieferant. Dieser sogenannte ,Peroxid-
Shunt” wurde sowohl bei der sMMO aus M. trichosporium OB3b, als auch bei der sMMO aus
M. capsulatus Bath beobachtet [Froland et al., 1992; Jiang et al., 1993].

Abbildung 1-9: Darstellung des Katalysemechanismus der sMMO Reaktion. blau-MMOB; oran-
ge-MMOR; umrahmt—Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum der MMOH. Abbildung aus [Wang et al., 2015]

Gassner und Lippard charakterisierten verschiedenen Nebenreaktionen der sMMO aus M.
capsulatus Bath (naturliche Reaktion mit CH,4 in Abbildung 1-10 A). MMOR mit NADH-Zusatz
kann Elektronen auch auf O, Ubertragen und dadurch H,O, bilden (siehe Abbildung 1-10 B)
[Gassner und Lippard, 1999]. Die H,O,-Bildung wurde auch bei der MMOR aus M. trichospo-
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rium OB3b beobachtet [Zhang und Lipscomb, 2006]. In Gegenwart von MMOH und MMOB
wird diese Oxidase-Aktivitat verandert und H,O gebildet. Die H,O-Bildung mit MMOB in Ab-
wesenheit von CH, (futile cycle I- sinnlos Zyklus 1) bzw. ohne MMOB in Gegenwart von CH,
(futile cycle 1I- sinnlos Zyklus 1l) erfolgte ebenfalls unter Verbrauch von NADH (siehe Abbil-
dung 1-10 C). Die H,O-Bildung stoppte, wenn CH, als naturliches Substrat der Reaktion zu-
gefuihrt wurde. Eine H,0O,-Bildung der Hydroxylase wurde zudem auch bei single turnover-
Reaktionen in Abwesenheit von Kohlenwasserstoff-Substraten, ausgehend vom Intermediat
Q beobachtet [Valentine et al., 1999]. Die Hydroxylase besitzt die Eigenschaft H,O, in H,O
umwandeln. Diese Peroxidase-Aktivitdt der Hydroxylase wird nach Reduktion durch MMOR
unabhéngig, von der Gegenwart von MMOB, ausgetbt [Gassner und Lippard, 1999].

Die H,O,-Bildung in der sMMO-Reaktion resultiert aus der Entkopplung des Elektronentrans-
fers von der Zielproduktbildung. Sowonhl fur die sMMO aus M. capsulatus Bath, als auch fur
die SMMO aus M. trichosporium OB3b wurde eine solche Entkopplung, inklusive einer Elekt-
ronen-Transfereffizienz <1, beschrieben [Gassner und Lippard, 1999; Zhang und Lipscomb,
2006]. Diese Eigenschaft ist charakteristisch fir Monooxygenasen und wurde auch bei ande-
ren z .B. der Cytochrom P-450 beschrieben [Dubbels et al., 2007; Kadkhodayan et al., 1995;
Schlezinger et al., 2006].

Fur die sSMMO aus M. capsulatus Bath wurde in Aktivitatsmessungen mit CH, die hochste
Elektronen-Transfereffizienz (ca. 1 mol CH;OH*1 mol NADH ™) bei einem stéchiometrischen
Verhaltnis der sMMO von 1 MMOH_ive zentren:l MMOB:0,2 MMOR beobachtet. Mit weiterer
Erhéhung der MMOR-Konzentration stieg die Rate der Substrat-Hydroxylierung an, jedoch
verringerte sich die Elektronen-Effizienz. Eine vergleichbare Verringerung der Elektronen-
Effizienz bei Erhéhung der MMOR-Konzentration wurde nicht beobachtet, wenn statt CH,4
Propen als Substrat der sMMO verwendet wurde. Dieses Verhalten wird mit den unter-
schiedlichen Reaktionsmechanismen der Substrate mit dem Nicht-Ham-Dieisen-Zentrum
begrundet. Propen kann mit der Hperoxo-ZWischenstufe reagieren, wohingegen fur die Reakti-
on mit CH, die Bildung des Intermediates Q zwingend noétig ist (siehe Abbildung 1-9)
[Gassner und Lippard, 1999].
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Abbildung 1-10: Schematische Darstellung der potentiellen Reaktionszyklen der sMMO; A-
Reaktion der MMOH als Peroxidase und Hydroxylase; B-Reaktionen der MMOR alleine mit
NADH und O,; C-Reaktionen der MMOH und MMOR = MMOB ohne Substratumsatz. Abbildung
aus [Gassner und Lippard, 1999]
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1.1.3 Cofaktor-Regeneration mittels Glucose 1-Dehydrogenase

Fur die Anwendung von biokatalytischen Verfahren im industriellen Maf3stab ist eine Cofak-
tor-Regeneration essentiell. Die Produktionskosten kdonnen durch die Regeneration des
Cofaktors reduziert werden. Bei Einsatz von NAD" statt NADH ist eine Reduktion der Cofak-
torkosten um Faktor 2,5 mdglich (Sigma-Aldrich 1 g NADH = 184 €; NAD" = 70 €; Produktan-
frage Mai 2017). Die Cofaktor-Regeneration ist auch fur die Verlangerung der Reaktionszeit
wichtig, um eine moglichst hohe Produktausbeute bzw. Konzentration zu erreichen. Ubliche
Cofaktoren die innerhalb der Reaktion regeneriert werden sind NAD'/NADH,
NADP*/NADPH, ATP, Zuckernukleotide, Coenzym A oder S-Adenosyl Methionin. Die Rege-
neration des von der sMMO verbrauchten NADH kann Uber verschiedene Enzymreaktionen
erfolgen. Dazu zahlen die Reaktion der Glutamat-Dehydrogenase mit Glutamat, die Formiat-
Dehydrogenase mit HCOOH und die Reaktion der Glucose-Dehydrogenase mit Glucose
[Zhao und van der Donk, 2003]. Die Reaktion der Glucose 1-Dehydrogenase (EC. 1.1.1.47)
ist in Abbildung 1-11 dargestellit.

CHEOH CHQOH
O OH 0
GDH
NAD(P)* + OH ——————— NAD(P)H + H* + OH O
OH H O
OH OH
Beta-D-Glucose D-Glucono-1,5-lacton

Abbildung 1-11: Darstellung der Reaktion der Glucose 1-Dehydrogenase (GDH, EC.1.1.1.47) zur
NAD(P)H Regeneration.

Das Enzym kann sowohl NAD", als auch NADP" akzeptieren. Es wurde erstmals von Hu und
Cline in Pseudomonas sp. beschrieben [Hu und Cline, 1964]. Ein Vorteil der GDH ist deren
kommerzielle Verflugbarkeit. Laut Hersteller sind die optimalen Messbedingungen 37 °C und
pH 8,0 [Sigma-Aldrich, 2017].

Fur verschiedene Anwendungen in biotechnologischen Prozessen wurden GDH's einge-
setzt. Einige Beispiele sind in Tabelle 1-3 aufgelistet.

Tabelle 1-3: Beispiele fir NADH-Cofaktor-Regeneration mittels GDH bei verschiedenen Anwen-
dungen

Ursprungsorganismus der

Glucose-1-Dehydrogenase Produkt Referenz
Bacillus amyloliquefaciens SB5  3-Hexanol [Pongtharangkul et al., 2015]
Cryptococcus uniguttulatus 2-Keto-L-gulonsaure [Twala et al., 2012]
Pseudomonas species 2-Octanol [Eckstein et al., 2004]
Bacillus subtilis L-Carnitine [Vandecasteele, 1980]
(R)-2,2,2-trifluoro-1-
phenylethanol;

Bacillus cereus [Wong et al., 1985]

Ethyl (R)-4-chloro-3-
hydroxybutanoate
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1.1.4 Immobilisierung von Enzymen

Im industriellen MafRstab wird die Immobilisierung von Biokatalysatoren standardméaRig ein-
gesetzt. Beispiele sind die Glucose-lsomerase zur Umwandlung von Glucose in Fruktose,
die Penicillin G-Acylase zur Antibiotikaherstellung, die Aspartase zur Bildung von L-Aspartat
und verschiedenen Lipasen zur enzymatischen Interesterifikation von Nahrungsétlen oder
Fetten [DiCosimo et al., 2013]. Auch bei der Aufarbeitung von Abwasser und der Herstellung
von Biochips kommen immobilisierte Enzyme oder Zellen zum Einsatz [Es et al., 2015;
Rusmini et al., 2007].

Enzyme werden als immobilisiert bezeichnet, wenn sie durch chemische oder physikalische
Methoden réaumlich fixiert werden. Dies kann durch Adsorption, direkte Verknipfung oder
einen Einschluss in eine Matrix erfolgen. Die Nutzung von immobilisierten Enzymen hat ver-
schiedene Vorteile. Dazu z&hlen die bessere Handhabung bzw. Separation der Katalysato-
ren vom Reaktionsansatz, eine in vielen Fallen erhdhte Stabilitat des Enzyms, sowie die Re-
duktion der Proteinverunreinigung des Zielproduktes. Zudem ist die Wiederverwendbarkeit
des Biokatalysators gegeben und dadurch kénnen die Prozesskosten sinken [Sheldon,
2007]. Die verschiedenen Arten der Immobilisierung von Enzymen sind in Abbildung 1-12
dargestellt.

Nachteile der Immobilisierung sind die mitunter hohen Kosten fur die Tragermaterialien bzw.
deren Instabilitat, die Reduktion des Zugangs von Substrat zum Enzym (Diffusionslimitierun-
gen), mogliche strukturelle Verdnderungen des Enzyms, sowie Aktivitatsverluste durch die
Immobilisierung [Es et al., 2015]. Abbildung 1-13 zeigt exemplarisch die spezifische und un-
spezifische (ungerichtete) Bindung eines Enzyms an Tragermaterial. Bei der unspezifi-
schen/ungerichteten Immobilisierung ist eine Blockierung des aktiven Zentrums durch die
Bindung an den Trager moglich. Dies hat eine teilweise Verringerung der Aktivitat zur Folge.
Bei der spezifischen/gerichteten Immobilisierung, z. B. Uber einen Peptid-tag am Protein,
kann aufgrund der Kontrolle der Bindung zum Tragermaterial diese Reduktion der Enzymak-
tivitat vermieden werden. Um dies zu gewabhrleisten ist eine rekombinante Produktion des
Zielenzyms, mit der Moglichkeit die Aminosauresequenz des Enzyms zu veréndern, notig.
Dadurch kann zudem eine mehrfache Bindung des Enzyms an das Tragermaterial (multi-
point attachment) erfolgen und die Stabilitit der Immobilisierung gesteigert werden
[Fernandez-Lafuente, 2009; Homaei et al., 2013; Mateo et al., 2002]. Fur die Penicillin-G-
Acylase konnte bei der Verkniipfung an Tragermaterial Gber multipoint attachments ein Er-
halt der vollstandigen Restaktivitdt von bis zu acht Stunden erreicht werden [Mateo et al.,
2002].
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Immobilisierung

Verkniipfung Adsorption
e JX Fesen—

Quervernetzung Tragerbindung

Metallbindung
lonische Bindung Kovalente Bindung

Abbildung 1-12: Ubersicht verschiedener Immobilisierungsmethoden. CLE-Cross-Linked En-
zymes; CLEC-Cross-Linked Enzyme Crystals; CLEA-Cross-Linkes Enzyme Aggregates. Abbil-
dung adaptiert nach [Cantone et al., 2013]

Um einen moglichen Einsatz immobilisierten Enzymen zu prifen, muss neben den Gesamt-
kosten und den technischen Rahmenbedingungen der Vergleich des léslichen Enzyms und
der chemischen Katalyse betrachtet werden. Dabei werden vor allem die erreichbaren Pro-
duktkonzentrationen, Ausbeuten und potentiellen Nebenprodukte bewertet. Wéahrend fir ei-
nige Prozesse die Vorteile fir den Einsatz von immobilisierten Biokatalysatoren gegeben
sind, ist fir andere Anwendungen die chemische Katalyse zu praferieren. Um eine geeignete
Immobilisierungstechnik fur den entsprechenden Prozess bzw. Biokatalysator zu finden, sind
umfangreiche Recherchen, Vorbetrachtungen und experimentelle Untersuchungen nétig.
Das folgende Zitat beschreibt diesen Prozess treffend: ,But while enzyme immobilisation is
slowly turning into a well understood science part of it still remains an art” [Hanefeld et al.,

2009].
v

¥ ©

Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der gerichteten (A) und ungerichteten (B) Immobili-
sierung von Enzymen. rot-Enzym mit aktivem Zentrum; grau-Tragermaterial, schwarze Linie-
Verknipfung des Tragers mit Enzym; schwarzes Viereck in A-spezifischer Kopplungspunkt
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1.2 Motivation und Zielsetzung

Das Potential fur die Nutzung von CH, als zukuinftige Energie- und Stoffquelle ist enorm. Die
Vorkommen von CH, in Form von Methanhydrat oder Schiefergas werden auf eine Gesamt-
menge von 10.000 Gt (Gigatonnen, 1 Gt = 1,5 Billionen m*® CH,) geschatzt. Dabei variieren
die Schatzungen zwischen 500 und 24.000 Gt [Kvenvolden, 2002]. Dieser Wert entspricht
dem 100 bis 500-fachen der durch Kohle, Erdél und Erdgas freigesetzten Menge an Kohlen-
stoff pro Jahr. Auch wenn aufgrund der Unzugénglichkeit einiger Methanhydrat-Lagerstatten
am Meeresboden nur ein Teil des CH,4 wirtschaftlich nutzbar ist, konnte bei steigenden Roh-
stoffpreisen eine Nutzung als Energietrager moglich werden [Lehmkdster, 2014]. Neben der
direkten Nutzung von CH, als Brennstoff, hat eine Umwandlung in fliissige Chemikalien z.B.
CH3OH, verschiedene Vorteile. So konnte bei dem Einsatz flissiger Treibstoffe auf beste-
hende Grundlagen zur Nutzung zurtickgegriffen werden. Zudem ware der Transport von
flussigen Chemikalien einfacher und preiswerter als der von gasférmigen.

Die chemische Umwandlung von CH, zu CH3;OH erfordert hohe Temperaturen (250 bis
900 °C) und Driicke (bis 110 bar), sowie mehrere Schritte [Dalton, 2005]. Dabei ist die che-
mische Direktoxidation wenig selektiv. Uber Zwischenreaktionen wird aus CH, industriell
Synthesegas (CO + H,) erzeugt, welches anschlieBend zur CH;OH-Synthese eingesetzt
wird. Dieser Prozess ist ebenfalls sehr energieaufwéndig. Eine biologische Umwandlung
kann bei Umgebungsbedingungen durch Enzyme, wie z.B. die Methan-Monooxygenasen
(MMO), erfolgen. Methan-Monooxygenasen werden von methanotrophen Bakterien gebildet,
die CH, als alleinige C- und Energiequelle nutzen. Die l6sliche MMO (sMMO) wird von eini-
gen Methanotrophen, z.B. Methylosinus trichosporium OB3b (M. trichosporium OB3b), gebil-
det und kann neben CH, eine Vielzahl weiterer Substrate umsetzten (z.B. Alkane bis C 8,
ungesattigte, verzweigte, zyklische, aromatische, halogenierte Kohlenwasserstoffe)
[Borodina et al., 2007]. Neben dem mdglichen Potential bei der Gas-zu-flussig Umwandlung,
kann das Enzym bzw. M. trichosporium OB3b auch zur Sanierung von Trichlorethylen kon-
taminierten Boden eingesetzt werden [Tsien et al., 1989]. Weitere Anwendungsbereiche der
sMMO bzw. der methanotrophen Bakterien sind die Produktion von single cell protein (scp),
die Bildung verschiedener Wertstoffchemikalien wie Propylenoxid oder Ectoin, sowie die
Produktion von Biopolymeren z.B. PHB [Strong et al., 2015].

Obgleich die methanotrophen Bakterien, sowie die SMMO (speziell Methylosinus trichospori-
um OB3b und Methylococcus capsulatus Bath) innerhalb der letzten 20 Jahre intensiv unter-
sucht wurden, sind vergleichsweise wenige Studien zur Langzeitstabilitat bzw. Umsatzsteige-
rung der sMMO veréffentlicht. Potentielle Nebenreaktionen und die Entkopplung des Elekt-
ronentransfers von der Zielproduktbildung, die fir andere Monooxygenasen (z.B. Cytochrom
P-450), bereits untersucht wurden, sind fir die SMMO nur im Ansatz analysiert worden. Fur
einen industriellen Einsatz sind diese Untersuchungen von grof3er Bedeutung, da die Para-
meter die Produktivitdt des Enzyms und des Prozesses maR3geblich beeinflussen. Unter den
aktuellen Reaktionsbedingungen mag eine technische Nutzung der Methanotrophen bzw.
der sMMO z.B. zur Umwandlung von CH, zu CH3;OH noch wirtschaftlich unrentabel sein.
Wenn jedoch verschiedene Parameter, wie die groftechnische Produktion von Biomasse
bzw. des Enzym, die Reaktionsrate, die Produktivitat, die Kosten fur die Aufarbeitung, die
Vermeidung der Nebenproduktbildung oder die Regeneration des Cofaktors verbessert bzw.
ermoglicht werden, waren methanotrophe Bakterien und Methan-Monooxygenasen eine viel-
versprechende Option fir verschiedene biotechnologische Anwendungen [Lawton und
Rosenzweig, 2016].
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die isolierte I6sliche Methan-Monooxygenase aus Methy-
losinus trichosporium OB3b in in vitro-Reaktionen zur CH;OH-Produktion einzusetzen. Dafur
war es nétig eine ausreichende Menge an sMMO-haltiger Biomasse bereitzustellen. Die
Verwendung von CH, als gasférmige C-Quelle in Fermentationen sollte aufgrund der techni-
schen Anforderungen, wie z.B. Explosionsschutz, vermieden werden. Deshalb wurde auf
Basis von Literaturdaten ([Yu et al., 2009a; Yu et al., 2009b]) eine Kultivierungsstrategie mit
CHsOH als C-Quelle entwickelt. Ziel der Kultivierungsversuche war die MaRRstabsvergréiRe-
rung der Bildung sMMO-aktiver Biomasse vom 500 mL-Schuttelkolben- in den 100 L-
Technikumsmalfstab. Ausgehend von der mit CH;OH als C-Quelle gebildeten Biomasse und
in Anlehnung an bereits existierende Protokolle fiir CH,-gewachsene Biomasse [Fox et al.,
1989], sollte die Aufarbeitung der einzelnen sMMO-Komponenten durchgefihrt werden. Fur
den Einsatz der sMMO in in vitro-Reaktionen zur CH3;OH-Bildung sollte eine biochemische
Charakterisierung des Enzyms bezuglich des pH-Optimums, des Temperaturoptimums, der
Temperaturstabilitat, sowie des Einflusses der lonenstarke erfolgen. Die SMMO-Aktivitat und
Stabilitat bezlglich der CH;0OH-Bildung bei Langzeitmessungen (> 30 Minuten) wurde bisher
nicht untersucht und sollte deshalb im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet und gegebenenfalls
verbessert werden. Als mdéglichen Faktor fir die Erhéhung der Reaktionszeit sollte die Re-
generation des Cofaktors NADH bei der sMMO-Reaktion untersucht werden. Neben der
mdglichen Verlangerung der Reaktionszeit wirden durch den Einsatz eines geeigneten
NADH-Regenerationssystems die Kosten des Prozesses reduziert. Auf Basis der biochemi-
schen sMMO-Charakterisierung und den Untersuchungen zum Reaktionsverhalten des En-
zyms bzw. des geeigneten Cofaktor-Regenerationssystems sollten Untersuchungen zum
Einsatz der sMMO zur CH;OH-Bildung im ReaktormafR3stab erfolgen. Diese Analysen sollten
in Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fir Grenzflachen-und Bioverfahrenstechnik (IGB)
in Stuttgart und deren eigens entwickelter massenspektrometrischer Messapparatur durch-
gefuhrt werden. Immobilisierungsversuche der sMMO an verschiedene Tragermaterialien
und der Einsatz der entsprechenden Praparate zur CH3;OH-Bildung sollten Aufschluss Uber
die Anwendbarkeit der immobilisierten SMMO liefern.

Durch diese Arbeit sollten Erkenntnisse zum technischen Einsatz der sSsMMO zur in vitro-
CH3;OH-Bildung und deren Reaktionsverhalten gewonnen werden. Diese Ergebnisse konn-
ten eine zukinftige technische Anwendung der sMMO erméglichen bzw. beglinstigen.



2 Material und Methoden

21

2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien

Samtliche verwendete Chemikalien sind in der Tabelle 2-1 zusammengefasst.

Tabelle 2-1: Ubersicht uiber die verwendeten Chemikalien und Enzyme

Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit
Merck KGaA, Darm-

1-Naphthol ere arm 1.06223.0050 k. A.
stadt, Deutschland
Serva electrophoresis,

2-Mercaptoethanol Heidelberg, Deutsch- 28625.02 k. A.
land

. . AppliChem GmbH

Acrylgmld/ B|sa(.:. Darmstadt, Deutsch- A3574 k. A.

rylamid (30 % L&sung)
land

Albumin aus Rinderse- Merck KGaA, Darm-

' 1.12018.0025 209089
rum (BSA) stadt, Deutschland 98 %
Ammoniumperoxo- Carl Roth GmbH & Co,

. 9592.3 29089
disulfat (APS) Karlsruhe, Deutschland 98 %
Carl Roth GmbH & Co,
Ammoniumsulfat an o m © 3746.4 =99 %
Karlsruhe, Deutschland
. Sigma-Aldrich, Inc.,
Antifoam SE-15 Saint Louis, USA A 8582 k.A.
Benzonase Merck, Darmstadt, 70746-3 >90 %
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co
Py 1 2 0
Borsaure Karlsruhe, Deutschland PO10.1 99 %
Bromphenolblau (Na- Carl Roth GmbH & Co,
A512.1 k. A
Salz) Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co
. . , > 999
Calciumchloriddihydrat Karlsruhe, Deutschland 5239.1 99 %
Coomassie- Carl Roth GmbH & Co
. ' 9598.2 k. A
Brillantblau G250 Karlsruhe, Deutschland
2,6-Dichlorphenol- . o
indophenol (DCPIP) Fluka Analytical 36180-56-F 297,0 %
Di-Kaliumhyd - Carl Roth GmbH & Co,
i-Kaliumhydrogen arl Ro m o] P7493 >99 %
phosphat Karlsruhe, Deutschland
Di-Natriumhyd - Carl Roth GmbH & Co,
i anum. ydrogen arl Ro m o] 4984.3 >99 %
phosphatdihydrat Karlsruhe, Deutschland
- , Carl Roth GmbH &Co. o
Dithiothreitol (DTT) KG Karlsruhe 6908.3 299 %
- : Carl Roth GmbH & Co, o
Dithioerythritol (DTE) Karlsruhe, Deutschland 8814.1 99 %
Sigma-Aldrich, St. Lou-
Echtblausalz >l ! " Dog05-10G ~95 %
is, USA
Carl Roth GmbH & Co
N , - Q0 ©
EDTA (Dinatrium-Salz) Karlsruhe, Deutschland 8043.1 =99 %
Eisen(ll)-Sulfat- Merck KGaA, Darm-
isen(lh)-Su 1.03965.0500 > 99 %

Heptahydrat

stadt, Deutschland
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Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit
Carl Roth GmbH & Co
. " ’ > 0,
Essigsaure Karlsruhe, Deutschland 37385 299 %
Carl Roth GmbH & Co
t > 0
Ethanol Karlsruhe, Deutschland K928.2 299 %
Glucose Dehydro- Sigma-Aldrich, St. Lou- 4
genase (GDH) aus . 19359 =200 U*mg
is, USA
Pseudomonas sp.
D(+)-Glucose Mono- Carl Roth GmbH &Co. o
hydrat KG Karlsruhe 6887.5 299,5 %,
Carl Roth GmbH & Co
. ’ 2 0,
Glycerin Karlsruhe, Deutschland 3783.2 9%

. Carl Roth GmbH & Co, o
Glycin Karlsruhe, Deutschland 1873.2 299 %
Kaliumdihydrogen- Carl Roth GmbH & Co, o
phosphat Karlsruhe, Deutschland P749.3 299 %
Kaliumformiat Sigma-Aldrich, St. Lou- 59,454 500G > 99 %

is, USA
Kaliumiodid Sigma-Aldrich, St. Lou- 57969 100G 99 %

is, USA

Katalase (aus Rinder-

Sigma-Aldrich, St. Lou-

- *mat
leber) is, USA C9322 2.000-5.000 U*mg
Kobalt(ll)-Chlorid- Carl Roth GmbH & Co, o
Hexahydrat Karlsruhe, Deutschland 7889.1 =98%
Magnesiumsulfat- Carl Roth GmbH & Co, o
heptahydrat Karlsruhe, Deutschland P027.2 =98%
Mangansulfat- Carl Roth GmbH & Co, o
Monohydrat Karlsruhe, Deutschland 4487.1 98 %

Air Liquide Alphagaz,
Methan N35 Disseldorf, Deutsch- 200-812-7 =299 %
land
Methanol (HPLC gra- Carl Roth GmbH & Co, o
de) Karlsruhe, Deutschland 7342.1 299 %
2-(N-
Morpho- Carl Roth GmbH & Co, o
lino)ethansulfonsaure Karlsruhe, Deutschland 6066.4 299,5 %
(MES) Monohydrat
3-(N-Morpholino) pro-
pansulfonsaure (K:Z:Ilslflj)f:z %rgggffwlggd 6979.4 299 %
(MOPS) '
NADH + H" (Dienatri-  Carl Roth GmbH & Co, o
um-Salz) Karlsruhe, Deutschland AE12.1 =88%
. Sigma-Aldrich, St. Lou- o
Naphthalin is, USA 184500-5G 299 %
: Carl Roth GmbH & Co, o
Natriumacetat Karlsruhe, Deutschland 6773.3 299 %
Natriumazid K305.1 11253405 299 %
: . Carl Roth GmbH & Co, o
Natriumchlorid Karlsruhe, Deutschland 3957.1 299 %
Natriumdodecylsulfat Carl Roth GmbH & Co, 1057 1 KA
(SDS, Rotistock 20%)  Karlsruhe, Deutschland ' T
Natriumhydrogen- Merck KGaA, Darm- o
carbonat stadt, Deutschland 1.06329.0500 299 %
. . Carl Roth GmbH & Co, o
Natriumhydroxid Karlsruhe, Deutschland 6771.1 299 %
Natriummolybdat- Merck KGaA, Darm- o
Dihydrat stadt, Deutschland 1.06521.0100 299 %
Nickel(ll)-Sulfat- Carl Roth GmbH & Co, T1111 >99 9%

Hexahydrat

Karlsruhe, Deutschland
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Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit
Nitrobenzol Sigma-Aldrich, St. Lou- 555579 55m1- >99 %
is, USA
ortho-Phosphorséaure Carl Roth GmbH & Co,
(85 %) Karlsruhe, Deutschland 6366.2 K.A.
Page RulerTM Pres- Thermo Scientific, 26616 KA
tained Protein Ladder  Massachusetts, USA U
Pierce™Unstained Thermo Scientific,
Protein MW Marker Massachusetts, USA 26610 K. A.
Q-Sepharose Fast GE Healthcare Europe,
Flow Freiburg, Deutschland 17051001 K- A.
N Carl Roth GmbH & Co
0 L
Salzsaure (37 %) Karlsruhe, Deutschland 4625.2 k. A.
: . GE Healthcare Europe,
StreamLine Chelating Freiburg, Deutschland 17128001 k. A.
Superdex G-200 pg
(als vorgepackte Sadule GE Healthcare Europe, 28989335 (16/600)
geordert, 16/600 bzw.  Freiburg, Deutschland 28989336 (26/600)
26/600 mm)
Tetramethylethylendi-  Carl Roth GmbH & Co, 2367.3 KA
amin (TEMED) Karlsruhe, Deutschland ' T
Tris-(2-carboxyethyl)-
phosphin Hydrochlorid Carl Roth GmbH & Co, HN95.2 98 %
Karlsruhe, Deutschland
(TCEP)
Tris-(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH & Co, o
aminomethan (Tris) Karlsruhe, Deutschland 4855.2 99.9 %
Zinksulfat-Heptahydrat Carl Roth GmbH & Co, K301.1 =299 %

Karlsruhe, Deutschland

Eine Ubersicht tiber die fur die Messungen der SsMMO-Aktivitat verwendeten Puffer ist in Ta-
belle 2-2 zusammengefasst.

Tabelle 2-2: Ubersicht Giber die zur sSMMO-Aktivitatsmessung verwendeten Puffer und deren

Zusammensetzung

Puffername

Abkulrzung

MOPS-Puffer

25 mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure

Tris MES Natriumacetat

(TMA-Puffer bzw. Dreikomponentenpuffer)

50 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
25 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure

25 mM Natriumacetat

Phosphatpuffer

25 mM NaH,PO,
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2.2 Gerate

Samtliche verwendeten Geréte sind in Tabelle 2-3 zusammengefasst.

Tabelle 2-3: Ubersicht iiber die verwendeten Geréte

Gerat Typ Hersteller
. - H&P Labortechnik, Ober-
Autoklav Varioklav Dampfsterilisator schleiRheim, Deutschland
Heinrich Frings GmbH & Co.
Proreact 4P (10 L Bioreaktor) KG (Standort Fraunhofer CPB
: Leuna)
Bioreaktor

Proreact 15P (100 L Bioreaktor)

Heinrich Frings GmbH & Co.
KG (Standort Fraunhofer CPB
Leuna)

Bio Imaging System

Gene Genius

Syngene, Cambridge, UK

Jasco Analytical Instruments,

CD-Spektrometer J-810 Easton, USA
: " : Amersham Biosciences, Up-
Chromatographieanlage Akta prime psala, Schweden
XK 16/20,
XK26/20,

Chromatographieséulen

HiLoad 16/600 und 26/600 Su-
perdex 200 pg (vorgepackte
SEC Saule)

GE Healthcare, Biosciences,
Uppsala, Schweden

Chromatographiesaule (fur
Gaschromatographie)

CP-PoraBOND U fused silica
PLOT (25 m x 0,32 mm, df =
7 ym)

Varian, Inc., Palo alto, Califor-
nia

Dialyseschlauch

Spectra/Por® 7 Dialysis Mem-
brane, Pre-heated RC tubing,
20 kDa

Spectrum Labs, Breda, Nieder-
lande

Dispergiergeréat

ULTRA-TURRAX®, T 18 D

IKA, Staufen, Deutschland

Spektrometer

Fluostar Galaxy

BMG Labtech, Offenburg,
Deutschland

GC-Anlage

7890A GC System

Agilent Technologies, Inc., San-
ta Clara, USA

Hochdruckhomogenisator

Emulsiflex C5

Avestin Inc., Ottawa, Kanada

Labratory Modell 2000

SPX Corporation, Charlotte,
North Carolina (USA)

Externe Pumpe fir MS-Analyse
am IGB

Knauer P401 mit Drucksensor

Knauer GmbH, Berlin, Deutsch-
land

Externe Pumpe fir Probenauf-

trag bei Reinigungschromato- Ms reglo Ismatec_SA .
. (Wertheim, Switzerland)
graphien
Inkubator KP196 Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland
UV-Kvetten Mikro, Brand GmbH, Wertheim,
. . - . Deutschland
Kuvetten Eimal-Kiuvetten Halbmikro I v ihihei
Quarzkiivette, 105.202-QS Hellma Analytics, Mhiheim,
' ' Deutschland
Kyrostat HAAKE Phoenix Il ProSense, Konstanz, Schweiz
. Variomag Mono Magnetrihrer Thermo Scientific, Massachus-
Magnetrihrer

Komet

etts, USA

Methanol-Sonde

Alcosens

Heinrich Frings GmbH & Co.
KG

pH-Meter

Five Easy

Mettler Toledo, Columbus,
Schweiz

inoLab pH Level 2

Wissenschaftlich-technische
Werkstatten, Weilheim,
Deutschland
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Gerat Typ Hersteller
Helios Zeta Thermo Scientific, Massachus-
etts, USA
Photometer

Ultrospec 2100 pro

Amersham Biosciences, Up-
psala, Schweden

TKA Wasseraufbereitungssys-

Reinstwasseranlage TKA GenPure teme GmbH, Niederelbert,
Germany
Roller-Mixer SRT1 Blpby Scientific Ltd, Stafford-
shire, UK
. . Carl Padberg GmbH, Lahr
Rohrenzentrifuge Cepa61G Schwarzwals, Deutschland
New Brunswick Scientific, New
Innova 4230 Jersey, USA
Schittelinkubator
Multitron Infors HT, Bottmingen, Schweiz

SDS-PAGE-Anlage und Zube-
hor

Hoefer™ Gel Casters for Mini
Vertical Electrophoresis Sys-
tems,

SE260 & SE250 Small Format
Vertical Electrophoresis System

Hoefer, Inc., Holliston, USA

Sterilbank

LabGard ES Class Il, Type A2
Biological Safety Cabinet

NuAire Group, Caerphilly, UK

Thermoblock mit Aufséatzen fiir
1,5 mL-und 2,0 mL-
Reaktionsgefalie

Thermostat plus

Amersham Biosciences, Up-
psala, Schweden

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Ultraschallbad

Sonorex Super 10 P

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

BANDELIN electronic GmbH &

Vortexer RS-VALO Co. KG, Berlin, Deutschland
Janke & Kunkel IKA- .
Vibrofix VF1 Labortechnik, Staufen, Phoenix Instrument, Garbsen,
Deutschland
Deutschland
Kern & Sohn GmbH, Balingen-
440-35N Frommern, Deutschland
Waage Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Wipptisch APX-100 Frommern, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen,
Rocky 1000 Deutschland
Avanti J-30i, Rotor JA-10, Rotor Beckman Coulter GmbH, Kre-
JA 30.50 feld, Deutschland
Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg,

Centrifuge 5415 R

Deutschland

Mikro 220R, Rotor 2218-A,
Rotor 1016

Hettich Lab Technology, Tutt-
lingen, Deutschland
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Zusatzliche Materialien

Typ

Hersteller

Amicon Ultra centrifugal filter
units 10; 30 und 50 kDa Molec-
ular weight cut off (MWCO)

10 kDa (Z706345)
30 kDa (Z717185-8EA)
50 kDa(Z648000-8EA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Butyl-Hohlstopfen und Alumini-
umkappen

fur Rollrand-headspace-
Flaschchen ND20

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dialyseschlauch

Spectra/Por®, MWCO: 15kDa

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

Filter

ExpressTM Plus, 0,22 ym

Spectrum® Laboratories, Inc.,
Los Angeles,USA

Hellma-Prazisionskivette

105.202-QS

Merck Millipore, Billerica, USA

Mikrotiterplatte

Brandplates® REF781602

Hellma Analytics, Millheim,
Deutschland

pH-Teststreifen

90417 (pH 6,0-8,1)
90415 (pH 3,8-5,5)
90420 (8,0-9,7

Brand GmbH & Co. KG, Wert-
heim, Deutschland

Pipetten

1-10 pL

2-20 pL
10-100 pL
100-1.000 pL
500-5.000 pL

Pehanon® Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland

Pipetten Multi 8x

100 yL Research Plus

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Pressure-Lok® (gasdichte
Spritze)

Series A-2 Syringe, 250 uL

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Rotilabo® Spritzenfilter Ca

0,2 ym, @25 mm

Vici Precision Sampling, Inc.,
Loiusiana, USA

Rotilabo® Spritzenfilter Mini-Tip

0,2 ym, @15 mm, Nylon-
Membran

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

Spritzen mit und ohne Lock

20 ml

B. Braun Metsungen AG,
Deutschland

Spritzenfilter Rotilabo®

0,2 ym, CA, steril

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

UV-Prazisionskivette (CD-

Quarzglas, 282-QS

Hellma Analytics, Millheim,

Spektroskopie) Deutschland

Vivaspin 20 ml MWCO: 10 kDa GE Healthcare, Uppsala,
Schweden

Vivaspin 500 pl MWCO: 10 kDa GE Healthcare, Uppsala,

Schweden
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2.3 Methoden

2.3.1 Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b

Eine Ubersicht der Zusammensetzung der verwendeten Medien ist in Tabelle 2-4 aufgelistet.
Fur deren Herstellung wurde Reinstwasser (TKA GenPure) verwendet. Der pH-Wert aller
Vorratslosungen, mit Ausnahme der Spurenelemente-, der FeSO,4 x 7 H,O; der MgSO,4 x 7
H,O und der NaHCO;-Losungen, wurde mit 0,2 M H,SO, auf 6,88 eingestellt. Alle Losungen
wurden mittels Autoklav bei 121 °C und 1 bar Uberdrucks fiir 20 Minuten sterilisiert. Aus-
nahmen waren Ldsungen von FeSO,4 x 7 H,O; MgSO,4 x 7 H,O und NaHCOs;, die unter der
Sterilwerkbank steril filtriert wurden. Die Zusammenstellung des Mediums erfolgte jeweils
direkt vor der Kultivierung, aus bei 4 °C gelagerten sterilen Vorratslésungen. Diese waren fir
das modifizierte NMS-Medium: Spurenelementelésung 500-fach konzentriert, Hydrogencar-
bonatlésung 100-fach konzentriert, Magnesiumsulfatiosung 100-fach konzentriert, Ei-
sen(l)sulfatldsung 100-fach konzentriert und Natriumnitrat-(oder Ammoniumsulfat beim
Choi-Medium) mit Phosphat- sowie Calciumlésung 2-fach konzentriert. Das Auffullen auf das
definierte Finalvolumen erfolgte mit sterilisiertem ddH,O.

Tabelle 2-4: Medienzusammensetzung zur Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b

NMS

_ Best und Choi-Medium L
NCIMB Reaktiv- [ [Bourque et Modifiziertes

Komponente Higgins, 1981;

ierungsmedium Cornish et al., al., 1995; Yu NMS
1984] et al., 2009a]
NaNO; [mM] - 10,0 - 10,0
(NH4)2SO4 [mM] - - 7,57 -
KNO3z [mM] 10 - - -
KH,PO,4 [mM] 15 3,9 9,6 9,6
Na,HPO4x 7H,0 [mM] 2,0 6,0 15 15
MgSO4x 7H,0 [mM] 4.4 0,15 1,83 1,65
CaClyx 2H,0 [uM] 1,8 50 22,5 50
NaHCO3;[mM] - - - 6,0
FeSO,x 7H,0 [uM] 1,8 40,3 4,7 50
Fe-EDTA [uM] 10,4 - - -
Spurenelemente-
Losung
ZnSO4x 7H,0 [uM] 1,4 2,0 1,0 2,0
MnSO4x H,0O [uM] - 0,98 0,49 0,98
H3;BO3 [uUM] 0,24 2,0 1,0 2,0
Na,MoO4x 2H,0 [uM] 1,1 0,4 0,2 0,4
CoClyx 6H,0 [uM] 0,21 0,4 0,2 0,4
Kl [uM] - 1,0 0,5 1,0
EDTA [uM] 0,67 - - -
MnClox 4H,0 [uM] 0,1 - - -
NiCl,x 6H,0 [UM] 0,04 - - -

CuSO4x 5H,0 [uM] 0,8 - - -
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2.3.1.1 Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH, als C-
Quelle

Die Reaktivierung des Organismus erfolgte mittels des in Tabelle 2-4 beschriebenen NCIMB-
Reaktivierungsmedium. Die Organsimen (Bakterienstammnummer 11131) wurden als Le-
bendagarproben von der NCIMB geliefert. Nach Offnen der GefaRe, die bei — 20 °C gelagert
wurden, erfolgte die Zugabe von 0,5 mL Medium. Nach Transfer des Mediums in funf ver-
schiedene 25 mL Rollrandgefal3e, in denen 5 mL Medium vorgelegt wurde, erfolgte der Ver-
schluss der Glaser. 10 mL Gasatmosphare wurden mittels Injektionsspritzen und Drei-Wege-
Hahn enthommen und durch sterile Zugabe von 10 mL CH,4 (99,995%) ersetzt. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation bei 30 °C und 110 rpm im Infors Schiittler. Das Wachstum wurde Uber
die optische Dichte bei 600 nm verfolgt. Nach zweifacher Subkultivierung (identisch zur be-
schriebenen Vorgehensweise) erfolgte die Subkultivierung auf dem NMS-Medium nach Best
/Cornish [Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984].

Zur Kultivierung wurden 100 bzw. 200 mL Headspace-Vials mit einem Flussigvolumen von
10 bzw. 20 mL eingesetzt. Als Start ODgoo Wurde fiir alle weiteren Kulturen, wenn nicht an-
ders angeben, 0,1 eingestellt. Hierflir wurde eine bestimmte Menge an Vorkultur entnommen
und 20 Minuten bei 4 °C und 3.800 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit frischem NMS-
Medium (gleiches Volumen wie zuvor entnommen) gewaschen und erneut zentrifugiert. An-
schlieBend wurde das Pellet in 500 bis 1.000 pyL NMS-Medium aufgenommen und die
neue(n) Kultur(en) damit angeimpft. Die Glasvials wurden mit Butylstopfen und Aluminium-
kappen verschlossen. Uber Injektionsspritzen wurden 20 % der Atmosphare entnommen und
durch CH, ersetzt. AnschlieRend wurden die Kulturen bei 30 °C und 150 rpm (Innova 4230
Schiittler) inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten erfolgte die Entnahme von Zellsuspension
Uber Injektionsnadeln und die Analyse der optischen Dichte bei 600 nm. Zusatzlich erfolgte
die Analyse der sMMO-Aktivitat Uber den Ganzzell-Naphthalin-Assay, die Bestimmung des
CHj4-Gehaltes und die SDS-PAGE-Analyse. Die Kultivierungen mit 0,8 uM Cu(ll) und ver-
schiedenen ATU Konzentrationen erfolgten analog im NMS-Medium nach Best bzw. Cornish
[Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984].

2.3.1.1.1 Herstellung von 1/ODgy-Proben

Die Herstellung von 1/0OD Proben zur SDS-PAGE-Analyse erfolgte Uber Zentrifugation (4 °C;
zehn Minuten; 25.000 g) einer Menge an Zellsuspension, die bei einer optischen Dichte von
1,0 einem Volumen von einem mL entsprach (ODgy = 0,5 = 2,0 mL; ODggo 0,2 > 5 mL).
Nach Entnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 100 pL SDS-PAGE-Probenpuffer re-
suspendiert und fur funf Minuten bei 95 °C inkubiert. Pro Bahn in einem Polyacrylamid-Gel
wurden 10 pL der entsprechenden Probe aufgetragen.

2.3.1.1.2 Bestimmung der ODgy-BTM-Korrelation

Die Bestimmung der ODgo-BTM Korrelation erfolgte mit einer aufkonzentrierten M. trichos-
porium OB3b-Zellsuspension (Wachstum 48 Stunden bei 30 °C, 150 rpm in NMS-Medium
nach Best bzw. Cornish bis ODgg= 1,0, dann Vereinigung von 3x 20 mL und Zentrifugation
bei 4°C, 3.800 g fur 30 Minuten). Nach dem Resuspendieren in 10 mL frischem NMS-
Medium wurden verschiedene Verdinnungsstufen mit NMS-Medium hergestellt und die
ODgo bestimmt. AnschlieRend wurde je 1 mL in ein zuvor getrocknetes und gewogenes 1,5
mL Gefald gegeben. Die Suspension wurde zentrifugiert (zehn Minuten; 25.000 g; 4 °C), der
Uberstand entnommen und das Pellet in 0,9 % NacCl resuspendiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand entnommen und das GefaRR mit Pellet fir mindes-
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tens 24 Stunden bei 105 °C getrocknet. Nach Kihlen im Exsikkator und mehrfachem Wie-
gen, bis sich ein konstanter Wert einstellte, wurde die Biomasse bestimmt und mit der zuvor
gemessenen ODgqg korreliert.

2.3.1.2 Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-
Quelle

Die Kultivierung erfolgte mit den in Tabelle 2-4 gelisteten Medien, mit Ausnahme des
NCIMB-Reaktivierungsmediums. Als GeféalRe wurden Injektionsflaschen (Gesamtvolumen
240 mL) oder Schittelkolben mit Schikanen (Gesamtvolumen 590 ml) verwendet, die mit
Wattestopfen verschlossen wurden. Es wurden 20 oder 50 mL Medium fir die CHsOH-
Kulturen von M. trichosporium OB3b eingesetzt. Die Start ODggo betrug 0,1. CH;OH wurde in
einer Konzentration von 50 mM (0,2 v/iv%) zugegeben. Die restlichen Schritte, mit Ausnahme
des Atmosphérenaustausches erfolgten identisch zur Kultivierung mit CH,. Die Kulturen wur-
den bei 30 °C und 150 rpm (Innova 4230 Schiittler) inkubiert. In definierten Zeitabstanden
wurde das Wachstum Uber die optische Dichte bei 600 nm, die sSMMO-Aktivitat Gber den
Ganzzell-Naphthalin-Assay und das Proteinbandenmuster mittels SDS-PAGE analysiert.

Die Berechnung der spezifischen Wachstumsrate (u in h™) erfolgte iiber Formel 2-1, mit p =
spezifische Wachstumsrate in htt, = Zeitpunkt (h) x; t, = Startzeit (h); ODggo (tx) = ODggo
zum Zeitpunkt x und ODggo(tp) = ODgog Zum Startzeitpunkt.

ln<0D600(tx))

0Dgqo(t
n= —%600tto)) (Formel 2-1)
tx—to

2.3.1.3 Stammhaltung von M. trichosporium OB3b

Die Zellen wurden nach Wachstum auf 20 % CH, im verschlossenen 500 mL Schikanekol-
ben (50 mL Flussigphase) auf sMMO-Aktivitat getestet und anschlieRend nach Gasaus-
tausch und Einstellung der 20 %-igen CH,-Atmosphare bei 6 °C gelagert. Auch nach 12 Mo-
naten Lagerung konnten die Zellen durch Uberimpfung in frisches Medium, unter Erhalt der
sMMO-AKktivitat, reaktiviert werden.

2.3.1.4 Analyse der Zellen mittels Transelektronenmikroskopie

Die Zellen wurden nach der Kultivierung mit CH, bzw. CH3OH zentrifugiert und das Pellet
separiert. Die weitere Analyse erfolgte durch die Dr. Gerd Hause (Biozentrum, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Abt. Elektronenmikroskopie)

2.3.1.5 Kultivierung von M. trichosporium OB3b im 6,8 L und 68 L-Mal3stab mit
CH30H als C-Quelle

Die Vorkulturen (6x75 mL) wurden auf modifiziertem NMS-Medium (Tabelle 2-4) zunéchst
mit CH, und dann mit CH3;OH wie in Kapitel 2.3.1.1 und 2.3.1.2 beschrieben kultiviert. Fir
alle Kulturen wurde eine N-Allylthioharnstoffkonzentration (ATU) von 5 uM eingestellt. Zur
Kontrolle der Bildung der sMMO wurde die sMMO-Aktivitat mittels Ganzzell-Naphthalin-
Assay zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung analysiert. Nach Wachstum der Vorkul-
turen (Gesamtvolumen 400 bis 500 mL) wurden die Zellen zentrifugiert (45 Minuten bei 4 °C
und 18.000 g) und in 500 mL frischem Medium resuspendiert. Diese Suspension diente der
Inokulation des 6,8 L Fermenters. Die Sterilisation (20 Minuten bei 121 °C) der Reaktoren
erfolgte vor der sterilen Zugabe von NaHCOj;; FeSO,4; ATU und der Spurenelementlésung
(andere Komponenten zuvor zugegeben). Die CH3;OH-Konzentration wurde mittels einer
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CH3;OH-Sonde (Alcosens von Heinrich Frings GmbH & Co. KG) analysiert und kontinuierlich
zudosiert. Alle Fermentationsexperimente erfolgten bei folgenden Parametern:

Tabelle 2-5: Parameter der Fermentationsexperimente im 6,8 und 68 L-Mal3stab

Parameter Wert
Temperatur 30°C
pH Wert 6,9+0,1
O,-Konzentration 30 %

Angepasst um O,-Konzentration

Ruhrerdrehzahl .

vhrerdrenza bei 30 % zu halten
CH3;OH 0,1 v/v% = 0,8 g*L™" = 25 mM
Begasungsrate 0,33 vwvm

Die Echtzeit-pH-Kontrolle erfolgte mit 7,5 % H,SO,4 bzw. 10 % NaOH. Als Antischaummittel
wurde Sigma SE-15 mit einer Konzentration von 0,2 % v/v verwendet. Innerhalb der Fermen-
tationen erfolgte die externe Zugabe verschiedener Medienkomponenten. Die genaue Men-
ge der jeweiligen sterilen Losungen, die zugegeben wurden sind in Tabelle 3-6, Tabelle 3-8
und Tabelle 7-1 zusammengefasst. Die Zugabe erfolgte mittels einer externen Schlau-
quetsch-Pumpe. Die Fermentationen erfolgten in Kooperation mit dem Fraunhofer-Zentrum
fur Chemisch-Biotechnologische Prozesse (CBP) innerhalb der dortigen Reaktorkaskade in
Fermentern mit Nennvolumina von 10 und 100 L.

2.3.1.6 Zellernte Gber Zentrifugation in Ro6hrenzentrifuge

Nach Ende der Kultivierung wurden die Zellen Uber Zentrifugation geerntet. Die erste Fer-
mentation A (6,8 L-Malfstab, Nitratlimitierung) wurde Uber Zentrifugation bei 4 °C und
15.000 g fur 30 Minuten geerntet. Die Biomasse der 68 L Fermentation C wurde Uber Zentri-
fugation (Réhrenzentrifuge Cepa 61 G) bei 17.000 g geerntet (Drei Passagen). Anschliel3end
wurde die Biofeuchtmasse portioniert, abgewogen (100— 200 g), in fl. N, eingefroren und bei
— 80 °C gelagert.

2.3.2 Reinigung der sMMO nach Kultivierung mit CH;OH
2.3.2.1 Trennung der sMMO-Komponenten

Die Reinigung erfolgte auf Basis der fir CH,-Biomasse von M. trichosporium OB3b doku-
mentierten Reinigung von Fox und Kollegen [Fox et al., 1989]. Der Ablauf der Reinigung far
die einzelnen sMMO-Komponenten ist in Abbildung 3-17 dargestellt. Der generelle Ablauf
bestehend aus AEC, SEC fir MMOH bzw. 1.AEC, 2.AEC und SEC fir MMOB bzw. MMOR
war identisch zur Literaturangabe von Fox und Kollegen. Die eingesetzten Chromatogra-
phiematerialien, Saulenvolumina und die genauen Zusatze zum Reinigungspuffer (25 mM
MOPS pH 6,5 bis 7,0) unterschieden sich von der genannten Literaturstelle und werden im
Weiteren genannt.

Die Puffer fir die Reinigung wurden mit Reinstwasser (TKA GenPure) hergestellt. Die geern-
tete und eingefrorene M. trichosporium OB3b-Biomasse (CHs;OH als C-Quelle) wurde in Zel-
laufschlusspuffer aufgetaut. Dieser bestand aus 25 mM MOPS pH 7,0, 1 mM TCEP, 1 mM
PMSF und, sofern mit Eisenionen-Zusatz gereinigt wurde, 0,2 mM Fe(NH,),(SO,).. Bei einer
weiteren Reinigung erfolgte die Praparation ohne Eisenionen-Zusatz im Puffer. Fir 300 g
Biofeuchtmasse wurden 600 mL Puffer eingesetzt. Die Zellen wurden mittels Homogenisator
(ULTRA-TURRAX®) resuspendiert und anschlieRend Uber eine dreimalige Passage bei
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1.000 bar durch einen Hochdruckhomogenisator (APV 2000) aufgeschlossen. Anschliel3end
erfolgte die Trennung der Zelltrimmer und der Membranfraktion von der I6slichen Phase
Uber eine 45-minitige Zentrifugation bei 4 °C und 105.000 g. Die sMMO-Aktivitat (Nitroben-
zol-Assay) wurde anschlieBend im Uberstand (Rohextrakt) untersucht.

Die folgenden Chromatographieschritte erfolgten mit einer Akta Prime (GE Healthcare)
Chromatographieanlage bei 4 bis 6 °C im Kuhlraum. Alle eingesetzten Puffer bzw. Losungen
wurden filtriert und entgast (Ultraschallbad). Die Lagerung der Saulen erfolgte in 20 % Etha-
nol, welches vor Benutzung durch mehrere Saulenvolumina ddH,O entfernt wurde. Wahrend
der Chromatographieschritte wurde das Absorptionssignal bei 280 nm, die Leitfahigkeit der
L6sung und ggf. der Anteil an Elutionspuffer im Verlauf der Chromatographie gemessen. Die
Proteinkonzentration (Bradford-Assay, siehe Kapitel 2.4.3.1) wurde, wenn nicht anders an-
gegeben nach jedem Reinigungsschritt bestimmt.

Der erste Reinigungsschritt bestand aus einer Anionenaustauschchromatographie (AEC) mit
Q-Sepharose in einer 5 cm x 12 cm Saule (XK 50/20, Volumen = 230 mL). Der Rohextrakt
wurde Uber zwei bis drei Stunden mittels einer externen Pumpe (Ms reglo, Ismatec), ohne
Aufzeichnung der Parameter, auf eine mit Bindepuffer aquilibrierte Séaule gepumpt und mit
zwei Saulenvolumina Bindepuffer nachgesplilt. Bindepuffer bestand aus 25 mM MOPS pH
7,0, 1 mM TCEP, 1 mM PMSF und, sofern mit Eisenionen-Zusatz gereinigt, wurde 0,2 mM
Fe(NH4).(S0,),. Anschlieend wurden die sMMO-Komponenten mit Elutionspuffer tber ei-
nen Gradient (0 bis 50 %) von 5 bis 6 Saulenvolumina von der Saule getrennt. Der Elutions-
puffer bestand aus Bindepuffer mit Zusatz an 0,8 M NaCl. Die eingestellte Flussrate betrug
1,5- 2,0 mL*min™. Die einzelnen eluierten Fraktionen wurden aufgefangen, bei 6 °C gelagert
und per SDS-PAGE analysiert (Lagerung max. 12 Stunden bei 6 °C je nach SDS-PAGE-
Analysedauer). Dabei erfolgte zuvor eine Verdinnung der Proben fir die SDS-PAGE mit
SDS-Probenpuffer (1:2 oder 1:3). AnschlieBend wurden die Proben fir finf Minuten bei
95 °C inkubiert. Die einzelnen sMMO-tragenden Fraktionen wurden nach der SDS-PAGE-
Analyse vereinigt, in flissigen N, eingefroren und bei — 80 °C °C gelagert. Bei der direkten
Weiterverarbeitung der Fraktionen erfolgte nur eine Lagerung flr max. 12 Stunden bei 6 °C.
Die MMOH-, MMOB- und MMOR-Fraktionen wurden anschliel3end separat weiter bearbeitet.

2.3.2.2 Reinigung der Hydroxylase (MMOH)

Die MMOH-Fraktion (Fraktionen 15 bis 26, 145 mL) wurde tber Nacht auf Eis aufgetaut und
anschliel3end mittels Ultrazentrifugationseinheiten (Amicon tube 50 kDa Ausschlussgrofie)
bei 4 °C und 3800 g auf 5 mL aufkonzentriert. AnschlieRend erfolgte eine Filtration der Probe
mit einem 0,2 um Filter. Die Probe wurde mittels Grél3enausschlusschromatographie (Size
exclusion chromatography, SEC) weiter gereinigt. Die Saule (2,6 cm x 60 cm = 320 mL Vo-
lumen) bestand aus dem Material Superdex G-200 pg und wurde mit Puffer (25 mM MOPS
pH 7,0) aquilibriert. Die Flussrate betrug 1 mL*min™. Die eluierten Fraktionen wurden parallel
zur SDS-PAGE-Analyse flr max. 12 Stunden bei 6 °C gelagert, die MMOH-tragenden Frak-
tionen vereinigt und erneut mittels Ultrazentrifugation (Amicon, 50 kDa) aufkonzentriert. Die
MMOH-Fraktion wurde aliquotiert (50 uL & 45 bzw. 65 mg*mL™), in fliissigen N, eingefroren
und bei — 80 °C °C gelagert. sSMMO-Aktivitaitsmessungen erfolgten sowohl direkt nach der
Reinigung als auch mit aufgetauten MMOH-Fraktionen.

2.3.2.3 Reinigung des regulatorischen Proteins B (MMOB)

Die MMOB-Fraktion (Fraktionen 39 bis 44, 72 mL) nach der 1. AEC wurde Uber Nacht auf
Eis aufgetaut und anschlie3end zweimal eine Stunden gegen 1 L 25 mM MOPS-Puffer pH
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6,5; 1 mM PMSF und 0,1 M NaCl dialysiert (SpectraPore 1; 7 bis 8 kDa Ausschlussgrofie).
Wichtig fur die Reinigung von MMOB war der Zusatz an 1 mM PMSF in allen Losungen. Die
Messung der Leitfahigkeit vor und nach der Dialyse erfolgte manuell mit einem Leitfahig-
keitsmessgeréat (GMH 3430, Greisinger GmbH). Nach der Dialyse erfolgte eine zweite AEC.
Die MMOB-Fraktion wurde mittels 150 mL Superloop auf eine Q-Seharose-Séaule (XK 26/20,
2,6 cm x 12 cm = 64 mL Séaulenvolumen) gepumpt, die mit Bindepuffer (25 mM MOPS pH
6,5; 1 mM PMSF und 0,1 M NaCL) aquilibriert wurde. Die Trennung der Proteine erfolgte
nach Spilen (1 Saulenvolumen Bindepuffer) mittels eines Elutionspuffer (25 mM MOPS, pH
6,5; 1 mM PMSF und 0,8 mM NaCl)- Gradienten von 12,5 auf 37,5 % Eutionspuffer (= 0,3 M
NaCl). Die Flussrate betrug 2 mL*min™. Die eluierten Proteinfraktionen wurden gesammelt
und fur zwei bis12 Stunden parallel zur SDS-PAGE-Analyse bei 6 °C gelagert. Die MMOB
tragenden Fraktionen wurden vereinigt. Anschliel3end erfolgte eine Aufkonzentrierung mittels
Ultrazentrifugationseinheiten (Amicon, 10 kDa) auf 3 mL. Die Probe wurde durch eine Filtra-
tion (0,2 um Filter) von etwaigen ausgefallenen Bestandteilen gereinigt und mittels SEC wei-
ter gereinigt. Die Saule (2,6 cm x 60 cm = 320 mL Volumen) bestand aus dem Material Su-
perdex G-200 pg und wurde mit Puffer (25 mM MOPS pH 7,0) aquilibriert. Die Flussrate be-
trug 1 mL*min™. Die eluierten Fraktionen wurden parallel zur SDS-PAGE-Analyse fiir max.
12 Stunden bei 6 °C gelagert. Die MMOB tragenden Fraktionen wurden vereinigt und erneut
mittels Ultrazentrifugation (Amicon, 10 kDa) aufkonzentriert. Die MMOB Fraktion wurde ali-
quotiert (100 pL & 5,5 mg*mL™), mit fliissigem N, eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die
sMMO-Aktivitdtsmessungen erfolgten nach Auftauen der MMOB Fraktion im Nitrobenzol-
Assay.

2.3.2.3.1 Untersuchungen zur autokatalytischen Spaltung von MMOB

Rekombinant in E. coli produziertes MMOB aus M. trichosporium OB3b ([Dillmann, 2014]
[Kind, 2016]) wurde in 100 pL Puffer (25 mM MOPS pH 7,0), bei einer Konzentration von
1 mg*mL™* mit verschiedenen Zusétzen bei 4 °C und Raumtemperatur (25 °C) fiir 48 Stunden
inkubiert. Die Zusatze waren M. trichosporium OB3b Rohextrakt (2 mg*mL™) und 1 mM
PMSF. Nach 24 und 48 Stunden wurden aus den einzelnen Ansatzen Proben entnommen.
Diese wurden anschlieend mit SDS-Probenpuffer (1:2 Verdinnung) fur funf Minuten bei
95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE analysiert.

2.3.2.4 Reinigung der Reduktase (MMOR)

Die MMOR-Fraktion (Fraktion 75-80 °C, 72 mL) wurde nach der 1. AEC iber Nacht auf Eis
aufgetaut und anschlieRend 2 mal eine Stunde gegen 1 L 25 mM MOPS-Puffer pH 6,5,
1 mM TCEP und 0,2 M NacCl dialysiert (SpectraPore 1; 7 bis 8 kDa Ausschlussgrof3e). Wich-
tig fur die Reinigung von MMOB war der Zusatz an 1 mM TCEP in allen Lésungen. Die
MMOR-Aktivitdt innerhalb der Fraktionen nach jedem Reinigungsschritt wurde mittels
DCPIP-Assay gemessen (siehe Kapitel 2.4.4.6).

Die Messung der Leitfahigkeit vor und nach der Dialyse erfolgte manuell mit einem Leitféhig-
keitsmessgerat (GMH 3430, Greisinger GmbH). Nach der Dialyse erfolgte eine zweite Anio-
nensaustauschchromatographie. Die MMOB-Fraktion wurde mittels 150 mL Superloop auf
eine Q-Sepharose Saule (2,6 cm x 12 cm = 64 mL Saulenvolumen) gepumpt die mit Binde-
puffer (25 mM MOPS pH 6,5; 1 mM TCEP und 0,2 M NaCl) aquilibriert wurde. Die Trennung
der Proteine erfolgte nach Spilen (1 Saulenvolumen Bindepuffer) mittels eines Elutionspuf-
fergradienten (25 mM MOPS, pH 6,5, 1 mM TCEP und 0,8 mM NacCl) von 25 auf 50 % Eluti-
onspuffer. Die Flussrate betrug 2 mL*min™. Die eluierten Proteinfraktionen wurden gesam-
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melt, parallel zur SDS-PAGE-Analyse fir max. 12 Stunden bei 6 °C gelagert und die MMOR-
tragenden Fraktionen vereinigt. Anschliel3end erfolgte eine Aufkonzentrierung mittels Ultra-
zentrifugationseinheiten (Amicon, 30 kDa) auf 3 mL. Die Probe wurde durch eine Filtration
(0,2 um Filter) von etwaigen ausgefallenen Bestandteilen gereinigt und mittels GroRenaus-
schlusschromatographie weiter gereinigt. Die SEC-Saule (2,6 cm x 60 cm = 320 mL Volu-
men) bestand aus dem Material Superdex G-200 pg und war mit Puffer (25 mM MOPS pH
7,0, 1 mM TCEP) &quilibriert. Die Flussrate betrug 1 mL*min™. Die eluierten Fraktionen wur-
den parallel zur SDS-PAGE-Analyse fir max. 12 Stunden bei 6 °C gelagert. Die MMOR-
tragenden Fraktionen wurden vereinigt und erneut mittels Ultrazentrifugation (Amicon, 30
kDa) aufkonzentriert. Die MMOR-Fraktion wurde aliquotiert (75 pL & 9,2 mg*mL™), mit fliissi-
gem N, eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die sMMO-Aktivitditsmessungen erfolgten nach
Auftauen der MMOR-Fraktion im Nitrobenzol-Assay. Zusatzlich wurde das Spektrum der
gereinigten MMOR-Fraktion von 250 bis 600 nm mittels UV/Vis-Spektrometer (UltroSpec
2100) aufgenommen.

2.3.3 Einsatz der sMMO im 10 und 250 mL-Reaktormalfistab

Die Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fir Grenzflachen-
und Bioverfahrenstechnik (IGB) in Stuttgart. Das Echtzeit-Messsystem FoxySpec® wurde
vom IGB entwickelt und wurde fur die folgenden Versuche genutzt. Die Messungen erfolgten
mit gereinigten sMMO-Proteinfraktionen, deren Aktivitat zuvor im Nitrobenzol-Assay getestet
wurde. Katalase (640 U*mL"' Enzymaktivitit im finalen Ansatz) und Glucose 1-
Dehydrogenase (75 mU*mL™ Enzymaktivitat im finalen Ansatz) wurden kommerziell erwor-
ben. Es wurde fir alle Messungen der Dreikomponentenpuffer bestehend aus 50 mM Tris
25 mM MES 25 mM Natriumacetat pH 7,3 als Messpuffer verwendet. Die Kalibrierung des
FoxySpec® Echtzeit-Messsystems erfolgte mit verschiedenen CH3;OH-Konzentrationen im
Messpuffer. Die CH,-Kalibrierung erfolgte vor jeder Messung als Zweipunkt Kalibrierung
nach vollstandiger Begasung der Losung mit He bzw. nach vollstandiger Sattigung mit CH,.

2.3.3.1 10 mL-Mal3stab

Als Reaktionsraum diente ein luftdicht verschlie3bares Glasgefal? mit dem Gesamtvolumen
von 22 mL. Das eingesetzte Flissigvolumen betrug 10 mL, das Volumen der Messstrecke
zur MS-Analyse betrug 3 mL, so dass im Gefal? 7 mL verblieben. Die Gasphase hatte ein
Volumen von 15 mL. Die Totzeit der pulsationsarmen HPLC-Flissigkeitspumpe (Zeit bis
Flassigkeit durch die Messstrecke gedriickt wurde) betrug 0,5 bis eine Minute. Das Reakti-
onsgefald wurde mittels Magnetrihrer durchmischt und die Messtemperatur von 30 °C wurde
durch ein temparierbares Wasserbad um das Glasgefa gewahrleistet.

Das verschlossene Gefal? hatte neben dem Flissigkeitsein- bzw. Auslass. fur die MS-
Analyse, einen Gasein- bzw. Auslass fir He und CH,. Die einzelnen Messungen wurden
nach folgendem Ablauf durchgefiihrt. Zunachst wurde ein definiertes Puffervolumen (ggf. mit
50 mM Glucose) vorgelegt und das Gefal3 mit Teflon/Butyl Septen und Aluminiumkappen
verschlossen. Anschlie3end erfolgte das Strippen der Losung mit He (99,999 %) und darauf
folgend die Begasung mit CH4 (N45, 99,995 %). 3 mL der Atmosphare wurden per Injektion
entnommen und durch 3 mL 100 % O, ersetzt. Bei der Reaktion mit CH;0H als Substrat
wurde keine Begasung mit CH, durchgefiihrt. Stattdessen wurden 20 mL Atmosphére ent-
fernt und anschlieBend 20 mL 100 % O, zugegeben. In diesem Ansatz wurde eine CH;OH-
Konzentration in der Flussigphase von 1,56 mM CH3;OH vorgelegt. AnschlieRend wurden die
entsprechenden Enzymkomponenten zugegeben (je nach Messung sMMO * Katalase +
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GDH). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM NADH/NAD" gestartet. Je nach Ver-
suchsansatz erfolgte die Zugabe von verschiedenen Komponenten (NADH, FDM) wéhrend
der Reaktion. Die Messung der HCHO- und NADH-Konzentration erfolgte vor und nach der
Reaktion nach Offnen des ReaktionsgefaRes (siehe Kapitel 2.4.5).

2.3.3.2 250 mL-Mal3stab

Die Messung erfolgte in einem Reaktor (Bichi) mit einem Gesamtvolumen von 1500 mL. Die
Flussigphase betrug 250 mL und die Gasphase 1250 mL. Aufgrund der Messtrecke der MS-
Analyse wurde wahrend der Reaktion mit einem Flussigvolumen von 247 mL gearbeitet. Die
Durchmischung erfolgte mittels eines 6-Blatt-Scheibenrihrers (200 rpm) und die Tempera-
turkontrolle, bei 30 °C, Uber einen temperierbaren Mantel. Nach Spilen des Reaktors mit
H,O wurde eine definierte Puffermenge mit 50 mM Glucose vorgelegt. Nach Begasung der
Flissigphase mit He erfolgte die Begasung mit einem Gasgemisch (30 % CHy; 14,35 % Oy;
55,65 % N,). AnschlieRend wurden dem geschlossenen System die Enzymkomponenten
(12,25 mL gesamt; SMMO mit H:B:R = 1:1:0,1 pM; Katalase und GDH) zugesetzt und die
Nullprobe entnommen. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe von 10 mL NAD" auf eine
Endkonzentration von 1 mM. Im Laufe der Reaktion wurden wiederholt Proben zur NADH-,
pH-Wert und HCHO-Analyse etnommen. Nach 133 Minuten erfolgte die Zugabe von FDM, in
Form von Rohextrakt (5 mL mit 5,9 mg*mL™) auf eine Endkonzentration von 0,12 mg*mL™.

2.3.4 Untersuchungen zur Immobilisierung der sMMO

2.3.4.1 Ungerichtete Immobilisierung der MMOH

2.3.4.1.1 Bindung von MMOH an ReliZzyme™

Die Untersuchungen erfolgten mit dem Material ReliZzyme™ EP403/S (Resindion, Binasco).
Das experimentelle Vorgehen basierte auf dem Protokoll von Mateo und Kollegen [Mateo et
al., 2002]. Die Hydroxylase wurde flr die Untersuchungen mittels Ultrazentrifugation (Amicon
tube, 50 kDa, dreimal Waschen und Zentrifugation zehn Minuten 3.800 g bei 4 °C) umgepuf-
fert, auf 25 mM NaH,PO, pH 7,5 (Phosphatpuffer). Die Proteinkonzentration wurde im An-
schluss uber Absorption bei 280 nm bestimmt. Das Material wurde abgewogen und mittels
Glasfritte mit ddH,O gesplilt. AnschlieRend wurde das Material mit MMOH fir vier bis sechs
Stunden bei 25 °C in 1 M NaH,PO, pH 7,5 (Inkubationspuffer) auf einem Rollermixer inku-
biert. Nach Abtrennung des Materials erfolgte das dreimaliges Waschen mit Inkubationspuf-
fer und die Analyse der Proteinkonzentration im Uberstand (Ag). Ein zweiter Inkubations-
schritt fur 14 bis 16 Stunden bei 25 °C und in 0,1 M NaH,PO, pH 8,5 mit 3 M Glycin folgte
mit dem gewaschenen Material zur Blockierung der freien Epoxidgruppen. Nach erneutem
Abtrennen und Waschen mit 25 mM MOPS pH 7,5 + 50 mM NaCl (Messpuffer), mit Kontrolle
auf Protein im Uberstand, erfolgte der Einsatz des Materials im Nitrobenzol-bzw. CH,-Assay
zur Bestimmung der sSMMO-AKktivitat.

2.3.4.1.2 Untersuchung der Adsorption von Substraten und Produkten an ReliZzyme™

Das Adsorptionsverhalten von MMOB bzw. MMOR (je 3 bis 5 uM) sowie Nitrobenzol (1 mM)
und p-Nitrophenol (50 pM) an Glycin-geblocktes, MMOH-unbeladenes Material wurde unter-
sucht. Die Messungen erfolgten nach Inkubation der Komponenten fir 15 bis 60 Minuten bei
25 °C und 900 rpm (Eppendorf Thermomixer) mit je 20 mg Material. Die Analyse, nach Zent-
rifugation bei 25.000 g fur zwei Minuten, erfolgte fur MMOR und MMOB uber die Bestim-
mung der Absorption bei 280 nm und fur Nitrobenzol bzw. p-Nitrophenol iber HPLC-Analyse
bzw. die Messung der Absorption bei 420 nm.
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2.3.4.2 Gerichtete Immobilisierung von SUMO-MMOB

2.3.4.2.1 Bindung von SUMO-MMOB an Streamline Chelating

Die Untersuchungen erfolgten mit Streamline Chelating (GE Healthcare) als Immobilisie-
rungsmaterial. Als Immobilisierungsanker wurde Hiss-SUMO-MMOB (im Weiteren als SU-
MO-MMOB bezeichnet) verwendet. Zunachst erfolgten das Abwiegen von 1 g Material und
die Beladung mit Ni(ll) durch Inkubation mit 0,1 M NiSO,4 bei 25 °C fur 0,5 Stunden (Verwen-
dung 0,5 mL NiSO,4). Nach Abtrennung des Materials mittels Glasfritte (Porengro3e G4, 10
bis 16 pm) und zwei- bis dreimaligem Waschen, mit jeweils ddH,O und 25 mM MOPS 50 mM
NaCl pH 7,5 (Messpuffer), erfolgte entweder die direkte Verwendung oder die Lagerung in
20 % Ethanol. Fur die vollstandige Beladung des gewaschenen Materials mit SUMO-MMOB
wurde eine Proteinmenge von 72 ugSUMO_MMOB*mgStream"ne'l eingesetzt. Die Inkubation erfolgte
bei 25 °C fur vier Stunden. Die Kontrolle der Bindung erfolgte Uber die Messung der Protein-
konzentration bei 280 nm im Uberstand, im Vergleich zu einer Probe MMOB ohne Tragerma-
terial. Wenn keine weitere Bindung an das Material beobachtet wurde erfolgte eine Abtren-
nung des Materials Uber eine Glasfritte (PorengréRe G4, 10 bis 16 um) mit einer Wasser-
strahlpumpe und Waschen des Materials mit Messpuffer. Nach Kontrolle der Proteinkonzent-
ration im Uberstand wurde das Material im Nitrobenzol-Assay und im CH,-Assay eingesetzt

2.3.4.2.2 Adsorption von Substraten und Produkten an Streamline Chelating

Die Adsorption von SUMO-MMOB, MMOH, MMOR, MMOB, Nitrobenzol und p-Nitrophenol
an Ni(ll) beladenes Tragermaterial wurde untersucht. 2 bis 5 uM der Proteine, 1 mM Nitro-
benzol und 50 uM p-Nitrophenol wurden mit jeweils 20 mg Material fur 15 bis 60 Minuten bei
25 °C und 900 rpm (Eppendorf Thermomixer) inkubiert. Nach Zentrifugation der Probe (zwei
Minuten, 25 °C, 25.000 g) erfolgte die Analyse der Adsorption der Proteine Uber die Bestim-
mung der Proteinkonzentration bei 280 nm, die Bestimmung von Nitrobenzol mittels HPLC-
Analyse und die Messung von p-Nitrophenol bei 420 nm im Uberstand.

2.4 Analyse
2.4.1 Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE

Eine einfache Methode zum Nachweis von Proteinen ist die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dabei ist es in der Regel mdglich, Proteine
anhand ihres Molekulargewichts, genau genommen ihres hydrodynamischen Volumens,
aufzutrennen. Die Methode wurde in Anlehnung an die Arbeit von Lammli durchgefiihrt
[Laemmli, 1970]. Alle verwendeten Reagenzien und Puffer sind in Tabelle 2-6 und Tabelle
2-7 aufgefuhrt.

Zu analysierende Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und fur finf Minuten bei 95 °C
denaturiert. Pro Bahn wurden 10 pyL Probe aufgetragen. Die Detektion der aufgetrennten
Proteine erfolgte Gber Farbung mit Coomassie Brilliant Blue [De St. Groth et al., 1963]. Zur
Abschéatzung des Molekulargewichts aufgetrennter Proteine wurde der Marker ,Prestained
Protein Ladder" (PPL) von ThermoFisher (#26616; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) verwendet.

Die Elektrophorese erfolgte zweistufig. Flr ein Gel: Schritt 1-300 V, 100 mA, sechs Minuten;
Schritt 2: 300 V, 30 mA, 40 Minuten. Fur zwei Gele: Schritt 1-300 V, 100 mA, sechs Minu-
tenn; Schritt 2: 300 V, 60 mA, 40 Minuten.
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Tabelle 2-6: Reagenzien fiir SDS-PAGE nach Lammli [Laemmli, 1970].

Reagens /Puffer

Zusammensetzung

Anmerkungen

Trenngelpuffer

181,8 g Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaNs-LOsung
pH 8,8

Tris in 800 mL dH,O aufgel6st,
restliche Gemische zugegeben,
pH 6,8 mit 4 M HCI eingestellt,
mit dH,O im MaRkolben auf 1 L

aufgeflillt.

Sammelgelpuffer

60,6 g Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaNs-Losung
pH 6,8

Tris in 700 mL dH,O aufgelést,

restliche Gemische zugegeben,
pH 8,8 mit 4 M HCI eingestellt,

mit dH,O im MaRkolben auf 1 L
aufgefullt.

Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30 %, wiv)
Mix 29:1

290,9 g/L Acrylamid
9,1 g/L Bisacrylamid

AppliChem GmbH (Darmstadt)

APS-L6sung (gesattigt)

(NH4)2S20s

Kathodenpuffer

(10x konzentriert)

30,28 g Tris

144 g Glycerin

50 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaNs-Losung

Tris in 800 mL dH,O aufgelést,
restliche Gemische zugegeben,
mit dH,O im MaRkolben auf 1 L
aufgefullt.
Vor Verwendung 1:10 verdinnt
mit dH,0.

SDS-Probenpuffer

27,2 g Tris

30 mL HCI (3 M)

250 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
500 mg Bromphenolblau

500 g Glycerin

pH 6,8

Tris in 800 mL dH,O aufgelést,
restliche Gemische und Glyce-
rin zugegeben, pH 6,8 mit 4 M
HCI eingestellt, mit dH,O im
MaRkolben auf 1 L aufgefullt.
Vor Verwendung Zugabe von
10 uL B-Mercaptoethanol pro
1 mL Probenpuffer.
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung der Trenngele und Sammelgele nach Laemmli, 1 mm stark
[Laemmli, 1970]. TA-Totalacrylamid

0, 0, 0,
Reagens /Puffer 2 Trenngele 12,5 % 2 Trenngele 16,0 % 2 Sammelgele 4,5 %

TA-Gehalt TA-Gehalt TA-Gehalt
Gelpuffer 2,5mL 2,5mL 1,25 mL
Acrylamid/Bisacrylamid 4,2 mL 5,3 mL 0,75 mL
deionisiertes Wasser 3,3mL 2,2mL 3,0 mL
TEMED 10 pL 10 uL 10 uL
gesattigtes APS 20 pL 20 pL 8 uL

2.4.2 Farbung von SDS-PA-Gelen mittels Coomassie
2.4.2.1 Hintergrund und Nachweisprinzip

Die Farbung von Proteinen mittels Coomassie Brilliant Blue basiert auf einer Arbeit von
Sankt Groth und Kollegen [De St. Groth et al., 1963]. Das Farbemittel bindet wéhrend des
Farbens aufgrund ionischer und hydrophober Wechselwirkungen an verschiedene Reste der
Aminosaurenkette. AnschlieRend erfolgt das Auswaschen ungebundenen Farbemittels.

Die Zusammensetzung der verwendeten Losungen ist in Tabelle 2-8 gegeben.

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Losungen fir Farbung mit Coomassie.

LAésung Zusammensetzung

1 g/L Coomassie Brilliant Blue G-250
Farbeldsung 20 % (v/v) 2-Propanol
10 % (v/v) Essigsaure

20 % (v/v) 2-Propanol

Entféarbeld .
niarbelosting 10 % (v/v) Essigsaure

2.4.2.2 Coomassie-Farbung

Im direkten Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Proben wurde das PA-Gel
entweder fir mind. eine Stunde in Farbeldsung oder mit Farbelosung fur zwei mal 30 Sekun-
den in der Mikrowelle inkubiert. Danach erfolgte die Entfarbung des Gels bis zum gewlinsch-
ten Kontrast. Die Entfarbeldsung wurde alle 30 Minuten gewechselt. Beide Schritte wurden
auf einem Wipptisch durchgefihrt.

2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.4.3.1 Bradford-Test

Dieser Nachweis wurde auf Grundlage der Arbeiten von Bradford durchgefiihrt [Bradford,
1976]. Der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau bindet aufgrund ionischer und hydrophober
Wechselwirkungen an verschiedene Reste der Aminosaurekette. Dabei verschiebt sich sein
Absorptionsmaximum zu 595 nm.

Fur das Farbreagens wurden 100 mg Coomassie-Brillantblau G-250 in 50 mL 95 %-igem
Ethanol geldst, 100 mL 85 %-ige Phosphorsaure zugesetzt und mit dH,O auf 600 mL aufge-
fullt. Anschlieend wurde die Losung filtriert, 100 mL Glycerin dazugegeben und mit dH,O
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auf 1 L aufgeflllt. Nach 24 Stunden Lagerung bei 20 °C konnte das Reagens verwendet
werden.

Fur den Test wurden 25 pL Proteinldsung mit 975 mL Farbreagens versetzt, gut gemischt,
zwei Minuten bei 20 °C inkubiert und bei 595 nm die Extinktion gegen einen Blindwert ermit-
telt. Als Kalibrierprotein wurde BSA (0,0 bis 0,4 mg* mL™) eingesetzt.

2.4.3.2 Absorption bei 280 nm

Basierend auf den Extinktionskoeffizienten der einzelnen sMMO-Komponenten erfolgte die
Bestimmung der Konzentration der gereinigten Proteine tber die Absorption bei 280 nm. Die
Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Aminosauresequenz mit dem Programm ,EX-
PASy-,ProtParam” [Artimo et al., 2012] berechnet (Tabelle 2-9). Die Berechnung der Kon-
zentration erfolgte nach Messung der Absorption bei 280 nm in Quarzkuvetten in einem Vo-
lumen von 0,6 bis 0,8 mL mittels Spektrometer. Die verwendete Formel war:

_ Ezgo*F
C = _s*d (Formel 2-2)
Mit c-Proteinkonzentration [M]; E,go-Absorption bei 280 nm; F-Verdinnungsfaktor; e-
Extinktionskoeffizient [M™*cm-]; d-Schichtdicke der Kiivette = 1 cm.

Tabelle 2-9: Mittels ProtParam berechnete Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte fur
die einzelnen sMMO-Komponenten

Komponente Extinktionskoeffizient [M**cm™]  Molekulargewicht [kDa]
MMOH 272625 124,3
MMOB 15470 14,9

SUMO-MMOB 16960 28,1
MMOR 23420 38,0

2.4.4 Analyse der sMMO-AKktivitat
2.4.4.1 Ganzzell-Naphthalin-Assay

Die Analyse erfolgte auf Basis des Testes von Brusseau und Kollegen [Brusseau et al.,
1990]. Durch Verdiinnung mit NMS-Medium wurde die ODgoo der zu untersuchenden Zellsu-
spension auf 0,2 eingestellt. Eine finale Kaliumformiat-Konzentration von 20 pM wurde ein-
gestellt. Dies diente der Regeneration des NADH. 10 mg Naphthalin wurden zum Ansatz
gegeben und dieser fur 30 Minuten bei 1.000 rpm (Eppendorf Thermomixer) und 30 °C inku-
biert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fir zehn Minuten bei 4 °C und 15.000 g.
135 pL des Uberstandes wurden jeweils in einen well einer 96-well Platte mit 15 pL 4,21 mM
Echtsalzblau und 50 uL 100 % Essigsaure (diente der Stabilisation des Farbkomplexes) ge-
geben. Nach einer funfminutigen Inkubationszeit bei 30 °C erfolgte die Vermessung der Ab-
sorption bei 525 nm. Die Quantifizierung erfolgte mit einer identisch abgelaufenen 1-
Naphthol-Kalibriergerade zwischen 0 und 75 pM, die parallel zu jeder Messung durchgefuhrt
wurde. Das von der sMMO durch Hydroxylierung des Naphthalins gebildete 1-Naphthol rea-
gierte mit dem Echtsalzblau zu einem Diazofarbstoff (siehe Abbildung 2-1). Die gebildete 1-
Naphthol-Konzentration pro Zeit und Biomassekonzentration ergab die sMMO-Ganzzell-
Aktivitat.



2 Material und Methoden 39

sMMO

n%%obmn

Naphthalin ~ NADH+H" 1-Naphthol 2-Naphthol

>_< Echtblausalz (ZnCl,)
o/

coO FDH  HcooH _
2 N Ccr
OO
’/ cl \\N
[s]
/

2 HCI

0/
OH IS
=01
' OH
/

Diazo-Farbstoff (stabilisiert mit Essigsdure)

Abbildung 2-1: Reaktionsschema des Ganzzell-Naphthalin-Assays zur Bestimmung der sMMO
Ganzzell-Aktivitat. Das gebildete 1-Naphthol reagiert in der Folgereaktion mit Echtsalzblau zu
einem spektroskopisch nachweisbaren Diazofarbstoff (Asys). FDH- Formiat-Dehaydrogenase
[Dillmann, 2014; Marston et al., 2002; Schépfer, 2014]

2.4.4.2 Nitrobenzol-Assay

Die Bestimmung der sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay erfolgte in Anlehnung an die Ar-
beit von Froland und Kollegen [Froland et al., 1992]. Nitrobenzol wird von der sMMO zu p-
Nitrophenol bzw. m-Nitrophenol hydroxyliert. Je nach Vorhandensein von MMOB variiert das
Produktverhdltnis. Bei einem optimalen MMOH gyive zentren: MMOB-Verhéltnis (1:1 uM) liegt es
bei para: meta = 9:1. p-Nitrophenol besitzt ein Absorptionsmaximum bei 404 nm. Aufgrund
der Uberlagerung des Signals mit dem NADH Maximum bei 340 nm, erfolgte die Analyse der
p-Nitrophenolbildung bei 420 nm. Die Absorption von m-Nitrophenol in diesem Wellenlan-
genbereich war vernachlassigbar. Das Reaktionsschema der sSMMO Reaktion mit Nitroben-
zol als Substrat ist in Abbildung 2-2 dargestellt.

NO NO NO
2 2 2
sMMO
+ NADH + H*+ O, — > + + NAD* + H,0
OH
OH
Nitrobenzol p-Nitrophenol m-Nitrophenol
(~ 89 %) (~ 11 %)

Abbildung 2-2: Reaktion der sMMO mit Nitrobenzol zu p- bzw. m-Nitrophenol im Produktver-
héltnis 9:1 nach [Froland et al., 1992]
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2.4.4.2.1 Rohextrakt-Aktivitat von Zellen mit CH, oder CH;OH als C-Quelle

Die Zellen wurden nach der Kultivierung (beschrieben in Kapitel 2.3.1.1 und 2.3.1.2) Uber
Zentrifugation (17700 g bei 4 °C fir 45 Minuten) geerntet. Ein Teil der Biofeuchtmasse (BFM)
wurde in flissigen N, eingefroren und fir zwei Wochen bei — 80 °C gelagert. Die folgende
Bearbeitung war fur eingefrorene und frische BFM identisch. Nach Auftauen bzw. Zellernte
wurde die BFM in Aufschlusspuffer (25 mM MOPS pH 7,0, 5 mM Na-Thioglycolat, 1 mM
PMSF, 2 mM MgCl, und 31.2 U*mL™ Benzonase) resuspendiert. AnschlieRend erfolgte der
Zellaufschluss im Hochdruckhomogenisator (HDH) durch dreimalige Passage bei 1.000 bar.
Nach erneuter Zentrifugation (45 Minuten bei 4 °C und 105.000 g) wurde der Uberstand
(Rohextrakt) abgenommen. Die Proteinkonzentration (Bradford) und die sMMO-Aktivitat des
Rohextraktes wurden gemessen Die eingesetzte Rohextraktkonzentration betrug bei Aktivi-
tatsmessungen 1 bis 2 mg*L'l Protein im 0,5 mL Messansatz mit 1,5 mM Nitrobenzol. Als
Messpuffer wurde 25 mM MOPS pH 7,0 verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
NADH auf eine Endkonzentration von 1 mM (25 mM Stock im Messpuffer) bei 30 °C gestar-
tet und die p-Nitrophenolbildung bei 420 nm mittels UV/Vis-Spektrometer (Ultrospec 2100)
verfolgt Die Berechnung der sMMO-Aktivitat erfolgte aus dem Anstieg der Progresskurve
bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge in LMol niropheno™MiN ™ *Mgprotein - = MU* MQprotein -

2.4.4.2.2 Analyse mit gereinigten Proteinen

Die Analyse der sMMO-Aktivitat mit gereinigter SMMO erfolgte entweder mit frisch gereinig-
ten Proteinen oder mit Proteinen nach Auftauen und Zentrifugation (4 °C, zehn Minuten;
25.000 g). Zuvor erfolgte immer eine Bestimmung der Proteinkonzentration. FlUr gereinigte
MMOH, rek. MMOB, MMOB und SUMO-MMOB erfolgte die Bestimmung mittels Extinktions-
koeffizient (Tabelle 2-9), fir Rohextrakte sowie MMOR-Fraktionen tber die Messung nach
Bradford. Messpuffer fir die Aktivitdtsmessungen war entweder 50 mM Tris, 25 mM MES, 25
mM Natriumacetat pH 7,5; 25 mM MOPS pH 7,0 oder 25 mM MOPS + 50 mM NacCl pH 7,5.
Die Messungen erfolgten entweder im 0,5 mL-Maf3stab in der Kivette im UV/Vis-
Spektrometer (Ultrospec 2100) oder im 0,2 mL-Mal3stab im Spektrometer (Fluostar Galaxy).
Wenn nicht anders dokumentiert wurden die sMMO Komponenten (MMOH, MMOB, MMOR)
im Verhaltnis 1:1:1 uM zugegeben und eine Nitrobenzolkonzentration von 1 oder 5 mM ein-
gestellt (Stock 15 mM in Messpuffer). Die Messungen mit Rohextrakt erfolgten mit einer Pro-
teinkonzentration von 1 bis 2 mg*mL™. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von
NADH auf eine Konzentration von 1 mM (Stock 25 mM in Messpuffer). Der Anstieg des Ab-
sorptionssignals bei 420 nm wurde dokumentiert (AE*min™). Aus dem Anstieg wurde mit
Hilfe des Extinktionskoeffizienten fir p-Nitrophenol die spezifische Startaktivitat in pmol,.
Nitrophenol *MIN"*MQaive zenren — DErechnet (1 U = 1 pmoly nivophenomin™, die verwendeten Ex-
tinktionskoeffizienten sind in Tabelle 7-3, S.185 im Anhang aufgelistet). Die spezifische Akti-
vitdt bezog sich auf die Menge der eingesetzten aktiven Zentren innerhalb der MMOH bzw.
des eingesetzten Proteins. Die Messungen erfolgten, wenn nicht anders gekennzeichnet, bei
einer Temperatur von 30 °C.

2.4.4.2.3 Eisen-Rekonstitution der Hydroxylase

Die Eisen-Rekonstitution erfolgte in Anlehnung an Protokolle aus der Literatur [Merkx und
Lippard, 2002; Sazinsky et al., 2004]. Der Eisen-Rekonstitutionspuffer bestand aus 25 mM
MOPS pH 7,0 mit 120 mM NaCl, 2 mM DTT (oder DTE), 5 v/iv% Glycerin, 0,5 mM
Fe(NH,)2(S0O,4), und wurde fir jede Messreihe frisch hergestellt. 47,5 pM MMOH e zentren
wurden im Rekonstitutionspuffer bei 25 °C inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten
MMOH zur Aktivitatsmessung mittels Nitrobenzol-Assay entnommen. Fir alle weiteren Mes-
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sungen wurde eine feste Inkubationszeit von 30 Minuten gewaéhlt. Im Anschluss an diese
Inkubationszeit wurde die MMOH im sMMO-Aktivitatsassay eingesetzt.

2.4.4.2.4 Einfluss des pH Wertes

Die Messungen zum Einfluss des pH-Wertes erfolgten im 0,2 mL-Maf3stab im Spektrometer
(Fluostar Galaxy) mit dem Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris, 25 mM MES 25 mM Natriu-
macetat) bei verschiedenen pH-Werten. Der pH-Wert des Messpuffers wurde vor der Mes-
sung mit NaOH bzw. HCI eingestellt und als Kontrolle beim gesamten Messsystem (Puffer+
Enzym- bzw. Substratldsung) nachgemessen. Die Extinktionskoeffizienten fur p-Nitrophenol
bei 420 nm und dem jeweiligen pH-Wert wurden zuvor in der (96 well-Platte bestimmt
(Tabelle 7-3, S.185 im Anhang)

2.4.4.2.5 Einfluss der Salzkonzentration

Die Messungen erfolgten im Spektrometer im 0,2 mL-Mal3stab. Als Messpuffer wurden der
Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris 25 mM MES 25 mM Natriumacetat, pH 7,5), sowie 25
mM MOPS pH 7,5 mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen (0 bis 150 mM) eingesetzt. Die
Berechnung der lonenstarke aus der Leitfahigkeit erfolgte mit dem Ansatz von Marion und
Bakcock sowie Sposito fir | < 0.3 M nach Formel 2-3 [Marion und Babcock, 1976; Sposito,
2003].

(Formel 2-3)

2.4.4.2.6 Einfluss der Temperatur

Die Messungen erfolgten im Rahmen der Masterarbeit von Anne Kind [Kind, 2016] mit der
MMOH und MMOR, gereinigt wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben. Rekombinant produziertes
MMOB wurde fur die Messungen verwendet [Kind, 2016]. Die Kontrolle der Temperatur (10
bis 60 °C) in der Messzelle erfolgte mittels eines Kryostats (HAAKE Phoenix I1). Die Mes-
sungen erfolgten im 0,5 mL-Malf3stab.

Die Messung der Temperaturstabilitat erfolgte bei 30 °; 37 °C und 40 °C. Die Kontrolle der
Temperatur erfolgte Uber einen Kryostaten (HAAKE Phoenix Il) und einen Inkubator fur die
Messldsungen bzw. Proteine. (Eppendorf ThermoStat plus). Die sMMO Komponenten wur-
den bei der jeweiligen Temperatur inkubiert (10:5:5 uM H:B:R) und aus diesem Ansatz wurde
nach definierten Zeitpunkten die SMMO-AKktivitat bestimmit.

2.4.4.2.7 Vergleich des homolog produzierten Protein B mit dem rekombinant in E.
coli produziertem Protein B

Die Messungen erfolgten im 0,2 mL-Maf3stab im Spektrometer. Als Messpuffer wurde der
Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris 25 mM MES 25 mM Natriumacetat, pH 7,3) eingesetzt.
Die Messungen erfolgten mit dem in Kapitel 2.3.2.3 gereinigten homologen MMOB und mit
rekombinant in E. coli gebildeten MMOB zw. SUMO-MMOB. Reinigung beschrieben in den
Arbeiten von Dillmann und Kind [Kind, 2016] [Dillmann, 2014].

2.4.4.2.8 sMMO-AKktivitat bei unterschiedlichen SUMO-MMOB-Konzentrationen

Die Analyse der sMMO-Aktivitat mit MMOB und SUMO-MMOB bei verschiedenen Konzent-
rationen erfolgte im Nitrobenzol- und im CH4-Assay analog zur Vorgehensweise in den Kapi-
teln 2.4.4.2.2 und 2.4.4.3. Es wurden SUMO-MMOB/MMOB zu MMOH-Verhéltnisse von 1:1;
1:8; 1:15; 1:30 fur Nitrobenzol und 1:1 sowie 1:15 fur CH,4 gesetzt. Die MMOH- bzw. MMOR-
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Konzentration betrug jeweils 1 uM. Die Analyse der CH;OH-Konzentration erfolgte mittels
Gaschromatographie mit angeschlossener Kopfraumanalyse (GC-HSS, Kapitel 2.4.7.2).

2.4.4.2.9 Umsatz im Nitrobenzol-Assay

Die Messungen erfolgten im 0,2 mL-Mal3stab im Spektrometer. Als Messpuffer wurde 50 mM
Tris 25 mM MES 25 mM Natriumacetat, pH 7,5 eingesetzt. Die Messungen erfolgten bei un-
terschiedlichen Startkonzentrationen an Nitrobenzol (0,25; 0,5; 1,0; 1,5 und 5 mM). Bei Mes-
sungen mit Zusatz an sMMO + NADH wurde nach einer Messzeit von zwei bis drei Minuten
(Kapitel 2.4.4.2) sMMO (1 uM) = NADH (1 mM) zum Reaktionsansatz zugegeben und die
Absorption bei 420 nm weiter beobachtet.

2.4.4.2.10Untersuchung der sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay nach Trennung der
sMMO von der Reaktionslésung

Nach Stagnieren des 420 nm Signals nach zwei bis drei Minuten im Nitrobenzol-Assays mit
2 uM sMMO im Ansatz (2,5 mL) wurde die Reaktionsbrihe auf eine mit Messpuffer (Tris-
MES-Acetat, pH 7,5) gesplilte PD-10 Saule (Sephadex G-25; 8,3 mL; GE Healthcare) gege-
ben. Das Protein wurde mit 3,5 mL Puffer eluiert und aufgefangen (2,0 bis 2,5 mL). Der Be-
ginn der Proteinelution wurde mit qualitativem Bradford-Nachweis verfolgt. Die Proteinkon-
zentration (Bradford Bestimmung) wurde vor und nach der PD-10-Saulenchromatographie
gemessen. Anschlielend wurde ein erneuter Nitrobenzol-Assay (0,5 mL) mit dem Eluat
durchgefuhrt. Die Verdinnungen wurden fur die Aktivitatsberechnung bericksichtigt.

2.4.4.2.11HCHO-Stabilitat der sMMO

Die Messungen erfolgten im 0,2 mL-MalRstab im Spektrometer. Als Messpuffer wurde 50 mM
Tris 25 mM MES 25 mM Natriumacetat, pH 7,5 sowie 25 mM MOPS 50 mM NaCl pH 7,5
eingesetzt. Die Messungen erfolgten bei unterschiedlichen HCHO-Konzentrationen, die di-
rekt zum Messansatz gegeben wurden.

Weiterhin wurde die Stabilitdt gegeniber HCHO untersucht, indem 10 yM sMMO mit ver-
schiedenen HCHO-Konzentrationen bei 30 °C inkubiert wurden und nach definierten Zeit-
punkten die SMMO-AKktivitat im Nitrobenzol-Assay gemessen wurde.

2.4.4.2.12Einfluss von H,0O, auf die Aktivitat und Stabilitdt der sMMO

Die Untersuchungen zum Einfluss der H,O, Konzentration auf die sSMMO-Aktivitéat erfolgten
im 0,2 mL-MalR3stab im Spektrometer. Die Messungen erfolgten bei verschiedenen H,O, und
Nitrobenzolkonzentrationen

Die Untersuchungen beziglich der Stabilitéat erfolgten mit 10 uM sMMO (HBR Verhéltnis
1:1:1 uM) in Gegenwart von 0 bis 1.000 uM H,O, im Messpuffer (Dreikomponentenpuffer pH
7,5). Die Proben mit der sMMO und H,O, wurden bei 30 °C inkubiert und nach verschiede-
nen Zeitpunkten wurde direkt aus dem Ansatz die SMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay be-
stimmt.

2.4.4.2.13HPLC-Analyse

Der Reaktionsansatz (0,5 mL) mit der sMMO (Verhaltnis 1:1:1 pM) wurde im Messpuffer
(25 mM MOPS+ 50 mM NacCl pH 7,5) mit 1 mM Nitrobenzol bei einer Temperatur von 30 °C
durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet. Die Reaktion wurde nach funf bis zehn Minuten
durch Zugabe von 5 % Trichloressigsaure (TCA, aus 50 % Stock) gestoppt und fur zehn Mi-
nuten bei 25 °C mit 25.000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in HPLC-
Vials mit Inlets (150 pL) gefullt. Die HPLC-Analyse erfolgte mittels einer Anlage der Firma
Thermo separation products (Spectra System SN4000; Spectra System UV1000; Spectra
System P2000; Spectra System AS3000) bei einer Laufzeit von 15 Minuten, isokratisch mit
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35 % Acetonitril, 65 % ddH,O und 0,1 % Acetat bei einem Probenvolumen von 50 pL. Es
wurde eine 15 cm C18 Séaule (YMC-Pack ODS-A 15cmx 4,6 mm; particle size 5 pM; pore
size 12 nm) mit einer Flussrate von 1 mL*min™ eingesetzt. Die Analyse erfolgte mit einem
UV/Vis-Detektor bei einer Wellenlange von 254 nm mit dem Programms ChromQuest. Zur
Quantifizierung wurde eine Kalibrierung mit m- bzw. p-Nitrophenol (0 bis 50 pM) unter den
gleichen Bedingungen durchgefinhrt.

2.4.4.2.14sMMO-Aktivitat mit immobilisierter MMOH an ReliZzyme™

Die Aktivitatsbestimmungen im Nitrobenzol-Assay erfolgten, wie zuvor beschrieben, mit fol-
genden Anderungen. Es wurden jeweils 20 mg Immobilisat (0,1 mgMMOH*mgT,age'lrz 1,6 uM
MMOH sutive zentren g€SamMt) mit jeweils 1,6 pM MMOR und MMOB sowie Nitrobenzol (1 mM) in
0,5 mL Messpuffer gegeben. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 1 mM NADH gestartet
und die Ldsung bei 30 °C im Eppendorf Thermoblock bei 900 rpm fur 10 bis 15 Minuten in-
kubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 8 °C und 25.000 g fir zwei Minuten
und die Analyse des Uberstandes mittels Spektrometer bei 420 nm sowie HPLC-Analyse.

2.4.4.2.15sMMO-Aktivitat mit immobilisiertem SUMO-MMOB an Streamline Chelating

Die Aktivitatsmessungen erfolgten mit 20 mg Streamline Chelating-Material beladen mit SU-
MO-MMOB (Komplettbeladung mit 0,072 mgSUMO_MMOB*mgStream,ine‘l, = 50 uM). Die Messun-
gen und die Analyse erfolgten identisch zu den Messungen mit ReliZyme™.

2.4.4.3 CHs-Assay

2.4.4.3.1 Analyse mit gereinigten Proteinen

Die Analyse erfolgte mit dem Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris 25 mM MES 25 mM Natri-
umacetat) pH 7,5. Die verwendeten Glasreaktionsgefaf3e hatten ein Gesamtvolumen von
9 mL. Es wurde ein Gesamtflissigvolumen von 1 mL verwendet. Die eingesetzte sMMO-
Konzentration (MMOHyive zentren:MMOB:MMOR = 1:1:1) betrug 3 pM. In verschiedenen An-
satzen wurden Katalase (640 U*mL™) und Glucose 1-Dehydrogenase (75 mU*mL™) mit
50 mM Glucose zugegeben. Alle Enzymkomponenten wurden im Puffer vorgelegt und das
Glasgefaly anschlie3end luftdicht mittels PTFE/Silikon Septum und Aluminium Bordelkappe
verschlossen. Es wurden 1,6 mL der Gasatmosphare aus dem Vial entnommen und 1,6 mL
CH4 (99,995 %) zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 30 °C und 150 rpm im Schuttler fur
funf Minuten. AnschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADH/NAD*
(100 pL aus 10 mM Stock in Messpuffer) gestartet. Die Inkubationstemperatur betrug 30 °C,
mit einer Schittelfrequenz von 150 rpm. Nach drei bzw. zehn Minuten wurde das Gefal} ge-
offnet und die Reaktion durch Zugabe von 28 pL 18 M Essigsaure (0,5 M Endkonzentration)
abgestoppt. Die Probe wurde fir zehn Minuten bei 25 °C und 25.000 g zentrifugiert und an-
schlieRend mittels GC-HSS-Analyse und HCHO-Analyse vermessen. Fir jede Probe wurde
eine Vergleichsprobe vor der Reaktion (Nullprobe) und eine Probe ohne Enzyme analysiert.

2.4.4.3.2 Immobilisierte MMOH an ReliZyme™

Die Analyse der sMMO-Aktivitat im CH4-Assay erfolgte mit 100 mg Immobilisat (0,1 mgw.
MOH*mgTrager'lz 8,0 uM MMOH gesamt). MMOR und MMOB wurden ebenfalls in einer Kon-
zentration von 8 uM zum Gesamtvolumen von 1 mL zugegeben. Nach Zugabe der Proteine
und des Messpuffers wurde das Gefal3 (Gesamtvolumen 9 mL) luftdicht mittels PTFE/Silikon
Septum und Aluminium Bdérdelkappe verschlossen. Es wurden 1,6 mL Gasatmosphére aus
dem Vial entnommen und mit 1,6 mL CH, (99,995 %) ersetzt. Die Probe wurde fur finf Minu-
ten bei 30 °C und 150 rpm (Innova Schiittler) inkubiert. Der Reaktionsstart erfolgte durch



2 Material und Methoden 44

Zugabe von NADH auf 1 mM. Nach 15 Minuten Reaktion bei 30 °C und 150 rpm (Innova
Schuttler) wurde das Gefald gedffnet und die Reaktion durch Zugabe von 28 pL 18 M Essig-
saure (0,5 M Endkonzentration) abgestoppt. Nach Zentrifugation des Immobilisats (zwei Mi-
nuten, 8 °C, 25.000 g) wurde die Flissigphase separiert. Die Analyse der Flissigphase er-
folgte mittels GC-HSS Messung (Kapitel 2.4.7.2). Parallel zur Analyse des Immobilisats er-
folgte die identische Analyse mit der gleichen Menge an freier MMOH.

2.4.4.3.3 Immobilisiertes SUMO-MMOB an Streamline Chelating

Die Analyse erfolgte mit 100 mg Streamline Chelating mit Komplettbeladung an SUMO-
MMOB (0,072 mgSUMo_MMOB*mgStream,ine‘l, = 250 uM gesamt). Die zugegebenen MMOB und
MMOH-Konzentrationen betrugen je 8 uM. Die Messungen und Analysen erfolgte identisch
zu den Messungen mit Relizyme™. Es wurden zudem Proben mit Material ohne SUMO-
MMOB Beladung, ohne Material und mit freiem Enzym angesetzt und analysiert.

2.4.4.4 CH3;OH-Assay

Die Analyse erfolgte in Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris 25 mM MES 25 mM Natriu-
macetat) pH 7,5. 1 pM sMMO mit H:B:R = 1:1:1 wurden eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in
einem Reaktionsvolumen von 0,5 mL bei 30 °C. Es wurde 1.000 uM CH3OH als Substrat
vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM NADH (25 mM Stock) gestartet und
nach finf Minuten durch Zugabe von Essigséaure (28 pL) auf 0,5 M abgestoppt. Nach Zentri-
fugation fur zehn Minuten bei 25.000 g erfolgte die Analyse der HCHO-Konzentration mittels
eines Test Kits (LCK325) der Firma Hach (Dusseldorf), siehe Kapitel 2.4.5.

2.4.4.5 Einsatz von Katalase und Glucose 1l-Dehydrogenase innerhalb der
sMMO-Aktivitdtsmessung

Katalase (80 bis 640 U*ml™) wurde als Zusatz innerhalb der sMMO-Aktivitdtsmessungen mit
Nitrobenzol und CH, als Substrat getestet. Ebenso erfolgte der Zusatz an Glucose 1-
Dehydrogenase (GDH, 75 mU*mL™) fiir die SMMO-Aktivitatsmessungen mit Nitrobenzol und
CH,4. Wurde die GDH eingesetzt, so erfolgte der Zusatz an 1 mM NAD" und 50 mM Glucose
statt 1 mM NADH. Des Weiteren erfolgten auch kombinierte sSMMO-Aktivitdtsmessungen mit
Katalase und GDH.

2.4.4.6 MMOR-Aktivitat im DCPIP-Assay

Die  Analyse  der MMOR-Aktivitdt ~ erfolgte  spektroskopisch mittels 2,6-
Dichlorphenolindophenol bei einer Wellenldange von 600 nm (UltroSpec 2100), in Anlehnung
an die Arbeit von Fox und Kollegen [Fox et al., 1990]. In einem Reaktionsvolumen von
0,5 mL wurde eine Konzentration von 100 mM DCPIP (1 mM Stock) mit Messpuffer (25 mM
MOPS, pH 7,0) hergestellt. Die eingestellte MMOR-Konzentration variierte je nach Reinheit
von 0,125 bis 50 pg*mL™. Nach Zugabe von MMOR erfolgte der Reaktionsstart tiber die Zu-
gabe von NADH (finale Konzentration 1 mM aus 25 mM Stocklésung in Messpuffer frisch
hergestellt). Aus dem beobachteten Absorptionsabfall bei 600 nm Uber die Reaktionszeit
wurde die spezifische MMOR-AKktivitat (umol DCPIP*min™*mg™) berechnet, dabei wurde ein
Extinktionskoeffizient von 13.000 M™*cm™ verwendet [Fox et al., 1990]. MMOR (ibertragt die
Elektronen vom NADH auf DCPIP welches von der oxidierten (blau) in die reduzierten (farb-
los) Form wechselt. Auch ohne MMOR-Zusatz reagiert DCPIP mit NADH und verandert sei-
ne Farbe/den Oxidationszustand. Diese Blindreaktion wurde fir jede MMOR-Konzentration
durchgefuhrt und das erhaltene Signal (Anfangsanstieg) von dem Signal mit MMOR-Zusatz
abgezogen.
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2.4.5 Analyse der HCHO-Konzentration mittels Hach Test Kit nach
Nash

Die Analyse erfolgte in Anlehnung an die HCHO-Bestimmung nach Nash mit dem kommer-
ziell verfigbaren Test Kit der Firma Hach [Nash, 1953]. 70 puL der Probe wurden mit 70 pL
Losung A (Acetyl-Aceton) und 70 pL Lésung B (Ammoniumacetat) fir zehn Minuten bei
40 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Proben 45 Minuten bei 22 °C inkubiert und dann
bei einer Wellenlange von 415 nm (HCHO-Analyse der Reaktorversuche aus Kapitel 3.6)
bzw. 420 nm (Analyse der HCHO-Konzentration in Kapitel 3.4.4 in einer 96 well Platte ver-
messen. Die Quantifizierung erfolgte Uber den Vergleich der Absorption mit einer zuvor er-
stellen HCHO-Kalibriergerade bei identischen Bedingungen.

2.4.6 Analyse der H,O,-Konzentration mittels YSI 2700 Biochemistry
Analyzer

Die H,O, Konzentration wurde mittels YSI 2700 Biochemistry Analyzer (Yellow Springs In-
struments) bestimmt. Dabei wurde vom Gerét eine Probe (25 pL) aufgesaugt und daraus die
H,0,-Konzentration Uber die gemessene Stromstarke nach der folgenden Reaktion an einer
Platinelektrode bestimmt (H,O, = 2H" + O, + 2¢"). Die Kalibrierung erfolgte mit einer 290 uM
H,0O,-LOsung.

2.4.6.1 H,0,-Bildung

Die Untersuchungen zur H,O,-Bildung erfolgten innerhalb des sMMO-Aktivitdtsassays mit
Nitrobenzol. Dabei wurde in drei Versuchen nur MMOR; MMOH+MMOR und
MMOH+MMOR+MMOB in einer Konzentration von 1 uM (HBR-Verhdltnis = 1:1:1) einge-
setzt. Die Messung der H,O,-Konzentration erfolgte zu definierten Zeitpunkten der Reaktion.

2.4.6.2 H,0,-Abbau

Die Untersuchungen zum H,O,-Abbau durch die sMMO erfolgten in Ansétzen mit 10 pM
SMMO (MMOH:MMOB:MMOR-Verhéltnis= 1:1:1) im Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris 25
mM MES 25 mM Natriumacetat) bei pH 7,5. Verschiedene Startkonzentrationen von H,O,
wurden eingestellt und Ansatze bei 30 °C inkubiert. Die H,O,-Konzentration wurde nach de-
finierten Zeitpunkten bestimmt. Nach 60 bzw. 90 Minuten Inkubation erfolgte die Bestimmung
der sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay.

2.4.7 Gaschromatographische Analysen

2.4.7.1 CHs-Konzentration in der Gasphase

Je 200 pL der Gasphase der zu untersuchenden Proben wurden mittels gasdichter Spritze
entnommen und direkt in das GC-Inlet injiziert. Nach der manuellen Injektion wurde die GC-
Analyse gestartet. Folgende Parameter waren eingestellt. GC-System Agilent 7890 mit GC-
Saule Agilent CP7381 PoraBOND U (25 mx 320 um x 7um). Inlet-Temperatur 250 °C; Druck
19,232 psi; Flussrate 17,2036 mL*min%; 1 ml*min* Septum purge; Split-Verhaltnis 1:100 und
Split flow von 120 mi*min™. Die Ofentemperatur am Start betrug 100 °C und das Tempera-
turprofil entsprach einer Minute bei 100 °C; 20 °C*min™ auf 130 °C; eine Minuten bei 130 °C;
50 °C*min™* auf 200 °C und nach Abkiihlung zwei Minuten bei 100 °C; mit einer Gesamtlauf-
zeit der GC Messung von sieben Minuten. Der Flammenionisationdetektor (FID) wurde mit
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folgenden Einstellungen betrieben: Temperatur 250 °C; Druck 7 psi; Gasstrome Luft 400
ml*min™; H, 20 ml*min™ und N, 25 mI*min™.

Die erhaltenen Chromatogramme wurden mit dem Auswerteprogramm ChemStation bear-
beitet. Dabei erfolgten die Berechnung der Flache der einzelnen Peaks und die anschlieRen-
de Quantifizierung mit einer zuvor aufgenommenen CH4-Messung fir 100 % CH, unter den
identischen Bedingungen (Ein-Punkt-Kalibrierung). Die Retentionszeit von CH, betrug 1,7
Minuten.

2.4.7.2 CH3;OH-Konzentration mittels GC-Headspace-Analyse

Die Probe wurde Uber eine Glaskapillare (5 pL) aufgesaugt und in ein Headspace Glasgefaf
(22 mL) gegeben und mittels PTFE/Silikon Septum und Aluminium Bordelkappe verschlos-
sen. Anschlieend erfolgte die Analyse mittels GC-Headspace Sampling (GC-HSS). Dabei
wurden folgende Parameter eingestellt: GC-System Agilent 7890 mit GC-Saule Agilent
CP7381 PoraBOND U (25 mx 320 um x 7um). Inlettemperatur 250 °C; Druck 19,232 psi;
Flussrate 17,2036 mL*min™"; 1 mI*min™ Septum purge; Split-Verhéltnis 1:10 und Split flow
von 40 mI*min™. Die Ofentemperatur am Start war 120 °C und das Temperaturprofil betrug
eine Minuten bei 120 °C; 20 °C*min™* auf 200 °C und zwei Minuten bei 200 °C, mit einer Ge-
samtlaufzeit der GC Messung von sieben Minuten. Der FID (Flammenionisation Detektor)
wurde mit folgenden Einstellungen betrieben: Temperatur 300 °C; Gasstrome Luft
400 ml*min™; H, 20 mi*min™* und N, 25 ml*min™.

Fur den Agilent Headspace Sampler 7697 wurden folgende Einstellungen verwendet: Ofen
65 °C; Loop 70 °C und Transferstrecke 100 °C. Filldruck 15 psi; Probenvolumen 1,5 mL;
Aquilibrierzeit im Ofen 15 Minuten; Injektionszeit 0,5 Minuten, GC Zykluszeit zehn Minuten.
Die erhaltenen Chromatogramme wurden mit dem Auswerteprogramm ChemStation bear-
beitet. Dabei erfolgten die Berechnung der Flache der einzelnen Peaks und die anschlieRen-
de Quantifizierung mit einer zuvor aufgenommenen CH3;OH-Kalibriergerade unter den identi-
schen Bedingungen. Die Retentionszeit von CH3;OH unter diesen Bedingungen war 1,14
Minuten.

2.4.8 Nachweis der Nitrat-Konzentration

Die Nitrat-Konzentration im Medium wurde nach Trennung des Uberstandes von der Bio-
masse (Zentrifugation zehn Minuten, 4 °C, 25.000 g) uber die Messung der Absorption bei
220 nm (Thermo Scientific, Genesys 10) gemessen und mit einer Nitratkalibriergerade im
NMS-Medium quantifiziert.

2.4.9 Analyse der Metallkonzentrationen mittels Massenspektromet-
rie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)

2.4.9.1 Metallgehalt der Medien und der gereinigten Proteine

Die ICP-MS-Messungen zum Fe- und Cu-Gehalt der Medien bzw. des Wassers, das zur
Medienherstellung verwendet wurden erfolgten durch Dr. Martin Herzberg (Institut fir Biolo-
gie/Mikrobiologie, MLU). Die gereinigte MMOH-Fraktion wurde nach Eisen-Rekonstitution
mittels Chromatographie an einer PD-10 Saule (2,5 mL Probenvolumen, 8,3 mL Saulenbett-
volumen, Elution mit 3,5 mL 25 mM MOPS-Puffer pH 7,0 nach Herstellervorschrift GE) vom
Puffer und den Uberschiissigen Eisenionen getrennt. Das eluierte Protein wurde mittels
Ultrafiltrationseinheiten aufkonzentriert und anschlieRend die Proteinkonzentrationen der
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Proben mittels Absorption bei 280 nm bestimmt. Neben dieser MMOH-Probe wurden auch
Proben ohne Eisen-Rekonstitution und ohne Ultrafiltration analysiert.

2.4.9.2 Metallgehalt der Zellen und der Fermentationsiberstande

Fur die Untersuchungen der Metallgehalte in den Zellen bzw. im Medium wahrend der Fer-
mentation wurden die Proben, die wahrend der Fermentationen genommen wurden, ver-
wendet. Die Proben wurden zentrifugiert (3.800 g, 30 Minuten, 4 °C) und der Uberstand ab-
genommen, dieser wurde als Flissigphase bezeichnet. Das Zellpellet der Zentrifugation
wurde zweimal mit 25 mM Phopshatpuffer + 10 mM EDTA, pH 6,9 gewaschen und fur 30
Minuten bei 4°C und 3.800 g zentrifugiert. Die ODgoo Wurde vor der zweiten Zentrifugation
bestimmt. Diese Proben wurden als Feststoffproben bezeichnet. AnschlieRend erfolgte die
Untersuchung der Flissig-und Feststoffproben tber ICP-MS Analyse durch Dr. Martin Herz-
berg (Institut fur Biologie/Mikrobiologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg).

2.4.10 Analyse mittels Massenspektrometrie

Die Proteinbanden aus der SDS-PAGE wurden mittels Skalpell ausgeschnitten und in ein
1,5 mL-Gefal3 wberfiihrt. Die anschlieBenden massenspektrometrischen Analysen, trypti-
scher Verdau und LC-Massenspektrometrie, wurden von Dr. Angelika Schierhorn (Institut fiir
Biochemie und Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchungen zur Kultivierung von Methylosinus
trichosporium OB3b

Fur die Bereitstellung gréRerer Mengen an sMMO war es nétig eine adaquate Kultivierungs-
strategie zu entwickeln, die vom Schittelkolben- in den ReaktormalR3stab Ubertragen werden
konnte. Da eine vollstdndige rekombinante Produktion der sMMO bisher nicht erfolgreich
gezeigt wurde, erfolgte die Produktion der sMMO homolog mit dem methanotrophen Bakteri-
um Methylosinus trichosporium OB3b. Die Fermentation mit CH, als C- und Energiequelle
sollte aufgrund der technischen Anforderungen (z.B. Explosionsschutz) umgangen werden.
In der Literatur wurde bereits ein Nachweis der sMMO-Bildung bei der Verwendung von
CH3;OH als C-Quelle beschrieben [Yu et al.,, 2009a]. Auf Basis dieser Ergebnisse sollten
nach der Etablierung der Kultivierung mit CH,4, Kultivierungsexperimente mit CH;OH als C-
Quelle erfolgen. Der Erhalt der sMMO-Aktivitat war, heben dem Wachstum, das vorrangige
Ziel der Versuche im Schittelkolbenmafistab. Da die Cu(ll)-Konzentration entscheidend fur
die Bildung der sMMO ist, erfolgten Kultivierungsversuche mit dem Cu(ll)-Komplexbildner N-
Allylthioharnstoff (ATU). Dieser wurde bereits erfolgreich flr Fermentationen von M. trichos-
porium OB3b eingesetzt [Yu et al., 2009b]. Anhand der Ergebnisse der Voruntersuchungen
sollte in Kooperation mit dem Fraunhofer-Zentrum fir Chemisch-Biotechnologische Prozesse
(CBP) eine Fermentation von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle im 100 L Re-
aktor mit Nachweis der sMMO-Aktivitat erfolgen.

3.1.1 Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH,
als C-Quelle

3.1.1.1 Einfluss der Kupferionenkonzentration

Die Kultivierung mit CH, als C-Quelle erfolgte in gasdichten Kultivierungsflaschen (Gesamt-
volumen 120, 240 oder 590 mL) unter 15 bis 20 % CHj-Atmosphéare in NMS-Medium (nach
[Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984], Tabelle 2-4, S.27, 2.3.1.1, S.28). Das Wachs-
tum wurde durch die Analyse der ODgg (2.3.1.1.2, S.28) und der Analyse des CH,;-Gehaltes
im Gasraum der Kulturflasche verfolgt (2.4.7.1, S.45). Durch zusatzliche Zugabe von Cu(ll)
wurde die MMO-Produktion moduliert. Zur Untersuchung der MMO-Produktion erfolgte zum
einen die Analyse mittels SDS-PAGE (2.4.1, S.35) und zum anderen die Bestimmung der
Ganzzell-Enzymaktivitat mittels Naphthalin-Assay (2.4.4.1, S.38). Die Korrelation von opti-
scher Dichte bei 600 nm und der Biomasse von Methylosinus trichosporium OB3b (Kapitel
2.3.1.1.2, S.28) ist im Anhang in Abbildung 7-1 (S. 175) dargestellt. Die Wachstumskurven
der Organismen mit und ohne Zusatz an 0,8 puM Cu(ll), sowie der jeweilige CH4-Gehalt in
den Kultivierungsflaschen sind in Abbildung 3-1 A dargestellt. Die Analyse der Proteinvertei-
lung wahrend der Kultivierung mittels SDS-PAGE ist in Abbildung 3-1 B dargestellt.

Die Kulturen mit Cu(ll)-Zusatz wiesen eine hohere spezifischen Wachstumsrate von
p= 0,073 h't (im Zeitraum von 0O bis 43 h, berechnet mit Formel 2-1, S.29) auf, als die Kultu-
ren ohne Cu(ll)-Zusatz mit p= 0,063 h™* (im Zeitraum von 0 bis 43 h). Dies entsprach der be-
reits bekannten Tendenz der Literaturwerte fir das Wachstum von M. trichosporium OB3b
mit CH, als C-Quelle (Cu(ll)-Zusatz u= max. 0,12 h™* bzw. ohne zusétzliches Cu(ll) im Medi-
um p= max. 0,08 h'l) [Bowman und Sayler, 1994; Koh et al., 1993; Park et al., 1991; Park et
al., 1992].
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Abbildung 3-1: A-Biomassekonzentration und CH4-Verbrauch von Methylosinus trichosporium
OB3b mit und ohne 0,8 uM Cu(ll) Zusatz wahrend der Kultivierung. Dargestellt sind Mittelwerte
aus n= zwei parallelen Kolben. Kultivierungsparameter 30 °C; Gesamtvolumen 240 mL; 24 mL
NMS-Medium nach [Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984] + 0,8 uM Cu(ll); 150 rpm. B-
12,5 % SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der 1/ODeoo-Proben mit (+) und ohne
(-) 0,8 uM Cu(ll) Zusatz nach 53 Stunden Kultivierung (MW PageRuler™). MDH-60 kDa, a-MMOH
60 kDa, B-MMOH 45 KDa, y-MMOH 20 kDa. Die sMMO-Aktivitat war, mittels Ganzzell-Naphthalin-
Assay, nur bei den Kulturen ohne Cu(ll)-Zusatz nachzuweisen.

Nach 43 Stunden wurde mit bzw. ohne Cu(ll)-Zusatz keine weitere Steigerung der optischen
Dichte gemessen. CH,; war zu diesem Zeitpunkt nicht limitierend (5 % Restkonzentration).
Unter Beriicksichtigung der eingesetzten Gasvolumina (20 % CH, + 80 % Atmosphéare) war
der limitierende Faktor fur das Wachstum O,. Um dies zu testen wurde in einem folgenden
Experiment nach der Stagnation des Wachstums die Flasche gedffnet und die Ausgangsat-
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mosphare (20 % CH4+ 80 % Atmosphéare) erneut eingestellt. Nach erneuter Inkubation der
Kultur konnte eine weitere Zunahme der Biomassenkonzentration gemessen werden (siehe
Abbildung 7-2, S.175). Damit bestatigte sich die Vermutung, dass O, das limitierende Sub-
strat in den Schittelkolbenversuchen war. Flr eine héhere Biomassenkonzentration erfolgte
deshalb ein sequentieller Gasaustausch bei den Kulturen. Die SDS-PAGE-Analyse der Pro-
ben (Abbildung 3-1 B) zeigte ohne Zusatz von Cu(ll) Proteinbanden, die den drei Unterein-
heiten der Hydroxylase (a = 60 kDa; B = 45 kDa; y = 20 kDa) bzw. der Methanoldehydro-
genase (MDH) zugeordnet werden konnten. In Gegenwart von 0,8 uM Cu(ll) waren die Pro-
teinbanden der MMOH-Untereinheiten nicht zu erkennen bzw. deutlich schwacher ausge-
pragt. Uber den Ganzzell-Naphthalin-Assay konnte ausschlieBlich in den Kulturen ohne
Cu(ll)-Zusatz SMMO-AKktivitat (500 Umoly apnno® 9stw™* ') gemessen werden.

Die Bildung der sMMO bzw. der pMMO kann auch mikroskopisch durch das Vorhandensein
von Membranstapeln in den Zellen aufgezeigt werden (1.1.2.1, S.4, Abbildung 1-3, S.6). Der
Organismus produziert vermutlich aufgrund der geringen Reaktionsgeschwindigkeit der
pMMO grol3e Mengen dieses membranstandigen Enzyms. Um diese Menge an Enzym auf-
zunehmen, bildet M. trichosporium OB3b interne Membranstapel. Infolge der Umstellung auf
sSMMO-Bildung ist eine Bildung der internen Membranstapel unnétig und ineffizient, da der
Zellinnenraum fur das Iosliche Enzym bendtigt wird. Um die unterschiedlichen Zellmorpholo-
gien nachzuweisen erfolgten Aufnahmen der Kulturen aus Abbildung 3-1 mit einem Trans-
missionselektronenmikroskop (TEM). Exemplarisch sind Einzelzellen dieser Kultivierungen in
Abbildung 3-2 dargestellt. In den eigenen Messungen wurde, analog zu den Literaturdaten,
die Bildung der internen Membranstapel nur in Kulturen mit Cu(ll)-Zusatz beobachtet.

Abbildung 3-2: TEM-Aufnahmen nach der Kultivierung von M. trichosporium OB3b mit CH, als
C-Quelle A mit 0.8 uM Cu(ll) Zusatz; B: ohne Cu(ll)-Zusatz. Ausbildung der pMMO tragenden
Membranstapel (IM) in A zu erkennen. Ohne Cu(ll) Zusatz bei B fehlen dieser interne Membran-
stapel (IM), PHB/V- Speicherstoff z.B. Polyhydroxybutyrat oder Vakuole (V); Mal3stabsbalken
rechts unten entspricht 500 nm. Bedingungen der Kultivierung: 30°C; 150 rpm; je 24 mL NMS-
Medium nach Best bzw. Cornish; 20 % CH,.

3.1.1.2 Einfluss von N-Allylthioharnstoff als Cu(ll)-Komplexbildner

Als Vorbereitung auf die Kultivierung mit CH;OH im Reaktormaf3stab (100 L) wurde der Ein-
fluss des Cu(ll)-Komplexbildners N-Allylthioharnstoff (ATU) auf den Organismus und die
sMMO-AKktivitat untersucht. Durch Zusatz an ATU sollte die sSMMO-Bildung im Reaktormalf3-
stab auch bei potentiellen Cu(ll)-Kontaminationen z.B. durch Medien- bzw. Anlagenkompo-
nenten garantiert werden. In der Literatur wurde ATU bereits zur sSMMO-Bildung mit CH,4
bzw. CH3;OH in Gegenwart von Cu(ll) im Medium eingesetzt [Yu et al., 2009b]. Um die opti-
male ATU-Konzentration bei den eigenen Reaktionsbedingungen zu bestimmen, erfolgten
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Untersuchungen mit verschiedenen ATU-Konzentrationen im NMS-Medium mit CH4. Die
entsprechenden Wachstumskurven, CH,-Gehalte, berechneten spezifischen Wachstumsra-
ten und sMMO-Aktivitaten sind in Abbildung 3-3 dargestellt.
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Abbildung 3-3: A: Biomasse- und CH;-Konzentration in der Kultivierung von M. trichosporium
OB3b auf NMS-Medium mit verschiedenen N-Allylthioharnstoff (ATU)-Konzentrationen. Kulti-
vierungsparameter 30 °C; 24 mL NMS-Medium nach [Best und Higgins, 1981; Cornish et al.,
1984]; 150 rpm B: Mittlere spezifische Wachstumsrate (1) und spezifische sMMO-Aktivitat er-
mittelt im Ganzzell-Naphthalin-Assay. Die dargestellten Werte entsprechen dem Mittelwert aus
n=zwei parallelen Kulturen/ Kolben.

Eine Inhibition des Wachstums von M. trichosporium OB3b durch ATU wurde in den eigenen
Experimenten gezeigt. Je hoher die eingesetzte ATU-Konzentration, umso langer war die
initiale Phase des Wachstums. Ohne ATU wuchsen die Zellen sofort. Mit 5 bzw. 10 uM ATU
wurde das Wachstum erst nach 30 bzw. 60 Stunden beobachtet. Bei Zusatz von 15 uM ATU
konnte auch nach 140 Stunden kein Wachstum gemessen werden. Das Absinken des CH,-
Gehaltes der Atmosphéare korrelierte jeweils mit dem Wachstum, Abbildung 3-3 A. Die ge-
messene sMMO-Aktivitat am Ende Kultivierung, nachdem kein weiteres Wachstum mehr
gemessen wurde, war fur alle gewachsenen Kulturen, unabhangig von der ATU-
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Konzentration, vergleichbar, Abbildung 3-3 B. Um in den geplanten Reaktorversuchen maogli-
che Cu(ll)-Kontaminationen und damit verbunden die Unterdriickung der sMMO-Bildung zu
vermeiden, wurde eine ATU-Konzentration von 5 uM fir die Fermentationsexperimente fest-
gelegt. Das Hauptziel der Fermentation war die Bildung von sMMO-haltiger Biomasse. Etwa-
ige Verzoégerungen des Wachstums wurden deshalb gegeniber einer stabilen sMMO-
Bildung, die durch die Chelatierung von Cu-Verunreinigungen mittels ATU gewéahreistet wer-
den konnte, in Kauf genommen. Neben der Kupfer-Konzentration hat auch die Eisenkonzent-
ration einen entscheidenden Einfluss auf die sSMMO-Bildung. FUr eine stabile sMMO Bildung
und Aktivitat wird eine Eisenkonzentration von = 30 uM empfohlen [Park et al., 1991]. Um die
genauen Kupfer- und Eisenkonzentrationen in den fir die Medienherstellung verwendeten
Laborwassern und den hergestellten Medien zu untersuchen, erfolgten verschiedene Mes-
sungen mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) (2.4.9.1,
S.46). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1: Mittels ICP-MS ermittelte Kupfer- und Eisenkonzentrationen im fiir die Kultivierun-
gen genutzten Laborwasser bzw. im eingesetzten NMS Medium.

Name Kupferkonzentration [uM]  Eisenkonzentration [uM]
dH,O Biozentrum Halle 0,729 0,019
ddH,O TKA GenPure-Anlage 0,014 0,011
NMS-Medium [Cornish et al., 1984] 0,150 23,260
NMS-Medium + 0,8 uM Cu(ll) 0,860 26,010
VE H,O CPB Leuna 0,038 0,019

Fur die gesamte Medienherstellung wurde ausschliel3lich das ddH,O aus der TKA GenPure
Reinstwasser Anlage im Biozentrum Halle verwendet. Somit konnten die Cu(ll)-
Kontaminationen durch das Laborwasser auf 14 nM reduziert werden. Im fertigen NMS-
Medium nach Best bzw. Cornish wurde eine Cu(ll)-Konzentration von 150 nM gemessen
[Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984]. Das zusatzliche Cu(ll) stammte aus Cu-
Verunreinigungen der eingesetzten Chemikalien. Mit diesem Medium wurden, bis auf wenige
Ausnahmen, alle Kultivierungen mit CH, als C-Quelle durchgefiihrt. Eisen ist ein weiteres
wichtiges Metall, da das aktive Zentrum der sMMO zwei Eisenatome enthalt. Im NMS-
Medium nach Best bzw. Cornish sind theoretisch 40 uM Eisenionen vorhanden, 23 uM bzw.
26 pM konnten mittels ICP-MS nachgewiesen werden. Das eingesetzte FeSO, kann mittels
Luftsauerstoff zu Fe,(SO,); oxidiert werden. Fe(lll)-lonen bilden mit Phosphat-lonen in Was-
ser das schwerldsliche, gelbliche FePO4x nH,O (mehrere Hydratisierungsformen). Eine der-
artige Reaktion war vermutlich die Ursache fur die Reduktion der gemessenen Fe-
Konzentration im NMS-Medium. Fur weitere Messungen erfolgte die Zugabe von Eisen zum
Medium direkt vor dem jeweiligen Experiment um das beobachtete Ausfallen des gelblichen
Niederschlages (vermutlich Eisenphosphat) zu vermeiden. In weiteren ICP-MS Untersu-
chungen mit einem andern Medium (Choi-Medium mit 50 uM Eisenzusatz, Tabelle 2-4, S.27)
konnte die eingesetzte Eisenkonzentration nachgewiesen werden (48 bis 55 uM detektiert).
Fur die Fermentationsexperimente (Kapitel 3.2, S.68) wurde das VE-H,O vom Fraunhofer-
Zentrum fir Chemisch-Biotechnologische Prozesse (CBP) in Leuna verwendet. Darin wurde
eine 2,5-fach héhere Cu(ll)-Konzentration gemessen, als im ddH,O der Millipore Anlage des
Biozentrums Halle. Test Kultivierungen auf dem NMS-Medium hergestellt mit dem CBP VE-
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H,O mit und ohne ATU Zusatz zeigten keine Unterschiede beziglich des Wachstums und
der sSMMO-Aktivitat von M. trichosporium OB3b (Daten nicht gezeigt).

Nach der erfolgreichen Reaktivierung der M. trichosporium OB3b Kulturen und Untersuchun-
gen zur sMMO-Bildung im Schittelkolbenmaf3stab mit CH, als C-Quelle erfolgten Untersu-
chungen zur Kultivierung mit CH;OH, die als Grundlage fir die Fermentationsversuche die-
nen sollten.

3.1.2 Kultivierung mit CH3OH als C-Quelle

Bei der Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH, als C-Quelle im techni-
schen Mal3stab (>10 L) missen unterschiedliche Aspekte beachtet werden. Dazu zahlen die
geringe Ldoslichkeit von CH, in wassrigen Losungen (bei 30 °C 1,26 mM [Duan und Mao,
2006)), die Bildung von explosiven Gasgemischen mit Luft und die adaquate Kontrolle der
CHy-Konzentration in der wassrigen Phase. Diese Anforderungen sind u.a. kostenintensiv
(Explosionsschutz) und bei Fermentationsanlagen nicht standardmé&Rig vorhanden. Um die
Kultivierung von M. trichosporium OB3b mit Produktion der sMMO im technischen Mal3stab
unter einfacheren Bedingungen zu ermoglichen, wurde eine Kaultivierungsstrategie mit
CH3OH als C-Quelle entwickelt.

Das Wachstum von M. trichosporium OB3b mit CH;OH und Erhalt der SMMO-Aktivitat wurde
bereits beschrieben (Kapitel 1.1.1.2, S.4) [Best und Higgins, 1981; Davis et al., 1987; Yu et
al., 2009a]. Dabei wurden, je nach Kultivierungsart bzw. Zielprodukt, unterschiedliche Medi-
en verwendet. Das Medium nach Choi wurde u.a. zur PHB-Produktion und in Fed-Batch-
Fermentation von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle eingesetzt [Bourque et al.,
1995; Yu et al.,, 2009a]. In den Fed-Batch-Fermentationen und der vorangegangenen
Stammbhaltung auf CHs;OH wurde in der Literatur ein Verlust der sMMO-Aktivitat dokumen-
tiert. Keine Probleme beim Nachweis der sMMO-Aktivitat und dem Wachstum mit CH;OH
wurden fur das NMS-Medium nach Best bzw. Cornish beschrieben [Best und Higgins, 1981;
Cornish et al., 1984]. Das Wachstum der Zellen mit CHs;OH erfolgte dabei nach einer auf-
wandigen 10-tagigen Adaptationsphase mit gasformigem CH;OH. Diese Ubergangsphase
wird mit der Umstellung des C-Quellen Metabolismus der Organismen begriindet. Das
Wachstum der Organismen wurde bei einer maximalen CH;OH-Konzentration von 1.000 mM
beobachtet. Eine Verringerung der spezifischen Wachstumsrate wurde bereits ab CH3;OH-
Konzentrationen von 30 bis 90 mM beschrieben [Adegbola, 2008; Yu et al., 2009a]. Das to-
xische CHsOH muss in die Zellen aufgenommen werden und wird anschlieRend zu HCHO
und HCOOH weiter verstoffwechselt. Die Assimilation von Biomasse erfolgt ausgehend vom
HCHO (Kapitel 1.1.1.1, S.4). Bei hohen CH3;OH-Konzentrationen kann die verstarkte Bildung
von HCOOH zu einer Azidose der Zellen fihren. Weiterhin kann eine hohe CH;OH-
Konzentrationen durch Interaktion mit der Zellmembran toxisch auf den Organismus wirken.
Die 10-tdgige Adaptationsphase von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle wurde
bei Verwendung des Mediums nach Choi nicht beschrieben [Bourque et al., 1995; Yu et al.,
2009a].

Die verwendeten Medien nach Choi und Best bzw. Cornish wurden aufgrund ihrer Eigen-
schaften beziiglich des Wachstums mit CH;OH und dem Erhalt der sSMMO-Aktivitat ausge-
wahlt und fur weiterfihrende Experimente verwendet. Eine Zusammenfassung der Medien
und ausgewahlte Inhaltstoffe dieser, sind in Tabelle 3-2 aufgelistet.

Das Ziel der Kultivierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH war es eine Kul-
tivierungsstrategie auf einem geeigneten Medium zu entwickeln, mit dem sowohl stabiles
Wachstum mit CH;OH, als auch eine hohe und stabile sSMMO-Aktivitat erreicht werden soll-
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ten. Aufbauend auf den Versuchen im Schiittelkolbenmalstab sollten in Kooperation mit
dem Fraunhofer-Zentrum fir Chemisch-Biotechnologische Prozesse (CBP) in Leuna Fer-
mentationen zur Produktion von sMMO-aktiver M. trichosporium OB3b Biomasse durchge-
fuhrt werden. Dabei konnte eine bestehende Methanol-Strecke mit angeschlossenen Reak-
toranlagen im Technikumsmalf3stab (bis 100 L) genutzt werden.

Tabelle 3-2: Ausgewahlte Komponenten der in der Literatur beschriebenen Medien zur Kultivie-
rung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH

Name Choi-Medium NMS-Medium
Referenz [Bourque et al., 1995; Yu et [Best und Higgins, 1981; Cornish

Komponente al., 2009a] et al., 1984]
E’ggczh;éur;nMTit CH;OH Direkt moglich Nach Adaptationsphase (>10 d)
SMMO-Aktivitat Gering bis keine Hoch
Fe(ll) [uM] 4,7 40,3
PO, [mM] 24,5 9,1
N-Quelle [mM] 7,6 (NH, 10,0 (NOy)
Mg?* [mM] 1,83 0,15
HCO3 [mM] - 6

Ausgehend von den beiden in Tabelle 3-2 beschriebenen Medien wurden verschiedene In-
haltsstoffe identifiziert, die aufgrund ihrer Eigenschaften einen Einfluss auf das Wachstum
mit CH3OH und die sMMO Bildung bzw. Aktivitdt haben kdnnten. Diese Komponenten sind
Hydrogencarbonat, Eisen, Magnesium, Phosphat und die jeweilige N-Quelle (Ammonium
oder Nitrat). Deren Einfluss wurde im Weiteren genauer untersucht.

3.1.2.1 Medienoptimierung zum Nachweis des direkten Wachstums mit CH3;OH
mit SMMO-AKktivitét

Im Folgenden werden die Einflisse der genannten Medienkomponenten, auf Basis von Lite-
raturdaten, detaillierter beschrieben.

Der Zusatz an Hydrogencarbonat beschleunigte die initiale Wachstumsphase von M.
trichosporium OB3b mit CH;OH und auch mit CH, als C-Quelle [Davis et al., 1987; Park et
al., 1991]. Hydrogencarbonat wird vom Organismus genutzt um den Serin-Zyklus mit Koh-
lenstoff Aquivalenten aufzufiillen.

Eisen ist essentiell fir die SMMO-Aktivitat, da es Bestandteil des aktiven Zentrum der MMOH
ist. Aufgrund der groRen Menge an sMMO innerhalb der Zelle (10 % des ldslichen Proteins)
ist eine hohe Konzentration an Eisenionen nétig, um eine ausreichende Versorgung des En-
zyms mit Eisen zu gewdhrleisten. 10 pM ist die minimale Eisenkonzentration, die fur das
Wachstum von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH,, sowie dem Nachweis der SMMO-
Aktivitat beschrieben wurde [Bowman und Sayler, 1994]. Eisenionen sind neben der sMMO
auch Bestandteil von anderen Enzymen z.B. Cytochrom C oder in Eisen-Schwefel-Clustern.
Magnesium ist ebenfalls Cofaktor fur viele Enzyme (Phosphatasen, Kinasen, Peptidasen).
Dariiber hinaus ist Magnesium als Mg?* im Komplex mit Nukleotiden sowie in Reaktionen der
Protein-und Nukleinséduresynthese integriert [Saris et al., 2000]. Fur die Kultivierung von Me-
thylosinus trichosporium OB3b mit CH, als C-Quelle wird eine minimale Konzentration von
0,05 mM Magnesium angegeben [Bowman und Sayler, 1994].
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Phosphat wird in der Zelle als Bestandteil von Phospholipiden und als Rickgrat der
DNA/RNA verwendet. Weiterhin werden Aminosauren durch Ubertragung von Phosphat mo-
difiziert und dadurch die Eigenschaften von Proteinen beeinflusst. Fiir die Ubertragung von
Phosphat durch Kinasen wird u.a. Adenosintriphosphat (ATP) verwendet. Fir die Kultivie-
rung von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH, wurde bei 40 mM Phosphat eine Reduk-
tion des Wachstums beobachtet und mit der Inhibition der MDH durch Phosphat begriindet
[Park et al., 1991]. Ein Konzentrationsbereich von 2— 25 mM Phosphat im Schittelkolben-
malfistab wurde angegeben, in dem das Wachstum und die sMMO-Aktivitat konstant waren
[Bowman und Sayler, 1994].

Neben Nitrat wurde auch Ammonium als N-Quelle (Tabelle 3-2.) fir die Kultivierung von
M. trichosporium OB3b eingesetzt. Fur Nitrat als N-Quelle wurden bei der Kultivierung von
Methylococcus capsulatus Bath bis zu 25 % geringere Biomassen-Ausbeuten beschrieben.
Dies ist durch einen zusatzlichen Verbrauch an Reduktionsaquivalenten bedingt, der im Ver-
gleich zur Assimilation von Ammonium bei Nitrat bendtigt wird. [Leak und Dalton, 1986]. Ein
Unterschied in der spezifischen Wachstumsrate von Methylosinus trichosporium OB3b beim
Vergleich der N-Quellen Ammonium und Nitrat wurde nicht beschrieben [Chu und Alvarez-
Cohen, 1998; Whittenbury, 1970b]. Ein negativer Aspekt des Wachstums mit Ammonium als
N-Quelle ist die Ansauerung des Mediums infolge der H*-Abgabe wahrend der Aufnahme
von NH," [Roos und Luckner, 1984]. Fur Nitrat ist ein solcher Einfluss auf den pH-Wert des
Mediums nicht bekannt. In eigenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei der Kulti-
vierung von Methylosinus trichosporium OB3b mit Ammonium geringere SMMO-AKktivitaten
gemessen wurden als mit Nitrat als N-Quelle [Dillmann, 2014]. Die SMMO kann Ammonium
ebenfalls als Substrat akzeptieren und produziert Hydroxylamin, welches die sMMO-
Ganzzell-Aktivitat reversibel inhibieren kann. Die maskierende Wirkung von Ammonium beim
Nachweis der sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Naphthalin-Assay ist in Abbildung 7-3, S.176 im
Anhang dargestellt. Grundlegende Vergleiche mit verschiedenen Variationen der eingesetz-
ten Komponenten auf das Wachstum und die sMMO-Aktivitat mit CH, und CH3;0H sind in der
Arbeit von Dillmann beschrieben [Dillmann, 2014].

Aufbauend auf dieser Arbeit wurden die beschriebenen Medien nach Best bzw. Cornish und
nach Choi (Tabelle 3-3) in Kultivierungsversuchen mit M. trichosporium OB3b mit CH, oder
CH5;OH auf das Wachstum der Zellen und den Nachweis der sMMO-Aktivitat untersucht,
siehe Tabelle 3-4, S.58 ). Ein vergleichbares Wachstum bei beiden Medien mit CH,; wurde
dabei detektiert (u= 0,04 h™). Die SMMO-Ganzzell-Aktivitat war bei dem NMS-Medium nach
Best bzw. Cornish mit 1900 UMOl; naphmo*n gy um Faktor acht groRer als die SMMO-
Aktivitat in den Kulturen die auf Choi-Medium wuchsen (250 pmoly yaphino* h'gerv™). Ein
Wachstum der Zellen mit CH;OH als C-Quelle wurde nur bei den Kulturen auf Choi-Medium
gemessen. Diese Kulturen zeigten keine sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Napthalin-Assay. Auch
in den 1/0OD Proben, die mittels SDS-PAGE analysiert wurden, konnte das charakteristische
Bandenmuster der MMOH nur bei den Kulturen detektiert werden, die im Ganzzell-
Naphthalin-Assay sMMO-Aktivitat zeigten (Abbildung 3-5, Lane 1,2 und 5, S.58). In den
Choi-Medium Kulturen, die eine geringere sMMO-Aktivitat hatten, waren die sMMO-
Proteinbanden weniger intensiv, als bei den Kulturen im NMS-Medium (Abbildung 3-5, Lane
1 und 2, S.58). Mit Hilfe dieser Ergebnisse erfolgte Uber rationale Kombination die Entwick-
lung eines Mediums, welches das adaptationsfreie Wachstum von M. trichosporium OB3b
auf CH3;OH mit der gleichzeitigen Produktion der sMMO gewahrleisten sollte.
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Tabelle 3-3: Zusammensetzung der Medien, die fir die Kultivierungsexperimente von Methylo-
sinus trichosporium OB3b mit CH;OH mit Nachweis der sSMMO-Aktivitat verwendet wurden. Die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Komponenten sind hervorheben.

[Best Ngﬂi' i e Modifiziertes NMS
est un 1ggins, Bourque et al., oailriziertes
Komponente 1981; Cornish et al., [1995;qYu et al., [Vorliegende Arbeit]
1984] 2009a]
NaNOz; [mM] 10,0 - 10,0
(NH,)»,SO4[mM] - 7,57 -
KH,PO,[mM] 3,9 9,6 9,6
Na,HPO4x 7H,0 [mM] 6,0 15 15
MgSO.x 7H,0 [mM] 0,15 1,83 1,65
CaClyx 2H,0 [uM] 50 22,5 50
NaHCO;[mM] - - 6,0
FeSO0.x 7H,0 [uM] 40,3 4,7 50
Spurenelemente Lésung
ZnSO4x 7H,0 [uM] 2,0 1,0 2,0
MnSO4x H,O [uM] 0,98 0,49 0,98
H3BO3 [UM] 2,0 1,0 2,0
Na,MoO4x 2H,0 [uM] 0,04 0,02 0,04
CoClyx 6H,0 [uM] 0,4 0,2 0,4
KI [mM] 1,0 0,5 1,0

Die zuvor beschriebenen Medienkomponenten, Hydrogencarbonat, Eisen, Magnesium,
Phosphat und die N-Quelle, wurden angepasst, siehe Tabelle 3-3.

Als N-Quelle wurde Nitrat verwendet um den maskierenden Effekt von Ammonium auf die
sMMO-AKktivitdt zu vermeiden. Die im Choi-Medium verwendeten Phosphat- und Magnesi-
um-Konzentrationen hatten vermutlich einen positiven Einfluss auf das Wachstum von Me-
thylosinus trichosporium OB3b mit CH3OH. Im NMS-Medium nach Best bzw. Cornish bei
geringeren Konzentrationen wurde kein Wachstum mit CH;OH gemessen. Entsprechend
wurde im hier erstmals beschriebenen modifiziertem Medium die Phosphat-Konzentration
analog zum Choi-Medium tbernommen. Die frei gewahlte Magnesium-Konzentration im
NMS-Medium entsprach 88 % der Konzentration im Choi-Medium. Die Eisenkonzentration
hatte vermutlich einen essentiellen Einfluss auf die Bildung und Aktivitat der sSMMO. Bei, ei-
ner im Vergleich zum NMS-Medium nach Best bzw. Cornish, achtfach geringen Konzentrati-
on im Choi-Medium, wurde eine um Faktor 8 bis 9-fach geringere SMMO Ganzzell-Aktivitat
gemessen. Um die ausreichende Versorgung der sMMO mit Eisenionen zu gewahrleisten
wurde die Eisenkonzentration im modifizierten NMS-Medium auf 50 uM festgelegt. Hydro-
gencarbonat hatte einen positiven Effekt auf die initiale Wachstumsphase von M. trichospori-
um OB3b Kulturen mit CH;OH im NMS-Medium nach Best [Davis et al., 1987]. Entsprechend
der Literaturangabe wurde fur das entwickelte modifizierte Medium eine Hydrogencarbonat-
Konzentration von 6 mM festgelegt. Weiterhin wurden die Konzentrationen von Calcium und
der Spurenelemente-Lésung vom NMS-Medium nach Best bzw. Cornish bernommen. Das
so entwickelte modifizierte NMS-Medium (Tabelle 3-3) wurde anschlieend fur die Kultivie-
rung von M. trichosporium OB3b mit CH, und CH3;OH im Schiittelkolbenmalfistab eingesetzt.
Die Wachstumskurven sind in Abbildung 3-4 dargestellt und die Kultivierung in Tabelle 3-4
zusammengefasst.
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Abbildung 3-4: Wachstumskurven von Methylosinus trichosporium OB3b mit dem in Tabelle
3-3 beschriebenen modifiziertem NMS-Medium mit CH, und CH3;0H als C-Quelle. Bedingungen:
30 °C; 150 rpm; je 20 mL modifiziertes NMS-Medium; 20 % CH,4; 50 mM CH5;OH. Dargestellt sind
die Mittelwerte von n=zwei Schittelkolben.

Mit dem modifizierten NMS-Medium war es mdglich, sowohl mit CH,4, als auch mit CH;OH
Wachstum und sMMO-Aktivitat nachzuweisen. Die spezifische Wachstumsrate (pu= 0,045)
mit CH, war vergleichbar mit der Wachstumsrate der Zellen auf dem NMS-Medium nach
Best bzw. Cornish und dem Choi-Medium. Die sMMO-Aktivitat der Zellen lag mit 1600 pumol
1_Naphtho|*h'1gsm'1 Im Bereich der Ganzzellaktivitat mit dem NMS-Medium nach Best bzw. Cor-
nish (Tabelle 3-4). Die Intensitat der potentiellen sMMO-Proteinbanden in der SDS-PAGE
war fur beide verwendeten NMS-Medien mit CH, vergleichbar (Abbildung 3-5 Lane 1 und 3,
S.58). Im Gegensatz zum NMS-Medium nach Best bzw. Cornish konnte mit dem modifizier-
ten NMS-Medium ein sofortiges Wachstum auf CH;OH, ohne eine Adaptationsphase, nach-
gewiesen werden (u= 0,043 h™). Ein Nachweis der sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Naphthalin-
Assay und das Vorhandensein der MMOH-Banden in der SDS-PAGE mit CH3;OH als C-
Quelle, konnte nur bei Verwendung des modifizierten NMS-Mediums beobachtet werden
(Abbildung 3-5 Lane 4, S.58). Die gemessene achtfach geringere Aktivitat im Vergleich zu
den Kulturen die mit CH,4 als C-Quelle wuchsen, korrelierte mit einer geringeren Bandenin-
tensitdt der MMOH-Banden in der SDS-PAGE-Analyse.

CHsOH wird von der sMMO auch als Substrat akzeptiert. Analog zu der beobachteten Ver-
ringerung der sMMO Ganzzell-Aktivitat durch Ammonium (Abbildung 7-3 im Anhang, S.176)
konnte die geringere sSMMO-Aktivitat durch eine Maskierung des Naphthalin-Umsatzes durch
CH3;0OH verursacht worden sein. Der Einfluss von CH;OH auf die sMMO-Aktivitat und der
Vergleich der sMMO-Aktivitat von Kulturen die CH,; bzw. CH3;0H als C-Quelle nutzten wird im
Kapitel 3.1.2.3, S.59 naher erlautert. Bei Vorhandensein von Ammonium als N-Quelle im
Choi-Medium wurde auf Héhe von ca. 30 kDa eine weitere Bande detektiert, die moglicher-
weise der Ammonium-Monooxygenase (AMO) entsprechen konnte (ein direkter Nachweis
mittels MS Analyse erfolgte nicht).

Die rationale Medienoptimierung fur die Kultivierung von M. trichosporium OB3b auf Basis
der bereits dokumentierten Medien (NMS-Medium nach Best bzw. Cornish und Choi-
Medium) ergab ein hier erstmals beschriebenes modifiziertes NMS-Medium. Mit diesem Me-
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dium gelang erstmals das Wachstum mit CH3OH als C-Quelle ohne Adaptationsphase in
Kombination mit dem stabilen Nachweis der SMMO-Aktivitat.

Tabelle 3-4: Eigene Daten zum Wachstum und sMMO Ganzzell-Aktivitdét von Methylosinus
trichosporium OB3b auf den verschiedenen Medien mit CH; und CH3;OH als C-Quelle. Bedin-
gungen: 30°C; 150 rpm; jeweils 20 mL Medium, 20 % CH,4; 50 mM CH3;OH. +/++ steht fir Wachs-
tum bzw. geringe/hohe sMMO-Aktivitat vorhanden; - entspricht keinem Wachstum bzw. keiner
detektierbaren sMMO-Aktivitat.

C-Quelle CH, CH_OH
Wachs- SMMO-AKktivitat (umol | \wachs- SMMO-Aktivitat (umol
Medium tum l-NaphthoI**gBTM-l *h-l) tum l-NaphthoI**gBTM-l *h-l)
NMS-Medium nach
o + ++ (1900) - -
Best & Higgins
Choi-Medium + + (250) + :
Modifiziertes NMS + ++ (1600) + + (200)

Aufbauend auf den Schiittelkolbenversuchen erfolgten weitere Untersuchungen zur Morpho-
logie der Zellen und zur sMMO-Aktivitat im Rohextrakt nach Kultivierung mit CH;OH als C-
Quelle.

. C-Quelle CH, |CH,OH
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Abbildung 3-5: 12,5 % SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der 1/ODeoo-Proben
nach 68 Stunden fir CH, bzw. 44 Stunden fir CH3;OH als Substrat auf verschiedenen Medien. 1-
NMS-Medium nach Best (1981) und Cornish (1984) mit CH, als Substrat; 2-Choi-Medium nach
Bourque (1995) mit CH,4 als Substrat; 3-Modifiziertes NMS-Medium aus dieser Arbeit mit CH, als
Substrat; 4-Modifiziertes NMS Medium aus dieser Arbeit mit CH;OH als Substrat; 5-Choi-
Medium nach Bourque (1995) mit CH3;OH als Substrat. MDH-60 kDa, a-MMOH 60 kDa, B-MMOH
45 kDa, AMO-Ammonium Monoxygenase 30 kDa, y-MMOH 20 kDa. (MW PageRuler™). Diese
Abbildung zeigt verschiedene Abschnitte von PA-Gelen, zur besseren Ubersicht wurden ver-
schiedenen Bahnen entfernt.
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3.1.2.2 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Methylosi-
nus trichosporium OB3b mit und ohne Cu(ll)-Zusatz mit CH3OH als C-
Quelle

Zur Analyse der internen Membranstrukturen der Zellen bei Wachstum mit CH;OH als C-
Quelle mit und ohne Zusatz an 0,8 uM Cu(ll) erfolgten TEM-Aufnahmen. Die erhaltenen Bil-
der zeigten bei Zusatz an Cu(ll) (Abbildung 3-6 A) das Vorhandensein peripherer Membran-
bundel, wie sie bei pMMO-bildenden Methanotrophen charakteristisch sind (siehe Abbildung
1-3, S.6). Ohne Zusatz an Cu(ll) wurden diese Membranstrukturen beim Wachstum mit
CH3;OH als C-Quelle nicht gebildet, siehe Abbildung 3-6 B. Das Fehlen der Membranstapel
war ein Indiz fur die sMMO-Bildung und wurde durch den Nachweis der Ganzzell-sMMO-
Aktivitat in diesen Kulturen bestatigt.

A

Abbildung 3-6: TEM-Aufnahmen Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle. A
mit 0,8 pM Cu(ll)-Zusatz; B: ohne Cu(ll)-Zusatz. Ausbildung von Membranstapeln in A am &ul3e-
ren Rand der Zelle zu erkennen. Ohne Cu(ll)-Zusatz in B fehlen diese internen/peripheren
Membranstapel (IM), PHB/V- Speicherstoff z.B. Polyhydroxybutyrat oder Vakuole (V); MaR-
stabsbalken am rechten unteren Rand entspricht 500 nm. Kultivierungsbedingungen: 30°C;
150 rpm; je 20 mL mod. NMS-Medium; 50 mM CH3;OH.

Die Bildung der internen Membranstapel bzw. die Regulation der sMMO-Bildung erfolgt so-
mit unabhangig von der C-Quelle und nur in Abhangigkeit der Cu(ll)-Konzentration bzw. des
Cu(ll)/Biomasse Verhdltnisses (Kapitel 1.1.2.1, S.6). Diese Beobachtung war wichtig fir die
im weiteren Verlauf dieser Arbeit geplanten Fermentationen. Die erhaltenen TEM-
Aufnahmen mit dem Vorhandensein der Membranstapel in Anwesenheit von einer Kupfer-
konzentration von 0,8 uM entsprachen den bereits veroffentlichten Daten bzw. Bildern aus
der Literatur [Best und Higgins, 1981].

3.1.2.3 Einfluss von CH3;OH auf die sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Naphthalin-
Assay

Trotz der offensichtlichen Produktion der sSsMMO mit CH3;OH als C-Quelle (Kapitel 3.1.2.1,
S.54) wurde eine Verringerung der sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Napthalin-Assay bei M.
trichosporium OB3b Kulturen beobachtet (Tabelle 3-4, S.58). Neben der geringeren Bildung
einer oder aller sMMO-Komponenten, die in der SDS-PAGE-Analyse (Abbildung 3-5, S.58)
beobachtet wurde, kénnten weitere Ursachen zu einer Reduktion der sMMO-Aktivitat gefuhrt
haben. Die wahrscheinlichste Ursache war ein Aktivitdtsverlust durch eine Inhibition der
sMMO-Aktivitat mit CH;OH. Es ist bekannt, dass CH;OH von der sMMO ebenfalls als Sub-
strat akzeptiert werden kann [Colby et al., 1977; Tinberg und Lippard, 2010]. Da sich im mo-
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difizierten NMS-Medium CH3;OH befand, bestand die Moglichkeit der Konkurrenz zwischen
dem Substrat Naphthalin im Ganzzell-Naphthalin-Assay und CH3;OH. Um diesen Einfluss zu
untersuchen erfolgten Messungen mit unterschiedlichen Zusatzen von CH;OH im Ganzzell-
Naphthalin-Assay mit Kulturen, die mit CH, als C-Quelle kultiviert wurden. ( Kapitel 2.4.4.1,
S.38). Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abbildung 3-7 dargestellt.
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Abbildung 3-7: sMMO-Aktivitat von Methylosinus trichosporium OB3b kultiviert mit CH,4 als C-
Quelle gemessen im Ganzzell-Naphthalin-Assay mit Zusatz an 0; 5 und 20 mM CH;OH. Kultivie-
rungsbedingungen: 30°C; 150 rpm; 20 mL mod. NMS-Medium; 20 % CH,; n= zwei Messungen

In Gegenwart von 5 mM CH3;OH im Ganzzell-Naphthalin-Assay wurde eine Reduktion der
sMMO-Aktivitat gegentber Naphthalin als Substrat von 76 % gemessen. Bei einer eingesetz-
ten CH3;OH-Konzentration von 20 mM, die um Faktor 2,5 geringer war als die Startkonzentra-
tion von CH3;OH in den Kultivierungsansatzen (50 mM), war keine sMMO-Aktivitat gegentber
Naphthalin mehr messbar. Die Gegenwart von CH3;OH flihrte, wie vermutet, zu einer Maskie-
rung der sMMO-AKktivitat. Das Enzym nutzte statt des Substrates Naphthalin im Reaktions-
ansatz CH3;OH. Dadurch wurde als Folge der geringeren Bildung des detektierten Produktes
1-Napthol (siehe Abbildung 2-1, S.39), eine scheinbar geringere SMMO-Aktivitat gemessen.
Um die Maskierung durch das restliche CH;OH innerhalb des Ganzzell-Naphthalin-Assays
zu reduzieren, erfolgten Versuche bei denen die Zellen vor dem Aktivitatstest mit CH;OH-
freiem Medium gewaschen wurden. Dabei konnte eine Steigerung der sMMO-Aktivitat im
Ganzzell-Naphthalin-Assay um Faktor 4,5 (auf 910 umoll_Naphthm*h'lgBTM'l) gemessen werden.
Diese Aktivitat entsprach 43 bzw. 57 % der sMMO-Aktivitat von M. trichosporium OB3b Kul-
turen, die CH, als C-Quelle nutzten. Der restliche Unterschied der Aktivitat im Vergleich zu
M. trichosporium OB3b Kulturen, die mit CH, als C-Quelle kultiviert wurden kdnnte durch
restliches CH3;OH in den Zellen verursacht worden sein. Weiterhin kénnte auch eine geringe-
re Bildung der sMMO in den Organsimen die mit CH3;OH als C-Quelle kultiviert wurden fur
den Aktivitatsunterschied verantwortlich sein. Um dies zu untersuchen erfolgten Aktivitats-
messungen nach dem Zellaufschluss von M. trichosporium OB3b mit der Rohextrakt Fraktion

3.1.2.4 sMMO-Aktivitat im Rohextrakt nach Kultivierung mit CH, oder CH3;OH
als C-Quelle

Der Vergleich der sMMO-Aktivitat von M. trichosporium OB3b Kulturen, die mit CH, oder
CHsOH als C-Quelle kultiviert wurden, erfolgte hach mechanischem Zellaufschluss mittels
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Hochdruckhomogenisator (HDH) und Abtrennung der Zelltrimmer durch Zentrifugation. Die
Messung der sMMO-AKktivitat erfolgte mit den Rohextrakt Fraktionen im Nitrobenzol-Assay
(Kapitel 2.4.4.2, S.39). Dieser Test wurde aufgrund seiner Vorteile (kontinuierlich durchfihr-
bar, hohere Loslichkeit des Substrates und einfachere Handhabung) gegeniiber dem bisher
verwendeten Naphthalin-Assay eingesetzt.

Die Messung der sMMO-AKktivitat erfolgte zum einen direkt nach dem Zellaufschluss der ge-
ernteten Biomasse. Zum anderen wurde ein Teil der geernteten Biomasse in flissigen N,
eingefroren, fir 14 Tage bei — 80 °C gelagert und nach Auftauen bzw. Zellaufschluss des-
sen sMMO-AKktivitat im Rohextrakt bestimmt. Dies diente der Untersuchung der Lagerbarkeit
der Biomasse von M. trichosporium OB3b. Die Stabilitat der SMMO-Aktivitat Uber die Lage-
rung hat einen Einfluss auf eine moégliche Aufarbeitung des Enzyms nach der Kultivierung
hat. Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen im Nitrobenzol-Assay sind in Abbildung 3-8 und
die dazugehdrige SDS-PAGE-Analyse der Zell- und Rohextrakt-Fraktionen ist in Abbildung
3-9 dargestellt

I Frische Biomasse
1 Eingefrorene Biomasse

sSMMO-Aktivitat
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Abbildung 3-8: sMMO-Aktivitat der Rohextrakte von Methylosinus trichosporium OB3b nach
Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator (HDH), gemessen im Nitrobenzol-Assay. Be-
dingungen: 0,5 mL 25 mM MOPS-Puffer pH 7,0; 1,5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; 1 — 2
mg* mL™ Protein pro Ansatz; Messung der Absorption bei 420 nm. Die Biomasse wurde mit
20 % CH,4 oder 50 mM CH3OH als C-Quelle in mod. NMS-Medium kultiviert (30 °C, 150 rpm). Die
Messung der Aktivitat erfolgte direkt nach der Kultivierung (50 bis 60 h) und nach Einfrieren in
flissigen N,, 14-tédgiger Lagerung bei — 80 °C und Auftauen der jeweiligen Biomasse auf Eis
Uber mehrere h. Mittelwerte aus n=vier Messungen.

Die gemessene sMMO-Enzymaktivitat der Kulturen im Ganzzell-Naphthalin-Assay vor dem
Zellaufschluss betrug 2100 + 260 umoll_Naphthm*h'lgBTM'l fur die Kulturen mit CH, und 910 + 90
UMOly naphinorh ™ "ger ™ fUr die Kulturen mit CH;OH als C-Quelle. Die Messung der Aktivitét der
Zellen mit CH3OH als C-Quelle erfolgte nach einmaligem Waschen der Zellen mit CH;OH-
freiem mod. NMS-Medium. Die Ursache fir diese Differenz konnte restliches CH3;OH in den
Zellen gewesen sein, das die sSMMO-Aktivitat in Bezug auf Naphthalin reduzierte (siehe Kapi-
tel 3.1.2.3, S.59). Fur diese Maskierung spricht die vergleichbare Intensitat der charakteristi-
schen MMOH-Banden in der SDS-PAGE-Analyse bei allen Zell- bzw. Rohextrakt-Fraktionen,
die in Abbildung 3-9 dargestellt ist. Weiterhin wurde nach Zellaufschluss im Rohextrakt der
frischen CH3;OH-Biomasse eine um 27 % hdhere sMMO-Aktivitat gemessen, als im Rohex-
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trakt der CH;-Biomasse. Die im Ganzzell-Naphthalin-Assay reduzierte sMMO-Aktivitéat der
CH3;OH-Biomasse war somit nicht auf die geringere Menge an gebildeter SMMO zuriickzu-
fuhren, sondern auf den maskierenden Effekt von CH;0OH.
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Abbildung 3-9: 12,5 % SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der 1/ODeoo-Proben
und der Rohextrakt Proben nach Zellaufschluss von Methylosinus trichosporium OB3b nach
Kultivierung mit CH; bzw. CH30OH. 1- 1/ODgy Probe fiir C-Quelle CHy; 2- 10 pg Rohextrakt Pro-
tein nach Bradford fur C-Quelle CH, nach Zellaufschluss und Zentrifugation; 3- 1/ODgq Probe
fir C-Quelle CH3OH; 4- 10 pug Protein nach Bradford vom Rohextrakt fir C-Quelle CH3;OH nach
Zellaufschluss und Zentrifugation. MDH-60 kDa, a-MMOH 60 kDa, -MMOH 45 KDa, y-MMOH 20
kDa. (MW PageRuler™)

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass bei einer Kultivierung von M. trichos-
porium OB3b mit CH;OH statt CH, als C-Quelle eine h6here sMMO-Aktivitat im Rohextrakt
mdglich ist. Nach Einfrieren, 14 tagiger Lagerung bei — 80 °C, anschlieBendem Auftauen,
Zellaufschluss und Zentrifugation der Biomasse wurde sowohl fir CH,4, als auch fir CH;OH
als C-Quelle eine Reduktion der sMMO-Aktivitat im Rohextrakt gemessen. Dabei sank die
Aktivitdt bei den CH4-gewachsenen Zellen starker ab (um 60 %), als bei den CH3;OH-
gewachsenen Zellen (um 22 %). In der Literatur wurde ein quantitativer Vergleich der sMMO-
Aktivitdt nach der Lagerung der Biomasse noch nicht beschrieben. Unter Beriicksichtigung
der sMMO-Restaktivitat von 78 % nach Lagerung wéare es moglich die produzierte Biomasse
bei — 80 °C zu Lagern und anschlieBend die sMMO sukzessive daraus aufzuarbeiten. In wei-
teren Experimenten nach langerer Lagerung von sMMO-aktiver Biomasse zeigte sich eine
Stabilitdt der Enzymaktivitat von 24 Monaten (Daten nicht gezeigt). Nach der Lagerung der
Rohextrakt-Fraktionen bei 4 °C bzw. -80 °C fiir sieben Tage war, unabhangig von der C-
Quelle, keine Rest-sMMO-Aktivitat mehr messbar. Ein Abbau der MMOH konnte ausge-
schlossen werden, da die MMOH-Banden in der SDS-PAGE-Analyse vor bzw. nach der La-
gerung in gleicher Intensitat vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). Die Instabilitéat der
sMMO-Aktivitat in Rohextrakt-Fraktionen wurde bereits mehrfach beschrieben und u.a. mit
dem Verlust von Eisenionen aus dem aktiven Zentrum der MMOH oder der proteolytischen
Spaltung von MMOB begriindet [Grosse et al., 1999; Nakajima et al., 1992; Pilkington und
Dalton, 1990].

Eine Produktion der sMMO mit Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle
hatte gegenuber der der Nutzung von CH, in Bezug auf die gebildete Bildung, Aktivitat und
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Stabilitat der sSsMMO keine Nachteile. Fir die Aktivitdt im Rohextrakt und die Stabilitat des
Enzyms wahrend der Lagerung ware, ausgehend von den hier beschriebenen Versuchen im
Schiittelkolben-MaR3stab, eine Nutzung von CHsOH als C-Quelle von Vorteil. Auf Basis die-
ser Ergebnisse zur Kultivierung von M. trichosporium OB3b im Schuittelkolbenmalstab wur-
de eine Fermentation mit CHsOH als C-Quelle im Reaktormal3stab entwickelt. Dadurch sollte
eine ausreichende Menge sMMO-aktiver Biomasse zur Aufarbeitung des Enzyms produziert
werden.

3.1.3 Zusammenfassung und Diskussion der Kultivierungsexperi-
mente mit CH, und CH3OH als C-Quelle

Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH,4
als C-Quelle wurden in der Literatur bereits beschrieben. Die in dieser Arbeit bestimmten
Ergebnisse beziglich Wachstumsverhalten, Bildung der sMMO unter Cu(ll)-armen Medien-
bedingungen und Ganzzell-sMMO-Aktivitat entsprachen den bereits bekannten Literaturda-
ten [Bowman und Sayler, 1994; Koh et al., 1993; Park et al., 1991; Park et al., 1992]. Eine
Etablierung der Kultivierung von M. trichosporium OB3b mit CH, als C-Quelle und mit dem
spektroskopischen sowie elektrophoretischen Nachweis der SMMO bzw. deren Aktivitat wur-
de erfolgreich erreicht. Analog zu Literaturdaten (Abbildung 1-3, S.8), wurde der Nachweis
der putativ pMMO-tragenden internen Membranstapeln mit Cu(ll), bzw. deren bei Fehlen
ohne Cu(ll)-Zusatz, im Medium in eigenen Messungen nachgewiesen (siehe Abbildung 3-2,
S.50). Aufbauend auf diesen Ergebnissen und den entsprechenden Methoden und Analysen
zur Kultivierung mit Nachweis der Enzymaktivitat, erfolgten Untersuchungen zur Produktion
der sMMO im technischen Mal3stab.

Um im Reaktormal3stab eine ungewollte pMMO-Bildung, z.B. durch Cu(ll)-Verunreinigungen,
zu vermeiden, erfolgten Untersuchungen mit dem Cu(ll)-Komplexbildner N-Allylthioharnstoff
(ATU). Dieser wurde in der Literatur aufgrund seiner Bindungseigenschaften von Cu(ll) als
pMMO-Inhibitor beschrieben. 10 uM ATU verringerten reversibel die CH,4-Oxidation durch die
pMMO bei ganzen Zellen um 70 % [Hubley et al., 1975]. In den Arbeiten von Yu und Kolle-
gen wurde diese Inhibition ebenfalls eingesetzt um die Bildung der sMMO zu gewéhrleisten.
Dabei wurde die maximale sMMO-Aktivitat im Ganzzelassay bei einer ATU-Konzentration
von 15 uM gemessen. Ohne ATU-Zusatz verloren die Organismen die sMMO-Aktivitat, was
mit einer Cu(ll)-Konzentration von ca. 0,7 uM im Medium begriindet wurde. Dieser Cu(ll)-
Eintrag wurde auf etwaige Verunreinigungen der Medienkomponenten zurtickgefiihrt [Yu et
al., 2009a; Yu et al., 2009b]. Innerhalb einer Chemostat-Kultivierung wurde das Wachstum
der Zellen von M. trichosporium OB3b durch die Erh6hung der ATU-Konzentration von 15
auf 25 uM reduziert. Dadurch erfolgte die Auswaschung der Zellen aus dem kontinuierlichem
Biorektor fuihrte. Als Ursache fur die Reduktion des Wachstums wurde die Bindung von es-
sentiellen Metallen neben Cu(ll), durch ATU angegeben. Die gebundenen Metallionen kon-
nen von den Zellen in der Folge nicht mehr aufgenommen werden und die resultierenden
Limitationen flhrten zu der aufgetretenen Reduktion des Wachstums [Yu et al., 2009b].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss von ATU auf das Wachs-
tum und die sSMMO-AKktivitat von M. trichosporium OB3b erfolgten nicht im Chemostat, son-
dern im Schittelkolbenmafstab. Zudem war die gemessene Cu(ll)-Konzentration im Medium
mit 0,15 uM um Faktor finf niedriger als in den zuvor genannten Vertffentlichungen. Eine
Inhibition durch ATU-Zusatz wurde analog zur Literatur auch in den eigenen Messungen
beobachtet. Die Inhibition erfolgte dabei in Form einer Verlangerung der initialen Wachs-
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tumsphase. Mit Erhéhung der Start-ATU-Konzentration verlangerte sich die initiale Wachs-
tumsphase (Kapitel 3.1.1.2, S.50). Ursache fur diesen Einfluss konnte, die bereits in der Ver-
offentlichung von Yu und Kollegen genannte, Komplexierung von weiteren Metallen neben
Cu(ll) gewesen sein [Yu et al., 2009b]. Fir einen strukturell &hnlichen Chelator, Thioharn-
stoff, wurde die Komplexierung von Ni(ll), Al(lll) und Fe(lll) beschrieben [Foye und Chao,
1984]. Eine genaue Analyse von ATU bezuglich der Komplexbildung mit anderen Metallen
wurde bisher nicht veréffentlicht. Neben der sMMO bzw. pMMO nutzen viele andere Enzyme
Metalle als Cofaktoren (z.B. die Formiat-Dehydrogenase). Eine Reduktion der Metallionen-
Konzentration im Medium durch einen Chelator, in entsprechender Konzentration, hatte eine
Inhibition essentieller Enzymreaktionen bzw. des Zellwachstums zur Folge [Jollie und
Lipscomb, 1991]. Dies ist eine mogliche Ursache fur die langeren initialen Wachstumspha-
sen bzw. das fehlende Wachstum bei den untersuchten ATU-Konzentrationen. Das Wachs-
tum der Zellen wurde nicht komplett inhibiert, sondern die initiale Wachstumsphasen verzo-
gert. Eine mogliche Zersetzung von ATU Uber den Kultivierungszeitraum konnte dafur ver-
antwortlich sein. Hierzu liegen keine weiteren Informationen zur Stabilitédt von ATU vor. Wei-
terhin wére eine zeitversetzte Aufnahme der Metalle, durch vom Organismus gebildete
Chelatoren eine Ursache fir das gezeigte Wachstumsverhalten. Die Chelatoren werden von
den Bakterien gebildet und konnten aufgrund der Affinitat zu den Metallionen selbige binden
und so erneut fur den Organismus zugéanglich machen. Ein Beispiel flr einen von Methylosi-
nus trichosporium OB3b gebildeten Chelator ware Methanobactin (Kapitel 1.1.2.1, S.6) [Choi
et al., 2006; Kalidass et al., 2015]. Die untersuchten ATU-Konzentrationen hatten, sofern die
Zellen wuchsen, keinen Einfluss auf die finale SMMO-Aktivitat. FUr die Fermentationsexperi-
mente wurde aufgrund des gezeigten Wachstums und der stabilen sMMO-Aktivitat eine
ATU-Konzentration von 5 uM gewahlt. In der Literatur wurde eine Konzentration von 15 uM
verwendet [Yu et al., 2009a; Yu et al., 2009b]. Die geringere Konzentration an ATU die in
den eigenen Experimenten bendtigt wurde ist mit der 5-fach geringere Cu(ll)-Konzentration
im verwendeten Laborwasser bzw. Wachstumsmedium zu erklaren. Fir weitere Experimente
mit Verwendung anderer Bedingungen (verwendete Chemikalien und der Cu(ll)-
Konzentration im Laborwasser) muss die ATU-Konzentration angepasst werden.

Die grofdtechnische Fermentation von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH, als C-
Quelle erfordert verschiedenen (sicherheits)technische Anforderungen (z.B. Explosions-
schutz, zusatzliche Gasanschlisse, Kontrolle der Konzentration in der Flissigphase). Um
diese zu vermeiden bzw. zu reduzieren sollten Fermentationen von M. trichosporium OB3b
mit CH3;OH als C-Quelle geplant werden. Da ein Wachstum des Organismus mit CH;OH be-
reits gezeigt wurde, erfolgten zunéachst Untersuchungen zum Wachstum und dem gleichzei-
tigen Nachweis der sMMO-Bildung [Best und Higgins, 1981]. Nach Untersuchung des
Wachstums und der sMMO-Aktivitat auf den zwei am haufigsten eingesetzten Medien (NMS-
Medium nach Best bzw. Cornish; [Best und Higgins, 1981; Cornish et al., 1984] und das
Choi-Medium nach Bourque; [Bourque et al., 1995; Yu et al., 2009a], erfolgte eine rationale
Medienoptimierung. Dabei wurde durch Kombination verschiedener essentieller Medienbe-
standteile fur das Wachstum und die Bildung der sMMO ein neues modifiziertes NMS-
Medium (mod. NMS-Medium) entwickelt.

Fur das Wachstum mit CH;OH als C-Quelle und die Bildung der sMMO waren vor allem die
Phosphat-, die Magnesium-, die Eisen-, und die Hydrogencarbonat-Konzentration entschei-
dend. Hydrogencarbonat diente als Unterstitzung des Wachstums am Beginn der Kultivie-
rung, da CO, im Serin-Zyklus als C-Quelle zur Bildung des Zwischenproduktes Oxalessig-
saure bendttigt wird. In Schuttelkolbenversuchen von Davis und Kollegen konnte durch Zu-
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satz von 6 mM NaHCO; ein stabiles Wachstum mit CH3;OH gezeigt werden. Ohne den Hyd-
rogencarbonat-Zusatz betrug die Quote der gewachsenen Kulturen nur 20 % [Davis et al.,
1987]. Eigene Versuche erfolgten deshalb stets mit 6 mM Hydrogencarbonat im Medium.
Aufgrund des hohen Anteils der sMMO am l6slichen Protein in der Zelle (ca. 10 bis 12 %),
spielt die Eisenkonzentration im Medium eine wichtige Rolle fir die sSMMO-Bildung. Im akti-
ven Zentrum der sSMMO und auch bei anderen Enzymen des Organismus (z.B. Nitrogenase)
werden Eisenionen bendtigt. Eisen lag im Choi-Medium in zehnfach geringerer Konzentrati-
on vor als im modifizierten NMS-Medium. Beim Wachstum von M. trichosporium OB3b im
Bioreaktor wurde eine Halbierung der sMMO-Aktivitadt nach Reduktion der Eisenkonzentrati-
on von 40 auf 18 uM beschrieben und eine minimale Eisenkonzentration von 40 pM empfoh-
len [Park et al., 1991]. In Schiittelkolben Experimenten zeigten Bowman und Sayler, dass
sich bei Eisenkonzentrationen <10 uM im Medium die sMMO-Aktivitat leicht und das Wachs-
tum stark reduzierte [Bowman und Sayler, 1994]. Um hohe sMMO-Aktivitaten und ausrei-
chendes Wachstum der Zellen zu gewahrleisten wurde im mod. NMS-Medium eine Eisen-
konzentration von 50 uM verwendet. Innerhalb der eigenen Resultate wurde bei Verwendung
des Choi-Mediums mit CH, als C-Quelle ein normales Wachstum gemessen, aber eine 8 bis
9-fach geringere sMMO-Aktivitat (Tabelle 3-4, S.58). Die sMMO-Aktivitat konnte durch die
geringe Eisenkonzentration im Choi-Medium (4,7 uM) begriindet werden. Die Eisenkonzent-
ration im NMS-Medium nach Best bzw. Cornish und im modifizierten NMS Medium lagen mit
40 bzw. 50 uM Uber der angegebenen Minimalkonzentration von 10 uM. Fir beide Medien
wurden bei vorhandenem Wachstum vergleichbare sMMO-Aktivitdten im Ganzzell-
Naphthalin-Assay nachgewiesen, die im Bereich der Literaturdaten lagen.

Die Magnesium-Konzentration im Medium war sowohl fur das Wachstum, als auch fir die
sMMO-Aktivitat bei der Kultivierung von M. trichosporium OB3b von Bedeutung. Ohne Mag-
nesium-Zusatz wurden von Bowman und Sayler Reduktionen des Wachstums mit CH, als C-
Quelle und der SMMO-AKktivitat detektiert. Es wurde eine minimale Magnesium-Konzentration
von 50 uM empfohlen [Bowman und Sayler, 1994]. In eigenen Experimenten mit CH, als C-
Quelle konnten keine Unterschiede beim Wachstum und der sMMO-Aktivitat zwischen einer
eingesetzten Magnesium-Konzentration von 0,15 und 1,65 mM detektiert werden [Dillmann,
2014]. Fir die Kultivierung von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle zeigte sich,
dass eine Magnesium-Konzentration von 21,65 mM, wichtig fir ein stabiles Wachstum der
Kulturen war [Best und Higgins, 1981; Bourque et al., 1995]. Detailliertere Untersuchungen
waren notig um dies genauer zu beschreiben, waren aber nicht Bestandteil dieser Arbeit. Mit
der Magnesium-Konzentration von 1,65 mM im mod. NMS-Medium, erfolgten die weiteren
Untersuchungen zur Produktion der sMMO mit CH;OH als C-Quelle.

Die Phosphat-Konzentration hatte bei der Kultivierung von M. trichosporium OB3b im Schiit-
telkolbenmalfstab mit CH, zwischen 10 und 25 mM keinen Einfluss auf das Wachstum oder
die sSMMO-AKktivitat [Dillmann, 2014]. Park und Kollegen zeigten eine beginnende Inhibition
des Wachtsums im Schuttelkolbenmal3stab ab einer Phosphat-Konzentration > 40 mM. Die
sMMO-AKktivitat verringerte sich in diesen Experimenten bis zu einer Phosphat-Konzentration
von 80 mM nicht [Park et al.,, 1991]. Bowman und Sayler zeigten vergleichbare sMMO-
Aktivitdten und spezifische Wachstumsraten von M. trichosporium OB3b zwischen 2 und 25
mM Phosphat bei Nutzung von CH,4 als C-Quelle. Bei Erhdhung oder Erniedrigung der Phos-
phat-Konzentration wurde sowohl eine Reduktion der spezifischen Wachstumsrate, als auch
der sMMO-Aktivitat gemessen [Bowman und Sayler, 1994]. Die Ursache flur die Inhibition
des Wachstums bei héheren Phosphat-Konzentrationen war die Inhibition der Methanol-
Dehydrogenase (MDH). Dadurch wurde die fir das Wachstum essentielle Assimilation des
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Reaktionsproduktes der MDH (Formaldehyd) verhindert. [Mehta et al., 1989]. Ein direktes
Wachstum von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle wurde in der Literatur nur bei
Phosphatkonzentrationen wie z.B. 25 mM (Choi-Medium) beschrieben. Bei der Verwendung
des NMS-Mediums nach Best bzw. Cornish mit 10 mM Phosphat, wurde entweder kein oder
ein verzogertes Wachstum gezeigt (zehntéagige Adaptionsphase) [Best und Higgins, 1981,
Yu et al., 2009a]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Wachstum von M. trichosporium OB3b
mit CH;OH als C-Quelle bei Phosphatkonzentration von 25 mM ohne Adaptationsphase ge-
zeigt (Tabelle 3-4, S.58). Als Medienkomponente wird Phosphat u.a. als pH-puffernde Sub-
stanz genutzt. In der Zelle wird Phosphat fur verschiedene Prozesse bendttigt, z.B. als Be-
standteil von Phospholipiden und als Ruckgrat der DNA sowie RNA. Bei der ATP-Synthese
und als Bestandteil des Signalmolekils AMP spielt Phosphat ebenfalls eine wichtige Rolle.
Weiterhin wird Phosphat fur die Phosphorylierung von Proteinen genutzt um die Eigenschaf-
ten des Proteins zu veréndern [Berg et al., 2002]. Der genaue physiologische Hintergrund
des Einflusses der Phosphat-Konzentration auf das Wachstum von Methylosinus trichospori-
um OB3b mit CH3;OH ist aktuell nicht bekannt. Weitere Untersuchungen hierzu erfolgten im
Rahmen dieser Arbeit nicht, da das vorrangige Ziel die Bereitstellung ausreichender Mengen
an sMMO-aktiver Biomasse war.

Anhand der durchgefuhrten Untersuchungen bzw. der Literaturrecherche zum Einfluss der
Phosphat-, Magnesium-, Eisen-, und der Hydrogencarbonat-Konzentration auf das Wachs-
tum und die sSMMO-Aktivitat von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH wurde ein
Medium entwickelt. Mit diesem erstmals in dieser Arbeit beschriebenen mod. NMS-Medium
war es moglich M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle und Nachweis der sMMO-
Aktivitat zu kultivieren. Dabei erfolgte das Wachstum mit 50 mM CH3;OH direkt und ohne die
zuvor beschriebene langwierige Adaptationsphase von bis zu zehn Tagen [Best und Higgins,
1981]. Der sMMO Nachweis erfolgte Uber Messung der sMMO-Aktivitdt im Ganzzell-
Naphthalin Assay und tber charakteristische Proteinbanden in der SDS-PAGE.

Die sMMO ist in der Lage neben CH, auch CH3OH als Substrat zu nutzen [Colby et al.,
1977] (Kapitel 1.1.1.2, S.4). Dadurch ergab sich beim Ganzzell-Naphthalin-Assay eine Mas-
kierung der tatsachlichen sMMO-Aktivitdt durch den sMMO-Umsatz von CH3;OH statt Naph-
thalin (siehe Abbildung 3-7, S.60). In der Literatur ist dieser Effekt bisher nur die Verwendung
von Ammonium als N-Quelle beschrieben [King und Schnell, 1994]. Die 30 %ige Reduktion
der sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Naphthalin-Assay durch Ammonium-Zusatz wurde auch in
eigenen Messungen gezeigt (siehe Anhang Abbildung 7-3, S.176 aus [Dillmann, 2014]). Um
das Problem der CH;OH-Maskierung zu minimieren wurden die Zellen vor dem Einsatz im
SMMO-Assay mit CH;OH freiem NMS-Medium gewaschen. Dadurch konnte eine Steigerung
der tatsadchlichen sMMO-Aktivitat um Faktor finf gemessen werden. In den Chemostat-
Kultivierungen, die von Yu und Kollegen beschrieben wurden, konnte eine sMMO-Aktivitét
auch in Gegenwart von CH3;OH nachgewiesen werden. Die Ursache hierfir war, dass das
zugegebene CH3;OH sofort durch die Zellen verstoffwechselt wurde und im Medium kein
CHsOH mehr nachgewiesen werden konnte. Dagegen wurde in Batch bzw. Fed-Batch-
Kultivierungen mit CHsOH als C-Quelle (75 bis 125 mM) keine bzw. nur eine geringe sMMO-
Aktivitdt nachgewiesen [Adegbola, 2008; Yu et al., 2009a; Yu et al., 2009b]. Eine Regenera-
tion der sMMO-Aktivitat durch eine anschliel3ende Kultivierung mit CH, als C-Quelle, wie sie
in den genannten Arbeiten vorgeschlagen wurde, ware anhand der hier gezeigten Resultate
obsolet. Das Waschen der Zellen war ausreichend um den Nachweis der tatsachlichen
sMMO-Aktivitat zu ermoglichen. Trotz des Waschens der Zellen ergab sich in den eigenen
Messungen eine zweifach geringere Ganzzell-sMMO-Aktivitdt mit CH3;OH als C-Quelle im
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Vergleich zu Zellen mit CH,. Um die mdgliche Maskierung durch CH3;OH in den Zellen kom-
plett auszuschlieRen und die Bildung der sSMMO in Abhangigkeit der C-Quelle zu untersu-
chen erfolgten Aktivitdtsmessungen mit Rohextrakt-Fraktionen nach dem Zellaufschluss.
Dabei wurde aufgrund der einfacheren und kontinuierlichen Durchfihrbarkeit ein Nitrobenzol-
Assay statt des Naphthalin-Assays fur die Analyse der sSMMO-Aktivitat verwendet.

Die Vergleichsmessungen mit Rohextrakten, der mit CH, bzw. CH;OH als C-Quelle gewach-
senen Zellen, zeigten eine 27 % hohere sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay fur Zellen die
mit CH3;OH als C-Quelle kultiviert wurden. Die Intensitaten der MMOH-Proteinbanden in der
SDS-PAGE-Analyse der ganzen Zellen, sowie der Rohextrakte waren fur beide C-Quellen
vergleichbar (Abbildung 3-9, S.62). Die zuvor gemessene sMMO-AKktivitéat der ganzen Zellen
betrug, vermutlich aufgrund des maskierenden Effekts von CH;OH gegeniber Naphthalin,
fur die Zellen mit CHsOH nur 50 % der Aktivitat der CH,4-Zellen. Untersuchungen zur Ver-
gleichbarkeit der SMMO-Aktivitat im Rohextrakt nach dem Wachstum mit CH;OH oder CH,
als C-Quelle sind bisher nicht verdoffentlicht. Aufgrund der eigenen Daten aus dem direkten
Vergleich der sMMO-Aktivitaten mit den beiden C-Quellen konnte belegt werden, dass eine
vergleichbare bis bessere sMMO-Produktion bzw. Aktivitat mit CH;OH als C-Quelle erreicht
werden konnte. Dies widerspricht der Vermutung von Adegbola, dass CH, zu einer Stimula-
tion der sSMMO Bildung fuhrt [Adegbola, 2008]. Gleichzeitig kann der instabile Nachweis der
sMMO-AKktivitat, der in einigen Veroffentlichungen erwahnt wurde, durch den maskierenden
Effekt von CH3;OH auf die sMMO-Aktivitat im Ganzzell-Naphthalin-Assay erklart werden [Yu
et al., 2009a]. Eine grof3technische Produktion der sMMO durch Fermentation von M.
trichosporium OB3b kann, anhand der hier beschriebenen Ergebnisse, auch mit CH;OH als
C-Quelle erfolgen.

Experimente bezlglich der Lagerbarkeit der Biomasse erfolgten, da eine sofortige Aufarbei-
tung der gesamten Biomasse aus einer gréReren Fermentation (100 L) nicht praktikabel wa-
re. Zur Untersuchung der Stabilitat der SMMO-Aktivitat in den Rohextrakt-Fraktionen erfolg-
ten Messungen nach Einfrieren in fl. N,, 14-tdgiger Lagerung bei — 80 °C ,dem Auftauen der
Biomasse und dem anschlieBenden Zellaufschluss. Eine Reduktion der sSMMO-AKktivitat in-
nerhalb der eingefrorenen Biomasse wurde sowohl bei CH, als auch bei CH;OH als C-
Quelle beobachtet (Abbildung 3-8, S.61). Die Reduktion der sSMMO-Aktivitéat innerhalb des
Rohextraktes der CH3;OH-gewachsenen Biomasse war mit 22 % geringer, als fir das Rohex-
trakt der CH,-gewachsenen Biomasse mit 60 %. Eine Ursache fur diese Differenz kann, auf
Basis der vorliegenden Daten, nicht angegeben werden. In weiteren eigenen Experimenten
zeigte sich, dass die SMMO-Aktivitat im Rohextrakt nach Lagerung der ganzen Zellen tUber
bis zu 24 Monate stabil war. Fox und Kollegen geben eine Stabilitéat der SMMO-Aktivitat in
ganzen Zellen von M. trichosporium OB3b nach Wachstum mit CH, und Lagerung bei -
80 °C von bis zu 12 Monaten an [Fox et al., 1990]. Aufgrund der eigenen Resultate und der
Literaturangabe ist eine unbedenkliche Nutzung der sMMO nach Lagerung der Biomasse bei
- 80 °C mdglich. Die Stabilitat der sSMMO-Aktivitdt im Rohextraktes war nicht gegeben (0 %
Restaktivitat nach sieben Tagen Lagerung bei 4 bzw. - 80 °C). Dies wurde auch in verschie-
denen Verdffentlichungen beschrieben (z.B. 1 % Restaktivitat nach 20 Stunden bei 4 °C im
Methylocystis sp. M Rohextrakt [Nakajima et al., 1992; Stirling und Dalton, 1979]. Dement-
sprechend muss die sofortige Aufarbeitung des Enzyms nach Zellaufschluss und Zentrifuga-
tion erfolgen. Alternativ misste die mdgliche Ursache der Inaktivierung identifiziert und be-
seitigt werden.

Mit der Grundlage der in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse zur Kultivierung von M.
trichosporium OB3b mit CH, oder CH;OH als C-Quelle im Schiittelkolbenmaf3stab kann eine
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Fermentation im technischen Maf3stab zur Produktion von ausreichender Mengen an sMMO-
aktiver Biomasse erfolgen. Wichtige Punkte dabei waren: Die Kontrolle der sMMO-Bildung
durch die Cu(ll)-Konzentration im Medium, die Wahl der ATU-Konzentration zur Vermeidung
des Stoppens der sMMO-Bildung und die Entwicklung eines modifizierten NMS-Mediums mit
dem ein stabiles Wachstum und eine sMMO-Aktivitdt mit CH;OH als C-Quelle mdglich wa-
ren. AbschlielBend konnte eine vergleichbare sMMO-Bildung und Aktivitat in Kulturen mit
CHsOH bzw. CH,4 als C-Quelle im Rohextrakt nachgewiesen werden.

3.2 Fermentation von Methylosinus trichosporium OB3b im
6,8 L und 68 L-Mal3stab mit CH3OH als C-Quelle

Die sMMO ist, wie in Kapitel 1.1.2, S.6 beschrieben, ein vielseitiges Enzym, das fir ver-
schiedene biotechnologische Prozesse eingesetzt werden kann. Um die in vitro-Analysen
der sMMO zur CH;OH-Bildung durchzufiihren, war es notig ausreichende Mengen des En-
zyms bereitzustellen. Basierend auf den Kultivierungsergebnissen im Schiittelkolbenmalf3-
stab aus Kapitel 3.1.2, S.53 mit CH;OH als C-Quelle wurde ein Fermentationsprotokoll fir M.
trichosporium OB3b entwickelt. Die geplanten Fermentationen wurden in Zusammenarbeit
mit dem Fraunhofer-Zentrum fiir Chemisch-Biotechnologische Prozesse (CBP) in Leuna
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.3.1.5, S.29). Im Folgenden werden die drei durchgefiihrten
Fermentationen beschrieben und die entsprechenden Ergebnisse dargestellt. Parameter
bzw. Einstellungen die fur alle drei Fermentationen galten sind in Tabelle 3-5 zusammenge-
fasst. Die drei Fermentationen erfolgten mit einer sequentiellen Feeding-Strategie verschie-
dener Medienkomponenten z.B. Eisen, Magnesium, Calcium und der eingesetzten Spuren-
elemente. Die Grundlage fir diese Strategie lieferten die Arbeiten von Yu und Kollegen, in
denen eine auf die CO,-Konzentration im Abgas angepasste Feeding-Strategie entwickelt
und eingesetzt wurde [Yu et al., 2009a; Yu et al., 2009b]. Die Feeding-Strategie in der ersten
Fermentation orientierte sich an den Literaturdaten. Auf Basis von eigenen Messungen der
Metallionen sollte diese Strategie fur die weiteren Fermentationen angepasst und optimiert
werden.
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Tabelle 3-5: Zusammenfassung der generellen Einstellungen bzw. Kennwerte der drei Fermen-
tation von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle

Parameter Wert

Temperatur [°C] 30

CH3OH-Startkonzentration [mM] 25

pH-Wert 6,9+0,1

pH-Kontrolle 7,5 % H,S0O,, 10,0 % NaOH

Antischaummittel Sigma SE-15

0O, Konzentration 30 %

Ruhrerdrehzahl Angepasst um O, Konzentration bei 30 % zu halten
Begasungsrate 0,33 vwm

500 mL Kultur,ODgo 2 bis 3 gewachsen mit 50 mM CH3;OH auf

Inokulum im 6,8 L-Mafstab -
nokufum im absta mod. NMS-Medium+ 5 uM ATU

Fermentationsmedium Modifiziertes NMS-Medium mit 5 uM ATU-Zusatz
sSMMO-Analyse Ganzzell-Naphthalin-Assay, SDS-PAGE

Abgasanalyse CO,-Konzentration

Metallanalyse ICP-MS Analyse der Biofeuchtmasse und des Uberstandes

Kontinuierliches CH;OH-Feeding,

Feedin _ . :
g Sequentielle Zugabe verschiedener Medienkomponenten

3.2.1 Fermentation im 6,8 L-Mal3stab

3.2.1.1 Fermentation mit Nitratlimitierung (Fermentation A)

Zunéchst erfolgte eine Fermentation im 6,8 L-Maf3stab ohne sequentielles Feeding der N-
Quelle (Nitrat). Auf Basis der Arbeiten von Yu und Kollegen wurden zu verschiedenen Zeit-
punkten (abhéngig von der Biomassenkonzentration) verschiedene Medienkomponenten
zugesetzt (Tabelle 3-6) [Yu et al., 2009a; Yu et al., 2009b]. Die Wachstumskurve und die
sSMMO-AKktivitat in der entsprechenden Fermentation, im folgenden Fermentation A genannt,
ist in Abbildung 3-10 dargestellit.
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Abbildung 3-10: Biomassekonzentration (schwarz) und sMMO-Aktivitéat (rot) bei Fermentation A
von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle, mod. NMS-Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit
Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-MaRRstab. Die schwarzen Pfeile symbolisieren
Zugaben an Medienkomponenten genaue Auflistung siehe Tabelle 3-6.
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Tabelle 3-6: Zur 6,8 L Fermentation A aus Abbildung 3-10 zugegebene Medienkomponenten.
Die Zugabe erfolgte in Abhangigkeit der Biomassekonzentration zu den angegebenen Zeit-
punkten.

. ; . Biom n-
Zeitpunkt . Finale Konzentration 10 asse.
Zugegebene Losung konzentration
[h] [6.8L] oy L
[g"L7]
14 mL 5 mM Fe(ll)
39,2 . Fe(l)-10,3 uM 1,76 £ 0,10
4 mL Spurenelementelésung e(ih H
Mg“*-825 pM
340 mL 16,5 mM Mg>/0,5 mM Ca** .
453 9 m": Y ane(”) g /B> miia Ca?*-25 uM 2,93+ 0,05
Fe(l1)-10,3 pM
300 mL 100 mM NaNO
7 mlrnlo mMnlle(II)a ’ NaNOs-4,4 mM
63,3 2 Fe(l1)-10,3 pM 5,00 + 0,17
17 mL 330 mM Mg MoZ*-825 LM
4 mL Spurenelementeldsung g H
7 mL 10 mM Fe(ll)
2+ Fe(l1)-10,3 uM
+
71,5 17 mL 330 mM Mg Mgz+-825 UM 7,16 £ 0,40

4 mL Spurenelementelésung

Die maximale spezifische Wachstumsrate wurde zwischen 14 und 24 Stunden beobachtet
und betrug 0,13 h™. Uber die gesamte Kultivierung wurde mittels einer exponentiellen An-
passung eine Wachstumsrate von 0,03 h™ bestimmt. Die geringere Wachstumsrate von 0,08
h™ am Beginn der Kultivierungsphase wurde auch bei Kulturen im SchiittelkolbenmaRstab
beobachtet ([Dillmann, 2014]. Zusétzlich kénnte das geringere Wachstum durch den Trans-
port des Inokulums und der Ubertragung aus dem SchiittelkolbenmaRstab in den Reaktor-
mafstab bedingt worden sein. Die Fermentation sollte unter optimalen Wachstumsbedin-
gungen durchgefuhrt werden. Vorversuche und Literaturdaten zur CH;OH-Vertraglichkeit von
M. trichosporium OB3b zeigten in einem Konzentrationsbereich bis 125 mM ein entspre-
chendes Wachstum [Adegbola, 2008]. Die konstante CH;OH-Konzentration Uber die Fer-
mentation sollte 25 mM betragen, um die genannte Grenze nicht zu Uberschreiten. Aus tech-
nischen Griinden (Uberdruck in der CH;OH-Leitung) lag die Startkonzentration in Fermenta-
tion A bei 45 mM CH3;OH. Nach Reduktion der Konzentration durch den Verbrauch durch die
Mikroorganismen (30 Stunden), entsprach die CHs;OH-Konzentration dem Sollwert von
25 mM bis zum Ende der Fermentation. Der Verlauf der CH;OH-Konzentration ist in Abbil-
dung 3-11 dargestellt. Nach 45 Stunden verringerte sich die spezifische Wachstumsrate auf
ca. 0,02-0,06 h. Ursache war vermutlich eine Limitierung von Nitrat als N-Quelle. Nach 40
Stunden Kultivierungszeit war die eingesetzte Nitrat-Konzentration verbraucht (Abbildung
3-11, Kalibriergerade Nitrat in Abbildung 7-4, S.176). Im weiteren Verlauf der Fermentation
wurde eine Adaptationsphase der Zellen an die neuen Umgebungsbedingungen von ca. vier
Stunden gemessen. Als sensitives kontinuierliches Mal} fir das Zellwachstum unter aeroben
Bedingungen wurde dabei das CO.-Signal im Abgas verfolgt. Nach 42 Stunden sank das
CO,-Signal im Abgas von 0,7 auf 0,3 %, was auf reduziertes Zellwachstum hindeutete. Die-
ses Verhalten ging mit der Nitratlimitierung einher. Diese war ebenfalls im pH-Wert Verlauf
zu erkennen. Bei Nutzung von Nitrat als N-Quelle wird im Zuge der Aufnahme in die Zelle
pro Nitrat ein OH-lon ins Medium abgegeben [Moir und Wood, 2001]. Dies sorgt fur eine
Erhéhung des pH-Wertes und wurde in der eigenen Fermentation A durch Zugabe von 7,5 %
H,SO, geregelt. Je starker das Wachstum der Zellen umso enger die Zeitpunkte der Saure-
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zugabe. Nach Verbrauch des Nitrats und infolge der Umstellung des Stoffwechsels auf die
Aufnahme von N, war diese Neutralisation nicht mehr nétig (siehe Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: CH3;OH-Konzentration (blau), Nitrat Konzentration (grin), pH Wert (rot) und die
CO, Konzentration in der Abgasluft (schwarz) bei Fermentation A von M. trichosporium OB3b
mit CH3;0H als C-Quelle, mod. NMS-Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 uM ATU bei
30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-Mal3stab.

Far M. trichosporium OB3b ist bekannt, dass der Organismus bei einer Limitierung von
Stickstoff im Medium atmosphéarischen N, als N-Quelle nutzen kann [Park et al., 1991]. Da-
bei erfolgt die N,-Fixierung Uber eine Nitrogenase (EC.1.18.6.1) [Yoch et al., 1988]. Diese
bendtigt u.a. als Molybd&n Cofaktor. In den ICP-MS-Messungen der Metallgehalte im Medi-
um bzw. in den Zellen konnte fir Molybd&n ab ca. 40 Stunden eine gesteigerte Konzentrati-
on in den Zellen, bzw. eine Reduktion der Konzentration im Medium beobachtet werden
(siehe Abbildung 3-13, S.73). Des Weiteren wurde in der SDS-PAGE-Analyse, nach mehr
als 40 Stunden Fermentationszeit, eine zusatzliche Proteinbande bei ca. 35 kDa detektiert
(Abbildung 3-12, S.72). Diese Bande kdnnte eine Untereinheit der Nitrogenase reprasentie-
ren (Komponente Il fir ATP-Hydrolyse, Dimer mit 35 kDa pro Untereinheit [Zehr et al.,
2003]). Diese Beobachtungen zeigten, in Kombination mit dem weiteren Zellwachstum, eine
Umstellung des M. trichosporium OB3b Stoffwechsels auf atmosphéarischen N,. Im Vergleich
zum Wachstum mit Nitrat verringerte sich die spezifische Wachstumsrate nach der Umstel-
lung auf Np-Assimilation von 0,09 h™ auf 0,035 h™. Ein vergleichbare Reduktion wurde auch
in der Literatur beschrieben [Park et al., 1991]. Um zu untersuchen ob sich eine erneute Zu-
gabe von Nitrat positiv auf das Wachstum auswirkte, wurde nach 63,3 Stunden die Nitrat-
Konzentration im Reaktor auf 4,4 mM erhdht. Eine Veranderung des Wachstums infolge der
Nitratzugabe und des anschlielRenden Verbrauches von Nitrat wurde im Anschluss nicht be-
obachtet. Nach 73 Stunden sank die CO,-Konzentration im Abgas von 1,9 auf 1,6 %, was
auf eine erneute Anpassung des Stoffwechsels auf die verstarkte N,-Fixierung deuten kénn-
te. Im gleichen Zeitraum konnte eine Reduktion des pH Wertes gemessen werden, wie be-
reits nach 40 Stunden wahrend der Nitratlimitierung zu beobachten war. Die CO,-
Konzentration stieg bei der erneuten Nitratlimitierung bereits nach einer Stunde wieder an.
Im Gegensatz dazu dauerte die Umstellung bei 40 Stunden etwa vier Stunden Die schnellere
Anpassung an die erneute Limitierung der N-Quelle kdnnte z.B. durch die ggf. bereits vor-
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handenen Enzyme zur N,-Fixierung begrindet werden. Da der Proteinumsatz dieser Enzy-
me nicht bekannt ist kann diesbeziglich keine genaue Aussage getroffen werden. Die spezi-
fische Wachstumsrate iiber den gesamten Prozess betrug 0.06 h™ und eine finale Biomas-
senkonzentration von 13,9 g*L™* wurde nach 92,5 Stunden Fermentation gemessen.

Die sMMO-Aktivitdt konnte sowohl im Ganzzell-Naphthalin-Assay, als auch tber das Vor-
handensein der MMOH-Proteinbanden mittels SDS-PAGE zu gewahlten Zeitpunkten im
Fermentationsverlauf nachgewiesen werden (Abbildung 3-10, S.69 und Abbildung 3-12,
S.72). Es wurde eine Steigerung der sMMO-Aktivitat um Faktor 7,5 von 20 Stunden bis zum
Ende der Fermentation nach 92,5 Stunden gemessen (36 auf 275 umoll_Naphtho,*h'l*gBTM‘l).
Diese Steigerung konnte durch das geringere Cu(ll)/ Biomassen-Verhaltnis und die damit
héhere sMMO-Bildung bedingt worden sein. In der SDS-PAGE konnte hingegen keine Stei-
gerung der Bandenintensitat der MMOH-Proteinbanden beobachtet werden. Die Banden der
anderen sMMO Komponenten MMOB und MMOR wurden in der SDS-PAGE nicht identifi-
ziert. Die beobachtete Steigerung der sMMO-Aktivitdt konnte auch durch eine verstarkte
Produktion dieser beiden Komponenten verursacht worden sein. Weiterhin kénnte die ge-
steigerte SMMO-Aktivitat auch auf ein geringeres Verhéltnis der CH;OH-Konzentration und
der Biomasse in den zur Aktivitdtsmessung eingesetzten Proben zuriickgefiihrt werden. Bei
h6heren Biomassenkonzentrationen im Fermenter wurde die Probe fir den Messansatz im-
mer starker verdiinnt (Standardbedingungen 0,094 g*L™* BTM im Messansatz). Daraus resul-
tierte eine geringere Menge an CH;OH im jeweiligen Messansatz. Je geringer die CH;OH-
Konzentration im Ansatz, umso geringer war vermutlich der maskierende Effekt von CH;OH
auf die sSMMO-Aktivitat. Dieser maskierende Effekt konnte, wie in Kapitel 3.1.2.3, S.59 be-
schrieben, durch einen Waschschritt der Zellen vor dem Aktivitatstest verringert werden. Ein
Waschschritt erfolgte in Fermentation A nicht. AuRerdem kénnten hohere Biomassenkon-
zentrationen in den Proben zu einem gesteigerten CH;OH-Verbrauch vor dem jeweiligen
Aktivitatstest gefuhrt haben. Die somit reduzierte CH3;OH-Konzentration ware ebenfalls eine
magliche Erklarung fur die gesteigerte SMMO-Aktivitat im Verlauf der Fermentation A.
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Abbildung 3-12: 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
der Fermentation A von Methylosinus trichosporium OB3b im 6,8 L Reaktor. MW-Marker (Pa-
geRuler™), Es wurden 1/OD Proben aufgetragen; 1- Vorkultur CHy; 2- 42 h; 3- 63 h; 4- 86,5 h; 5-
92,5 Stunden Fermentationszeit. MDH-60 kDa, a-MMOH 60 kDa, B-MMOH 45 KDa, vermutliche
Nitrogenase Komponente Il 35 kDa, y-MMOH 20 kDa. Diese Abbildung zeigt verschiedene Ab-
schnitte aus einem PA-Gel, zur besseren Ubersicht wurden verschiedenen Bahnen entfernt.
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Abbildung 3-13: Konzentration von Eisen-, Kuper- und Molybdan-lonen im Medium (rot) und
innerhalb der Biomasse (blau) bei Fermentation A von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als
C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im
6,8 L-Mal3stab. Angegeben sind die berechneten Konzentrationen in pmol Metallion*L™" aus den
Messungen mittels ICP-MS. Die Konzentration der Metalle in der Biomasse wurde in pmol*L™
angegeben und somit auf das Fermentationsvolumen mit der entsprechenden Biomassenkon-
zentration zum jeweiligen Zeitpunkt bezogen. Berechnung anhand Formel 7-1 im Anhang,
S.177. Die gestrichelten Linien entsprechen dem Zeitpunkt der Zugabe der jeweiligen Kompo-
nente (Tabelle 3-6, S.70). Die Originaldaten der Eisenionenkonzentration wurden mit Faktor
zehn multipliziert, da offensichtlich ein Verdinnungsfehler vorlag.

Die Analyse der Metallionen mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
(ICP-MS) erfolgte, um die Konzentrationen der untersuchten Metallionen sowohl im Medium,
als auch in der Biomasse zu messen. Anhand dieser Daten sollten etwaige Limitierungen
identifiziert und fur die Optimierung der weiteren Fermentationen bericksichtigt werden.
Dadurch sollte auf Basis der Daten der ICP-MS-Messungen eine verbesserte Feeding-
Strategie fur die weiteren Fermentationen von M. trichosporium OB3b erfolgen. Weiterhin
sollte durch die Metallanalyse mdgliche Veranderungen der Wachstumsbedingungen bzw.
des Stoffwechsels des Organismus identifiziert werden. Beispielhaft hierfir war die erwahnte
Umstellung des N-Stoffwechsels mit der beobachteten Molybdanionen-Aufnahme in die Zel-
len (Abbildung 3-13). Neben dieser Beobachtung zeigte sich, dass die Eisenkonzentration
innerhalb der Zellen im Laufe der Fermentation um Faktor zwei anstieg und sich im Medium
auch nach mehrfacher Eisen-Zugabe weiter auf ein Zehntel der Sollkonzentration reduzierte.
Der Organismus bendtigt Eisenionen vor allem fir die sMMO (Kapitel 1.1.2.2, S.7, bis zu
12 % des gesamten loslichen Proteinanteils), bzw. fur das aktive Zentrum der Hydroxylase
und das Eisen-Schwefel-Cluster der Reduktase. Die beobachtete Steigerung der sMMO-
Aktivitat (Abbildung 3-10, S.69) kdnnte auf eine bessere Versorgung der Zellen mit Eisen
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zurickzufuhrt werden. Fir weitere Fermentationen sollte deshalb die eingesetzte Feeding-
Strategie bezuglich des Eisens beibehalten werden. Weiterhin wurde eine Aufnahme von
Cu(ll) aus dem Medium in die Zellen beobachtet. Aktiv wurde kein Cu(ll) zugegeben, um die
pMMO-Bildung zu unterdriicken. Durch die Zugabe verschiedener anderer Komponenten die
mit Spuren an Cu(ll) verunreinigt waren, kdnnte zusétzliches Cu(ll) zugefuhrt worden sein.
Allerdings wurde der Konzentrationsbereich fir Cu(ll) der zum ,Umschalten” von sSsMMO- auf
pMMO-Bildung angegeben wird (ca. 1,0 umol Cu* g BTM™ [Murrell, 1994; Semrau et al.,
2013)), niemals Uberschritten. Zusétzlich wurde in allen Fermentationen 5 uM ATU als Cu(ll)-
bindende Komponente eingesetzt um eine pMMO-Bildung durch etwaige Cu(ll)-
Verunreinigungen ganzlich auszuschlief3en.

Im Rahmen der ICP-MS-Messungen wurden auch die Konzentrationen von Magnesium-;
Calcium- und Zinkionen bestimmt (siehe Anhang Abbildung 7-5, S.177). Fur diese Metalle
wurde gegen Ende der Fermentation (> 60 h) eine verstarkte Aufnahme in die Biomasse
gemessen. Eine Limitierung dieser Metallionen wurde wahrend des gesamten Fermentati-
onszeitraumes nicht gemessen. Auf Basis der Literaturdaten von Yu und Kollegen wurden in
dieser Fermentation einmalig Calcium- und mehrfach Magnesiumionen zugegeben [Yu et al.,
2009a; Yu et al., 2009b]. Da fur beide Metalle keine Limitierung im Medium beobachtet wur-
de erfolgte in den folgenden Fermentationen keine weitere Zugabe der beiden Komponen-
ten. Nach Ende der Fermentation erfolgte das Abtrennen der sMMO-aktiven Biomasse Uber
Zentrifugation (Kapitel 2.3.1.6, S.30). Es wurden insgesamt 530 g BFM geerntet, in 100 g
Teile portioniert, in fl. N, eingefroren und bei — 80 °C gelagert. Die Kennzahlen zur Fermenta-
tion A sind in Tabelle 3-7 zusammengefasst.

Tabelle 3-7: Zusammenfassung der Ergebnisse der Fermentation A von M. trichosporium OB3b
mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 uM ATU bei
30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-MaRstab

Parameter Wert
Kultivierungszeit [h] 92,5

Finales Volumen [L] 6,8

Finale Biomassenkonzentration [g*L"] 13,9
Verbrauchtes CH;OH 252 g=315mL
Ertragskoeffizient Ygrwichson [gBTM*gCHSOH_l] 0,37
Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate i [h™] 0,03
Maximale spezifische Wachstumsrate pmay [h™] 0,13 [14-24 h]
Geerntete Biofeuchtmasse [g] 530

Finale SMMO-Aktivitat [umol; naphthor*h *gsrm ] 275
Verbrauchte 7,5 % H,SO,4 [mL] 35
Verbrauchte 10,0 % NaOH [mL] 5

Verbrauchtes Antischaummittel (Sigma SE-15) [mL] 88

Die Daten von Fermentation A zeigten, dass das Wachstum von M. trichosporium OB3b mit
Nachweis der sSMMO-Aktivitat auch wahrend der Limitierung von Nitrat als N-Quelle mdglich
war. FUr die nachste Fermentation sollte neben der getesteten Feeding-Strategie flr Spu-
renelemente und Eisenionen auch Nitrat Gber den gesamten Zeitraum zugegeben werden.
Das Ziel war es Ziel eine Verzdgerung der Wachstumsrate durch eine Stoffwechselumstel-
lung zu vermieden und eine héhere Biomasseendkonzentrationen zu erzielen.
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3.2.1.2 Fermentation mit Nitrat-Feed (Fermentation B)

Auf Grundlage der Daten von Fermentation A aus Kapitel 3.2.1.1, S.69 erfolgte eine zweite
Fermentation im 6,8 L-Malf3stab mit mehrfacher Zugabe von Nitrat (siehe Kapitel 2.3.1.5,
S.29). Dadurch sollte die Verringerung der spezifischen Wachstumsrate, infolge der Umstel-
lung des Metabolismus auf N,-Fixierung, vermieden werden. Die Strategie fur die Nitratzu-
gabe orientierte sich an Literaturangaben fir Fermentationen im Bioreaktor. Im Bereich von 5
bis 20 mM Nitrat wurde kein Einfluss der Nitratkonzentration auf die finale Biomassenkon-
zentration gemessen [Park et al., 1991]. Im Schittelkolbenmaf3stab mit M. trichosporium
OB3b wurden im Bereich von 2 bis 100 mM Nitrat kein Einfluss auf die SMMO Ganzzell-
Aktivitdt und die Wachstumsrate gemessen [Bowman und Sayler, 1994]. Basierend auf die-
sen Daten wurde eine obere Grenze von 20 mM Nitrat fir Fermentation B festgelegt. Neben
der sequentiellen Zugabe von Nitrat erfolgte Fermentation B mit einer veranderten Feeding-
Strategie, bezlglich der anderen Medienkomponenten. Auf Basis der Ergebnisse aus Fer-
mentation A (siehe Abbildung 7-5, S.177 im Anhang) wurde auf die Zugabe von Magnesium-
oder Calciumionen in Fermentation B verzichtet. Die zugegebenen Medienkomponenten, mit
den entsprechenden Konzentrationen sind in Tabelle 3-8 angegeben. Die anderen Bedin-
gungen bzw. Einstellungen waren analog zu Fermentation A (siehe Tabelle 3-5, S.70).

Die Konzentration der Biomasse, die Ganzzell-sMMO-Aktivitat und die Nitrat-Konzentration
Uber die Kultivierungsdauer sind in Abbildung 3-14 dargestellt.
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Abbildung 3-14: Biomassekonzentration (schwarz), Nitrat-Konzentration (grin) und sMMO-
Aktivitat (rot) bei Fermentation B von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle, mod.
NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 yM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-Mal3stab.
Die Pfeile symbolisieren Zugaben an Medienkomponenten, genaue Auflistung siehe Tabelle
3-8. Die gestrichelte Linie symbolisiert den Zeitpunkt an dem durch zu starke Schaumbildung
der Abgasfilter des Reaktors verstopfte.

Die eingestellte Nitrat-Konzentration (Kalibriergerade im Anhang Abbildung 7-4, S.176) wur-
de entsprechend des vorgegebenen Bereiches reguliert und bewegte sich im Bereich zwi-
schen 2,2 und 21,2 mM (Abbildung 3-14). Die Konzentration der Biomasse war bis 40 Stun-
den vergleichbar zu Fermentation A (jeweils ca. 1,8 g*L™). Die maximale spezifische Wachs-
tumsrate in Fermentation B wurde zwischen 0 und 25 Stunden erreicht und betrug 0,075 h™.
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Die Wachstumsrate {iber den Prozess bis 73 Stunden betrug 0,045 h™ (Berechnung mittels
exponentieller Anpassung). Die geringere spezifische Wachstumsrate am Beginn der Kulti-
vierung, im Vergleich zu Fermentation A (0,13 h™), war vermutlich auf die zweifach héhere
CHs;OH-Konzentration am Start der Fermentation zurtickzufiihren (Abbildung 3-15). Die
technische Betreuung der Anlage wurde im Rahmen der Kooperation vom CBP lbernom-
men. Im Laufe der Fermentation B fuhrten, neben der erhéhten CH;OH-Konzentartion am
Beginn, zwei weitere technische Probleme zu UnregelmaRigkeiten in der CH3;OH-
Versorgung. Durch den, bereits in Fermentation A beobachteten, Uberdruck in der Metha-
nolstrecke wurde am Beginn eine CH3;OH-Konzentration von 92,5 statt 25 mM im Fermenter
eingestellt. Aufgrund der Inaktivierung der CH;OH-Versorgung kam es zwischen 33,8 bis
37,4 Stunden zu einer Limitierung von CH3;OH. Nach Aktivierung der die CH;OH-Versorgung
wurde erneut eine zu groRe Menge an CH3;OH in den Fermenter gepumpt. Die so eingestell-
te CH3;OH-Konzentration von 58 mM lag erneut Uber der eigentlichen Konzentration von
25 mM. Die vierstindige Limitierung der C-Quelle CH3;OH reduzierte das Wachstum der Or-
ganismen. Dies konnte an der Reduktion der CO,-Konzentration im Abgas beobachtet wer-
den (Abbildung 3-15). Die CO,-Konzentration ist bei aeroben Zellen ein Malf3 fir das Wachs-
tum der Organismen. Nach der erneuten CH;OH-Zufuhr nach 37,4 Stunden wuchsen die
Zellen weiter. Daraus resultierte ein erneuter Anstieg der CO,-Konzentration im Abgas. Von
42 bis 72 Stunden erfolgte ein storungsfreier Fermentationsprozess mit Nachweis der
sMMO-Aktivitat und einer durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate von 0,05 h™. Nach
72 Stunden kam es zu einer starken Schaumbildung im Reaktor. Trotz Zugabe von hohen
Volumina Antischaummittel konnte diese massive Schaumbildung nicht gestoppt werden.
Infolgedessen verstopfte der Schaum den Abgasfilter und die Messung des CO,-Gehaltes
war nicht mehr moglich. Da die Wachstumsrate in der Folge auf 0,01 h™ sank wurde der
Prozess nach 88 Stunden beendet.

Tabelle 3-8: Zugegebene Medienkomponenten mit entsprechenden Konzentrationsangaben
und der Biomassenkonzentration zum jeweiligen Zeitpunkt der Fermentation B von M. trichos-
porium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 uM
ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-Mafl3stab aus Abbildung 3-14.

Zeitpunkt Zugegebene Lésun Finale Konzentration Biomassen-
[h] 9e9 g 6,8 L] konzentration [g*L7]

33 mL 1 mM NaNO; NaNOs;-5,1 mM

25,0 0,92+0,04
14 mL 5 mM Fe(ll) Fe(l)-10,7 uM

39,5 64 mL 1 mM NaNO; NaNO;-9,8 mM 1,841+0,08
63 mL 1 mM NaNO; NaNO,-9,7 mM

48,5 14 mL 10 mM Fe(ll) 3,20+0,10

; Fe(l)-10,7 uM

4 mL Spurenelementelésung

64,5 66 mL 1 mM NaNO; NaNO;-9,7 mM 7,12+0,16
131 mL 1 mM NaNO; NaNO;-20,1 mM

72,8 10,08+0,37
14 mL 10 mM Fe(ll) Fe(l)-10,7 uM

Schaum entsteht in einem Kultivierungsprozess wenn die durch die Begasung eingeleiteten
Gasblasen auf dem Weg durch die Flissigkeit mit sogenannten grenzflachenaktiven Sub-
stanzen zusammentreffen. Diese Lagern sich an die Gasblase an. Bei erreichen der Flissig-
keitsoberfliche sammeln sich die grenzflachenaktiven Substanzen samt Gasblase und bil-
den Schaum. Fir biotechnologische Prozesse ist die Schaumbildung, aufgrund der Belegung
des Reaktorraumes und der ungiinstigen Bedingungen im Schaum, nachteilig. Ein grenzfla-
chenaktives Molekul, welches von Methylosinus trichosporium OB3b gebildet werden kann
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ist Polyhydroxybuttersaure (PHB). Die PHB-Bildung durch den Organismus konnte auch in
eigenen Versuchen gezeigt werden, siehe die TEM-Aufnahmen in Abbildung 3-2, S.50 und
Abbildung 3-6, S.59. Die massive Schaumbildung nach 72 Stunden kénnte durch eine ver-
starkte Zelllyse infolge einer nicht identifizierten Limitierung z.B. eines Spurenelementes ver-
ursacht worden sein. Dadurch wiirde PHB als grenzflachenaktive Substanz freigesetzt und
die Folge ware eine erhohte Schaumbildung. Die reduzierte spezifische Wachstumsrate
nach 72 Stunden Kultivierungsdauer war mit der starken Schaumbildung und der daraus
resultierenden Ausschwemmung von Biomasse zu erklaren.
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Abbildung 3-15: Biomassenkonzentration (schwarz), CH;OH-Konzentration (blau) und CO,-
Gehalt (rot) in der Abgasluft bei Fermentation B von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-
Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im
6,8 L-Malistab.

Wie bereits in Fermentation A gezeigt, wurden die SMMO und deren Aktivitat mittels SDS-
PAGE und Ganzzell-Naphthalin-Assay Uber den Fermentationszeitraum zu unterschiedlichen
Zeitpunkten analysiert. In der SDS-PAGE-Analyse konnten die Proteinbanden der MMOH in
vergleichbarer Intensitat Gber den Kultivierungszeitraum beobachtet werden (siehe Anhang
Abbildung 7-7, S.179). In den Aktivitatsmessungen wurde der Effekt des Waschens der Zel-
len mit CH3;OH-freiem mod. NMS-Medium vor dem Einsatz im Ganzzell-Naphthalin-Assay
untersucht (vergleiche Kapitel 3.1.2.3, S.59). Dabei konnte eine Erh6hung der gemessenen
sMMO-AKktivitat um bis zu Faktor 40 nach einmaligem Waschen der Zellen analysiert werden
(Tabelle 3-9). Dies bestétigte, dass CH;OH im Medium bzw. in den Zellen die Messung der
Ganzzellaktivitdét maskierte, da Naphthalin und CH3;OH bezlglich der sMMO-Reaktion in
Konkurrenz zueinander standen. Die Reduktion der sMMO-Aktivitat in der letzten Messung
nach Waschen der Zellen kdnnte auf Stress der Zellen durch die massive Schaumbildung im
Reaktor zurtickgefuhrt werden.

Wie bereits zuvor bei Fermentation A beschrieben, wurden auch fiir Fermentation B die Kon-
zentrationen verschiedener Metallionen im Medium und in den Zellen mittels ICP-MS unter-
sucht. Die Aussagekraft der Ergebnisse dieser Messungen war im Vergleich zu Fermentation
A gering. Eine klare Tendenz fiir die Konzentrationen von Eisenionen sowie Kupferionen war
nicht erkennbar (siehe Anhang Abbildung 7-6, S.178). Fir die Konzentrationen von Molyb-
dan war im Gegensatz zu den Daten aus Fermentation A keine Aufnahme der Metallionen
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aus dem Medium in die Zellen zu erkennen (siehe Anhang Abbildung 7-6, S.178). Aufgrund
des Nitrat-Feedings wurde in Fermentation B keine Limitierung von Nitrat beobachtet. Eine
Umstellung des N-Stoffwechsels auf die N,-Aufhnahme wurde anhand der hier vorliegenden
Daten nicht beobachtet. Unter anderem wurde die putative Bande der Nitrogenase-
Komponente Il auf H6he von 35 kDa in der SDS-PAGE-Analyse der Proben von Fermentati-
on B im Gegensatz zu Fermentation A nicht beobachtet (Anhang Abbildung 7-7, S.179). Eine
Limitation der Magnesium- und Calciumionen wurde auch ohne zusatzliche Zugabe dieser
Komponenten, im Verlauf von Fermentation B nicht beobachtet (siehe Anhang Abbildung
7-6, S.178). Die auf Basis der Daten von Fermentation A getroffene Einschatzung Magnesi-
um- und Calciumionen nicht zu zugeben, da keine Limitierung vermutet wurde, war somit
richtig. Aussagen bezliglich der anderen Metallionen z.B. Zn(ll) konnten auf Basis der vorlie-
genden ICP-MS-Daten von Fermentation B nicht getroffen werden.

Tabelle 3-9: sMMO-Aktivitat der Zellen aus Fermentation B von M. trichosporium OB3b mit
CH30H als C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 pM ATU bei 30 °C
und pH 6,9 im 6,8 L-MaRRstab mit und ohne Waschen der Zellen mit CH;OH-freiem Medium vor
der Aktivitatsmessung. Waschen: Zentrifugation der Zellen; Abnahme Uberstand; Resuspen-
dieren mit CH;OH-freiem Medium; ODgoo-Messung; Einsatz im Aktivitats-Assay. n=drei bis vier
Messungen.

SMMO-Aktivitét [umols naphtho*h ** gamw™]

Zeit [h]
Zellen unbehandelt Zellen 1x gewaschen
39,5 13,0+ 0,4 530 + 65
64,5 380+ 30 1575 + 140
88,3 685 + 65 1075 £ 25

Tabelle 3-10: Zusammenfassung Fermentation B von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als C-
Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3, S.56) mit Zusatz an 5 pM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im
6,8 L-Malistab.

Parameter Wert
Kultivierungszeit [h] 88,3

Finales Volumen [L] 6,8

Finale Biomassenkonzentration [g*L"] 11,9
Verbrauchtes CH;OH 324 g =407 mL
Ertragskoeffizient Ygrwichson [gBTM*gCHSOH_l] 0,25
Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate p [h'l] 0,045

Maximale spezifische Wachstumsrate pmax [h'l]

0,075 [0-25 h]

Geerntete Biofeuchtmasse

Inokulation 68 L Fermentation

Finale SMMO-Aktivitat [Lmol aphthor*h *garu ] 1075
Verbrauchte 7,5 % H,SO,4 [mL] 245
Verbrauchte 10,0 % NaOH [mL] 0

Zugegebene Nitratldsung [mL]

356 (52,3 mM)

Verbrauchtes Nitrat

55,5 MM [2,5 gerv*Onirat )

Verbrauchtes Antischaummittel (Sigma SE-15) [mL]

365

Die Zusammenfassung der Ergebnisse von Fermentation B ist in Tabelle 3-10 dargestellt.
Die verbrauchte CH;OH-Menge war in Fermentation B hoher als bei Fermentation A, aber
die mittlere und auch die maximale spezifische Wachstumsrate waren geringer (Tabelle 3-7,
S.74). Die Ursache fur das geringere Wachstum waren vermutlich die Probleme mit der
CHs;OH-Versorgung am Beginn bzw. die massive Schaumbildung am Ende (>72 Stunden)
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von Fermentation B. In Summe wurde in Fermentation B eine geringere Endkonzentration
der Biomasse gemessen. Nach 88,3 Stunden wurde die Fermentation B beendet. Die Zell-
suspension diente als Inokulum fir eine Fermentation im 68 L-Maf3stab. Durch diese Mal3-
stabsvergroRerung sollte eine ausreichende Menge an sMMO-aktiver Biomasse von M.
trichosporium OB3b produziert werden.

3.2.2 Fermentation im 68 L-Mal3stab (Fermentation C)

Zur Produktion einer ausreichenden Menge an sMMO flr die in vitro-Analysen erfolgte eine
Fermentation im 68 L-Mal3stab. Dabei diente die Zellsuspension der zuvor beschriebenen
Fermentation B als Inokulum. Die Grundeinstellungen waren analog zu den beiden vorigen
Fermentationen (Tabelle 3-5, S.69). Wie bei Fermentation B erfolgte eine Zugabe von Nitrat,
im Bereich 3 bis 25 mM, um eine N-Limitation zu vermeiden. Aufgrund verschiedener techni-
scher und prozessbedingter Probleme waren die Ergebnisse von Fermentation C nicht mit
den anderen beiden Fermentationen im 6,8 L-Mal3stab vergleichbar. Neben einer erh6hten
CHs;OH-Konzentration (38 mM) am Beginn der Kultivierung kam es ab 15 Stunden zu einer
Erhéhung der Temperatur im Reaktor. Dies resultierte aus der manuellen Abschaltung der
Temperaturregulation. Nach 25 Stunden wurde diese reaktiviert. Zu diesem Zeitpunkt hatte
sich die Temperatur bereits auf 41 °C erhdht und das Wachstum der Organismen stagnierte.
Weiterhin wurde auch in Fermentation C eine massive Schaumbildung beobachtet. Diese
fuhrte nach 65 Stunden zum Verstopfen des Abgasfilters und zum Ablésen der Schlauche
zur Saureregulation des pH-Wertes (in der Nacht). Infolgedessen stieg der pH-Wert auf 7,17
und der CO,-Gehalt konnte nicht weiter analysiert werden. Die Ergebnisse von Fermentation
C sind im Anhang in Abbildung 7-8, S.179, Abbildung 7-9, S.180, Tabelle 7-1, S.180, und
Tabelle 7-2, S.181 dargestellt. Die starke Schaumbildung konnte nicht durch die Zugabe des
zuvor verwendeten Antischaummittels reduziert werden. Nach 65 Stunden reduzierten sich
das Wachstum der Zellen, sowie die SMMO-Aktivitdt. Um die Schaumbildung zu reduzieren,
die sSMMO-Aktivitat nicht weiter zu verringern und die Ernte der Zellen vorzubereiten, wurde
der Reaktor fur 20 Stunden bei 8 °C gekunhlt. Die sSMMO wurde wahrend des gesamten Pro-
zesses Uber Analyse der Proben mittels SDS-PAGE und Messung der Aktivitat im Ganzzell-
Naphthalin-Assay untersucht (Anhang Abbildung 7-7, S.179 und Abbildung 7-8, S.179). Die
sSMMO-Aktivitat und das Vorhandensein der MMOH-Proteinbanden wurden in allen Proben
der Fermentation nachgewiesen. Vermutlich infolge der aufgetretenen Probleme in Bezug
auf die Schaumbildung reduzierte sich die gemessenen sMMO-Aktivitdt am Ende der Fer-
mentation von 750 pmoly napnmo*h ™ *gerv™ (73 Stunden) auf 650 PMOly naphino*h ™ *gerv ™ (100
Stunden). Nach der 20-stiindigen Abkuhlphase der Zellen, verringerte sich die gemessene
SMMO-Aktivitat von 650 auf 550 UmMoOly napno**h ™ *gery ', Die Reduktion der sMMO-AKtivitét
war mit dem Abkuhlen des Reaktors und der dadurch bedingten Reduktion des Zellstoff-
wechsels zu erklaren.

Trotz der angesprochenen technischen Probleme in der Fermentation C konnte das Haupt-
ziel der Fermentationsexperimente, die Produktion von sMMO-aktiver Biomasse von M.
trichosporium OB3b, vollstandig erreicht werden. Nach der Kiihiphase des Reaktors erfolgte
die Ernte der Biomasse. Es wurde eine Gesamtausbeute von 3,94 kg Biomasse gemessen,
portioniert, in fl. N, eingefroren und bei — 80 °C °C gelagert. Diese SMMO-aktive Biomasse
wurde anschlieBend zur Aufarbeitung der sMMO, der biochemischen Charakterisierung und
dem Einsatz in in vitro-Analysen zur CH;OH-Bildung eingesetzt.
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3.2.3 Zusammenfassung und Diskussion der Fermentationen von
Methylosinus trichosporium OB3b mit CH3;OH als C.Quelle

Der Vergleich der beiden Fermentationen A und B im 6,8 L-Maf3stab beziglich der Biomas-
senkonzentration ist in Abbildung 3-16 dargestellt. In den ersten 40 Stunden wurde fir beide
Fermentationen (Nitrat-Limitierung-Fermentation A, Nitrat-Feeding-Fermentation B) eine ver-
gleichbares Wachstumsverhalten beobachtet. Die héhere maximale Wachstumsrate bei
Fermentation A (0,13 h™) im Vergleich zu Fermentation B (0,075 h™) auf die doppelte
CH3;OH-Konzentration (100 statt 50 mM) am Beginn von Fermentation B zurtckzufihren.
Adegbola und Kollegen zeigten in Schiittelkolbenversuchen mit M. trichosporium OB3b eine
Reduktion der Wachstumsrate bei Erhéhung der CH;OH-Konzentration (0,45 h™ bei 15 mM
bzw. 0,35 h™* bei 62 mM CH;OH) [Adegbola, 2008]. Nach 40 Stunden reduzierte sich das
Wachstum der Zellen in Fermentation A. Die Ursache hierfur war die Limitierung von Nitrat
als N-Quelle. Und die Umstellung der Zellen auf die N,-Aufnahme aus der Atmosphére. Uber
den gesamten Fermentationszeitraum wurde eine durchschnittiche Wachstumsrate von
0,03 h* bestimmt. In Fermentation B lag nach 40 Stunden, aufgrund der Nitratzugabe, keine
N-Limitierung vor. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum, mit Ausnahme des letzten
Probennahme, wurde eine durchschnittliche Wachstumsrate von 0,045 h™ bestimmt. Nach
72 Stunden verringerte sich das Wachstum der Zellen in Fermentation B und eine starke
Schaumbildung wurde im Reaktor beobachtet. Die Schaumbildung wurde vermutlich durch
eine verstarkte Zelllyse infolge einer Limitierung einer essentiellen Medienkomponente aus-
geldst. Am Ende der beiden Fermentationen wurden nach 86.5 bzw. 88,3 Stunden Kaultivie-
rungszeit vergleichbare Biomassenkonzentration von 11,7 bzw. 11,9 g*L™* gemessen.
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Abbildung 3-16: Vergleich der Biomassekonzentration im Verlauf der beiden Fermentationen A
(schwarz) und B (grau) von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle mit mod. NMS Me-
dium (Tabelle 3-3, S.56) und Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C , pH 6,9 im 6,8 L-Mal3stab. Schwarz
gestrichelte Linie entspricht dem Zeitpunkt der beginnenden Nitratlimitierung in Fermentation
A, grau gestrichelte Linie entspricht dem Zeitpunkt der exzessiven Schaumbildung und dem
Verstopfen des Abgasfilters wahrend Fermentation B.

Bei Vergleich der Fermentationen im 6,8 L-MalR3stab wurde ohne sequentielle Nitratzugabe
(Fermentation A) eine hdhere Biomassekonzentration bestimmt. In Fermentation B wurde im
Vergleich zu Fermentation A, ohne Waschen der Zellen, eine héhere sMMO-AKktivitat im
Ganzzell-Naphthalin-Assay gemessen. Die Nitratlimitierung hatte, auf Basis dieser Daten,
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einen negativen Einfluss auf die SMMO-Aktivitat. Die geringere spezifische Wachstumsrate
und Biomassenkonzentration in Fermentation B sind durch die massive Schaumbildung am
Ende der Fermentation zu erklaren.

In Tabelle 3-11 sind die Ergebnisse der drei durchgeflihrten Fermentationen aufgefthrt. Auf-
grund der in Kapitel 3.2.2, S.79 beschriebenen Probleme erfolgte keine weiterfiihrende Aus-
wertung von Fermentation C.

Tabelle 3-11: Zusammenfassung der Fermentationen A, B und C von M. trichosporium OB3b
mit CH;OH als C-Quelle, mod. NMS Medium mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im
6,8 L bzw. 68 L-Mal3stab.

Malf3stab 6,8 L 6,8 L 68 L
Parameter (A) (B) ©
Nitratzufuhr 1 malig sequentiell sequentiell
Kultivierungszeit [h] 92,5 88,25 99,8 h (20 h bei 8 °C)
Finale Biomassenkonzentration [g*L'l] 13,9 11,9 11,7
Verbrauchtes CH;OH [g] 252 324 4735

Ertragskoeffizient YgrmicHzon

) 0,37 0,25 0,17
[98TM*IcHzoH l]
Durchschn. spez. Wachstumsrate ji [h™] 0,03 0,045 n.b.
Max. spez. Wachstumsrate pmax [n™] 0,13 [15-24 h] 0,075[0-25 h] 0,06 0-25 h]
Geerntete Biofeuchtmasse [g] 530 n.b. 3.940
685 "
SMMO-AKktivitat [1-naphtho*h *Geru '] 275" 2 650 2
1.075
Verbrauchte 7,5 % H,SO,4 [mL] 35 245 n.b.
Verbrauchte 10,0 % NaOH [mL] 5 0 n.b..
Zugegebenes Nitrat [mM] 4,4 52,3 41,3
55,5[2,5 ]
Verbrauchtes Nitrat [mMM] 13,5 N [ A 48,9 [2,5 getm*Onitrat l)
geT™*ONitrat )
Verbrauchtes Antischaummittel (Sigma 3.000 (0, 2 %)

9 0
SE-15) [mL] 88 (0,2 %) 365 (0,2 %)

n.b.-nicht bestimmt
Y Zellen nicht gewaschen vor Aktivitditsmessung

2 Zellen 1x gewaschen vor Aktivitditsmessung

2.000 (1,5 %)

In einer Fed-Batch Fermentation von Methylosinus trichosporium OB3b mit Choi-Medium
(Tabelle 3-3, S.56) und CH3;OH als C-Quelle wurde eine finale Biomassenkonzentration von
29 g*L* nach 119 Stunden beschrieben (nach 95 Stunden Biomassekonzentration ca.
19 g*L™) [Yu et al., 2009a]. Dabei erfolgte kein Nachweis der sMMO-Aktivitat und die kon-
stante CH3;OH-Konzentration betrug 62 mM. In einer Chemostat-Fermentation mit voriger
CHy4-Batch und CH4;-Chemostat-Phase mit NMS-Medium nach Best bzw. Cornish (Tabelle
3-3, S.56) wurde die sSMMO-Aktivitat nachgewiesen [Yu et al., 2009a]. Adegbola beschreibt
ebenfalls Fed-Batch Fermentationen mit CH;OH als C-Quelle (62 mM), in denen eine Bio-
massenkonzentration von 7,5 bzw. 19,7 g*L'l nach 90 bzw. 140 Stunden erreicht wurde. Die
gemessene SMMO-Aktivitdt nach 90 Stunden betrug dabei 500 MMOl;yaphtno*h ™ *gemi ™
[Adegbola, 2008]. Das Medium in dieser Fermentation war das nach Best bzw. Cornish
(Tabelle 3-3, S.56), mit Ammonium anstatt Nitrat als N-Quelle. Fur eine zweite Fermentation
wurde von Adegbola, auf Basis der verbrauchten Medienkomponenten ein neues Medium
entwickelt und eine sequentielle Zugabe verschiedener Medienkomponenten durchgefihrt.
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In dieser Fermentation wurde eine finale Biomassekonzentration von 62 g*L™ nach 140
Stunden erreicht (11 bis 13 g*L™"nach 90 Stunden). Die Zellen dieser zweiten Fermentation
zeigten eine geringe sSsMMO-Aktivitat von 9 umoll_Naphthm*h'l*gBTM'l [Adegbola, 2008].

Die in den eigenen Fermentationen erhaltenen finalen Biomassekonzentrationen waren ge-
ringer als die, die von Yu und Kollegen zum gleichen Kultivierungszeitpunkt angegeben wur-
den (12 bis 13 g*L™ gegeniiber 19 g*L™" nach ca. 90 bis 95 Stunden) [Yu et al., 2009a]. Dies
konnte auf die Reduktion des Wachstums durch die Umstellung des N-Stoffwechsels in Fer-
mentation A, bzw. die Limitation einer Medienkomponente, die Reduktion des Wachstums
und die damit verbundene Schaumbildung in Fermentation B, zuriickzufiihren sein. Im Ge-
gensatz zu den Literaturdaten konnte jedoch in den eigenen Fermentationen die sMMO-
Aktivitat in allen Proben nachgewiesen werden. Die im Ganzzell-Naphthalin-Assay gemes-
sene sMMO-Aktivitat war héher als in den von Adegbola beschriebenen Fermentationen.
Ebenso konnte im Vergleich zu dieser Literaturangabe in den eigenen Fermentationen eine
héhere Biomassekonzentration nach 95 Stunden erreicht werden (12 bis 13 g*L™" gegen
7 g*L™ nach ca. 90 bis 95 Stunden) [Adegbola, 2008].

Yu und Kollegen zeigten, dass eine frihzeitige Zugabe verschiedener Medienkomponenten
wie Eisenionen und Spurenelemente zu einer Erhéhung der finalen Biomassekonzentration
fuhrten (von 19 g*L™ nach 160 Stunden auf 29 g*L™ nach 120 Stunden) [Yu et al., 2009a].
Basierend auf diesen Angaben erfolgten die eigenen Fermentationen mit Zugabe verschie-
dener Medienkomponenten. Aufbauend auf den eigenen Resultaten waren weitere Optimie-
rungen bezuglich der Feeding-Strategie der Medienkomponenten nétig, um eine weitere Er-
h6éhung der Biomassekonzentration, bei Erhaltung der sMMO-Aktivitat zu erreichen. Dadurch
ware u.a. die Vermeidung der Limitierung, die in Fermentation B zur Reduktion des Wachs-
tums und der Schaumbildung fuhrte, mdglich. Der Ertragskoeffizient fir CH;OH lag mit 0,37
bzw. 0,25 gBTM*g(;HgoH'l ebenfalls im Bereich der bekannten Literaturdaten. (0,3 gBTM*g(;HgoH'l
in Fermentationsexperimenten [Adegbola, 2008]; 0,4 gBTM*gCHgoH'l in Schiittelkolbenexperi-
menten [Best und Higgins, 1981]). Ein Vorteil der durchgefihrten Fermentationen, im Ver-
gleich zur Literatur, war die Kontrolle der CH3;OH-Konzentration bei einer geringen Konzent-
ration von 25 mM. Dadurch konnte der wachstumsinhibierende Effekt von CH;OH, der be-
reits ab 30 mM gezeigt wurde, verringert werden [Adegbola, 2008; Yu et al., 2009a]. Im Ver-
gleich zur Literatur wurden gleiche bzw. hohere spezifische Wachstumsraten bei einer
gleichzeitig hohen sMMO-Aktivitat erreicht (Fermentation B).

Die massive Schaumbildung nach 60 Stunden wurde nur fur die beiden Fermentationen mit
Nitratzufuhr (B und C) beobachtet. Die Ursache fur die Schaumbildung in den Fermentatio-
nen B und C konnte ein verstarktes Lysieren von Zellen infolge einer Limitierung gewesen
sein. Als Folge wirden neben dem Protein im Zellinneren auch andere Komponenten, wie
z.B. PHB freigesetzt, die eine starkere Schaumbildung begiinstigen wirden.

Welche Medienkomponente fur die Limitierung in Fermentation B und C verantwortlich war
wurde nicht untersucht. Die PHB-Bildung wurde fir M. trichosporium OB3b sowohl beim
Wachstum mit CH,, als auch mit CH;OH als C-Quelle, besonders in der logarithmischen
Wachstumsphase, beschrieben [Song et al., 2012; Zhang et al., 2008]. In den eigenen TEM-
Aufnahmen wurden in den Zellen Strukturen identifiziert, die laut Literaturdaten fir PHB-
Ansammlungen in der Zelle stehen kdnnten (siehe Abbildung 1-3, S.6, Abbildung 3-2, S.50
sowie Abbildung 3-6, S.59). Schaumbildung wéhrend einer Fermentation von Methylosinus
trichosporium OB3b mit CH3;OH wurde auch bei Adegbola nach 120 Stunden Kultivierung
beschrieben [Adegbola, 2008]. Als potentielle Ursache wurden eine Reduktion der Phos-
phatkonzentration (< 2 mM) im Medium und eine daraus resultierende verstarkte Ammoni-
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umzugabe in den Reaktor angegeben. In einer Fermentationen von M. trichosporium OB3b
mit CH, als C-Quelle wurde von Park und Kollegen ebenfalls eine massive Schaumbildung
beschrieben [Park et al., 1991]. Die Schaumbildung begann nachdem innerhalb der Fermen-
tation, durch verstarktes Wachstum der Zellen, die O,-Konzentration in der Lésung auf Null
sank. Infolgedessen reduzierte sich das Wachstum der Zellen und die Zahl an lysierten Zel-
len stieg. Durch die verstarkte Zelllyse wurden vermutlich, wie in den eigenen Messungen,
grenzflachenaktive Substanzen, die eine Schaumbildung férdern z.B. Polyhydroxybuttersau-
re (PHB) freigesetzt. Schaum entsteht, je nach Anteil an grenzflachenaktiven Bestandteilen,
bei der Bewegung einer Gasblase durch eine Flussigkeit und dem anschliel3enden Erreichen
der Oberflache. Innerhalb der Flissigphase orientieren sich die grenzflachenaktiven Sub-
stanzen mit ihrem hydrophilen Anteil Richtung Wasser und mit ihrem hydrophoben Anteil
Richtung Gasblaseninneres. An der Phasengrenzflache Flussig/ Gasatmosphare erfolgt eine
Anreicherung der grenzflachenaktiven Substanzen. Es bildet sich auf der Gasblase eine wei-
tere Adsorptionsschicht, innerhalb der zwei Schichten grenzflachenaktiver Substanzen einen
Flassigkeitsfilm begrenzen. Eine solche Blase wird auch als Lamellenblase bezeichnet. Die
Zusammenlagerung vieler Lamellenblasen bezeichnet man als Schaum. Da im Schaum oft
ungunstige Reaktionsbedingungen vorliegen ist die Schaumbildung nachteilig fiir einen bio-
technologischen Prozess. Zudem nimmt der Schaum einen Teil des Reaktorvolumens ein
und kann so ebenfalls die Prozessbedingungen verschlechtern. Weiterhin kann Schaum in
die Abgasleitung eindringen und den Abgasfilter verschmutzen oder verstopfen [Chmiel,
2001]. Ein solches Verstopfen, infolge von Schaumbildung, wurde auch wahrend der hier
durchgefuhrten Fermentationen mit Nitrat-Feeding (Kapitel 3.2.1.2, S.75 und 3.2.2, S.79)
beobachtet.

In Fermentation A wurde trotz einer Limitierung der N-Quelle und einer nachweisbaren Re-
duktion der spezifische Wachstumsrate (>40 Stunden) keine verstarkte Schaumbildung beo-
bachtet bzw. konnte durch Einsatz des verwendeten Antischaummittels Sigma SE-15 kon-
trolliert werden. Die Ursache hierfur kbnnte moglicherweise der geringere Gehalt an PHB in
den Zellen gewesen sein. M. trichosporium OB3b bildet verstarkt PHB in der logarithmischen
Wachstumsphase. Entweder war diese Phase zum Zeitpunkt der Nitratlimitierung (40 Stun-
den) noch nicht erreicht, oder die Menge an bis dato gebildetem PHB war zu gering flr eine
Verstarkung der Schaumbildung nach Auftreten Zelllyse [Song et al.,, 2012; Zhang et al.,
2008]. Die genauen Ursachen fir die verstarkte Schaumbildung in den Fermentationen B
und C bzw. die im Vergleich dazu geringere Schaumbildung wéahrend Fermentation A konn-
ten auf Basis der hier vorgelegenen Daten nicht getroffen werden. Im Vergleich zur Fermen-
tation mit Nitratlimitierung wurde bei Nitratzusatz die vierfache Menge an Antischaummittel
verbraucht. Der Einfluss des eingesetzten Antischaummittels Sigma SE-15 auf das Wachs-
tum und die sSMMO-Aktivitat wurde sowohl in der Literatur, als auch in eigenen Experimenten
untersucht. Dabei wurden keine negativen Auswirkungen auf das Wachstum und die sSMMO-
Aktivitat bei einer Konzentration des Antischaummittels von 0,2 % v/v beobachtet. In den
dokumentierten Reaktorexperimenten der Literatur mit dem Antischaummittels Sigma SE-15
konnte die Schaumbildung, mit Ausnahme einer Fermentation, reduziert werden [Adegbola,
2008]. Fur die Reduktion der massiven Schaumbildung die in Fermentationen B und C auf-
traten, war das verwendete Antischaummittel Sigma SE-15 nicht geeignet. Fur weiterfihren-
de Fermentationsexperimente sollte ein anderes Antischaummittel gewahlt werden, das auch
eine hier beobachtete Schaumbildung ohne Beeinflussung des Wachstums und der sMMO-
Aktivitdt reduzieren kann. Zur weiteren Untersuchung der hier beschriebenen Ergebnisse
sollte neben der Wahl des eingesetzten Antischaummittels auch die Feeding-Strategie der
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einzelnen Medienkomponenten optimiert werden. Damit wiirde ggf. die Limitierung einer Me-
dienkomponente mit der daraus resultierenden Schaumbildung unterbunden. Mit einer ver-
besserten Feeding-Strategie konnten auch Biomassekonzentrationen ahnlich der Literatur
von bis zu 60 g*L™* erreicht werden [Adegbola, 2008].. Eine zuséatzliche Optimierung des
Prozessablaufes (CH3;OH-Zugabe, Temperaturregulation, pH-Kontrolle) zur Vermeidung der
hier aufgetretenen Fehlerquellen sollte ebenfalls bei kiinftigen Fermentationen erfolgen.

Die aus Fermentation C im 68 L-MaR3stab geerntete SMMO-aktive Biomasse (3,94 kg) wurde
zur Aufarbeitung der sMMO und deren Anwendung in in vitro-Analysen zur CH;OH-Bildung
eingesetzt.

3.3 Reinigung der sMMO aus M. trichosporium OB3b

Auf Grundlage der in Kapitel 3.2.2, S.79 produzierten sMMO-aktiven M. trichosporium OB3b
Biomasse erfolgte die Aufarbeitung der einzelnen sMMO-Komponenten. Die Reinigung der
sMMO basierte auf etablierten Protokollen fir Biomasse, die mit CH, als C-Quelle produziert
wurde [Fox et al., 1989; Fox et al., 1990]. Eine Aufarbeitung der sMMO aus CH3;OH-
gewachsener Biomasse ist bisher in der Literatur nicht beschreiben. Der generellen Ablauf
der Reinigung bestehend aus dem Zellaufschluss, der Zentrifugation der Zelltrimmer, der
Separation der sMMO-Komponenten Uber eine Anionenaustauschchromatographie (AEC)
und der Reinigung der einzelnen sMMO-Komponenten (MMOH, MMOB, MMOR) mittels
AEC und/ oder GrdlRenausschlusschromatographie (SEC), erfolgte dabei analog zu den Lite-
raturdaten von Fox und Kollegen. Das publizierte Reinigungsprotokoll wurde im Wesentli-
chen reproduziert. Die Trennung der sMMO Komponenten erfolgte auf Basis der unter-
schiedlichen Eigenschaften der Proteine (Molekulargewicht, isoelektrischer Punkt, siehe Ta-
belle 3-12). Eine Ubersicht des durchgefiihrten Reinigungsprotokolls fiir die SMMO ist in Ab-
bildung 3-17 dargestellt. Im Gegensatz zur Literatur wurden in dieser Arbeit fir die Reinigung
andere Chromatographie-Materialien (Q-Sepharose FF statt FF DEAE Sepharose CL6B,;
Superdex 200 pg statt Sephadex G-50 oder Ultrogel AcA 54) und SaulengréfRen eingesetzt.
Auf einen Préazipitationsschritt mit Ammoniumsulfat bei der Reinigung von MMOB wurde auf-
grund von zu hohen Verlusten des Zielproteins verzichtet. Weiterhin wurde im Gegensatz zur
Literatur 1 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) statt Dithiothreitol (DTE) oder 2-
Mercaptoethanoll als Reduktionsmittel eingesetzt. Dadurch sollten reduzierte Bedingungen
wahrend des Zellaufschlusses und fir die gesamte Reinigung von MMOR gewahrleistet
werden. TCEP interagiert nicht mit Eisenionen, ist resistent gegeniber Sauerstoff-Oxidation
und besitzt eine hdhere Stabilitat [Getz et al., 1999]. Da Eisenionen, analog zur Literatur, als
Zusatz in den Reinigungspuffern verwendet wurden, war TCEP als Reduktionsmittel besser
geeignet als z.B. DTE. Die praktische Vorgehensweise der Reinigung ist in Kapitel 2.3.2,
S.30 beschrieben.
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Abbildung 3-17: FlieBschema zur Aufarbeitung von MMOH, MMOB und MMOR der sMMO von
M. trichosporium OB3b. Ablauf der Reinigung angelehnt an Literatur [Fox et al., 1989; Fox et
al., 1990].

3.3.1 Separation der sMMO-Komponenten

Der genaue Ablauf der Trennung der sMMO-Komponenten ist in Kapitel 2.3.2.1, S.30 be-
schrieben. Zur Reinigung wurde die in Kapitel 3.2.2, S.79 produzierte Biomasse (Fermentati-
on C) verwendet. Der mechanische Zellaufschluss erfolgte mittels Hochdruckhomogenisator
(HDH) Uber drei Passagen bei 1000 bar. Es konnte so ein Zellaufschluss von 98 % erreicht
werden (bezogen auf die Proteinkonzentration im Uberstand, siehe Abbildung 7-11, S.182).
Im Folgenden wird eine, von mehreren identisch durchgefiihrten Reinigungen der sMMO-
Komponenten beschrieben. Dabei wurden 293 g Biofeuchtmasse (gelagert bei — 80 °C),
nach Resupendieren und Zellaufschluss zentrifugiert. Der Uberstand (=Rohextrakt) wurde
auf eine Anionenaustauschchromatographiesaule (Q-Sepharose FF, 5x12 cm; 230 mL) auf-
getragen. Die Elution der sMMO-Komponenten erfolgte analog zur Literatur Giber einen 0 bis
0,4 M NaCl-Gradienten [Fox et al., 1989]. Das Chromatogramm der 1. Anionenaustausch-
chromatographie (1. AEC) und die dazugehérige SDS-PAGE-Analyse sind in Abbildung 3-18
und Abbildung 3-19 dargestellt. Die SMMO-Aktivitat im Rohextrakt wurde mittels Nitrobenzol-
Assays analysiert und betrug 1,0 + 0,1 mU*mgpmtein'l. Nach der Elution und SDS-PAGE-
Analyse der einzelnen Fraktionen wurden die entsprechenden sMMO-tragenden Fraktionen
(Tabelle 3-12, S.87) vereinigt und entweder direkt weiter bearbeitet oder zur Lagerung in fl.
N, eingefroren und bei — 80 °C gelagert.
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Abbildung 3-18: Chromatogramm der 1. AEC zur Reinigung der sMMO mit Absorption bei 280
nm (mAu, schwarz), Leitfahigkeit (mS*cm'l, rot), Konzentration des Elutionspuffers (%, grin),
Grenzen der eluierten sMMO-Komponenten, siehe Tabelle 3-12 (violett) und Fraktionierung der
aufgefangenen Proben (blau). Elutionspuffer, 25 mM MOPS pH 7,0, 1 mM TCEP; 1 mM PMS, 0,2
MM Fe(NH,;)2(S0,), und einem Gradient von 0 bis 0,4 M NaCl.
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Abbildung 3-19: 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Reinigungsverlauf der 1. AEC. MW-Marker (PageRuler™), RE-Rohextrakt (10 pg), Elutions-
fraktionen 16 bis 81 aus Abbildung 3-18, jeweils 10 pL einer 1:3 Verdinnung mit SDS-
Probenpuffer aufgetragen. Schwarze Rahmen entsprechen den jeweils vereinigten Fraktionen.
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Die Elution der sMMO Komponenten in der 1. AEC erfolgte analog der Beschreibung aus der
Literatur [Fox et al., 1989]. Die NaCl-Konzentrationen (berechnet aus dem Anteil an Eluti-
onspuffer) bzw. die Leitfahigkeiten bei denen die sSMMO Komponenten eluierten sind in Ta-
belle 3-12 zusammengefasst.

Sowohl im Durchlauf, als auch in der Waschfraktion konnte nach SDS-PAGE-Analyse das
MMOH-Bandenmuster nachgewiesen werden (siehe Anhang Abbildung 7-12, S.182). Dies
kénnte durch die schwache Bindung des Proteins an das Material, aufgrund des geringen
Unterschieds zwischen dem Puffer pH-Wert (7,0) und dem pl-Wert von MMOH (6,6), verur-
sacht worden sein. Der nicht gebundene Anteil kdnnte auch nicht funktionalem Enzym ent-
sprechen. Daftr sprach, dass in diesen beiden Fraktionen keine SMMO-Aktivitat nachgewie-
sen wurde. Dementsprechend erfolgte keine weitere Bearbeitung dieser Fraktionen. Trotz
des geringeren pl-Wertes eluierte MMOB vor MMOR. Dies entsprach den Beobachtungen
aus der Literatur. Eine Ursache fir dieses Verhalten wurde nicht untersucht. Die Chromato-
graphiepuffer der Reinigungsschritte die Eisenionen enthielten, verfarbten sich nach mehre-
ren Stunden (funf bis acht bzw. tGber Nacht) braunlich und es bildete sich ein ebenso geféarb-
ter Bodensatz. Die Ursache war vermutlich die Préazipitation von Eisenionen nach einer Oxi-
dationsreaktion mit O,. In der Literatur wurden Eisenionen als Zusatz fir die gesamte Reini-
gung der MMOH verwendet. Dadurch konnte eine Steigerung der sSMMO-Aktivitat gemessen
werden [Fox et al., 1989]. Da die Prazipitation von Eisen bei den folgenden Reinigungsschrit-
ten, z.B. bei der SEC zu Beschadigungen der Chromatographiesaulen fihren kénnte, wurde
fur die weitere Reinigung der MMOH auf einen Eisenionen-Zusatz verzichtet. Ein Vergleich
der Reinigung der MMOH mit und ohne Eisenionen-Zusatz ist in Tabelle 3-13, S.89 und Ta-
belle 3-14, S.89 aufgelistet.

Tabelle 3-12: Auflistung der Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte (pl) der sMMO
Komponenten sowie der Zusammenfassung der Elution der sMMO wahrend der 1. AEC. Die
Berechnung der Molekulargewichte und der isoelektrischen Punkte erfolgte anhand der Ami-
nosauresequenz mit dem Echtzeit-Programm , EXPASy-, ProtParam” [Artimo et al., 2012]

SMMO Kom-  Molekularge- Vereinigte Leitfahigkeit Berechnete NaCl
ponente wicht [kDa] Pl Fraktionen [mS*ecm™] Konzentration [M]l)
MMOH 248,6 (a2B2v2) 6,6 15-26 3,7-6,5 0,04-0,08
MMOB 14,9 4,6 39-44 11,0-15,0 0,14-0,19
MMOR 38,0 5,8 75-80 22,5-25,5 0,29-0,32

D Berechnung tiber 50 % B= 0,4 M NaCl= 31,5 mS*cm™

3.3.2 Reinigung MMOH

Die weitere Aufreinigung der MMOH erfolgte, in Anlehnung an die Literatur, Uber eine Gro-
Renausschlusschromatiographie (SEC), siehe Kapitel 2.3.2.2, S.31 [Fox et al., 1989]. Das
Chromatogramm sowie die Analyse der einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE sind in Ab-
bildung 3-20 und Abbildung 3-21 dargestellt.
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Abbildung 3-20: Chromatogramm der SEC zur Reinigung der MMOH ohne Zusatz an Eisenio-

nen (siehe Tabelle 3-14) mit Absorption bei 280 nm (mAu, schwarz), Leitfahigkeit (mS*cm'l, rot),

Grenzen der vereinigten MMOH-Fraktionen 1 (Fraktionen 11 bis 15) und 2 (Fraktionen 17 bis 24)
(violett) und Fraktionierung der aufgefangenen Proben (blau). Puffer, 25 mM MOPS pH 7,0.
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Abbildung 3-21: SDS-PAGE der SEC aus Abbildung 3-19 zur Reinigung der MMOH.12,5 %iges-
SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der
SEC. MW-Marker (PageRuler™), H-konzentrierte MMOH-Fraktion nach der 1. AEC (10 pg), 13
bis 35 Elutionsfraktionen aus Abbildung 3-20, jeweils 10 pyL einer 1:3 Verdinnung mit SDS-
Probenpuffer aufgetragen. Schwarze Rahmen entsprechen den jeweils vereinigten Fraktionen.

Die Hydroxylase wurde entsprechend der Elution, siehe Abbildung 3-20, in zwei unterschied-
lichen Fraktionen aufkonzentriert und analysiert. Dabei wurde in der Fraktion MMOH 1 im
Vergleich zur Fraktion MMOH eine 75 % geringere sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay
gemessen. Fir die weitere Analyse wurde deshalb ausschlief3lich die MMOH Fraktion 2 ver-
wendet. Neben der Abtrennung von Proteinverunreinigungen diente die SEC auch der Ab-
trennung der Salzionen bzw. der Umpufferung der MMOH auf den Lagerungspuffer (25 mM
MOPS, pH 7,0). Nach Aufkonzentrierung der MMOH-Fraktion auf 1 bis 2 mL wurde die

MMOH-Charge aliquotiert (4 50 pL mit einer Proteinkonzentration von 40 bis 50 mg*mL™), in
fl. N, eingefroren und bei — 80 °C gelagert.
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Neben der Reinigung einer MMOH-Fraktion, die zuvor nicht mit Eisenionen-Zusatz behandelt
wurde, erfolgte eine Reinigung der Hydroxylase, die wahrend des Zellaufschlusses und der
1.AEC mit einem Fe(ll)-Zusatz von 0,2 mM behandelt wurde. Die sSMMO-Aktivitaten beider
MMOH-Fraktionen sollten miteinander verglichen werden (siehe Kapitel 3.4.1.1, S.100). Bei-
de Reinigungen sind in Tabelle 3-13 und Tabelle 3-14 zusammengefasst.

Tabelle 3-13: Reinigungstabelle von MMOH aus CH;OH-gewachsenen Methylosinus trichospo-
rium OB3b Zellen, eingesetzt 293 g BFM mit 0,2 mm Eisenionen-Zusatz im Aufschlusspuffer,
Bindepuffer und Elutionspuffer der 1. AEC B Bestimmung mit Bradford Assay; 2 Ausbeute be-
zogen auf die Proteinmenge

Reinigungsschritt Gesamtprotein [mg] " Volumen [mL] Ausbeute [%]”
Rohextrakt 13170 710 100
Q-Sepharose FF (AEC) 1641 9,5 12,5
Superdex 200 pg (SEC) 425 6,5 3,2

Tabelle 3-14: Reinigungstabelle von MMOH aus CH;OH-gewachsenen Methylosinus trichospo-
rium OB3b Zellen ohne Eisenionen-Zusatz im Aufschlusspuffer, Bindepuffer und Elutionspuffer
der 1. AEC, eingesetzt 62,3 g BFM. b Bestimmung mit Bradford Assay; 2 Ausbeute bezogen auf
die Proteinmenge

Reinigungsschritt Gesamtprotein [mg] ” Volumen [mL] Ausbeute [%]”
Rohextrakt 2900 290 100
Q-Sepharose FF (AEC) 372 6,0 12,8
Superdex 200 pg (SEC) 170,12 3,5 59

Bei Vergleich der beiden dargestellten Reinigungen war die MMOH-Ausbeute (unabhangig
von der sMMO-AKktivitat) bei der Reinigung ohne Zusatz an Eisenionen um 2,7 % hoher. Die
Ursache hierfiir war die Uberladung der SEC-S&ule mit Protein im letzten Reinigungsschritt
(4,4x Proteinmenge im Vergleich zur anderen SEC, siehe Anhang Abbildung 7-13, S.183
und Abbildung 7-14, S.183). Aufgrund dieser Uberladung der Chromatographiesaule eluierte
das Zielprotein MMOH in der SEC auch mit anderen Proteinen. Einige MMOH-haltige Frakti-
onen wurden in der Folge aufgrund von Verunreinigungen verworfen. Dies wurde in der SEC
(Abbildung 3-20) nicht beobachtet und das MMOH-Signal in der SEC konnte als ein bzw.
zwei scharfe Peaks identifiziert werden. Der Vergleich der sMMO-Aktivitat beider MMOH-
Fraktionen ist in Kapitel 3.4.1.1, S.100 beschrieben. Um die Ausbeute auch bei kinftigen
Reinigungen zu erhohen, sollte bei Verwendung gleicher Proteinmengen eine grofRere SEC-
Saule genutzt oder eine mehrfache Beladung der bereits vorhandenen SEC-S&ule erfolgen.
Mit der hier eingesetzten Reinigungsstrategie wurden, im gréten Reinigungsansatz, aus
einer Biofeuchtmassemenge von 293 g 425 mg aktives MMOH gereinigt. (1,8 mg*ggrm). Die
mit dieser Fraktion im Nitrobenzol-Assay gemessene sMMO-Aktivitat lag im Bereich von 100
bis 150 HmOIp—NitrophenoI*min_l*mgAktive Zentren-l-

3.3.3 Reinigung MMOB

Die MMOB-Fraktionen 39 bis 44 (Tabelle 3-12, S.87) nach der 1. AEC wurden vereinigt und
anschlielend weiter aufgearbeitet (Kapitel 2.3.2.3, S.31). Wichtig fiur die Reinigung von
MMOB war der Zusatz von PMSF in allen Reinigungslosungen. Auf diesen Aspekt wird in
Kapitel 3.3.3.1, S.92 naher eingegangen. Nach Vereinigung der Fraktionen erfolgte eine Dia-
lyse um die Salzkonzentration fur den 2. AEC Schritt zu reduzieren. Als Mal3 fir die Salzkon-
zentration wurde die Leitfahigkeit in der Probe vor und nach der Dialyse gemessen. Nach
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zweimaliger einstiindiger Dialyse wurde eine Reduktion der Leitfahigkeit von 17,4 mS*cm™ in
der Ausgangsprobe auf 14,0 mS*cm™ bestimmt (Dialysepuffer Leitfahigkeit 12,1 mS*cm™).
Diese Leitfahigkeit bzw. die korrespondierende lonenkonzentration in der Probe war ausrei-
chend, um eine erneute Bindung des Proteins an das Chromatographiematerial zu gewahr-
leisten. AnschlieRend erfolgte der zweite Reinigungsschritt durch eine erneute AEC bei ei-
nem pH-Wert von 6,5 (Q-Sepharose FF; (2,6 cm x 12 cm, 64 mL). Das Chromatogramm und
die SDS-PAGE-Analyse der Proteine in den Elutionsfraktionen sind in Abbildung 3-22 und
Abbildung 3-23 dargestellt.
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Abbildung 3-22: Chromatogramm der 2. AEC zur Reinigung von MMOB mit Absorption bei 280
nm (mAu, blau), Leitfahigkeit (mS*cm™, rot), Konzentration des Elutionspuffers(%, griin), Frak-
tionierung der aufgefangenen Proben (blau) und Grenzen der vereinigten MMOB-Fraktionen
(Fraktionen 34 bis 46) (violett) Puffer: 25 mM MOPS pH 6,5; 1 mM PMSF mit einem NaCl Gradi-
enten von 0,1 bis 0,3 mM.
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Abbildung 3-23: SDS-PAGE der 2. AEC zur Reinigung von MMOB. 16,0 %iges-SDS-PA-Gel nach
elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der SEC. MW-Marker
(PageRuler™), B- konzentrierte MMOB Fraktion nach der 1. AEC (10 ug), 22 bis 53 Elutionsfrak-
tionen, jeweils 10 pL einer 1:1 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen, rek. B- rekom-
binant produziertes MMOB aus [Dillmann, 2014; Kind, 2016]. Die Proben entsprechen den Da-
ten aus Abbildung 3-22. Schwarzer Rahmen entspricht der vereinigten MMOB-Fraktion.
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Die Reduktion des pH-Wertes von 7,0 auf 6,5 im Vergleich zur 1.AEC erfolgte basierend auf
Literaturdaten [Fox et al., 1989]. Das Zielprotein MMOB eluierte tber einen breiten Bereich
von 135 bis 180 mL, bei einer zur 1. AEC vergleichbaren Leitfahigkeit (12 bis 15 S*cm™)
bzw. Salzkonzentration (0,14 bis 0,17 M NacCl). Der Einfluss der Reduktion des pH-Wertes
auf die Bindungseigenschaften des Proteins war gering und sollte bei kiinftigen Reinigungen
nicht mehr bzw. in veranderter Form (z.B. pH 6,0) durchgefiihrt werden. Die Proteinfraktio-
nen mit MMOB (Fraktion 34 bis 46) wurden vereinigt und aufkonzentriert. Um weitere Verun-
reinigungen abzutrennen bzw. die Probe in den Lagerpuffer zu tberflhren, erfolgte eine ab-
schlielBende SEC. Das Chromatogramm und die Analyse der Proteinfraktionen mittels SDS-
PAGE sind in Abbildung 3-24 und Abbildung 3-25 dargestellt.
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Abbildung 3-24: Chromatogramm der SEC zur Reinigung von MMOB mit Absorption bei 280 nm
(mAu, schwarz), Leitfahigkeit (mS*cm™, rot), Fraktionierung der aufgefangenen Proben (blau)
und Grenzen der vereinigten MMOB-Fraktionen (Fraktionen 35 bis 48) (violett) Puffer: 25 mM
MOPS pH 7,0; 1 mM PMSF.
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Abbildung 3-25: SDS-PAGE der SEC zur Reinigung der MMOB. 16,0 %iges-SDS-PA-Gel nach
elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der SEC. MW-Marker
(PageRuler™), B-konzentrierte MMOB Fraktion nach der 2. AEC (10 ug), 23 bis 38 Elutionsfrak-
tionen, jeweils 10 pL einer 1:2 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen, rek. B-
rekombinant produziertes MMOB (5 ug) aus [Dillmann, 2014; Kind, 2016]. Die Proben entspre-
chen den Daten aus Abbildung 3-24. Schwarzer Rahmen entspricht der vereinigten MMOB-
Fraktion.
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MMOB eluierte von der Saule im Bereich zwischen 205 und 218 mL. Es wurden die Fraktio-
nen 35 bis 37 vereinigt und aufkonzentriert. Die Zusammenfassung der Reinigung des regu-
latorischen Proteins B ist in Tabelle 3-15 aufgelistet. Die mit dieser Fraktion im Nitrobenzol-
Assay gemessene sMMO-Aktivitat lag bei 130 bis 150 umolp_Nitmphenm*min'l*mgAkﬁve Sentren -

Die im Vergleich zur Literatur geringe Ausbeute von 10,9 mg aus 293 g Biofeuchtmasse
([Fox et al., 1989] 110 mg aus 200 g Biofeuchtmasse) ist u.a. mit Verlusten des Zielproteins
im Laufe der Reinigung zu erklaren. So wurden z.B. Fraktionen die neben MMOB auch wei-
tere Proteinverunreinigungen enthielten verworfen. Eine Optimierung der Reinigung zur Er-
héhung der MMOB-Ausbeute ware fir weitere Versuche erforderlich. Dies erfolgte im Rah-
men dieser Arbeit nicht, da durch die rekombinante Produktion von MMOB in E. coli und die
anschlielende Reinigung sehr gute Ausbeuten erzielt wurden. Dadurch war eine ausrei-
chende Bereitstellung von MMOB fiir die folgenden Versuche gewéhrleistet [Dillmann, 2014;
Kind, 2016].

Tabelle 3-15: Reinigungstabelle von MMOB aus CH;OH-gewachsenen Methylosinus trichospo-
rium OB3b Zellen, eingesetzt 293 g BFM b Bestimmung mit Bradford Assay; 2 Ausbeute bezo-
gen auf die Proteinmenge.

Reinigungsschritt Gesamtprotein [mg] ” Volumen [mL] Ausbeute [%]”
Rohextrakt 13170 710 100
Q-Sepharose FF (AEC) 228 80 1,7
2. Q-Sepharose FF (2. AEC) 56,6 4,0 0,43
Superdex 200 pg (SEC) 10,9 2,0 0,08

3.3.3.1 Untersuchungen zur Spaltung von MMOB

Fur MMOB aus Methylococcus capsulatus Bath wurde eine autokatalytische Spaltung zu
MMOB' postuliert. Die MMOB*-Bildung entspricht der Abspaltung der ersten 12 N-terminalen
Aminoséauren des Proteins B. Infolge dieser Abspaltung konnte keine sMMO-Aktivitat nach
Zugabe von MMOH und MMOR gemessen werden [Callaghan et al., 2002]. Fiur MMOB aus
M. trichosporium OB3b ist eine solches Verhalten bisher nicht bekannt.

Bei eigenen Reinigungsversuchen von MMOB wurde eine Doppelbandenbildung des Zielpro-
teins beobachtet (siehe Abbildung 7-15, S.184 im Anhang). Nach Analyse der beiden Pro-
teinbanden mittels ESI-MS (Kapitel 2.4.10, S.47) zeigte sich, dass es sich bei beiden Protei-
nen um MMOB handelte. Bei der in Abbildung 7-15 unteren Bande waren die ersten 15 Ami-
nosauren des N-Terminus nicht nachzuweisen. Eine Spaltung von MMOB zu MMOB' kénnte
somit vorgelegen haben. Um diesen Sachverhalt weiter zu untersuchen, erfolgten Stabili-
tatsexperimente mit dem rekombinant produziertem MMOB in Verbindung mit M. trichospori-
um OB3b Rohextrakt mit verschiedenen Zuséatzen z.B. PMSF (Halbwertszeit bei pH 7,0, 25
°C, ty»= 110 Minuten) (Ablauf siehe Kapitel 2.3.2.3.1, S.32) [Dillmann, 2014; Kind, 2016]. Der
Zusatz von PMSF wurde untersucht, weil bei der Reinigung von MMOB aus anderen Me-
thanotrophen (Methylocystis sp. M, Methylococcus capsulatus Bath) ein positiver Effekt auf
die Stabilitat nach Zusatz von Serin-Proteaseinhibitoren (Pefabloc SC, PMSF) beobachtet
wurde [Pilkington und Dalton, 1990; Shinohara et al., 1998]. Die Ergebnisse der Stabilitats-
messungen sind in der SDS-PAGE-Analyse in Abbildung 3-26 dargestellt.
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Abbildung 3-26: 16,0 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Stabilitatstest von MMOB nach 24 Stunden bei verschiedenen Bedingungen. MW-Marker
(PageRuler™, Ansatze 50 uL, Puffer 25 mM MOPS; pH 7,0; Rek. MMOB wenn vorhanden
1 mg*mL'l, Rohextrakt wenn vorhanden 2 mg*mL'l, PMSF wenn vorhanden 1 mM. Probe als 1:2
Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen

Fur den Zusatz an PMSF zum rekombinant produzierten Protein B ([Dillmann, 2014; Kind,
2016]) bzw. zum Rohextrakt von M. trichosporium OB3b konnten keine Unterschiede nach
24 Stunden, bei 4 bzw. 25 °C, im Vergleich zum Ansatz ohne PMSF beobachtet werden. Die
Stabilitéat von rek. MMOB war bei 4 °C auch noch nach 48 Stunden, mit bzw. ohne Zusatz an
PMSF, gegeben (Daten nicht gezeigt). Bei der Inkubation von rek. MMOB mit M. trichospori-
um OB3b Rohextrakt (Bahn 10 bzw. 11) ohne PMSF-Zusatz war bei 4 °C bereits eine leichte
Proteinbande unterhalb der MMOB-Bande zu erkennen. Bei 25 °C war die MMOB-Bande
verschwunden. Unter der eigentlichen MMOB-Bande waren eine oder mehrere Proteinban-
den stark verschmiert zu erkennen. Das Verschmieren der Banden konnte durch die Alte-
rung bzw. einen Abbau des Proteins hervorgerufen worden sein. Bei Zusatz an PMSF (Bah-
nen 12 bzw. 13) trat bei 4 °C unter den identischen Bedingungen keine Doppelbandenbil-
dung auf. Bei 25 °C war die MMOB-Bande lber der MMOB*-Bande nach 24 Stunden noch
prasent. Die Doppelbandenbildung in Bahn 13 trotz PMSF-Zusatz kdnnte durch die geringe
Halbwertszeit von PMSF (bei den gegebenen Bedingungen <zwei Stunden) erklart werden.
Bei 4 °C ist PMSF stabiler was, sich in der noch zu erkennenden MMOB-Bande fir den An-
satz aus Bahn 12 nach 48 Stunden zeigte (Daten nicht gezeigt).

Mit den Ergebnissen der hier gezeigten Stabilitdtsmessungen konnte erstmals eine MMOB'-
Bildung bei M. trichosporium OB3b gezeigt werden. Durch Zusatz von PMSF als Proteasein-
hibitor konnte diese Spaltung verhindert werden. Fir die Reinigung von MMOB aus
M. trichosporium OB3b wurde deshalb in den verwendeten Reinigungslosungen eine PMSF-
Konzentration von 1 mM gewahlt.
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3.3.4 Reinigung MMOR

Die MMOR-Fraktionen aus Kapitel 3.3.1, (Tabelle 3-12, S.87) nach der 1. AEC wurden wie in
Kapitel 2.3.2.4, S.32 beschrieben weiter bearbeitet. Wichtig fur die Reinigung von MMOR
war der Zusatz eines Reduktionsmittels, hier eingesetzt TCEP, in allen Reinigungsldsungen
um eine Oxidation des Proteins (z.B. am Fe-S-Cluster) zu verhindern. Zunachst erfolgte eine
zweimalige Dialyse von einer Stunde um die Salzkonzentration in der Probe fur die 2. AEC
zu reduzieren. Dabei wurde die Leitfahigkeit von 33,7 mS*cm™ in der Ausgangsprobe (Dialy-
sepuffer Leitfahigkeit 22,5 mS*cm™) auf 25,9 mS*cm™ abgesenkt. Die 2.AEC erfolgte basie-
rend auf Literaturangaben bei einem pH-Wertes von 6,5 [Fox et al., 1989]. Das Chromato-
gramm der 2.AEC von MMOR sowie das Ergebnis der Analyse der einzelnen Fraktionen
mittels SDS-PAGE sind in Abbildung 3-27 und in Abbildung 3-28 dargestellit.
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Abbildung 3-27: Chromatogramm der 2. AEC der Reinigung von MMOR mit Absorption bei 280

nm (mAu, blau), Leitfahigkeit (mS*cm'l, rot), Konzentration des Elutionspuffers (%, grun), Frak-

tionierung der aufgefangenen Proben (blau) und der vereinigten MMOR-Fraktionen (Fraktionen
51 bis 61, violett) Puffer: 25 mM MOPS pH 6,5; 1 mM TCEP mit NaCl Gradienten 0,2 bis 0,4 mM.
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Abbildung 3-28: SDS-PAGE der 2. AEC zur Reinigung von MMOR. 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach
elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der SEC. MW-Marker
(PageRuler™), R-konzentrierte MMOR Fraktion nach der 1. AEC (10 pug), 45 bis 67 Elutionsfrak-
tionen, je 10 pL einer 1:2 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen. Die Proben entspre-
chen den Daten aus Abbildung 3-27. Schwarzer Rahmen entspricht vereinigter MMOR-Fraktion.
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Die Reduktase eluierte Uber einen Bereich von 205 bis 240 mL bei einer Leitfahigkeit von
23,5 bis 26,0 mS*cm™ (NaCl= 0,27 bis 0,30 M). Die Reduktion des pH-Wertes von 7,0 auf
6,5 im Vergleich zur 1. AEC veranderte die Bindungseigenschaften von MMOR nicht bzw.
nur unwesentlich und sollte bei weiteren Reinigungen starker variiert oder nicht weiter be-
ricksichtigt werden. Da noch proteinogene Verunreinigungen in den MMOR-Fraktionen er-
kennbar waren, erfolgte nach Vereinigung und Konzentrierung der MMOR-Fraktionen (51 bis
61) eine abschlieBende SEC. Das entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 3-29 und
die dazugehdrige SDS-PAGE-Analyse der Fraktionen in Abbildung 3-30 dargestellt.
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Abbildung 3-29: Chromatogramm der SEC zur Reinigung der MMOR mit Absorption bei 280 nm

(mAu, blau), Leitfahigkeit (mS*cm'l, rot), Fraktionierung der aufgefangenen Proben (blau) und

Grenzen der vereinigten MMOR-Fraktionen (Fraktionen 31 bis 37, violett) Puffer: 25 mM MOPS
pH 7,0; 1 mM TCEP.
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Abbildung 3-30: SDS-PAGE der SEC zur Reinigung der MMOR. 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach
elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der SEC. MW-Marker
(PageRuler™), R-konzentrierte MMOR Fraktion nach der 2. AEC (10 ug), 17 bis 39 Elutionsfrak-
tionen jeweils 10 pL einer 1:2 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen. Die Proben ent-
sprechen den Daten aus Abbildung 3-29. Schwarzer Rahmen entspricht vereinigter MMOR-
Fraktion.
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Die Reduktase eluierte im Bereich von 190 bis 215 mL. Die MMOR-haltigen Fraktionen 31
bis 37 wurden vereinigt, aufkonzentriert, aliquotiert, in fl. N, eingefroren und bei - 80 °C gela-
gert. Die Aktivitat der MMOR-Fraktionen wahrend der Reinigung wurden mittels DCPIP-
Assay gemessen (Kapitel 2.4.4.6, S.44). Neben dieser Aktivitatsmessung erfolgte auch die
Messung der sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay mit der gereinigten MMOR-Fraktion. Die
sSMMO-Aktivitat betrug standardmaRig 100 bis 150 UmMOl, nigopheno*MiN " *MQacive zentren - Die
Zusammenfassung der Reinigung der Reduktase ist in Tabelle 3-16 aufgelistet.

Tabelle 3-16: Reinigungstabelle von MMOR aus CH;OH-gewachsenen Methylosinus trichospo-
rium OB3b Zellen, eingesetzt 293 g BFM B Bestimmung mit Bradford Assay; 2 Ausbeute bezo-
gen auf Gesamtaktivitéat, gemessen im DCPIP-Assay (n=4), in Klammern Ausbeute bezogen auf
Aktivitat nach 1. AEC.

_ Gesamt- Gesamt Spezifische _—
Reinigungs- ; Volumen S s Ausbeute Reinigungs-
el protein [mL] Aktivitat Aktivitat [cy]2> taktor
" 0
[mg]” [U] [U*mg’]
Rohextrakt 13.170 710 25.000 1,9 100 1
Q-Sepharose
FF (AEC) 108,0 63,0 7130 66,0 28,5 (100) 35
2. Q-Sepharose
FF (2. AEC) 33,6 4,0 2.967 88,3 11,9 (41) 46
Superdex 200
13,9 15 2.402 172,8 9,6 (33) 91
pg (SEC)

Aus 293 g BFM konnten mit der beschriebenen Reinigungsstrategie, tber zweimalige AEC,
Dialyse, Aufkonzentrierung und abschlieende SEC, 13,9 mg aktive MMOR erhalten werden
(0,05 mg*gsrm). Die spektroskopische Analyse der MMOR-Fraktion erfolgte im Bereich von
250 bis 600 nm. Das Spektrum der MMOR-Fraktion ist im Anhang in Abbildung 7-16, S.184
dargestellt. Aufgrund des FAD-Cofaktors liegen Absorptionsmaxima bei ca. 340 und 458 nm.
Ein weiteres Absorptionsmaximum liegt aufgrund der aromatischen Ringsysteme der Amino-
saureseitenketten im Bereich von 270 bis 280 nm. Durch den Vergleich dieser Maxima mit-
einander, mit Bezug auf bereits publizierte Literaturdaten, kann eine Aussage Uber die Rein-
heit der MMOR-Fraktion aus M. trichosporium OB3b getroffen werden. Dieser Vergleich ist in
Tabelle 3-17 aufgelistet. Die Absorptionsverhéltnisse der eigenen gereinigten MMOR-
Fraktion stimmten mit den Literaturdaten Uberein. Die Aktivitat der MMOR im DCPIP-Assay
lag um Faktor 1,35 hoéher als der einzige publizierte Literaturwert (172,8 U*mg™ zu
127 U*mg™ bei [Fox et al., 1990]).

Tabelle 3-17: Vergleich der von Fox und Kollegen angegeben Absorptionsfaktoren mit der hier
gereinigten MMOR-Fraktion aus Methylosinus trichosporium OB3b [Fox et al., 1990].

Referenz Absorption Ayo*Asss Absorption Asss*Az

Fox et al., 1990 2,8 1,3

Eigene Arbeit 29 1,2
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3.3.5 Zusammenfassung und Diskussion der Reinigung der sMMO-
Komponenten

Die einzelnen sMMO-Komponenten MMOH, MMOB und MMOR wurden im Rahmen dieser
Arbeit erstmals aus CH3;OH-gewachsener Biomasse aufgereinigt. Die Analyse der Reinheit
erfolgte u.a. mittels SDS-PAGE. Das Gel, mit den bis zur Bandenreinheit gereinigten sMMO-
Komponenten, ist in Abbildung 3-31 dargestellt.
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Abbildung 3-31: 16,0 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
der Reinigung der sMMO Komponenten aus CHz;OH-gewachsener Biomasse. MW-Marker (Pa-
geRuler™); 1- 5 uyg MMOH, 2- 5 ug rekombinant produziertes MMOB (nach [Dillmann, 2014;
Kind, 2016]; 3- 5 uyg MMOB; 4- 5 ug MMOR. a-MMOH 60 kDa, B-MMOH 45 KDa, MMOR 37,9 kDa,
Y-MMOH 20 kDa MMOB 14,9 kDa.

Des Weiteren erfolgte die Analyse der Proteine mittels ESI-MS, wie in Kapitel 2.4.10, S.47
beschrieben. Die gereinigten Proteine wurden mittels ESI-MS Analyse eindeutig als sSMMO-
Komponenten von Methylosinus trichosporium OB3b identifiziert (Daten nicht gezeigt). Im
Nitrobenzol-Assay wurde die SMMO-Aktivitat (100 bis 150 umol.itropheno*MiN ™ *Mgaktive zentren )
beim Einsatz der gereinigten SMMO Komponenten durch p-Nitrophenol-Bildung nachgewie-
sen (Kapitel 3.4.1, S.100). Die Elution der sMMO-Komponenten bzw. die Bindungseigen-
schaften an die verwendeten Saulenmaterialien entsprachen den bereits bekannten Werten
fur die sMMO-Komponenten aus CHs-gewachsener Biomasse [Fox et al., 1989] (Tabelle
3-12, S.87). Der Vergleich der Ausbeuten fiir die einzelnen sMMO-Komponenten mit bereits
bekannten Literaturwerten ist in Tabelle 3-18 zusammengefasst.

Die Reinigungsausbeute fur die Hydroxylase lag im Bereich der bisher fir andere Methanot-
rophe beschriebenen Werte und unterhalb des Wertes der fir M. trichosporium OB3b fur
CH4-gewachsene Biomasse bestimmt wurde. Alle Literaturdaten zur Reinigung der sMMO
beziehen sich auf die Aufarbeitung aus CH4-gewachsener Biomasse. In Schittelkolbenver-
suchen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die SMMO-Aktivitat im Rohextrakt bei der Nut-
zung von CH,4 bzw. CHsOH als C-Quelle vergleichbar war. Ebenso konnte in diesen Versu-
chen eine vergleichbare Bandenintensitat der MMOH in der SDS-PAGE-Analyse gezeigt
werden (Abbildung 3-8, S.61 und Abbildung 3-9, S.62). In der Fermentation mit CH;OH als
C-Quelle wurde im Vergleich zu der CHs-Vorkultur eine geringere Bandenintensitat der
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MMOH beobachtet (Abbildung 7-7, S.179). Eine geringere Bildung der sMMO in der Fermen-
tation mit CH;OH als C-Quelle wéare deshalb eine mogliche Ursache fiur die geringeren Aus-
beuten. Da im Rahmen dieser Arbeit keine Fermentation von M. trichosporium OB3b mit CH,
als C-Quelle durchgefiihrt wurde kann diese Hypothese nicht final geklart werden.

Tabelle 3-18: Vergleich der eigenen Ausbeuten der Reinigung der sMMO-Komponenten mit
Literaturdaten. Die Menge an gereinigtem Protein wurde auf die Gesamtproteinmenge des
Rohextraktes bezogen. Alle Literaturdaten beziehen sich auf die Reinigung der sMMO aus CH;,-
gewachsener Biomasse. Fir die eigenen Daten wurde die SMMO aus M. trichosporium OB3b
Biomasse mit CH;0OH als C-Quelle aufgearbeitet.

Ausbeute Ausbeute Ausbeute
MMOH MMOB MMOR
Referenz Organismus
[Mgmmor* [MOmmos™ [MOmmor*
-1 -1 -1
gGesamtprotein ] gGesamtprotein ] gGesamtprotein ]
. . Methylosinus tri-
E Arbeit . 32,3 bzw. 58,6 0,8 1,1
'gene Arbel chosporium OB3b 2w
[Fox et al., Methylosinus tri-
1989] chosporium OB3b 4.9 9.9 1.9
[Shaofeng et Methylo.smus tri-
chosporium IMV 427 n.b. n.b.
al., 2007]
3011
[Pilkington
und Dalton, zﬂaet:lf:ztcuosc;fm 1635 3,0 3.4
1990] P
[Grosse et al., Methylocystis sp.
. 20,5 n.b. 1,5
1999] strain W1 14

n.b. nicht bestimmt

In der in Kapitel 3.3.2, S.87 beschriebenen Reinigung , bei der eine Uberladung der SEC-
Saule beobachtet wurde, ergab sich eine schlechtere Ausbeute an MMOH. Dies ist mit der
unscharfen Elution des Zielproteins und dem Verwerfen MMOH-haltiger, aber durch andere
Proteine verunreinigter Fraktionen, zu erklaren (siehe Anhang Abbildung 7-13, S.183 und
Abbildung 7-14, S.183). Fir weitere Reinigungen in vergleichbarem Malstab sollte die Pro-
teinmenge fir den SEC-Schritt reduziert oder eine gréRere SEC-Séaule verwendet werden.

Die geringe Ausbeute bei der Reinigung von MMOB war fir den weiteren Verlauf der Arbeit
nicht relevant, da ausreichende Mengen an MMOB (ber eine rekombinante Herstellung in
E. coli produziert und anschlieRend gereinigt werden konnten. Dementsprechend wurde die
Reinigung von MMOB aus M. trichosporium OB3b nicht weiter optimiert. Die Spaltung von
MMOB, zum um 12 Aminosduren am N-Terminus verkirzten MMOB', wurde bisher nicht fur
M. trichosporium OB3b beschrieben. Diese Spaltung konnte unerwartet in dieser Arbeit
erstmals nachgewiesen werden. Fir MMOB aus Methylococcus capsulatus Bath wurde die
MMOB'* Bildung bereits untersucht. Pilkington und Dalton zeigten fur die Reinigung von
MMOB aus Methylococcus capsulatus Bath, dass zwingend ein Proteaseinhibitor z.B. PMSF
zugesetzt werden musste, um die sSMMO-Aktivitat zu erhalten [Pilkington und Dalton, 1990].
Callaghan und Kollegen postulierten jedoch eine autokatalytische Proteolyse des MMOB
zum MMOB'. Bei der Aminosauresequenz von MMOB aus M. capsulatus Bath war die 13.
Aminoséaure, Glycin, gleichbedeutend mit der MMOB'-Spaltungsstelle [Callaghan et al.,
2002]. Nach Austausch des Glycins zum Glutamin (= Sequenz von MMOB aus M. trichospo-
rium OB3b) konnte eine erhéhte MMOB-Stabilitat nachgewiesen werden. Eigene Stabilitats-
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messungen mit dem rekombinant in E. coli produziertem MMOB aus M. trichosporium OB3b
zeigten keine autokatalytische Spaltung zu MMOB'* (Abbildung 3-26, S.93) [Dillmann, 2014].
Auf Basis dieser Daten war eine autokatalytische Proteolyse von MMOB unwahrscheinlich
und die Spaltung vermutlich auf eine fremd katalysierte proteolytische Trennung zurlickzu-
fuhren. Um die Spaltung zu vermeiden wurde, wie in der Literatur bereits beschrieben, ein
Proteaseinhibitor in Form von PMSF zur Erh6hung der Stabilitat eingesetzt [Pilkington und
Dalton, 1990; Shinohara et al., 1998]. Mit Zusatz an PMSF konnte eine Stabilitat von MMOB
aus M. trichosporium OB3b (rekombinant in E. coli gebildet) in Gegenwart von M. trichospo-
rium OB3b Rohextrakt fir 24 Stunden bei 4 °C gezeigt werden. Ohne PMSF Zusatz war
nach 24 Stunden ein kompletter Abbau von MMOB zu beobachten (Abbildung 3-26, S.93).
Der Abbau von MMOB zu MMOB' in Gegenwart von M. trichosporium OB3b Rohextrakt wur-
de wahrscheinlich durch eine proteolytische Spaltung einer im Rohextrakt befindlichen Pro-
tease verursacht. PMSF ist ein Proteaseinhibitor und inhibiert irreversibel Serinproteasen
bzw. reversibel Cysteinproteasen (wie Papain) [James, 1978]. Das auch nach Zusatz von
PMSF eine MMOB‘-Bildung auftrat war vermutlich auf die geringe Halbwertszeit von PMSF
unter den gegebenen Bedingungen (pH 7,0, 25 °C, ty,= 110 Minuten) zuriickzufihren. Durch
PMSF-Zugabe, 1 mM in allen Reinigungslésungen, wurde die MMOB'-Bildung in der Reini-
gung verhindert. Ein vergleichbarer positiver Effekt auf die Stabilitéat von gereinigtem MMOB
aus Methylocystis sp. M konnte durch Zusatz von Pefabloc SC (Serinproteaseinhibitor der
Firma Roche) und Antipain erzielt werden [Shinohara et al., 1998]. Die Sequenzen von
MMOB aus Methylocystis sp. M und M. trichosporium OB3b sind insgesamt zu 96 % und am
N-Terminus, der fur die Spaltung von MMOB' entscheidend, ist zu 100 % identisch. Dies
konnte auf eine vergleichbare Spaltung der Proteine hinweisen. Die generelle Ursache fir
die MMOB zu MMOB'-Spaltung in den methanotrophen Bakterien wird mit einer in vivo-
Regulation begriindet. Ohne funktionales MMOB zeigt sich nur eine geringe sSMMO-Aktivitat,
wodurch keine zusatzliche Energie in Form von NADH verbraucht wird. Da die sSMMO bis zu
12 % des gesamten ldslichen Proteins der Zelle ausmachen kann, ist eine effiziente Regula-
tion der sMMO-Aktivitat nétig, um die Ressourcen des Organismus optimal zu nutzen
[Brandstetter et al., 1999].

Aus 293 g BFM konnten 14 mg bandenreine aktive MMOR gereinigt werden. Die analysier-
ten Eigenschaften der gereinigten MMOR-Fraktion entsprachen den Literaturwerten (Tabelle
3-17, S.96). Eine 1,35 fach hhere MMOR-AKktivitat im DCPIP-Assay im Vergleich zur Litera-
tur wurde gemessen [Fox et al., 1989]. Die Ausbeute der Reinigung von MMOR war im Ver-
gleich zur Literatur geringer. Dies war ebenfalls auf die erwdhnten Ursachen (Verwerfen von
Zielprotein in verunreinigten Fraktionen, geringere Bildung der MMOR in der Fermentation
mit CH3;OH als C-Quelle) zuriickzufihren. Im Vergleich zu MMOB wurde die rekombinante
Produktion von MMOR aus Methylosinus trichosporium OB3b bisher nicht beschrieben. Da
die Konzentration von MMOR in der Zelle im Vergleich aller sMMO-Komponenten am ge-
ringsten war, ist die Bereitstellung von ausreichenden Mengen an MMOR ein limitierender
Faktor fur die Anwendung der sMMO. Eine Verbesserung der Reinigung von MMOR aus M.
trichosporium OB3b oder die erfolgreiche rekombinante Produktion von MMOR waren somit
fur industrielle Anwendungen der sMMO entscheidende Kriterien

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals die Reinigung aller sMMO-Komponenten aus
CHs;OH-gewachsener Biomasse gezeigt werden. Alle drei Komponenten wurden bis zur
Bandenreinheit aufgearbeitet und deren sMMO-Aktivitdt nachgewiesen. Um die Eigenschaf-
ten der hier gereinigten sMMO optimal fir die geplanten in vitro-Messungen zur CH3;OH-
Bildung einzusetzen, erfolgte eine biochemische Charakterisierung des Enzyms.



3 Ergebnisse und Diskussion 100

3.4 Biochemische Charakterisierung der sMMO

Zur Analyse verschiedener Reaktionsbedingungen fir den in vitro-Einsatz der sMMO zur
CH3OH Bildung erfolgten, mit den in Kapitel 3.3, S.84 gereinigten SMMO-Komponenten, un-
terschiedliche Aktivitatsmessungen. Einzelne Kennwerte z.B. beziglich des pH-und Tempe-
raturoptimums des Enzyms sind bereits verdéffentlicht worden. Eine detaillierte Analyse die-
ser, sowie anderer Parameter (z.B. Einfluss lonenstérke) wurde bisher nicht veroffentlicht.
Weiterhin diente die biochemische Charakterisierung auch der Qualitatskontrolle der gerei-
nigten sMMO. Bisher wurde nur sMMO beschrieben, die aus CH,-gewachsener Biomasse
aufgearbeitet wurde. Mogliche Unterschiede der aus CH;OH-gewachsener Biomasse gerei-
nigten sMMO mit der bereits bekannten sMMO aus CH,-gewachsener Biomasse konnten
durch den Vergleich der enzymatischen Bedingungen identifiziert werden. Die hier durchge-
fuhrte biochemische Charakterisierung erfolgte zur Bestimmung des pH-, Temperatur- und
lonenstarke-Optimums der sMMO. Die sMMO-Aktivitatsmessungen erfolgten, wenn nicht
anders angegeben, mit rekombinant in E. coli produziertem MMOB (rek. MMOB), da im Ver-
gleich zu homolog produziertem MMOB grol3ere Mengen verfugbar waren. Ein Unterschied
der sMMO-Aktivitat von MMOB im Vergleich zu rek. MMOB wurde nicht gemessen (siehe
Kapitel 3.4.3, S.108).

Die Aktivitdt der SsMMO wurde jeweils auf das detektierte Produkt im Aktivitdtsassay bezo-
gen, da mitunter mehrere Produkte gebildet wurden. Die gemessenen Produkte waren p-
Nitrophenol im Nitrobenzol-Assay, CH;OH im CHs-Assay und HCHO im CH3;OH-Assay. Die
gemessene Aktivitat wurde, wenn nicht anders vermerkt, in mU*mgaive Sentren angegeben.
Im Gegensatz zum fur Enzyme ublichen Gebrauch, entspricht in dieser Arbeit 1 U nicht ei-
nem pmol Substratumsatz pro Minute, sondern 1 U (1 mU) = 1 umol (1 nmol) Produktbildung
pro Minute. Dieser Ansatz wurde ebenfalls fur die Angabe der sMMO-Aktivitét in der Literatur
verwendet [Fox et al., 1989].

3.4.1 Untersuchungen zur sMMO-Aktivitat unter Reaktionsbedin-
gungen

3.4.1.1 Eisenionen-Rekonstitution und Eisenbeladung des aktiven Zentrums
der MMOH

Die sMMO st ein Eisen-abhangiges Enzym. Protokolle aus der Literatur zeigen, dass der
Eisenionen-Zusatz, in Form von Fe(NH,),(SO,),, bei der Aufarbeitung von MMOH eine Stei-
gerung der sMMO-AKktivitat um Faktor 23 ermdglichte [Fox et al., 1989]. Aufgrund der Prazi-
pitationsneigung von Eisensalzen sollte untersucht werden, ob auch ohne Zusatz von Eisen-
salzen eine chromatographische Reinigung der Hydroxylasekomponente, unter Erhalt der
sSMMO-Aktivitdt maoglich war. Fir die MMOH-Chargen ohne Zusatz von Eisenionen wahrend
der Reinigung wurden geringere Aktivitdten im Vergleich zu den MMOH-Chargen mit Ei-
senionen-Zusatz gemessen (siehe Tabelle 3-19). Um die Aktivitat der MMOH-Chargen die
ohne Eisenionen-Zusatz aufgearbeitet wurden zu erhdhen, erfolgte analog zu bekannten
Protokollen aus der Literatur eine Rekonstitution mit Eisenionen [Merkx und Lippard, 2002].

Die gereinigte Hydroxylase wurde mit Eisen-Rekonstitutionspuffer (25 mM MOPS pH 7,0 mit
120 mM NaCl, 2 mM DTT (oder DTE), 5 viv% Glycerin, 0,5 mM Fe(NH,)2(S0O,),) auf eine
Konzentration von 47,5 uM verdinnt und bei 25 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunk-
ten wurde MMOH entnommen und im Nitrobenzol-Assay die SMMO-Aktivitat bestimmt. Nach
30 Minuten Rekonstitution konnte eine Steigerung der sSMMO-Aktivitat um Faktor drei ge-
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messen werden. Die sSMMO-Aktivitat blieb auch nach 250 Minuten Inkubation im Rekonstitu-
tionspuffer stabil (siehe Anhang in Abbildung 7-17, S.185).Um die MMOH-Chargen mit und
ohne Eisenionen-Zusatz bei der Reinigung bzw. mit und ohne Eisen-Rekonstitution zu ver-
gleichen, erfolgten weitere Messungen unter optimierten Bedingungen fur die sSMMO-Aktivitat
(pH-Wert, Puffer), siehe Tabelle 3-19.

Tabelle 3-19: Spezifische sMMO-Aktivitaten von MMOH-Chargen, die mit und ohne Eisenionen-
Zusatz gereinigt wurden. Die Werte entsprechen Mittelwerten aus n= zwei Messungen. Die
Messungen erfolgten im Nitrobenzol-Assay bei folgenden Bedingungen 50 mM Tris-25 mM
MES-25 mM Natriumacetat-Puffer pH 7,5; 30 °C; Nitrobenzol 5 mM; sMMO Stdchiometrie
H:rek.B:R =1:1:1.

Eisenionen- s s
. : o Spezifische sSMMO-Aktivitéat

Name Zusatz bei Eisenrekonstitution Tl *min Mg a 2

Reinigung p-Nitrophenol Aktive Zentren
MMOH - - 23,3+35
MMOH - + 128,2 + 8,7
MMOH + - 149,8+2,8
MMOH + + 141,6 + 13,3

Der Zusatz an Eisenionen wahrend der MMOH-Aufarbeitung und die Eisenrekonstitution der
MMOH-Charge, die ohne Eisenionen-Zusatz gereinigt wurde, ergaben vergleichbare sSMMO-
Aktivitaten. Eine weitere Steigerung der sSsMMO-Aktivitat durch zusatzliche Eisenrekonstituti-
on der MMOH-Charge, die mit Eisenionen-Zusatz aufgearbeitet wurde, war nicht gegeben.
Dies zeigte, dass auf Basis der sMMO-Aktivitaten beide Vorgehensweisen zur Sattigung des
aktiven Zentrums der Hydroxylase mit Eisenionen ausreichten. Ein Zusatz an Eisenionen,
unabhéangig von der Methodik, war zwingend notwendig um die sSMMO-AKktivitt zu steigern.
Dies kann entweder durch Zusatz von Eisen wahrend der Aufarbeitung oder durch eine Re-
konstitution der MMOH mit Eisen nach der Reinigung ohne Eisenzusatz erfolgen. Um zu
untersuchen ob die Unterschiede in den Aktivitatsmessungen in direktem Zusammenhang
zur Eisenionen-Beladung der MMOH standen, erfolgte die Messung des Eisen-Gehaltes der
MMOH mittels ICP-MS (Kapitel 2.4.9.1, S.46). Dabei wurden Fraktionen vor und nach der
Eisenrekonstitution untersucht. Das Ergebnis ist in Tabelle 3-20 dargestellt. Durch die Eisen-
rekonstitution konnte der Eisen-Gehalt der MMOH um Faktor 1,85 gesteigert werden. Die
Zunahme der Eisenionen-Beladung korrelierte dabei mit der Steigerung der sMMO-Aktivitat
(Daten nicht gezeigt). Nach Ultrafiltration der Eisen-rekonstituierten MMOH wurde eine Re-
duktion der MMOH-Beladung gemessen. Die Entsalzung mittels SEC nach der Eisenrekon-
stitution war notwendig, um das Uberschissige Eisen im Rekonstitutionspuffer fur die Analy-
se vom Protein zu trennen. Die native Beladung der MMOH sind 2.0 MOlee*MOlpgrein . 1IN der
Literatur ist beschrieben, dass es infolge des Reinigungsprozesses zu einer Reduktion des
Eisen-Gehaltes der MMOH bzw. der sMMO-Aktivitdét kommen kann [Fox et al., 1989]. Ein
vergleichbares Resultat wurde in der vorliegenden Arbeit beobachtet. Der Eisen-Gehalt der
MMOH betrug nach der Reinigung ohne Eisenionen-Zusatz etwa 50 % (1,0 moIFe*moIpmtem'l)
des nativen Wertes. Nach Eisenrekonstitution konnte der Gehalt auf 75 % (1,5 mol-
Fe*molprotein'l) gesteigert werden, was zu einer Verdreifachung der sMMO-Aktivitat fihrte (sie-
he Anhang Abbildung 7-17, S.185). Dass keine Komplettbeladung (2,0 moIFe*moIpmtem'l) der
MMOH nach Eisenrekonstitution erreicht wurde, war auf die Entsalzung der Proben und den
damit verbundenen Verlust an Eisen aus dem aktiven Zentrum zuriickzufihren. Die Gehalte
an Eisen im aktiven Zentrum der MMOH lagen im Bereich der bereits veroffentlichten Litera-



3 Ergebnisse und Diskussion 102

turdaten fur die SMMO verschiedener methanotropher Bakterien (Tabelle 3-20). Die Eisenio-
nen-Beladung der Hydroxylase ist ein essentieller Parameter fur die sMMO-Aktivitat. Um
eine ausreichende Sattigung mit Eisenionen zu gewahrleisten, kann entweder Eisen wah-
rend der Reinigung der Hydroxylase zugegeben oder nach der Reinigung eine Rekonstituti-
on der Hydroxylase mit Eisen erfolgen. Die Erhéhung der Eisenionen-Beladung der Hydro-
xylase nach Eisenrekonstitution konnte in der vorliegenden Arbeit mittels ICP-MS-
Messungen nachgewiesen werden.

Tabelle 3-20: Eisen-Gehalt von MMOH-Proben vor und nach der Eisenrekonstitution und Ver-
gleich mit Literaturdaten. Bedingungen: MMOH mit bzw. ohne Eisenrekonstitution (2,5 mL) auf
Sephadex G-25 gegeben, Elution mit 3,5 mL 25 mM MOPS pH 7,0. Angegeben sind Mittelwerte
aus n=vier Messungen fir die eigenen Daten.

Eisen pro MMOH

Probe g Methode
[MOlee*mOlumon ]
MMOH nach Reinigung 0,79 + 0,02 ICP-MS
MMOH h Reini d Entsal ittels Se-
nach Reinigung und Entsalzung mittels Se 0,80 + 0,02 ICP-MS
phadex G-25
MMOH nach Reinigung, Entsalzung mittels Sephadex
. N 0,88 + 0,04 ICP-MS
G-25 und zweifacher Ultrafiltration
MMOH nach Eisenrekonstitution und Entsalzung 1.46 + 0,06 ICP-MS
mittels Sephadex G-25
MMOH nach Eisenrekonstitution, Entsalzung mittels
. N 1,02 £ 0,03 ICP-MS
Sephadex G-25 und zweifacher Ultrafiltration
MMOH Methylosi trich ium OB3b [Smith
aus Methylosinus trichosporium [Smi 137 40,02 Keine Angabe
et al., 2002]
MMOH aus Methylosinus trichosporium OB3b [Fox et Spektrosk_op|.sch mit
2,15 2,4,6, Tripyridyl-s-
al., 1989] .
triazine
MMOH aus Methylosinus trichosporium IMV 2011 150 Atomabsorptions-
[Shaofeng et al., 2007] ' spektrometrie
MMOH aus Methylococcus capsulatus Bath 115+ 0.35 Nassveraschung mit
[Woodland und Dalton, 1984] R konzentrierten Sauren

3.4.1.2 pH Einfluss

Ein wichtiger biochemischer Parameter in Bezug auf die Enzymaktivitat ist der pH-Wert. Der
optimale pH-Wert fir die SMMO-Aktivitat wurde in der Literatur mit 7,5 angeben [Fox et al.,
1989]. Eine Analyse der Aktivitat bei verschiedenen anderen pH-Werten wurde bisher nicht
beschrieben. Fir mégliche in vitro-Anwendungen z.B. Kombinationen mit anderen Enzymen
mit unterschiedlichen pH-Optima ist die Kenntnis der pH-Stabilitat der SMMO wichtig. Des-
halb erfolgten in der vorliegenden Arbeit erstmals genauere Untersuchungen zur sMMO-
Aktivitat in Abhangigkeit vom pH-Wert. Die Messungen zum Einfluss des pH-Wertes auf die
sMMO-AKktivitat erfolgten im Nitrobenzol-Assay mit Eisen-rekonstituierter MMOH. Die Aktivi-
tat in Abhangigkeit vom pH-Wert ist in Abbildung 3-32 dargestellt. Beispiele fur Progresskur-
ven zur Bestimmung der SMMO-AKktivitat im Nitrobenzol-Assay sind im Anhang in Abbildung
7-19, S.186 gezeigt.
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Abbildung 3-32: Spezifische sMMO-Aktivitat in Abhangigkeit des pH-Wertes im Nitrobenzol-
Assay. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei Messungen. Folgende Bedingungen wurden
eingestellt: MMOHtive zentren: rek. MMOB: MMOR = 2:1:1 uM; 5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH,;
30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat. Uber den Saulen, Angabe der
pH-Werte der nachgemessenen Losungen. Extinktionskoeffizienten von p-Nitrophenol wurden
fur jeden pH-Wert bestimmt siehe Anhang Tabelle 7-3, S.185.

Das erhaltene pH-Optimum fir den Umsatz von Nitrobenzol zu p-Nitrophenol lag bei pH
7,57. Dies entsprach dem bekannten Literaturwert fir das pH-Optimum der sMMO-Aktivitat
[Fox et al., 1989]. Ein Unterschied der sMMO in Bezug auf das pH-Optimum aus der CH3;OH-
gewachsenen Biomasse im Vergleich zur in der Literatur verwendeten CH,;-gewachsenen
Biomasse wurde nicht beobachtet. Der fir die Messungen zum pH-Optimum verwendete
Dreikomponentenpuffer (50 mM Tris; 25 mM MES; 25 mM Natriumacetat) diente der Puffe-
rung Uber den untersuchten pH-Bereich.

3.4.1.3 Einfluss der Salzkonzentration

Bei Verwendung des Dreikomponentenpuffers wurden, im Vergleich zum zuvor verwendeten
25 mM MOPS-Puffer, unterschiedliche sMMO-Aktivitaten bei gleichen Bedingungen gemes-
sen. Die Ursache war die unterschiedliche Salzkonzentration der Puffer und deren Einfluss
auf die sMMO-AKktivitat. In der Literatur werden keine Untersuchungen zum Einfluss der
Salzkonzentration bzw. des Puffers auf die sSsMMO-Aktivitat aufgefuihrt. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgten deshalb erstmals Untersuchungen zum Einfluss der lonenstéarke auf die
sMMO-Aktivitat. Die Messungen erfolgten mit Eisen-rekonstituierter MMOH. Die Ergebnisse
der Messungen mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen sind in Abbildung 3-33 und Tabel-
le 3-21 dargestellt.
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Abbildung 3-33: Spezifische sMMO-Aktivitat in Abhéangigkeit der Salzkonzentration (NacCl) in
Tris-MES-Acetat-Puffer (TMA) und MOPS-Puffer. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei Mes-
sungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHaive zentren: F€k. MMOB: MMOR =
2:1:1 pM; 5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM
Natriumacetat pH 7,3; 25 mM MOPS-Puffer pH 7,3.

Tabelle 3-21: Spezifische sMMO-Aktivitéat in Abh&ngigkeit der Salzkonzentration (NaCl) in Tris-
MES-Acetat-Puffer (TMA) und MOPS-Puffer. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei Messun-
gen. Angegeben sind die Daten aus Abbildung 3-21. Die Leitfahigkeiten in Abhangigkeit der
NaCl-Konzentration sind ebenfalls aufgelistet. Die Berechnung der lonenstarke aus der Leitfa-
higkeit erfolgte mit Formel 2-3, S.41.

Puffer NacCl Leitfahigkleit lonenstéarke sMMO-Aktivitat )

[mM] [mS*cm™] [mM] [MU*Mg aciive zentren ]
50-25-25 mM TMA 0 50 73,2 104,2+9,8
50-25-25 mM TMA 25 7,8 1147 108,1+5,8
50-25-25 mM TMA 50 10,5 154,8 96,0+ 6,0
50-25-25 mM TMA 75 13,2 195,0 92,6 +0,8
50-25-25 mM TMA 100 16,0 236,8 83,4+3,6
50-25-25 mM TMA 150 21,5 319,0 748+ 2,0
25 mM MOPS 0 1.4 19,5 65,1+ 3,5
25 mM MOPS 25 4,5 65,8 98,2+7,2
25 mM MOPS 50 7,5 110,2 102,2+6,9
25 mM MOPS 75 10,2 150,3 98,5+5,3
25 mM MOPS 100 12,9 190,5 76,9 £ 10,7
25 mM MOPS 150 18,0 266,7 69,5+ 6,0

Die sMMO-Aktivitat zeigte in beiden Puffersystemen eine Abhéangigkeit von der NaCl-
Konzentration. Basierend auf Formel 2-3, S.41, wurde die gemessene Leitfahigkeit in die
entsprechende lonenstarke umgerechnet. Es zeigte sich eine optimale lonenstarke im Be-
reich 70 bis 110 mM (Leitfahigkeit 5 bis 8 mS*cm™). Dieses Ergebnis erméglicht es bei not-
wendigen Wechseln von Puffern die optimalen Bedingungen fur die sSsMMO-Aktivitat einzu-
stellen.
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3.4.1.4 Einfluss der Temperatur

Das Temperaturoptimum der sMMO-Aktivitat wurde in der Literatur bisher, basierend auf der
optimale Wachstumstemperatur von M. trichosporium OB3b, mit 30 °C angegeben [Fox et
al., 1989]. Um die genaue Temperaturabhangigkeit der sMMO-Aktivitat zu analysieren, er-
folgten Messungen mit Eisen-rekonstituierter MMOH. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Ab-
bildung 3-34 dargestellt. Beispiele fiur Progresskurven zur Bestimmung der sMMO-Aktivitat
im Nitrobenzol-Assay sind im Anhang in Abbildung 7-19, S.186 gezeigt.
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Abbildung 3-34: Spezifische sMMO-Aktivitat in Abhangigkeit der Temperatur im Nitrobenzol-
Assay. Rot-Standardtemperatur 30 °C. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen.
Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHqive zentren: F€k. MMOB: MMOR = 2:1:1 pM; 5
mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; Messpuffer 25 mM MOPS + 50 mM NacCl pH 7,5. Messzeit 0,5-1,0
Minute. Daten aus [Kind, 2016]

Zur Berechnung der sMMO-Aktivitat wurden jeweils die Anfangsanstiege der Progresskurven
(0,5 bis 1,0 Minute) verwendet. Das Optimum lag, im Gegensatz zu den Literaturangaben
von 30 °C, im Bereich von 46 bis 50 °C. Die Aktivitdt sank Uber 50 °C langsam und bei
61,8 °C rapide ab. Weiterhin wurde beobachtet, dass bei den Ansatzen ab 40 °C im Reakti-
onsverlauf eine Tribung der Reaktionsldsung beobachtet wurde. Dies war auf Aggregation
der Proteine und die daraus resultierende thermische Inaktivierung zuriickzufuhren. Die Ag-
gregation war vermutlich auch der Grund fir die gréReren Fehlerbalken tber 40 °C. Neben
der direkten Messung der Aktivitat bei verschiedenen Temperaturen erfolgte auch die Mes-
sung der Stabilitat der sMMO bei verschiedenen Temperaturen tber eine Inkubationszeit von
bis zu 300 Minuten. Bei 30 °C war die SMMO-Aktivitat nach 300 Minuten unveréandert. Im
Gegensatz dazu wurde bei Inkubationstemperaturen von 37 und 40 °C eine Reduktion der
Aktivitdt nach 300 Minuten von 20 bzw. 60 % gemessen (siehe Abbildung 7-18, S.186). Fur
Langzeitmessungen (>30 Minuten), wie sie im Weiteren experimentellen Verlauf geplant wa-
ren, wurde auf Basis der beschriebenen Resultate, eine Temperatur von 30 °C gewahlt. Bei
dieser Temperatur wurde keine Inaktivierung des Enzyms durch zu Aggregationen der ein-
zelnen Proteine beobachtet.
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3.4.1.5 Kinetische Untersuchungen der sMMO-Reaktion mit Nitrobenzol

Um die sSMMO, die erstmals aus CH;OH gewachsener Biomasse aufgereinigt wurde, mit der
sMMO aus CH4-gewachsener Biomasse zu vergleichen, erfolgten Messungen mit verschie-
denen Substratkonzentrationen im Nitrobenzol-Assay. Der sMMO-Assay mit dem atrtifiziellen
Substrat Nitrobenzol bietet, z.B. gegeniiber dem in der Literatur ebenfalls eingesetztem Pro-
pylen-Assay den Vorteil der kontinuierlichen spektroskopischen Messung der Produktbil-
dung. Die Messungen erfolgten mit Eisen-rekonstituierter MMOH. Die erhaltene Abhangig-
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Nitrobenzol-Konzentration ist in Abbildung 3-35
links dargestellt. Diese Daten wurden an die Michaelis-Menten Kinetik (Formel 3-1, mit v=
Reaktionsgeschwindigkeit; vnax= maximale Reaktionsgeschwindigkeit; S= Substratkonzentra-
tion und K,= Michaeliskostante) angepasst und doppelt reziprok aufgetragen (Lineweaver-
Burk Diagramm Abbildung 3-35 rechts).
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Abbildung 3-35: Links: Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der sMMO aus M. trichos-
porium OB3b von der Substratkonzentration im Nitrobenzol-Assay. Rechts: Doppelt reziproke
Darstellung der Werte aus der linken Abbildung (Lineweaver-Burk-Darstellung). Viyax =
1/Schnittpunkt Y-Achse; Ky= Anstieg * viyax bzw. (-1) * 1/Schnittpunkt mit x-Achse (Anstieg
0,01376+0,00178; Schnittpunkt mit der y-Achse 0,02692+0,00145). Angegeben sind Mittelwerte
aus n= zwei Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHguive zentren: rek.
MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Nat-
riumacetat pH 7,5. Die Progresskurven der Messungen sind ebenfalls in Kapitel 3.5.1.1, S:116
dargestellt.

Die sMMO verhielt sich im Untersuchten Substratbereich entsprechend der Michaelis-
Menten Kinetik. Aus der doppelt reziproken Auftragung der Daten im Lineweaver-Burk-
Diagramm (Abbildung 3-35 rechts), erfolgte die Bestimmung des apparenten Ky-Wertes und
VON Vmax. Die kinetischen Parameter sind in Tabelle 3-22 dargestellt.

Tabelle 3-22: Ky und v,ox berechnet aus Abbildung 3-35 (Vnax = 1/Schnittpunkt Y-Achse; Ky=
Anstieg * Vi bzw. (-1)* 1/Schnittpunkt mit x-Achse). Vergleich mit Literaturdaten entnommen
aus der Arbeit von [Liu et al., 2005] (gemessen mit H:B:R 1:1:1, 23 °C; 0,2 mM NADH; 25 mM
MOPS-Puffer pH 7,6)

Eigene Daten [Liu et al., 2005]
Ku [MM] 0,51 + 0,06 0,46
Vmax [NMO*L ™ *min™] 37,1+ 2,0 50,3
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Die erhaltenen Werte fur Ky und v, lagen in einer Grél3enordnung mit Literaturdaten fur die
SMMO aus M. trichosporium OB3b (siehe Tabelle 3-22). Dadurch wurde erneut die Ver-
gleichbarkeit der sMMO aus CH3;OH- und CH,4--gewachsener Biomasse gezeigt. Die Unter-
schiede der Konstanten kénnten auf die unterschiedlichen Messparameter der eigenen bzw.
der Literaturangaben zurtickzufiihren sein [Liu et al., 2005]. Aufgrund des Ky-Wertes der
sMMO fir Nitrobenzol von 0,51 mM und der vergleichsweise geringen Léslichkeit des Sub-
strates in wassrigen Lésungen (15,4 mM bei 20 °C, Herstellerangabe Sigma-Aldrich), war
eine Messung der Enzymaktivitat in Sattigung (20-fach Ky~ 95 % vnay) hicht maglich. Analog
zu verschiedenen Literaturangeben wurde die Enzymaktivitdt mit Nitrobenzol als artifizielles
Substrat der sMMO bei 1,0 mM gemessen, um die erhaltenen Aktivitdten vergleichen zu
kénnen [Liu et al., 2005; [Brazeau und Lipscomb, 2003; Wallar und Lipscomb, 2001]. Weitere
Messungen wurden bei 5,0 mM Nitrobenzol durchgefihrt (ca. 10-fach Ky-Wert= ~91 % Vi),
um eine anndhernde Sattigung mit Substrat zu erreichen.

3.4.2 Untersuchungen zur Stéchiometrie der sMMO-Komponenten
im Nitrobenzol-Assay

Erste Experimente zeigten analog zu Literaturdaten, dass die SMMO-Aktivitat durch das sto-
chiometrische Verhaltnis der einzelnen Enzym-Komponenten (MMOH, MMOB, MMOR) be-
einflusst wurde. Um das optimale stochiometrische Verhaltnis der sMMO-Komponenten be-
zlglich der sMMO-Aktivitdt zu bestimmen, wurden Untersuchungen mit unterschiedlichen
sMMO-Stdchiometrien durchgefiihrt. In einem Hydroxylase-Heterohexamer [(aBy).] befinden
sich jeweils zwei aktive Zentren (eines pro a-Untereinheit). Die SMMO-Aktivitat und auch die
Stochiometrie der Hydroxylase wurden immer auf die Zahl der eingesetzten aktiven Zentren
bezogen Die Messungen erfolgten mit Eisen-rekonstituierter MMOH. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung 3-36 dargestellt.
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Abbildung 3-36: Spezifische sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay bei verschiedenen stdchio-
metrischen Verhéltnissen von MMOH (aktive Zentren): rek. MMOB: MMOR. Angegeben sind

Mittelwerte aus n= drei Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: 5 mM Nitro-
benzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5
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Die hochste spezifische sMMO-Aktivitat wurde, wie in der Literatur beschreiben, fir das Ver-
haltnis H,z(aktive Zentren):B:R= 1:1:1 uM erhalten [Wallar und Lipscomb, 2001; Zhang und
Lipscomb, 2006]. Bei weiterer Erhdhung der MMOH-Konzentration sank die spezifische
sMMO-Aktivitat. Dies wurde ebenfalls bei der Variation der rek. MMOB bzw. MMOR-
Konzentration beobachtet. Dabei zeigte sich eine starkere Reduktion der SMMO-Aktivitat bei
Verringerung der MMOR-Konzentration (Verhaltnisse 2:2:1 bzw. 2:1:0,5). Dies deutete auf
einen starken Einfluss der gewahlten MMOR-Konzentration auf die sSMMO-Aktivitat hin. Fr
die weiteren Versuche wurde das H,z:B:R Verhaltnis von 1:1:1 uM gewabhilt.

3.4.3 Vergleich der sMMO-Aktivitat von homolog produzierten
MMOB mit rekombinant in E. coli produziertem MMOB; ¢

Neben der in Kapitel 3.3.3, S.89 beschriebenen Reinigung von MMOB aus M. trichosporium
OB3b, konnte MMOB fiir die Aktivitatsmessungen im Rahmen dieser Arbeit auch durch re-
kombinante Produktion in E. coli bereitgestellt werden. Der genaue Ablauf der Produktion
und Reinigung ist in den Arbeiten von Dillmann und Kind beschrieben [Dillmann, 2014; Kind,
2016]. Im Rahmen der rekombinanten Produktion von MMOB wurde ein N-terminaler tag an
die MMOB-Sequenz von M. trichosporium OB3b angebracht. Dabei handelte es sich um das
eukaryotische Protein SUMO (small ubiquitin-like modifier). Dieser tag beinhaltete eine 6-
fache His-Sequenz (N-Terminus), die zur Reinigung des Zielproteins mittels Metallaffinitats-
chromatographie genutzt wurde. Neben diesem Aspekt bietet die Nutzung des SUMO-tags
den Vorteil, dass bei der Aufarbeitung des Proteins die tberhangsfreie Spaltung des tags
vom Zielproteins durch eine hochspezifische Protease (Ulp 1) durchgefiihrt werden kann
[Butt et al., 2005; Marblestone et al., 2006]. Neben dem Vergleich der sMMO-Aktivitat von
MMOB aus M. trichosporium OB3b und rek. MMOB aus E. coli, erfolgten auch Untersuchun-
gen zur sSMMO-AKktivitat mit dem SUMO-MMOB-Fusionsprotein. Fur eine industrielle Anwen-
dung der sMMO waére die Nutzung des SUMO-Proteins aufgrund des His-tags als potentieller
Immobilisierungsanker von Interesse. Untersuchungen dazu wurden durchgefiihrt und sind in
Kapitel 3.7.2, S.155 beschreiben.

Die Messungen zum Vergleich von MMOB und rek MMOB erfolgten mit einer MMOH-
Fraktion die mit Eisenionen-Zusatz gereinigt wurde. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-37 dar-
gestellt (ausgewahlte Progresskurven dieser Messungen sind im Anhang in Abbildung 7-19,
S.186 gezeigt). Die SMMO-Aktivitaten fur MMOB aus M. trichosporium OB3b und MMOB (M.
trichosporium OB3b) rekombinant in E. coli produziert waren vergleichbar. Auch bei Mes-
sungen mit 1 mM Nitrobenzol wurden vergleichbare sMMO-Aktivitdten bestimmt (ca.
120 mU*mgakﬁveszren'l). Aufgrund der einfacheren und effizienteren Produktion und Aufarbei-
tung des rekombinant in E. coli produzierten MMOB wurden alle weiteren Messungen mit
rek. MMOB durchgefiihrt. Fir eine mogliche technische Anwendung der sMMO wirde sich
ebenfalls die Nutzung von rek. MMOB aufgrund der besseren Verflgbarkeit anbieten. Ohne
MMOB-Zusatz wurde eine 20-fach geringere sSMMO-Aktivitdt gemessen. Dies ist vergleich-
bar mit der dokumentieren Reduktion der sMMO-AKktivitat in Abwesenheit vom MMOB bei
Fox und Kollegen [Fox et al., 1989]. Durch das Fehlen von MMOB erfolgt keine Bindung des
Proteins an MMOH. Weiterhin kommt es zu keinen Konformationséanderungen in der Hydro-
xylase und zu einer Reduktion der Elektronenlibertragung der Reduktase auf das aktive
Zentrum der Hydroxylase. Dadurch wird die gesamte Reaktion verlangsamt (vergleiche Kapi-
tel 1.1.2.3, S.12).
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Abbildung 3-37: Vergleich der sMMO-Aktivitat mit rek. MMOB; hom. MMOB; SUMO-MMOB und
ohne MMOB. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Folgende Bedingungen
wurden eingestellt: MMOHtive zentren: MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; 5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH;
30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Uberraschenderweise konnte auch mit dem SUMO-MMOB-Fusionsprotein eine mit dem Ein-
satz von MMOB vergleichbare sMMO-Aktivitdt gemessen werden. Dies war nicht zu erwar-
ten, da der SUMO-tag am N-Terminus von MMOB angebracht, welcher essentiell fur die
Bindung an MMOH und somit fur die SMMO-AKktivitat ist (siehe Kapitel 1.1.2.2.2 und Abbil-
dung 1-8, S.13). Anscheinend hatte der SUMO-tag am N-Terminus des MMOB-Proteins kei-
nen entscheidenden Einfluss auf die Bindung von MMOB an die Hydroxylase und somit die
sMMO-Aktivitat. Die bereits beschriebenen inhibierende Wirkung von héheren MMOB-
Konzentrationen auf die sMMO-Aktivitdt wurde auch fir SUMO-MMOB untersucht (siehe
Anhang Tabelle 7-4, S.187). Wie bereits in der Literatur beschrieben reduzierte sich die
sMMO-Aktivitat mit steigendem Verhaltnis von MMOB bzw. SUMO-MMOB: MMOH [Wallar
und Lipscomb, 2001]. Die Reduktion der Aktivitat wird mit der konkurrierenden Bindung von
MMOB und MMOR um die Bindung an der Hydroxylase begriindet (siehe Kapitel 1.1.2.2.2
und Abbildung 1-8, S.13). Bei Verwendung von SUMO-MMOB konnte eine geringere Reduk-
tion (ca. 10 %) der sMMO-Aktivitat im Vergleich zu MMOB beobachtet werden. Die Ursache
hierfir konnte die schlechtere Bindung vom SUMO-MMOB an MMOH gewesen sein.
Dadurch ware eine MMOR-Bindung auch bei hohen SUMO-MMOB-Konzentrationen und
damit eine vergleichsweise hohere SMMO-Aktivitat moglich gewesen. Fur eine mdgliche Im-
mobilisierung der sMMO wurde der SUMO-tag mit dem 6-fachen His-tag an MMOB als Ver-
knipfung zu einem Trager eingesetzt (siehe Kapitel 3.7.2, S.155).

3.4.4 Umsatz von CH,

In den bisherigen Kapiteln wurde die sMMO-Reaktion von artifiziellen Substraten wie Nitro-
benzol oder Naphthalin untersucht. Ziel dieser Experimente war die biochemische Analyse
von Reaktionsparametern, wie Temperatur und pH-Wert, im Hinblick auf geplante in vitro-
Experimente mit dem naturlichen Substrat CH,. Die Experimente mit CH, als SMMO-Substrat
erfolgten in gasdichten ReaktionsgefalRen mit Eisen-rekonstituierter MMOH (Kapitel 2.4.4.3,
S.43). Neben CH,4 kann die sMMO auch mit CH;OH als Substrat reagieren. (siehe Abbildung
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3-38). Deshalb erfolgte neben der gaschromatographischen Analyse der CH;OH-
Konzentration, auch eine Bestimmung der Formaldehydkonzentration. Die Kalibriergeraden
zur CH3;OH und HCHO-Bestimmung sind im Anhang dargestellt (Abbildung 7-20 und Abbil-
dung 7-21, S.187)

CHy+0; + NADH+H"—SMMO__ _ ¢~ OH + H,0 + NAD' (1)
CH30H + O + NADH+H*—SMMO___ o (OH),+ H,0 + NAD 2)
-I-HED _HZD
HCHO

Abbildung 3-38: Gleichungen der sMMO-Reaktion mit CH,4 (1) und CH3;OH (2) als Substrat. In
Wasser bildet sich aus HCHO das ebenfalls gezeigte Aldehydhydrat (Methandiol).

Ausgewahlte Chromatogramme nach Analyse der SsMMO-Reaktionsproben mit CH, als Sub-
strat sind in Abbildung 3-39 dargestellt. Eine Steigerung der CH;OH-Signale und damit der
gebildeten CH;OH-Konzentration in den Reaktionsansatzen wurde bei den gewahlten Mess-
zeitpunkten, drei und zehn Minuten beobachtet. Neben der CH;OH-Bildung wurde auch die
Bildung von HCHO in den Reaktionsansatzen gemessen (Kapitel 2.4.5, S.45). Die gebildeten
Produktkonzentrationen der sSMMO-Reaktion mit CH, als Substrat sind in Abbildung 3-40
dargestellt.
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Abbildung 3-39: Chromatogramme der CH;OH-Analyse mittels GC-Headspace nach 0 Minuten
(Schwarz); drei Minuten (Rot) und zehn Minuten (Blau) Reaktion der sMMO mit CH,4 in gasdich-
ten Reaktionsgefal3en. FID-Signal entspricht dem gemessenen Strom im Flammenionisations-
detektor (FID) in piko Ampere. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgive zentren:
rek. MMOB: MMOR = 3:3:3 uM in 1 mL Flissigvolumen; 20 % CH, (63,5 umol) in 8 mL Gasvolu-

men; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5. Re-
aktionsstopp durch Saure-Zugabe auf pH 3 bis 4.

Neben CH;OH wurde in allen Reaktionsansatzen HCHO als Produkt der unerwiinschten
Reaktion der sMMO mit CH3;OH detektiert. Die gebildete HCHO-Konzentration betrug dabei
nach drei Minuten 40 % und nach zehn Minuten 28 % der gesamten Produktkonzentration
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(CH30OH+HCHO). Sowohl die CH30OH-, als auch die HCHO-Bildung waren nach zehn Minu-
ten Reaktionszeit im Vergleich zur Bildung nach drei Minuten nicht mehr linear. Die spezifi-
schen sMMO-Aktivitat nach drei bzw. zehn Minuten betrugen 247+ 53 bzw.
167+ 35 umol(;Hg,OH*min'l*mgAkﬁ\,e senren -. Die Reduktion der Produktbildung kénnte durch die
Limitierung von NADH verursacht worden sein, da nach zehn Minuten bereits 90 % der ein-
gesetzten NADH-Menge (1.000 uM) zu den Produkten CH;OH bzw. HCHO umgewandelt
wurden. Fir die sSMMO bzw. andere Monooxxygenasen wurde bereits eine Entkopplung des
NADH-Verbrauches durch Bildung von Nebenprodukten beschrieben [Denisov et al., 2007;
Gassner und Lippard, 1999]. Aufgrund dieser Nebenproduktbildung war die wahrscheinliche
Ursache fur die Reduktion der Produktbildung, die Limitierung von NADH im Ansatz.
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Abbildung 3-40: CH3;0H-, HCHO-Konzentration und sMMO-Aktivitdt beim Umsatz von CH, durch
die sMMO. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Es wurden folgende Bedin-
gungen verwendet: MMOHive zentren: F€K.MMOB: MMOR = 3:3:3 pM in 1 mL Flassigvolumen; 1,6
mL CH, (63,5 umol); 1,35 mL pmol O, (53,9 umol) in 8 mL Gasvolumen; 1 mM NADH; 30 °C;
Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5. Reaktionsstopp nach drei
bzw. zehn Minuten durch Saure-Zugabe auf pH 3 bis 4. Messung CH3;OH lber GC-HSS und
HCHO spektroskopisch mittels Nash Methode.

Das fiur die Untersuchungen in den Kapiteln 3.4.1, S.100 bis 3.4.4, S.109 verwendete Puffer-
system bestand aus einem drei-Komponentenpuffer mit 50 mM Tris. Bei der Verwendung
von Tris in Kombination mit HCHO muss folgendes beachtet werden. Primére Aminogrup-
pen, wie im Tris vorhanden, reagieren mit HCHO. Dies wird u. a. flr das Abstoppen von Pro-
tein Quervernetzung mittels HCHO genutzt (siehe Abbildung 7-22, S.188). Fur den hier ein-
gesetzten Puffer wurden zur Kontrolle verschiedene Testmessungen durchgefuhrt, in denen
der Einfluss des Puffers (mit und ohne Tris-Zusatz) auf die gemessene HCHO-Konzentration
untersucht wurde. Dabei wurden in TMA-Puffer, MOPS-Puffer und ddH,O identische HCHO-
Konzentrationen nachgewiesen (siehe Anhang Abbildung 7-23, S.188). Eine Reaktion von
HCHO mit Tris im Reaktionspuffer fand somit nicht bzw. ohne Einfluss auf die messbare
HCHO-Konzentration statt. Daras folgte, dass eine Verwendung des TMA-Puffers fur die
getesteten Bedingungen maoglich war.

Neben der sMMO-Reaktion mit CH, als Substrat, wurde auch die Reaktion mit CH;OH als
alleiniges Substrat in einem Reaktionsansatz getestet. Dabei wurden aus 1 mM CH3OH in-
nerhalb von finf Minuten Reaktion 0,23 mM HCHO gebildet. Dies entsprach einem Umsatz
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von 23 % bezogen auf CH3OH bzw. die eingesetzte NADH-Konzentration (1 mM) und einer
spezifischen Aktivitat von 365 + 7 umoICHgoH*min'l*mgAktive zentren . Weitere Untersuchungen
zur direkten HCHO-Bildung der sMMO mit CH3OH erfolgten im Rahmen dieser Arbeit nicht.
Im Vergleich zu den durchgefiihrten Nitrobenzol-Messungen wurde fur CH,4 als Substrat der
sMMO ein hoherer Umsatz bzw. eine bessere Elektronenkopplung (3 bis 13 % vs. 90 %,
bezogen auf NADH) gemessen. Dies kdnnte durch die héhere Affinitdt der SMMO zum natur-
lichen Substrat im Vergleich zu Nitrobenzol als artifiziellem Substrat erklart werden. Weiter-
fuihrende Untersuchungen zum Umsatz der sMMO wurden im folgenden Kapitel 3.5 durchge-
fuhrt und ausgewertet.

3.4.5 Zusammenfassung und Diskussion der Charakterisierung der
sMMO

Fox und Kollegen beschreiben eine Abhangigkeit der sMMO-Aktivitdt von unterschiedlichen
Eisenionen-Beladungen des aktiven Zentrums [Fox et al., 1989]. Ein Verlust von Eisenionen
im aktiven Zentrum der MMOH nach der Reinigung wurde ebenso beobachtet, wie die Stei-
gerung der sMMO-Aktivitat um Faktor 23, nach der MMOH-Reinigung mit Zusatz an Eisenio-
nen in Form von 0,2 mM Fe(NH,)»(S0O,4),. Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit dem identi-
schen Eisen-Zusatz eine Steigerung der sMMO-AKktivitdt nach der Reinigung der MMOH-
Komponente gemessen werden (Faktor 5,5, Tabelle 3-19, S.101). Die Erhéhung der sMMO-
Aktivitat auf einen vergleichbaren Wert, ohne Eisenionen-Zusatz bei der MMOH-Reinigung,
war ebenfalls Giber eine Eisenionen-Rekonstitution des Proteins moglich. Die Rekonstitution
basierte auf einem bereits veroffentlichten Protokoll fir Methylococcus capsulatus Bath mit
Inkubation des Proteins mit 0,5 mM Fe(NH,),(S0O,), im Eisenrekonstitutionspuffer und 2 mM
DTT ([Merkx und Lippard, 2002]). Die Steigerung der sMMO-Aktivitat um Faktor drei durch
eine vergleichbare Rekonstitution der Eisenionen wurde auch von Pilkington und Dalton fir
die MMOH aus Methylococcus capsulatus Bath beschrieben [Pilkington und Dalton, 1990].
Weiterhin konnten in einer Studie von Atta, sowohl die inaktive Apo-MMOH (M. capsulatus
Bath) préapariert, als auch anschlieBend durch Rekonstitution der Eisenionen 85 bis 90 % der
erwarteten Aktivitat regeneriert werden [Atta et al., 1993]. Ebenfalls fir Methylococcus cap-
sulatus Bath erfolgte die Rekonstitution der Eisenionen nach 15 Minuten Inkubation mit
0,5 mM Fe-EDTA und 10 mM DTT durch Green und Dalton [Green und Dalton, 1988]. Fur
die vollstandige Regeneration der sMMO-Aktivitat durch die Eisenionen-Rekonstitution wa-
ren im Rahmen der Messungen mit Apo-MMOH aus M. capsulatus Bath in der Literatur 120
bis 150 Minuten notig [Merkx und Lippard, 2002; Sazinsky et al., 2004]. Fur die hier gezeig-
ten Ergebnisse mit MMOH aus M. trichosporium OB3b wurde eine Aktivitatssteigerung be-
reits nach der direkten Zugabe der Eisenionen-Rekonstitutionslésung gemessen. Eine ma-
ximale sMMO-Aktivitat wurde nach 30 bis 50 Minuten detektiert (siehe Anhang Abbildung
7-18, S.186). Im Unterschied zu den beschriebenen Literaturdaten wurde jedoch keine Apo-
MMOH verwendet sondern, analog zu der Arbeit von Green und Dalton, MMOH-Fraktionen
die noch einen Resteisengehalt aufwiesen (eigene Daten, 0,8 mols*molyvon - Siehe Tabelle
3-20, S.102) [Green und Dalton, 1988]. Nach der hier erstmals fur Methylosinus trichospori-
um OB3b beschriebenen erfolgreichen Eisenionen-Rekonstitution der MMOH, wurde eine
Eisenionen-Beladung des aktiven Zentrums von 1,5 MOlee*MOolymon ™ (75 % der nativen Bela-
dung) gemessen. Dieser Wert lag innerhalb des in Literaturdaten angegebenen Bereiches
fur verschiedene MMOH-Chargen (Tabelle 3-20, S.102).
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Um die optimalen Reaktionsbedingungen fir in vitro-Messungen zur CH;OH- Bildung mit der
der aufgearbeiteten SMMO zu bestimmen wurden verschiedenen Parameter wie Temperatur,
pH-Wert und lonenstarke untersucht. Dies diente weiterhin dem Vergleich der aus CH;OH-
gewachsener Biomasse aufgearbeiteten sMMO mit Literaturdaten fir sMMO die aus CHg-
gewachsener Biomasse gereinigt wurde. Das erhaltene pH-Optimum der sMMO-Aktivitat
(pH 7,57) entsprach den bisher veroffentlichten Literaturdaten [Fox et al., 1989]. Die Mes-
sung des Temperaturoptimums erfolgt klassisch tber die Messung der Produktbildung des
Enzyms bei verschiedenen Inkubationszeiten mit unterschiedlichen Temperaturen. Die dar-
aus erhaltene Stabilitdt des Enzyms bei einer Temperatur wird in Abh&ngigkeit zur Produkt-
bildung bzw. Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen [Segel, 1993]. Daraus kann das Tempe-
raturoptimum des Enzyms bestimmt werden. Da bei der Messung der sMMO im Nitrobenzol-
Assay nur eine Produktbildung bis maximal drei Minuten detektiert wurde, konnte diese Her-
angehensweise nicht angewandt werden. Die Ursachen fir den geringen Umsatz werden im
folgenden Kapitel untersucht. Die Untersuchung des Temperaturoptimums erfolgte stattdes-
sen Uber die Ermittlung des Anfangsanstieges der Produktbildung im Nitrobenzol-Assay, in
den ersten 30 Sekunden der Messung. Aus dem Anstieg wurde die Aktivitat berechnet und in
Anhangigkeit der Temperatur aufgetragen. Fir das Temperaturoptimum der sMMO-Reaktion
mit Nitrobenzol wurde in eigenen Messungen ein Wert von 46 bis 50 °C bestimmt. Dabei
wurde eine Trubung der Lésung bei Temperaturen > 40 °C aufgrund von Proteinaggregation
beobachtet [Kind, 2016]. Neben dem Optimum wurde auch die Temperaturstabilitat der
sSMMO untersucht (mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie). Dabei zeigte sich, dass die MMOR
bei etwa 37 °C und die MMOH bei etwa 39 °C begannen zu denaturieren bzw. sich zu entfal-
ten [Kind, 2016]. Dies war die Ursache fir die Proteinaggregation bei = 40 °C. Bei Messung
der sMMO-AKktivitat nach Lagerung des Enzyms bei 40 °C Uber funf Stunden wurde eine Re-
duktion der Aktivitat von 60 % gemessen. Bei der Inkubation der sMMO bei 30 °C uber flunf
Stunden wurde dagegen keine Reduktion der Enzymaktivitét detektiert (Abbildung 7-18,
S.186 aus [Kind, 2016]. FUr die sSMMO aus M. trichosporium OB3b wird in verschiedenen
Aktivitdtsassays eine Reaktionstemperatur von 25 bis 30 °C verwendet [Fox et al., 1989;
Wallar und Lipscomb, 2001]. Eine genaue Analyse der Temperaturabhéngigkeit und der
Temperaturstabilitat der sSMMO-Aktivitdt aus Methylosinus trichosporium OB3b wurden bis-
her nicht verdéffentlicht. Aufgrund der nachgewiesenen Enzymstabilitat bei 30 °C tUber mehre-
re Stunden, die fir Langzeitmessungen der sMMO entscheidend ist, wurden alle weiteren
Untersuchungen bei 30 °C durchgefiuihrt. Dabei sollte vor allem die Stabilitdt des Enzyms
gewahrleistet werden um eine partielle Inaktivierung oder Proteinaggregation der SsMMO zu
vermeiden.

Eine Analyse der Abhangigkeit der sMMO-Aktivitat von der lonenstarke bzw. Salzkonzentra-
tion wurde bisher nicht veroffentlicht und erfolgte deshalb in dieser Arbeit. Eine geringe bzw.
zu hohe lonenstéarke kann die Proteinstruktur und die Enzymaktivitdt, z.B. durch Schwa-
chung der ionischen Wechselwirkungen der Untereinheiten destabilisieren und zu einer Inak-
tivierung fuhren. Eine Vielzahl von Enzymen akzeptieren eine moderate lonenstérke von 50
bis 200 mM [Bisswanger, 2014]. Fur die sMMO ist die Interaktion der drei Komponenten fir
die sSMMO-Aktivitat essentiell (Kapitel 1.1.2.3, S.12). Die Bindung von MMOB und MMOR an
MMOH wird durch Wechselwirkungen auf der Proteinoberflache beeinflusst. Eine Verande-
rung der Salzkonzentration hat auch eine veranderte Hydrathille/ Proteinoberflache zur Fol-
ge. Daraus resultieren unterschiedliche Bindungseigenschaften, die die Aktivitat beeinflussen
kénnen. Die Bindung von MMOB an MMOH in Gegenwart verschiedenen Salzkonzentratio-
nen (0O bis 500 MM NaCl und KIl) wurde bereits untersucht [Zhang et al., 2006]. Bei
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500 mM NaCl oder Kl wurde eine komplette Dissoziation von MMOB und MMOH beobach-
tet. Die Bindung von MMOB an MMOH wird durch ionische Wechselwirkungen bzw. Was-
serstoffbriickenbindungen erreicht. Diese werden bei verdnderten Salzkonzentrationen ver-
ringert und fihren zu einer schlechteren oder keiner Bindung von MMOB an MMOH. Nichtio-
nische Detergenzien wie Triton X-100 hatten keinen Einfluss auf diese Bindung [Zhang et al.,
2006]. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss der lonenstarke auf die SMMO-
Aktivitat untersucht. Dabei wurde eine optimale sSMMO-Aktivitat bei einer lonenstarke von 70
bis 110 mM gemessen. Diese wurde fir alle weiteren Untersuchungen beibehalten.

Die kinetischen Untersuchung der sMMO im Nitrobenzol-Assay ergab apparente Werte fir
Vmax Und Ky, die im Bereich der in der Literatur publizierten Werten lagen (Tabelle 3-22,
S.106) [Liu et al., 2005]. Damit konnte gezeigt werden, dass die kinetischen Eigenschaften
der sMMO, die aus CH3;OH-gewachsener Biomasse aufgearbeitet wurde, mit den Eigen-
schaften der sMMO, die aus CH4-gewachsner Biomasse gereinigt wurde, vergleichbar wa-
ren. Diese Vergleichbarkeit zeigte sich auch in den zuvor bestimmten Werten fur das pH-
bzw. Temperaturoptimum. Die gemessenen sMMO-Aktivitaten mit Nitrobenzol als Substrat
entsprachen, je nach Messbedingungen, zwischen 110 bis 140 mU*MQaxive sentren —. Diese
Aktivitat lag in einer GréRenordnung mit bereits veroffentlichten Daten (144 mU*mMgaxtive zentren”
! beipH 7,6 und 25 °C [Brazeau und Lipscomb, 2003]; 63 mU*Mgaxive zenwen - b€i 25 °C Reak-
tionstemperatur in 50 mM MOPS pH 7,6 [Wallar und Lipscomb, 2001]; 230 mU*mMgaxtive zentren_
! bei pH 7,6 und 25 °C [Zhang und Lipscomb, 2006]). Die sMMO-Stéchiometrie der SMMO-
Komponenten (Verhéltnis von MMOH e zentren: MMOB: MMOR), die in den genannten drei
Literaturangaben verwendet wurde war 1:1:1. Dies entsprach auch dem in dieser Arbeit be-
stimmten Verhaltnis der sMMO-Komponenten fir die hochste sMMO-Aktivitat. In der Litera-
tur wird beschrieben, dass eine hdhere MMOB-Konzentration, aufgrund der Blockierung der
MMOR-Bindungsstelle an MMOH, die SMMO-Aktivitat verringert. Damit wird der Elektronen-
transport unterbunden und es ist keine Hydroxylierung des Substrates durch die MMOH
maoglich (Kapitel 1.1.2.3, S.12) [Wang et al., 2014; Wang et al., 2015]. Dies wurde durch ei-
genen Daten bestétigt, siehe Anhang Tabelle 7-5, S.187 [Wallar und Lipscomb, 2001].

In der vorliegenden Arbeit wurde, wie in Kapitel 3.4.3, S.89 beschrieben, das rekombinant in
E. coli produzierte regulatorische Protein B eingesetzt. Zur Gewinnung in E. coli wurde ein
Hise-SUMO-tag genutzt. Fir sMMO-Aktivitdtsmessungen im Nitrobenzol-Assay wurde das
Fusionsprotein ebenfalls eingesetzt. Uberraschenderweise konnte dabei kein negativer Ein-
fluss auf die sMMO-Aktivitdt gemessen werden. Obgleich der vergleichbaren Grof3e des
Hise-SUMO-tags von 13,4 kDa und der Fusion mit MMOB an deren N-Terminus hatte der
Hise-SUMO-tag keinen Einfluss auf die SMMO-Aktivitat. Die Messung der sSMMO-Aktivitat mit
einem N-terminalem tag an Protein B wurde bisher nur fir Methylococcus capsulatus Bath
mit Fusion eines GST-tags am N-Terminus gezeigt. Dabei wurde eine 35 % geringere
SMMO-Aktivitdt mit GST-MMOB im Vergleich zum tag-freien MMOB gemessen [Lloyd et al.,
1997]. Die Reduktion der SMMO-AKktivitat im Vergleich zu den Daten mit dem Hiss-SUMO-tag
konnte aufgrund der GroRRe des GST-tags (27 kDa) bedingt worden sein. Bei Verwendung
des SUMO-MMOB im sMMO-Aktivitatstest und Vergleich mit MMOB, rekombinant in E. coli
bzw. homolog in M. trichosporium OB3b gebildet, konnten vergleichbare sSMMO-Aktivitaten
gemessen werden. Die Verwendung von rekombinant (E. coli) produziertem MMOB wurde
sowohl fir M. capsulatus Bath, als auch fir M. trichosporium OB3b bereits beschrieben
[Chang et al., 1999; West et al., 1992]. Aufgrund der gleichen Aktivitat, der einfacheren Pro-
duktion und der héheren Ausbeute bei der Reinigung (rek. MMOB 1,7 mg MMOB*ggry [Kind,
2016]; hom. MMOB 0,04 mg MMOB*ggry) wurde fur alle folgenden Experimenten, rekombi-
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nant produziertes MMOB (rek. MMOB) verwendet. Die Nutzung des Hise-SUMO-MMOB als
moglicher Anker fur eine Immobilisierung der SMMO ware aufgrund der nachgewiesenen
sMMO-AKktivitat moéglich und wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht (siehe 3.7.2 ,S.155).
Nach der biochemischen Charakterisierung der sMMO mit dem artifiziellen Substrat Nitro-
benzol erfolgten erste Untersuchungen mit CH, als Substrat in einem diskontinuierlichen
Test. Auf Basis dieser Untersuchungen sollten weitere Experimente in einem grof3eren Mal3-
stab geplant werden. Die Untersuchungen zur Charakterisierung der sMMO-Parameter er-
folgten nicht von Beginn an im CH;-Assay, da dieser diskontinuierlich durchgefuhrt wurde
und fur eine Vielzahl an Messungen aufgrund der hohen Analysezeit bzw. des Proteinver-
brauches unvorteilhaft war. Wie bereits in der Literatur fir die SMMO beschrieben, wurden im
CHj-Assay, sowohl CH3;OH, als auch HCHO als Produkte detektiert. Das auch CH3;OH ein
Substrat der sMMO ist, aus dem HCHO gebildet wird, wurde bereits fir M. capsulatus Bath
beschrieben [Colby et al., 1977; Tinberg und Lippard, 2010]. Dies konnte auch in dieser Ar-
beit in einer Messung mit CH;OH als alleinigem sMMO-Substrat gezeigt werden.

Bei dem Vergleich von CH4; und CH3;0OH als Substrate der sMMO miissen verschiedenen
Aspekte bertcksichtigt werden. CH, wurde als Gas zugegeben (CH,4-Léslichkeit in wassrigen
Losungen bei 20 °C 1,54 mM [Wilhelm et al., 1977]; bei 30 °C 1,26 mM [Duan und Mao,
2006]). Dagegen lag CH;OH bei diesen Bedingungen als Fliissigkeit vor und kann mit wass-
rigen Losungen vollstandig vermischt werden. Fiur CH3;OH liegt im Vergleich zu CH; somit
keine Limitierung des Massentransfers vor. Die Affinitat der SMMO zu CH, als Substrat ist im
Gegensatz zu CH;OH aber hoher. Fur die sSMMO aus M. trichosporium OB3b wird ein Ky-
Wert von 25 puM fur CH, angegeben [Fox et al., 1990]. Fir die SMMO aus M. capsulatus Bath
wurde ein Ky Wert von 813 bzw. 950 uM fur CH;OH gemessen (Ky Wert CH,;=3 bis 160 uM)
[Colby et al., 1977; Green und Dalton, 1985; Pilkington und Dalton, 1990]. Aufgrund der un-
terschiedlichen Loslichkeit der beiden Substrate missen die Ky-Werte im Zusammenhang
mit der jeweiligen Loslichkeit und dem Zugang des Substrates betrachtet werden. In den, im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten, zeigte sich, dass die HCHO-Bildung im CH;-Assay
bis zu 40 % der detektierten Produktmenge ausmachte. Bei Messungen der Enzymaktivitat
fur die beiden Substrate CH, und CH3;OH mit Rohextrakten aus Methylococcus capsulatus
Bath wurde fur CH;OH als Substrat eine dreifach hdhere spezifische SMMO-Aktivitat gemes-
sen (246 mU*MQprotein fir CHsOH und 84 mU*mgpein ™ flir CH,; [Colby et al., 1977]). Die
Aktivitat far CH3OH entsprach dabei 90 % der sMMO und 10 % der Methanol-
Dehydrogenase (MDH), die ebenfalls im Rohextrakt vorhanden war [Colby et al., 1977]. In
eigenen Versuche wurde bei Analyse des gereinigten Enzyms fir CH;OH als Substrat eine
1,5-fach hohere sMMO-Aktivitat bestimmt (CH3;OH-365 mU*mgakive  zenwen; CHa-
247 mU*MQgauive zentren)- Di€S zeigte, dass bei weiteren Versuchen mit CH, als Substrat eine
zusatzliche Bestimmung der HCHO-Konzentration erfolgen muss, um dem Gesamtumsatz
der Reaktion zu bestimmen.

Die HCHO-Bildung in den Reaktionsanséatzen mit CH, als Substrat war unerwiinscht, da das
eigentliche Zielprodukt CH;OH war. Eine Reaktion von HCHO mit der Pufferkomponente Tris
konnte in zusatzlichen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Deshalb war es nach
Bestimmung der HCHO-Konzentration méglich diesen Wert in dem Gesamtumsatz der
sMMO-Reaktion zu bertcksichtigen. Als Folge der HCHO-Bildung konnten keine negativen
Auswirkungen auf die sMMO gemessen werden. Eine Verhinderung der HCHO-Bildung
durch die sMMO konnte in dem verwendeten Messansatz nicht gewdahrleistet werden. Dies
kénnte z.B. durch eine sofortige Abtrennung von CH;OH aus dem Reaktionsansatz erfolgen.
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Im Vergleich zu dem Umsatz im CH4-Assay (90 % bezogen auf NADH) waren die bisher er-
reichten Umsétze im Nitrobenzol-Assay (3 bis 13 % bezogen auf NADH) deutlich geringer.
Zudem wurde im CH;-Assay eine Produktbildung tber einen Zeitraum von bis zu zehn Minu-
ten beobachtet. Im Nitrobenzol-Assay wurde eine Stagnation der Zielproduktbildung bereits
nach zwei bis drei Minuten beobachtet. Eine Ursache fir diese zeitlich begrenzte Aktivitat
der sMMO wurde bisher nicht identifiziert. Als mogliche Einflussfaktoren kamen die Entkopp-
lung des Elektronentransfers und die daraus resultierende Nebenproduktbildung in Frage.
Dies wurde in der Literatur bereits bei der sMMO bzw. anderen Monooxygenasen beobach-
tet. [Denisov et al., 2007; Zhang und Lipscomb, 2006]. Im folgenden Kapitel wurden ver-
schiedenen Untersuchungen beziglich einer Umsatzsteigerung durchgefuihrt. Weiterhin er-
folgten Messungen zur NADH-Regeneration, da dies z.B. bei den Messungen mit CH, als
Substrat der umsatzlimitierende Faktor war.

3.5 Untersuchung zur Umsatzsteigerung der sMMO

Das Ziel dieser Untersuchungen war es mit Nitrobenzol als Modellsubstrat eine Steigerung
des Umsatzes zu erreichen, die in Kombination mit der NADH-Regeneration auf das natirli-
che Substrat CH,; angewandt werden sollte (siehe Kapitel 2.4.4.2, S.39). Bisher wurden in
der Literatur keine Messungen der sMMO-AKktivitat Gber einen Zeitraum von mehr als 30 Mi-
nuten veroffentlicht. Der Fokus der meisten Untersuchungen lag in der Analyse des Reakti-
onszyklus der sMMO und des Zusammenspiels der einzelnen sMMO-Komponenten und
nicht auf einem maoglichen technischen Einsatz des Enzyms (Kapitel 1.1.2.3, S.12). Wichtige
Faktoren fir den Einsatz des Enzyms sind deren Langzeitstabilitat bei den gewéahlten Reak-
tionsbedingungen und die Zielproduktbildung tber diesen Zeitraum. Dabei sollte neben einer
hohen Stabilitdt ein entsprechend hoher Umsatz der Reaktion gegeben sein. Nur wenige
Angaben zum Umsatz der sMMO in Reaktionsansatzen sind bisher vertffentlicht. In sMMO-
Aktivitditsmessungen im Rohextrakt von Methylococcus capsulatus Bath wurde nach 12 Mi-
nuten Reaktionszeit ein Umsatz von 1,0 bis 1,5 % fiir verschiedene Substrate (CH,, Ethan,
Propen) beschrieben [Colby et al., 1977]. Die erhaltenen Umsatze waren vergleichbar mit
den eigenen Ergebnissen aus Kapitel 3.4.4, S.109. Bereits bekannte Aspekte der sMMO-
Reaktion (z.B. Entkopplung des Elektronentransfers von der Produktbildung), sowie die in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Merkmale zur sMMO wurden fiir die weiteren Betrach-
tungen bericksichtigt. Fur identifizierte Limitationen der SsMMO-Reaktion sollten geeignete
Ldsungen hinsichtlich eines Langzeiteinsatzes der sMMO zur CH;OH-Bildung aus CH, auf-
gezeigt werden.

3.5.1 Umsatz im Nitrobenzol-Assay

3.5.1.1 Umsatz bei verschiedenen Nitrobenzolkonzentrationen

Bereits in Kapitel 3.4, S.100 wurde ein geringer Umsatz von 0,5 bis 1 % fir Nitrobenzol im
sMMO-Aktivitatsassay gemessen. 5 mM Nitrobenzol (10-fach Ky, siehe Tabelle 3-22, S.106)
wurden eingesetzt um die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die jeweiligen Experimente der Cha-
rakterisierung zu steigern. Aufbauend auf diesen Ergebnissen erfolgten Untersuchungen
zum Umsatz und der sMMO-AKktivitat in Abhéngigkeit verschiedener Nitrobenzolkonzentrati-
onen. Dabei wurden auch die weiteren Substrate O, und NADH fir die Berechnung des Um-
satzes berlcksichtigt. Einzelne Messungen sind in Abbildung 3-41 dargestellt und das Er-
gebnis ist in Tabelle 3-23, 118 zusammengefasst.
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Abbildung 3-41: Progresskurven der p-Nitrophenolbildung durch die sMMO im Nitrobenzol-
Assay bei Verwendung von unterschiedlichen Nitrobenzol-Startkonzentrationen. Folgende
Bedingungen wurden eingestellt: MMOH_yive zentren: f€ek. MMOB: MMOR = 1:1:1 puM; 1 mM NADH;
30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Das Substrat mit der geringsten Startkonzentration im Ansatz war stets O,. Eine Limitierung
der Reaktion wurde jedoch in keiner Messung und zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Dies
konnte auch in sSMMO-Aktivitatsmessungen mit Analyse der O,-Konzentration in der Losung
gezeigt werden. Eine Limitierung von O, zum Zeitpunkt der reduzierten p-Nitrophenolbildung
(zwei bis drei Minuten bei 5 mM Nitrobenzol) wurde dabei nicht beobachtet (Daten nicht ge-
zeigt). Die htchsten Produktkonzentrationen von p-Nitrophenol und entsprechend die héchs-
ten Umsatze, bezogen auf O, bzw. NADH, wurden bei Nitrobenzolkonzentrationen von 0,5
und 1 mM gemessen. Bei 0,25 mM Nitrobenzol bzw. 5 mM verringerte sich die p-
Nitrophenolkonzentration bzw. der Umsatz um 25 % bzw. 48 %. Bezogen auf Nitrobenzol
wurde bei 0,25 mM mit 14,0 % der hochste Umsatz und bei 5 mM mit 0,5 % der geringste
Umsatz gemessen. Unabhédngig von der Nitrobenzolkonzentration stagnierte die p-
Nitrophenol-Bildung innerhalb aller Messungen (siehe Progresskurven in Abbildung 3-41 ).
Je geringer die Nitrobenzolkonzentration, umso langer die Zeitspanne der p-Nitrophenol-
Produktion (0,25 mM NB Stoppen nach zehn Minuten und bei 5 mM NB Stoppen nach zwei
Minuten Reaktionszeit). Eine potentielle Ursache fur dieses Verhalten der sMMO kénnte die
Entkopplung des Elektronentransfers von der Zielproduktbildung gewesen sein. Dies wurde
bereits fur verschiedene andere Monooxygenasen (u.a. Cytochrom P-450 [Denisov et al.,
2007]) gezeigt. Bei hoheren Aktivitaten, wie sie bei héheren Nitrobenzolkonzentrationen be-
obachtet wurden, kdnnte infolge der hdéheren Aktivitat eine gesteigerte Entkopplung des
Elektronentransfers von der p-Nitrophenolbildung vorgelegen haben. Dies wiirde die geringe-
re Produktendkonzentration bei h6heren Nitrobenzolkonzentrationen erklaren. Die Stagnati-
on der p-Nitrophenolbildung kénnte auch durch eine Inaktivierung des Enzyms verursacht
worden sein. Dies wurde im folgenden Kapitel untersucht.
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Tabelle 3-23: Spezifische sMMO-Aktivitat, gebildetes p-Nitrophenol und Umsatz bei verschie-
denen Nitrobenzolkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Es
wurden folgende Bedingungen verwendet: MMOH_give zentren: F€K. MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; 1
mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5; Messvolu-
men 0,5 mL, Messzeit zehn Minuten, fir die Aktivitatsberechnung wurden die ersten 30 bis 60
Sekunden verwendet. Fur die Umsatzberechnung wurde eine geldste Sauerstoffkonzentration
von 235 uM verwendet, eine Ricklésung von Sauerstoff in dem angegebenen Reaktionszeit-
raum wurde nicht berticksichtigt. Diese Daten wurden bereits in Abbildung 3-35 und Tabelle
3-22, S.106 dargestellt.

Nitrobenzol Spezifische sSMMO- Gebildetes p- Umsatz Umsatz Umsatz

[mM] Aktivitat ., Nitrophenol Nitrobenzol O, NADH
[mU*mgAktiveZentren ] [“M] [%] [%] [%]

0,25 41,0+£5,0 349+1,0 140+04 149%x04 35%0,1

0,5 72,0+5,0 42,8 +6,2 86+1,2 182+26 4,3+0,6

1 98,0+ 8,0 456 +5,4 46+0,5 19.4+23 4,6+0,5

15 115,0%+5,0 37,1+5,0 25+0,3 158+2,1 3,7%+0,5

5 130,0+6,0 23,8+2,2 0,5+0,1 10,1+0,9 24+0,2

3.5.1.2 Untersuchung der sMMO-Inaktivierung im Nitrobenzol-Assay

Eine potentielle Ursache fir die Stagnation der p-Nitrophenolbildung, wie sie in Abbildung
3-41 beobachtet wurde, kdnnte die Inaktivierung der sMMO gewesen sein. Um dies zu un-
tersuchen, wurden dem Reaktionsansatzen, nach der stagnierenden p-Nitrophenolbildung,
entweder NADH mit sMMO oder nur sMMO zugesetzt. Nach Zugabe von sMMO und sMMO
inklusive NADH wurde, entgegen der Erwartung, keine weitere p-Nitrophenolbildung detek-
tiert (siehe Anhang Abbildung 7-24, S.189). Diese Experimente erfolgten auch mit nachtrag-
licher Zugabe aller sMMO-Komponenten (MMOH, MMOB, MMOR), sowie nach Zugabe von
Nitrobenzol. In allen Messungen konnte ebenfalls keine weitere p-Nitrophenolbildung nach-
gewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Bei einer Inaktivierung der sMMO im Reaktionsan-
satz sollte nach Zugabe von frischem Enzym eine weitere Produktbildung messbar sein. Da
dies jedoch nicht gezeigt werden konnte, war die Stagnation der Zielproduktbildung vermut-
lich durch eine andere Ursache bedingt.

Die Bildung anderer Reaktionsprodukte kénnte ein Grund fur die stagnierende Zielprodukt-
bildung gewesen sein. Mdgliche Reaktionsprodukte, die einen negativen Einfluss auf die
sMMO-AKktivitat hatten, sind z.B. NAD" oder H,O,. In der Literatur sind keine Daten beziiglich
der Dauer der Produktbildung durch die sSMMO angegeben. In verschiedenen Aktivitatsmes-
sungen mit der sSMMO werden Messzeiten von funf bzw. 12 Minuten fir CH,; (M. capsulatus
Bath) [Colby et al., 1977; Gassner und Lippard, 1999] und 15 Minuten fir Propen (Methyl-
ocystis sp. Strain W1 14) [Grosse et al., 1999] genannt. Eine genaue Angabe ber die Um-
satze bzw. die Dauer der Produktbildung erfolgte jedoch in keiner der genannten Veréffentli-
chungen. Oftmals wurden in der Literatur nur Endpunktbestimmungen des Zielproduktes
durchgefiihrt, so dass keine Daten zu einem Verlauf der Produktbildung gemacht werden
konnten. Um eine etwaige Nebenproduktbildung durch die sSsMMO zu untersuchen, wurden
Aktivitatsmessungen nach Abtrennung der Reaktionsbriihe vom Enzym durchgefihrt.
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3.5.1.2.1 sMMO-Aktivitat nach Trennung der sMMO von der Reaktionsbriihe

Der im Folgenden beschriebene Versuch hatte zwei Ziele. Zum einen sollte die potentielle
Inaktivierung der SsMMO nach einmaliger Reaktion untersucht werden. Zum anderen sollte
der Einfluss von potentiellen Produkten der sMMO-Reaktion in der Reaktionsbrihe auf die
Aktivitdt des Enzyms analysiert werden. Nach der Messung der sMMO-Aktivitét im Nitroben-
zol-Assay, (Startaktivitait der sSMMO 90 mU*mg™) wurde die Reaktionsbriihe mittels einer
SEC-Saule von der sMMO getrennt. (siehe Kapitel 2.4.4.2.10, S.42). Das Enzym wurde an-
schliel3end in einem neuen Reaktionsansatz erneut auf seine SMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-
Assay untersucht. Nach Abtrennung der sMMO wurde eine sMMO-Aktivitdt gemessen, die
64 % der Startaktivitat entsprach (22 mU*mg™ gemessen, 35 mU*mg™ erwartet, wenn Ver-
dunnungsfaktor von 2,6 berticksichtigt, siehe Anhang Abbildung 7-25, S.189). Das Ergebnis
zeigte, dass trotz Stagnation der p-Nitrophenolbildung im Nitrobenzol-Assay, SMMO-Aktivitét
vorhanden war. Mdgliche Ursache fir das Stagnieren der p-Nitrophenolbildung kénnten Limi-
tierungen der Substrate gewesen sein. In verschiedenen Experimenten konnte jedoch keine
Limitierung eines Substrates (Nitrobenzol, NADH oder Sauerstoff) gemessen werden (Daten
nicht gezeigt). Weiterhin kénnte in der Reaktion ein Reaktionsprodukt gebildet worden sein,
dass toxisch auf die sSMMO wirkte. Potentielle noch nicht berlicksichtigte Produkte bzw. Ne-
benprodukte der Reaktion waren NAD" oder H,0,. Die Bildung von H,O, durch die sMMO
wurde in verschiedenen Veroffentlichung bereits gezeigt [Astier et al., 2003; Zhang und
Lipscomb, 2006]. Die Bildung dieser Reaktionsprodukte und deren Einfluss auf die sSMMO-
Aktivitat wurden im Weiteren n&her untersucht.

3.5.2 Untersuchungen zu Produkten und Nebenprodukten der
sMMO-Reaktion

Mdgliche Neben- bzw. Reaktionsprodukte der sMMO die einen Einfluss auf die sMMO-
Aktivitat haben, waren z.B. NAD" und H,O,. Der Einfluss von beiden Produkten auf die
sMMO-Aktivitat wurde in einzelnen Veréffentlichungen angedeutet. Eine genaue Analyse des
Einflusses auf die SMMO-Aktivitat und etwaige Verbesserungen wurden jedoch nicht unter-
sucht und sollten im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

3.5.2.1 NADH-Regeneration durch die Glucose 1-Dehydrogenase

Unabhangig vom Substrat ist NAD" ist ein Produkt der sMMO-Reaktion. Experimentelle Ar-
beiten zeigten, dass NAD" inhibierend auf die sSMMO-Reaktion wirkt [Green und Dalton,
1986; Kopp et al., 2001], (K, =2,2 bis 9,7 mM fur M. capsulatus Bath). Fir eine potentielle
Anwendung der SMMO muss dieser Aspekt beriicksichtigt werden. Des Weiteren ware bei
Totalumséatzen NADH als Elektronendonor ein limitierendes Substrat und misste dem Reak-
tionssystem in ausreichender Menge zugefihrt werden. Dabei muss der Preis der einzelnen
Komponenten beriicksichtigt werden. NADH kostet im Vergleich zu NAD" etwa das 2,5-fache
(Sigma-Aldrich 1g NADH= 184 €; NAD" = 70 €; Produktanfrage Marz 2018). Aus diesen
Griunden wurde eine Cofaktor-Regeneration von NADH untersucht. Dabei wurde das Enzym
Glucose 1-Dehydrogenase aus Pseudomonas sp. (GDH, EC 1.1.1.47) mit dem Substrat
Glucose eingesetzt (Kapitel 1.1.3, S.16 und 2.4.4.5, S.44). Der Vorteil dieses Enzyms, neben
seiner kommerziellen Verfugbarkeit, war dass die einzelnen Substrate bzw. Produkte der
Reaktion (Glucose und D-Glucono-1,5-lacton) keinen Einfluss auf die sSMMO-Aktivitat hatten
(Daten nicht gezeigt). Der Vergleich zweier Progresskurven mit und ohne Cofaktor-
Regeneration fur den Umsatz von Nitrobenzol als Substrat ist in Abbildung 3-42 dargestellt.
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Abbildung 3-42: Progresskurven der p-Nitrophenolbildung im Nitrobenzol-Assay mit und ohne
Cofaktor-Regeneration durch die GDH. Es wurden folgende Bedingungen verwendet: MMOH ;.
ve zentren: T€K. MMOB: MMOR = 2:2:2 pM (38 mU*mL™); GDH 1,0 pg*mL™= 75 mU*mL™; 5 mM Nit-
robenzol; ohne GDH 1 mM NADH bzw. mit GDH 1 mM NAD"; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25
mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Die Daten aus Abbildung 3-42 zeigen, dass die Cofaktor-Regeneration mittels GDH im
sMMO-Aktivitatstest erfolgreich eingesetzt werden konnte. Die gemessene sMMO-Aktivitéat
im Nitrobenzol-Assay mit Cofaktor-Regeneration durch die GDH betrug 83 % der Aktivitat
ohne Cofaktor-Regeneration (90 = 9 mU*mMgaxive ZQntren'l). Im Vergleich zum Umsatz bezogen
auf Nitrobenzol wurde eine Reduktion um 13 % mit NADH-Regeneration gemessen. Die ge-
ringere Aktivitdt am Beginn der Reaktion war vermutlich auf die Startphase der Reaktion zu-
rickzufiihren. Zunéachst bildete die GDH NAD, welches erst danach von der sSMMO als Sub-
strat genutzt werden konnte. Weiterhin konnte auch der inhibierende Effekt des NAD" fur die
geringere sSMMO-Aktivitdt bzw. den Umsatz verantwortlich sein. Obgleich die Regeneration
von NADH durch die eingesetzte GDH erfolgreich war, konnte durch Reduktion der NAD"-
Konzentration durch die GDH keine Steigerung des Umsatzes im Nitrobenzol-Assay gezeigt
werden. Die Stagnation der p-Nitrophenolbildung wurde in vergleichbare MalRe mit bzw. oh-
ne Cofaktor-Regeneration beobachtet. Damit konnte gezeigt werden, dass NAD" nicht die
Ursache fir die Stagnation der Zielproduktbildung war. Dementsprechend wurde der Einfluss
von H,0,, als weiteres potentielles Produkt der Reaktion, auf die SMMO-Aktivitat untersucht.

3.5.2.2 H,0, als Nebenprodukt der sMMO

Die Bildung von H,0O, als Nebenprodukt in der sMMO-Reaktion wurde bereits in verschiede-
nen Veroffentlichungen gezeigt [Gassner und Lippard, 1999; Zhang und Lipscomb, 2006]. In
Kapitel 1.1.2.3, S.12 ist beschreiben, dass sowohl durch Reaktion von MMOR mit NADH
alleine, als auch durch die Hydroxylase, ausgehend vom Intermediat Q, H,O, als Nebenpro-
dukt gebildet werden kann. MMOH besitzt zudem eine Peroxidase-Aktivitdt und kann H,O,
als O,- und Elektronendonor fir die Hydroxylierung von Substraten nutzen [Froland et al.,
1992; Gassner und Lippard, 1999]. Neben der Bildung von H,O, durch die SMMO wurde im
folgenden Kapitel auch der Einfluss der H,O,-Konzentration auf die SMMO-Aktivitat im Nitro-
benzol-Assay untersucht, da hierzu bisher keine aussagekraftigen Daten publiziert wurden.
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3.56.2.2.1 H,0,-Bildung

Um die H,O,-Bildung innerhalb des Nitrobenzol-Assays zu untersuchen wurden verschiede-
nen Kombinationen der sMMO-Komponenten analysiert. Dabei erfolgte die diskontinuierliche
Messung der H,O,-Konzentration im Reaktionsansatz nach verschiedenen Zeitpunkten. Die
Messung erfolgte elektrochemisch mittels YSI 2700 Biochemistry Analyzer. Die gebildete
H,O,-Menge wurde durch Reaktion an einer Platinelektrode umgesetzt und deren Konzent-
ration anhand der Messung der Stromstérke, die proportional zur gebildeten H,O,-Menge
war, analysiert (siehe Kapitel 2.4.6, S.45). Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung
3-43 dargestellt.
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Abbildung 3-43: Zeitabh&angige H,0,-Bildung der MMOR (schwarz), MMOR+ MMOH (rot) und der
kompletten sMMO (griin) im Nitrobenzol-Assay. Messungen: n= eine Messung. Folgende Be-
dingungen wurden eingestellt: MMOH_gyive zentren: fek. MMOB: MMOR = 1:1:1 yuM; 1 mM Nitroben-
zol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5

Im Ansatz mit der kompletten sMMO wurde nach Beendigung des Experimentes (70 Minu-
ten) eine p-Nitrophenolkonzentration von 45 pM bestimmt. Dies war vergleichbar mit den
bisher erreichten maximalen p-Nitrophenolkonzentrationen (Kapitel 3.5.1.1, S.116). In den
anderen beiden Ansatzen wurde wie erwartet keine p-Nitrophenolbildung detektiert. MMOR
alleine bildete maximal 303 uM H,O, nach 30 Minuten. In identischen Ansatzen mit Zusatz
an MMOH bzw. MMOH und MMOB wurden 110 pM bzw. 67 pM H,0O, nach 30 Minuten ge-
messen. Dieses Experiment zeigt, dass H,O, wéahrend der sMMO-Reaktion im Nitrobenzol-
Assay gebildet wurde. Die Ursache fir die Stagnation der H,O,-Bildung bei ca. 300 uM kdnn-
te die Sauerstoffkonzentration im Ansatz (gelost 235 uM) und deren Limitierung bei der Dif-
fusion in die Losung gewesen sein. NADH war in Bezug auf die Stagnation der H,O,-Bildung
nicht limitierend (1 mM). Mit MMOH wurde, vermutlich aufgrund der Peroxidase-Aktivitat,
eine geringere H,0,-Konzentration gemessen. Die gebildete H,O,-Konzentration im Ansatz
mit der gesamten sMMO war mehr als doppelt so grof3, wie die Konzentration des Zielpro-
duktes p-Nitrophenol. Die H,0,-Bildung war vermutlich eine Folge der Entkopplung des
Elektronentransfers von der Zielproduktbildung. Aufgrund dieser Ergebnisse koénnte die
H,0O,-Bildung einen negativen Einfluss auf die SsMMO-Aktivitat bzw. Stabilitat gehabt haben.
Dieser Effekt sollte in weiteren Messungen genauer untersucht werden.
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3.5.2.2.2 H,0, Einfluss auf die sSMMO-Aktivitat und Stabilitat

Auf Basis der Ergebnisse des vorigen Kapitels, wurde der Einfluss der H,O,-Konzentration
auf die SMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay untersucht. Weiterhin erfolgten Stabilitdétsmes-
sungen mit Inkubation der sMMO bei unterschiedlichen H,O,-Konzentrationen. Dabei war die
maximal gebildete H,O,-Konzentration aus Abbildung 3-43 der Richtwert flr die eingesetzten
H,O,-Mengen. Die gemessene sMMO-Aktivitat in Gegenwart verschiedener H,0,-
Konzentrationen ist in Abbildung 3-44 dargestellt. Mit Erh6éhung der eingesetzten H,O,-
Konzentration sank die gemessene spezifische SMMO-AKktivitat bei allen getesteten Nitro-
benzolkonzentrationen sukzessive. Eine Inhibition der sMMO-Aktivitat durch Zusatz von
H,0O, lag somit vor. Um den Inhibitortyp genauer zu bestimmen, wurden die Daten aus Abbil-
dung 3-44 A, entsprechend des Lineweaver-Burk-Plots doppelt reziprok aufgetragen und die
jeweilige lineare Anpassung der Daten berechnet, siehe Abbildung 3-44 B. Da H,0, als Sub-
strat der MMOH beschrieben wurde war eine kompetitive Hemmung wahrscheinlich. Kenn-
zeichnend flr diese Hemmungsart ware ein gemeinsamer Schnittpunkt der Geraden auf der
y-Achse im Lineweaver-Burk-Plot. Dies war fir die erhobenen eigenen Daten nicht der Fall.
Einer anderen typischen enzymatischen Hemmungsart (unkompetitiv bzw. nichtkompetitiv)
konnten die in Abbildung 3-45 B gezeigten Daten ebenfalls nicht zugeordnet werden. Die
Hemmung der sMMO durch H,O, entsprach keinem eindeutigen Hemmungstypus, sondern
war eine Mischform aus den verschiedenen Hemmungstypen (kompetitiv, nichtkompetitiv
und unkompetitiv). Dass die Hemmung der sMMO durch H,O, zu komplex fiir die beschrie-
benen Hemmungstypen ist, kann mit der Interaktion von H,O, mit der sMMO erklart werden.
Entgegen einem einfachen kompetitiven Inhibitor wird H,O, nicht nur von der MMOH umge-
setzt (Peroxidase-Aktivitat), sondern in der Reaktion auch von der Hydroxylase bzw. der Re-
duktase gebildet (siehe Abbildung 3-43). Fir eine genaue Betrachtung der Inhibition der
sMMO durch H,0O, mussten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden und ggf. ein eige-
nes Modell fur diese Inhibition entwickelt werden. Dies war nicht Bestandteil dieser Arbeit.
Deshalb wurden weitere Untersuchungen zum Hemmungstyp der sMMO durch H,O, nicht
durchgefiuhrt. Zur Abschatzung des Einflusses von H,0, auf die SMMO-Aktivitat wurde fir die
durchgefiihrten einzelnen Messungen die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsy) des In-
hibitors bestimmt. Damit sollte erstmals ein Richtwert flr die Quantifizierung der Inhibition
durch H,O, berechnet werden. Die aus Abbildung 3-44 A erhaltenen Daten wurden zur Be-
stimmung des ICs-Wertes an Formel 3-2 angepasst. Die Formel entspricht der allosteri-
schen Hill-Kinetik (A; bzw. A, Minimum bzw. Maximum der Enzymaktivitat; p-Hill-Koeffizient;
logxo- Zentrum der Anpassung), die fur die Berechnung einer Dosis-Wirkungskurve verwen-
det wird. Der ICso-Wert ist keine Konstante sondern abhéngig von der jeweils eingesetzten
Enzym bzw. Substratkonzentration.

A2-4,
1+ 10(L06x0—x)p

y:Al‘l‘

(Formel 3-2)
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Abbildung 3-44: Abhé&ngigkeit der spezifischen sMMO-Aktivitat von der Nitrobenzolkonzentra-
tion bei verschiedenen H,0,-Konzentrationen (0 pM- schwarz; 50 pM- rot; 100 pM-griin; 150 pM-
blau; 250 uM- orange; 1.000 uM- violett). A-Auftragung der spezifischen Aktivitat vs. der einge-
setzten Nitrobenzolkonzentration. B-Lineweaver-Burk-Plot (1/v vs. 1/S) der Daten aus Abbil-
dung A und linearere Anpassung dieser. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei Messungen.
Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOH yqive zentren: F€ek. MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; 1
mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Drei der Datensatze, mitsamt den Anpassungen, sind in Abbildung 3-45 dargestellt. Die an-
deren Datenséatze und Anpassungen sind im Anhang in Abbildung 7-26, S.190 dargestellt.
Aus den angepassten Kurven ergab sich ein ICso-Wert im Bereich von 107 bis 145 pM H,0,
(siehe Anhang Tabelle 7-6, S.190). Dieser Wert zeigte, dass bei den gewahlten Bedingun-
gen, bereits bei Konzentrationen ab 100 uM H,O, eine Reduktion der sMMO-Aktivitat um
50 % zu beobachten war. Eine solche Konzentration wurde auch innerhalb der Messung der
H,O,-Bildung der sMMO im Nitrobenzol-Assay beobachtet (Abbildung 3-43, S.121). Die
wahrscheinlichste Ursache fir die Stagnation der Zielproduktbildung im Nitrobenzol-Assay
war somit die H,O,-Bildung der sMMO und die dadurch resultierende Inhibition des Enzyms.
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Abbildung 3-45: Dosis-Wirkungs-Diagramm der sMMO-Aktivitat in Abhangigkeit der zugesetz-
ten H,0,-Konzentration bei verschiedenen Nitrobenzolkonzentrationen. Halblogarithmische
Darstellung der Daten aus Abbildung 3-44 mit Interpolation der Daten tuber Formel 3-2

H,0O, kann als Oxidationsmittel mit Proteinen reagieren und diese ggf. inaktivieren. Deshalb
erfolgten weitere Untersuchungen zum Einfluss der H,O,-Konzentration auf die Stabilitat der
sMMO. Das Enzym wurde mit verschiedenen H,O,-Konzentrationen tber einen definierten
Zeitraum inkubiert und anschlieRend die sMMO-Aktivitat des Enzyms im Nitrobenzol-Assay
bestimmt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbildung 3-46 dargestellt.
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Abbildung 3-46: Spezifische Aktivitat der sSMMO gemessen im Nitrobenzol-Assay nach Inkuba-
tion mit unterschiedlichen H,0,-Konzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei
Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: Inkubation bei angegebener H,O,-
Konzentration mit 10 uyM sMMO (10:10:10) in 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH
7,5 bei 30 °C. Aktivitatsassay: MMOHyqive zentren: r€ek. MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; 1 mM Nitroben-
zol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Die sMMO-AKktivitéat bei Inkubation mit 0; 50; 100; und 250 uM H,O, veranderte sich tber die
Inkubationsdauer von 0 bis 60 Minuten nur geringfugig. Innerhalb der ersten 15 Minuten
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stieg die spezifische Enzymaktivitat bei den genannten H,O,-Konzentrationen von 80 bis 85
auf 90 bis 100 mU* Mgaxive zenren -@n. Nach 30 bzw. 60 Minuten Inkubation wurden fiir alle
H,0,-Konzentrationen (0 bis 1.000 uM) eine vergleichbare sMMO-Aktivitdten (90 bis
100 mU* mgaxiive ZQntren'l) gemessen. Der grofite Einfluss auf die SMMO-Aktivitat wurde in den
ersten 15 Minuten bei der Inkubation mit 1.000 uM H,O, detektiert. Die gemessene Aktivitat
direkt nach Inkubationsstart, bei einer Totzeit von 30 bis 60 Sekunden, lag bei 58 % der Akti-
vitdt ohne H,0O,-Zusatz. Nach sieben bzw. 13 Minuten stieg die gemessene Aktivitat auf 78
bzw. 87 % an. Ein signifikanter Einfluss der H,O,-Konzentration auf die sMMO-Aktivitat konn-
te nur bei 1.000 uM H,O, in den ersten 15 Minuten Inkubationszeit detektiert werden. Das
Ergebnis zeigte eine Verringerung des inhibitorischen Einflusses von H,O, uber die Inkubati-
onszeit. Die Ursache hierfir war die Reduktion der H,O,-Konzentration durch die Peroxi-
dase-Aktivitdit der MMOH. Infolge der Reduktion von H,O, in den Ansadtzen mit geringer
H,0,-Konzentration (50 bis 250 uM) wurde kein Effekt auf die SMMO-Aktivitat beobachtet. Im
Ansatz mit 1.000 pM H,O, war trotz der Reduktion der H,O,-Konzentration nach null bis
zehn Minuten Inkubation eine Konzentration von H,O, im Ansatz, die fir eine nachweisbare
Reduktion der sMMO-Aktivitat ausreichte. Um die genaue Reduktion der H,O,-Konzentration
im Ansatz mit der sSMMO zu bestimmen, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt. Dabei
wurde die sMMO mit verschiedenen H,O,-Konzentrationen inkubiert und die tatsachliche
H,0,-Konzentration zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen (siehe Kapitel 2.4.6, S.45).
Nach 60 bzw. 90 Minuten wurde die sSsMMO-Aktivitat der inkubierten Proben im Nitrobenzol-
Assay bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-47 dargestellt.
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Abbildung 3-47: H,0,-Konzentration bei Inkubation mit sSMMO. Angegeben sind Messwerte mit
n= eine Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: Inkubation bei angegebener
H,0,-Konzentration mit 10 uyM sMMO (10:10:10) in 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat
pH 7,5 bei 30 °C. Aktivitatsassay nach 60 bzw. 90 Minuten mit: MMOH_qive zentren: rek. MMOB:
MMOR = 1:1:1; 1 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25
mM Natriumacetat pH 7,5. a) nach 60 Minuten Messung der Aktivitat fur Proben 0; 250; 1.000
UM H,0,, b) nach 90 Minuten Messung der sMMO-Aktivitat mit dem 5.000 uM H,O, Ansatz.

Nach 60 Minuten konnte kein Aktivitatsunterschied zwischen der mit H,O, inkubierten sMMO
und der ohne H,O, inkubierten sMMO gemessen werden (91 bis 94 mU*mg aive zgmren'l). Zu
diesem Zeitpunkt war kein H,O, in den Anséatzen (250 uM und 1.000 uM H,O,) mehr vorhan-
den. Bei Messung der sMMO-Aktivitat nach 90 Minuten im Ansatz mit 5.000 pM H,O, wurde
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eine um 35 % geringere sSMMO-AKktivitdt (64 mU*Mg axive Zemren‘l) gemessen. Die Ursache
daftr war die Inhibition der sMMO aufgrund der Restkonzentration an H,O, im Ansatz
(260 uM). Die Reduktion der H,O,-Konzentration aus Abbildung 3-47 deutete auf eine en-
zymatische Abbaureaktion erster Ordnung hin. Weitere Experimente diesbeziiglich erfolgten
nicht.

Die Experimente zur Bildung von H,O, durch die sMMO zeigten, dass H,O, besonders durch
die MMOR bis zu einer Konzentration von 300 uM gebildet wurde. Diese GrdélRenordnung
entsprach bereits veréffentlichten Literaturdaten, bei denen 193 uM H,O, durch die MMOR
gebildet wurden [Zhang und Lipscomb, 2006]. Mit Zusatz an MMOH bzw. MMOB und MMOH
wurden in eigenen Versuchen Konzentrationen bis 100 uM H,O, gemessen. Dies kénnte
durch die Peroxidase-Aktivitat der Hydroxylase verursacht worden sein. In der Literatur wird
MMOH als eine effiziente Peroxidase beschrieben [Zhang und Lipscomb, 2006]. Dabei rea-
giert H,O, mit der MMOH zu H,O. Dies konnte auch in den Messungen der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden, bei denen in 90 Minuten 5 mM H,0O, durch 10 pM sMMO um 90 %
reduziert wurden. Die Bildung von H,O, durch die Oxidase-Aktivitdt der MMOR und die Per-
oxidase-Aktivitat der MMOH hatten einen negativen Einfluss auf die Zielproduktbildung im
Nitrobenzol-Assay. Infolge der Entkopplung der p-Nitrophenolbildung vom NADH-Verbrauch
wurde durch die MMOR im Messansatz H,O, gebildet. H,O, stand in der Folge in Konkur-
renz mit dem eigentlichen Substrat Nitrobenzol, was vermutlich die in Kapitel 3.5.1.1, S.116
beschriebene Stagnation der Zielproduktbildung verursachte. Obgleich sowohl die Bildung
von H,0,, als auch die Peroxidase-Aktivitat der sMMO beschreiben waren, wurde ein nach-
weislich inhibierender Einfluss von H,O, auf die sMMO-Aktivitat bisher nicht beschrieben.
Eine Reduktion der sMMO-Aktivitat von 50 % wurde bei einer H,O,-Konzentration von 107
bis 145 uM H,0O, gemessen (ICso-Wert). Um die unvorteilhafte H,O,-Bildung durch die sSsMMO
zu reduzieren, sollte Katalase der Reaktion zugesetzt werden. Damit sollte das gebildete
H,O, reduziert werden, um so eine Inhibition der sSsMMO-Zielproduktbildung im Nitrobenzol-
Assay zu vermeiden.

3.5.2.3 Stabilitat der sMMO gegeniuber HCHO

Ein Produkt der sMMO-Reaktion im CH4-Assay ist HCHO. Es entsteht durch die Reaktion
von CH3OH mit der sMMO. Dies wurde bereits in der Literatur und in eigenen Messungen
nachgewiesen (Kapitel 3.4.4, S.109) [Colby et al., 1977]. HCHO kann Proteine quervernet-
zen [Ouimet et al., 2016]. Eine mdgliche Inaktivierung der sSMMO konnte die Folge der Quer-
vernetzung sein. Um dies zu untersuchen, erfolgten verschiedenen Messungen beziglich
des Einflusses von HCHO auf die sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay (Kapitel 2.4.4.2.11,
S.42 und Kapitel 2.4.5, S.45). Dabei wurde eine definierte HCHO-Konzentration direkt dem
Reaktionsansatz zugesetzt und anschliel3end die SMMO-Aktivitat bestimmt. Die eingesetzten
HCHO-Konzentrationen entsprachen den Konzentrationen die im CH,-Assay in Kapitel 3.4.4
S.109 gemessen wurden. Ein Einfluss der HCHO-Konzentration auf die sSMMO-Aktivitat wur-
de dabei nicht beobachtet (siehe Anhang Tabelle 7-7, S.190). Messungen um etwaige
HCHO-Reaktionen mit Tris im Messpuffer auszuschlie3en wurden bereits erwéhnt (siehe
Kapitel 3.4.4, S.109, sowie Anhang Abbildung 7-22, S.188 und Abbildung 7-23, S.188). Es
wurden weitere Stabilitditsmessungen mit HCHO durchgefuhrt, bei denen die sSMMO Uber
einen bestimmten Zeitraum mit einer definierten HCHO-Konzentration inkubiert wurde. Nach
der Inkubationszeit erfolgte jeweils die Messung der SMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay.
Auch nach 270 Minuten Inkubation wurden vergleichbare sMMO-Aktivitdten ohne bzw. mit
960 uM HCHO gemessen (siehe Anhang Abbildung 7-27, S.191). Ein Einfluss der HCHO-
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Konzentration auf die SMMO-Aktivitat bis 0,96 mM HCHO konnte demnach nicht nachgewie-
sen werden. Dies gilt auch fur die im CH,-Assay gemessenen HCHO-Konzentrationen im
Bereich von 180 bis 250 uM. Bezuglich einer Stabilitdt der gereinigten sMMO gegeniber
HCHO sind in der Literatur bisher keine Daten veroffentlicht.

3.5.3 Einsatz von Katalase im sMMO-Aktivitatsassay

Bei vielen Monooxygenasen (z.B. Cytochrom P-450) wurde die Entkopplung des Elektronen-
transfers von der Zielproduktbildung beobachtet. Ein Produkt dieser Entkopplung war u.a.
H,0,. In den bisherigen Experimenten zur Untersuchung der sMMO im Nitrobenzol-Assay
wurde sowohl die Entkopplung des Elektronentransfers von der p-Nitrophenolbildung, als
auch die Bildung von H,O, im Reaktionsansatz beobachtet (siehe Kapitel 3.5.2.2, S.120).
Die Bildung von H,O, war vermutlich die Ursache fiir die Stagnation der p-Nitrophenolbildung
der sMMO nach wenigen Minuten (siehe Kapitel 3.5.2.2.2, S.122). Um die Reaktivitat der
sMMO bzw. die erreichten Umsatze zu erhohen, sollte das toxische Nebenprodukt mittels
Katalase aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Vergleichbare Versuche mit dem Zu-
satz an Katalase wurden fir die I6sliche Butan-Monooxygenase (sBMO) aus Pseudomonas
butanovora bereits beschrieben [Dubbels et al., 2007]. Dadurch konnte eine Steigerung es
Umsatzes der sSBMO-Reaktion erreicht werden . Die Aktivitat der Katalase bei den gewahlten
Messbedingungen wurde Uberprift und lag im Bereich der Herstellerangabe bei 3.200 U*
mg™ (2.000 bis 5.000 U* mg™). Progresskurven der p-Nitrophenolbildung durch die SMMO im
Nitrobenzol-Assay mit Zusatz an Katalase sind in Abbildung 3-48 dargestellt. Es konnten
eine Steigerung der p-Nitrophenolbildung um >100 % nach Zusatz an 160 U*mL™ Katalase
gemessen werden. Zusatzlich konnte die Zeitspanne der Zielproduktbildung von einer auf
zwei Minuten verdoppelt werden. Allerdings wurde auch nach Zusatz an Katalase das Stag-
nieren der p-Nitrophenolbildung beobachtet. Auch bei weiteren Erh6hungen der Katalase-
Aktivitdt wurde das Stagnieren der p-Nitrophenolbildung beobachtet.
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Abbildung 3-48: Progresskurven der p-Nitrophenolbildung im Nitrobenzolassay durch die
sMMO mit und ohne Zusatz an Katalase. Folgende Bedingungenwurden eingestellt: MMOH qive
zentren: k. MMOB: MMOR = 2:2:2 uM; Katalase 80 bis 160 U*mL™ (25 bis 50 pg*mL™); 5 mM Nit-
robenzol; 1 mM NADH; Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriu-
macetat pH 7,5.
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Im Vergleich zum artifiziellen Substrat Nitrobenzol wurde fir das natirliche Substrat CH,4
eine geringere Entkopplung des Elektronentransfers beobachtet (siehe Kapitel 3.4.4, S.109).
Im diskontinuierlichen Test wurde nach zehn Minuten eine Kopplung des NADH-
Verbrauches an die Produktbildung von 88 % gemessen. Um zu testen ob auch fur CH, eine
Steigerung des Umsatzes bzw. der Kopplungseffizienz méglich war, wurde Katalase auch
dem Reaktionsansatz des CH,-Assay zugesetzt. Hierfiir wurden statt 160 U*mL™ 640 U*mL™
Katalase eingesetzt, da diese Erhéhung im Nitrobenzol-Assay zu einer weiteren Steigerung
(12 %) der p-Nitrophenolbildung fuhrte. Die gemessenen Aktivitaten und Umsatze wahrend
der sMMO-Reaktion mit Nitrobenzol oder CH, als Substrat sind in Tabelle 3-24 zusammen-
gefasst (CH;OH und HCHO-Konzentrationen im Anhang in Tabelle 7-8, S.191). Auch im
CHs-Assay konnte eine Steigerung der Produktkonzentrationen nach Zusatz an Katalase
gemessen werden. Nach zehn Minuten wurde insgesamt eine Erh6hung um 16 % detektiert.
Eine weitere Erh6hung, wie sie mit Nitrobenzol als Substrat gemessen wurde, war in diesem
Ansatz nicht moglich, da das limitierende Substrat NADH aufgebraucht war (Tabelle 3-24).
Die sMMO-Aktivitat wurde durch Zusatz an Katalase im Nitrobenzol-Assay nicht beeinflusst,
im CHj-Assay konnte eine Steigerung der Aktivitdt um 45 % gemessen werden. Die Ursache
hierfir waren die unterschiedlichen Messmethoden bzw. die unterschiedliche Berechnung
der sMMO-Aktivitdt. Fir den Nitrobenzol-Assay erfolgte die kontinuierliche Messung im
spektroskopischen Test und bei CH, als Substrat wurde diskontinuierlich die Produktkon-
zentration nach dem Abstoppen der Reaktion gemessen. Die Aktivitat fur die CH;OH-Bildung
beruht auf der Endkonzentration der Messung. Diese war fir den Zusatz an Katalase hoher
und dementsprechend auch die berechnete SMMO-Aktivitdt. Eine Aussage Uber den genau-
en zeitlichen Verlauf der CHs;OH-Bildung und somit der sMMO-Aktivitat, nach Zusatz an Ka-
talase kann nicht getatigt werden. Um diesen naher zu analysieren wurde im Verlauf dieser
Arbeit eine kontinuierliche Messung der CH;OH-Konzentration eingesetzt. Die Ergebnisse
dazu sind in Kapitel 3.6, S.136 aufgelistet.

Tabelle 3-24: Spezifische sMMO-Aktivitdten und Umsatze in Nitrobenzol bzw. CHy4-
Aktivitatsmessungen mit und ohne Zusatz an Katalase. Angegeben sind die Daten aus Abbil-
dung 3-48. Aktivitatsmessung Nitrobenzol: Startanstieg der Absorption bei 420 nm von 0 bis
einer Minute; CH,;: Endpunktbestimmung nach zehn Minuten Reaktion. Umsatzberechnung:
NADH 100 % = 0,5 umol (NB); 1 pmol(CH,4); O, 100 % = 0,12 pumol (NB); 53,9 pmol(CH,); Nitro-
benzol 100 % = 25 umol; CH4 100 % = 63,5 umol. Gebildet wurden 15,5 nmol ohne bzw. 31 nmol
p-Nitrophenol mit Katalase (CH;0H und HCHO-Konzentrationen aus Tabelle 7-8, S.191).

Substrat Nitrobenzol
Aktivitat Umsatz Umsatz Umsatz
[mU*mg Nitrobenzol 0O, NADH
Messung Akive Zentren ] [%] [%] [%]
sMMO 108 £ 7 0,62 7,7 3,1
sMMO + Katalase 112+8 1,24 15,5 6,2
Substrat CH,
Aktivitat Umsatz Umsatz Umsatz
[mU*mg CH5;OH 0O, NADH
Messung Akive Zentren ] [%] [%] [%]
sMMO 171+ 35 1,38 1,62 88

sMMO + Katalase 248 + 16 1,63 1,92 103
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Der Zusatz von Katalase erhdhte den Umsatz in der sMMO-Reaktion sowohl mit dem atrtifizi-
ellem Substrat Nitrobenzol, als auch mit dem natirlichen sMMO-Substrat CH,. Fir die weite-
ren Experimente sollte der Einsatz von Katalase im sMMO-Assay mit der NADH-
Regeneration durch die GDH (in Kapitel 3.5.2.1, S.119) kombiniert werden. Damit sollte die
Limitierung der Produktbildung durch die NADH-Konzentration, wie sie in Tabelle 3-24 fur
den Zusatz an Katalase im CH4-Assay beobachtet wurde, vermieden werden.

3.5.4 sMMO Reaktion mit Katalase Zusatz und NADH-Regeneration
durch GDH

Der erfolgreiche Einsatz der GDH zur Cofaktor-Regeneration im sMMO-Aktivitatstest mit
Nitrobenzol als Substrat wurde bereits in Kapitel 3.5.2.1, S.119 beschrieben. Es konnten
vergleichbare Produktendkonzentrationen mit der integrierten NADH-Regeneration gezeigt
werden. Im folgenden Kapitel sollte neben der Cofaktor-Regeneration auch der umsatzstei-
gernde Effekt der Katalase bei der sMMO-Reaktion eingesetzt werden. Die Versuche dazu
erfolgten sowohl mit dem artifiziellem Substrat Nitrobenzol, als auch mit dem natirlichen
Substrat CH, (2.4.4.5, S.44). Die Ergebnisse dieser Experimente sind mit den bisherigen
Daten zum Einsatz von Katalase im sSMMO-Assay in Tabelle 3-25 zusammengefasst.

Tabelle 3-25: Gebildete Produkt-, eingesetzte Substratmengen sowie daraus berechnete Um-
satze bei sMMO-Reaktionen mit Zusatzen an Katalase bzw. GDH bei Verwendung von Nitroben-
zol bzw. CH, als Substrat. Integriert sind auch die Daten aus Tabelle 3-24. Angegeben sind Mit-
telwerte aus n= zwei Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOH_ive zentren:
rek. MMOB: MMOR Nitrobenzol=2:2:2 pM; CH= 3:3:3 uM ; GDH 75 mU*mL™; Katalase 160 U*mL’
! bei Nitrobenzol; 640 U*mL™ bei CH,; Flissigvolumen 0,5 mL bei Nitrobenzol; 1 mL Flussigvo-
lumen und 8 mL Gasvolumen bei CH, in gasdichten Vials mit 20 % CH4; 1 mM NADH; bzw. bei
Cofaktor-Regeneration mit GDH 1 mM NAD" + 50 mM Glucose; Temperatur 30 °C; Messpuffer
50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5.

Substrat Nitrobenzol
Produkt Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Umsatz
p-Nitrophenol Nitrobenzol Nitrobenzol 07 Oz NADH NADH
Messung [nmol] [nmol] [%] [nmol] [%6] [nmol] [%]
sMMO 15,5 2500 0,62 120 13,5 500 3,1
+
SMMO 31,0 2500 1,24 120 27,0 500 6,2
Katalase
sMMO +
Katalase + GDH 27,5 2500 1,10 120 24,0 500 55
Substrat CHy
Produkt
CH.OH Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Umsatz
s CHs CH4 0, 0, NADH  NADH
*HCHO [umol] [%] [umol] [%] [umol] [%]
Messung [umol] K § K . K §
sMMO 0,88 63,5 1,38 53,9 1,62 1,0 88
+
SMMO 1,03 63,5 1,63 53,9 1,91 1,0 103
Katalase
sMMO+ 115
1,15 63,5 1,81 53,9 2,13 1,0
Katalase + GDH (2,3)Y

1) NADH-Umsatz 115 % bezogen auf NAD'-Menge (1 umol); 2,3 % = Umsatz bezogen auf Glucose (50 umol)
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Nach Zusatz an Katalase und GDH zur Cofaktor-Regeneration im sMMO-Reaktionsansatz
sanken die sMMO-Aktivitat, der Nitrobenzol- und der NADH-Umsatz von 112 auf
104 mU*MQaxiive sentren 1, 1,24 auf 1,10 % und 6,2 auf 5,5 %. Im CHj-Assay steigerte sich die
sMMO-Aktivitat mit Katalase und Cofaktor-Regeneration (228 auf 248 mU*mgaxive ZQntren'l),
ebenso wie der CH;-Umsatz (1,63 auf 1,83 % nach zehn Minuten). Der Umsatz bezogen auf
NAD" lag bei 115 % bzw. bezogen auf Glucose bei 2,3 %. Das bedeutete, dass infolge der
NADH-Regeneration die komplette NAD*-Menge mehr als einmal von der GDH umgewandelt
und von der sMMO zur Zielproduktbildung genutzt wurde. Die Kombination aus sMMO, Kata-
lase und GDH wurde erfolgreich sowohl im Nitrobenzol-, als auch im CH,-Assay getestet.
Das mogliche Reaktionsschema der einzelnen Reaktionen, die von den drei Enzymen in
einem Reaktionsansatz katalysiert werden ist in Abbildung 3-49 dargestellt. Dabei hat der
Einsatz der Katalase, infolge der Reduktion des toxischen Nebenproduktes H,O, den positi-
ven Effekt, dass durch diese Reaktion O, freigesetzt wird, welches zur Zielproduktbildung
durch die sSMMO genutzt werden kann. Die Daten aus Tabelle 3-25 zeigen, dass die Substra-
te der sMMO-Reaktion einen grof3en Einfluss auf den Umsatz der Reaktion bzw. die Kopp-
lung des Elektronentransfers an die Zielproduktbildung haben. Die Kopplung des Elektronen-
transfers an die Zielproduktbildung lag fiur das natirliche Substrat bereits ohne Zusatz an
Katalase bei einem Wert von 88 %.

Substrat + O,

Glucono- NADH + H*
lacton

GDH

Glucose¢ NAD*

Produkt-OH+ H,0

Abbildung 3-49: Reaktionsschema der potentiellen sMMO-Reaktionen mit Cofaktor-
Regeneration durch die Glucose 1-Dehydrogenase (GDH) und Zusatz an Katalase zur H,0,-
Reduktion. (Darstellung der Endprodukte der Reaktionen in blau und der Substrate in griin)

Die Bildung des toxischen Nebenproduktes H,O, fand im CH,-Assay nicht bzw. nur in gerin-
gem Mal3e statt. Eine H,O,-Bildung war dennoch wahrscheinlich, da infolge des Katalase-
Zusatzes eine Erhohung des NADH-Umsatzes auf 100 % gemessen wurde. Die Steigerung
des Umsatzes im CH4-Assay nach der untersuchten Reaktionszeit von zehn Minuten war
infolge des Zusatzes an Katalase gering. Neben dem Einfluss der Katalase auf kuirzere
sMMO-Reaktionen (< zehn Minuten) sollte im Rahmen dieser Arbeit auch der Einfluss der
Katalase auf Langzeitreaktionen (> 1 h) der sMMO untersucht werden. Dies wird in Kapitel
3.6, S.136 beschrieben.



3 Ergebnisse und Diskussion 131

Im Gegensatz zum Verhalten der sMMO mit CH, als Substrat wurde beim Zusatz von Kata-
lase zum Nitrobenzol-Assay eine Verdopplung der Produktbildung gemessen. Dies war ver-
mutlich auf dem starkeren Einfluss der H,O,-Bildung beim artifiziellen Substrat Nitrobenzol
zurlckzufuihren. Dadurch konnte bei Zusatz an Katalase eine geringere Entkopplung des
NADH-Verbrauches von der p-Nitrophenolbildung erreicht werden. Die Stagnation der Pro-
duktbildung im Nitrobenzol-Assay nach ein bis zwei Minuten war aufgrund des inhibierenden
Einflusses von H,0, auf die sSMMO Reaktion zu erklaren (siehe 3.5.2.2.2, S.122). Mit Katala-
se-Zusatz konnte die Reaktionszeit auf zwei bis drei Minuten verlangert werden. Eine Stag-
nation wurde auch in den Ansatzen mit Katalase beobachtet. Eine genaue Ursache hierfir
wurde nicht bestimmt. Die beschriebene Substratabhéngigkeit des Umsatzes bzw. der Kopp-
lungseffizienz der sMMO kénnen durch den Reaktionszyklus des Enzyms erklart werden, da
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der sSsMMO-Reaktion die Aktivierung des Sub-
strates bzw. das Freisetzen des Produktes ist [Tinberg und Lippard, 2010]. Die unterschiedli-
chen Gr6Re und Bindungsstarke der jeweiligen CH-Bindung bei den Substraten Nitrobenzol
bzw. CH, fihren somit wahrscheinlich zu den beobachteten unterschiedlichen Reaktionsver-
halten bei der sMMO-Reaktion.

3.5.5 Zusammenfassung und Diskussion der Untersuchungen zur
Umsatzsteigerung der sMMO

Im Nitrobenzol-Assay wurde bei Messung der sMMO-Aktivitdt eine Stagnation der p-
Nitrophenolbildung in Abhangigkeit der Nitrobenzolkonzentration beobachtet. Diese begann
bei 5 mM Nitrobenzol nach zwei Minuten Reaktionszeit. Als Ursache fir dieses Verhalten
konnten die Produktinhibition durch p-Nitrophenol, m-Nitrophenol oder die Limitierung durch
Substrate wie NADH, O,, Nitrobenzol ausgeschlossen werden. Ebenso konnte eine Inaktivie-
rung der sSMMO nach wiederholtem Nachweis der Enzymaktivitat als Fehlerursache eiminiert
werden (Kapitel 3.5.1.2.1, S.119). Eine weitere Ursache flr das Stoppen der Zielproduktbil-
dung war die Produktion von potentiellen nicht genannten Reaktionsprodukten durch die
sMMO. Dies kénnte auch die Ursache fir die schnellere Stagnation bei h6heren Nitrobenzol-
konzentrationen gewesen sein. Aufgrund der hoheren sMMO-Aktivitat (Tabelle 3-23, S.118)
bei htheren Substratkonzentrationen kénnte auch die Nebenproduktbildung verstéarkt worden
sein. Neben der potentiellen Nebenproduktbildung kénnte auch die Bildung von NAD" fur
den negativen Einfluss auf die Zielproduktbildung verantwortlich gewesen sein. Dass NAD"
inhibierend auf die SMMO-Reaktion wirkt wurde bereits in verschiedenen Veréffentlichungen
gezeigt. Flur M. capsulatus Bath wurde im Propen Assay fiir NAD" eine Inhibitionskonstante
(K-Werte) von 2,2 bis 9,7 mM bestimmt [Green und Dalton, 1986]. Weiterhin wurde fir die
oxidierte MMOR aus M. capsulatus Bath eine Bindungskonstante (Kp-Wert) fir NAD* von 5
MM gemessen. Im Vergleich dazu lag der gemessene Kp-Wert fir NADH mit 3,8 uM nur un-
wesentlich niedriger [Kopp et al., 2001]. Eine Inhibition der Elektronenubertragung durch
Bindung von NAD" an MMORgx wurde in der Veréffentlichung postuliert. Auch in eigenen
Experimenten konnte die inhibierende Wirkung von NAD" auf die sSMMO-Aktivitat gezeigt
werden (Reduktion der Aktivitat um 55 % nach zehn Minuten Inkubation mit 1 mM NAD").

Fiur die sMMO sind in der Literatur nur Resultate bei denen sMMO-haltiges Rohextrakt in
Kombination mit einer Cofaktor-Regeneration verwendet wurde veréffentlicht. Bei der sMMO
aus Methylosinus sp. CRL 31 wurde die Cofaktor-Regeneration durch eine sekundare Alko-
holdehydrogenase aus Pseudomonas sp. ATCC 21439 mit 2-Propanol als Cosubstrat reali-
siert [Hou et al., 1982]. In Aktivitatsmessungen im Propen-Assay wurden dabei im Vergleich
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zur Reaktion mit NADH 5 bis 10 % geringere Propylenoxid-Bildungsraten gemessen. Eine
Alkoholdehydrogenase aus Pichia sp. mit 2-Butanol als Cosubstrat wurde ebenfalls zur
Cofaktor-Regeneration der sMMO aus Methylobacterium sp. CRL-26 verwendet [Patel et al.,
1982]. Bei Messungen mit Rohextrakt konnten, verglichen mit der Reaktion mit NADH, 2,4-
fach hohere sMMO-Aktivitaten gemessen werden.

In Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine Cofaktor-Regeneration im Reaktionsansatz mit
der gereinigten sSMMO aus M. trichosporium OB3b durchgefihrt. Zur NADH-Regeneration
wurde im sMMO-Assay das Enzym Glucose 1-Dehydrogenase (GDH) eingesetzt (sieche Ka-
pitel 1.1.3, S.16). Die Vorteile dieses Enzyms waren, die kommerziellen Verfigbarkeit, die
ausreichende Funktionalitat bei den optimalen sSMMO-Bedingungen und kein negativer Ein-
fluss der Substrate bzw. Produkte auf die SMMO-Reaktion. Neben der Reduktion der NAD"-
Konzentration hatte der Einsatz der GDH den Vorteil, dass fir einen spateren Prozess in
groRerem MaRstab durch Austausch von NADH zu NAD" die Kosten fiir dieses Substrat um
etwa Faktor 2,5 reduziert werden konnten. Weiterhin ist Cofaktor-Regeneration von Vortell,
um Reaktionen Uber einen langeren Zeitraum durchzufiihren, wie sie im weiteren Verlauf der
Arbeit geplant waren. Die GDH konnte erfolgreich zur Cofaktor-Regeneration im Nitrobenzol-
Assay eingesetzt werden. Dabei wurde eine Reduktion der Aktivitat und des Umsatzes von
17 bzw. 13 % gemessen. Die Reduktion der Aktivitat bzw. des Umsatzes kann mit der Start-
phase der Reaktion begriindet werden. Vor der Produktbildung der sSsMMO muss zunachst
NAD" in NADH umgewandelt werden. Insgesamt zeigten diese Daten, dass das System
bestehend aus sMMO und GDH fir weitere Messungen z.B. Uber einen langeren Zeitraum
zur CH3OH-Produktion eingesetzt werden kann. Die Stagnation der Zielproduktbildung im
Nitrobenzol-Assay wurde jedoch auch bei Verwendung der GDH beobachtet. Die Ursache
dafur war demzufolge nicht die NAD*-Bildung im Reaktionsansatz (siehe Abbildung 3-42,
S.120).

Dass wahrend der sMMO-Reaktion verschiedene Nebenreaktionen ablaufen kénnen ist be-
reits bekannt. Keine Quellen beschreiben, dass die Nebenreaktionen der sMMO in einem
Zusammenhang mit der Stagnation der Produktbildung stehen kdnnten. Als Nebenprodukt
der sMMO-Reaktion kann neben H,O auch H,0O, gebildet werden (siehe Abbildung 1-10,
S.15) [Gassner und Lippard, 1999]. Die H,0,-Bildung wurde u.a. in SMMO-Reaktionen mit
CH, als Substrat gezeigt [Zhang und Lipscomb, 2006]. Dabei wurde eine H,O»-Bildung durch
2 UM MMOR aus M. trichosporium OB3b ohne Zusatz an MMOH oder MMOB von bis zu
193 uM gemessen. In Gegenwart von MMOH bzw. MMOB (je 10 uM) reduzierte sich die
H,0,-Konzentration auf 15 bis 24 uM [Zhang und Lipscomb, 2006]. In eigenen Experimenten
wurde im Nitrobenzol-Assay ebenfalls eine H,0,-Bildung der sMMO bzw. der MMOR nach-
gewiesen (siehe Kapitel 3.5.2.2.1, S.121). Die héchste H,O,-Konzentration, von 300 uM,
wurde ebenfalls im Ansatz nur mit MMOR (1 uM) gemessen. In Gegenwart der beiden ande-
ren sMMO-Komponenten (je 1 pM) reduzierte sich die maximal gemessene H,0,-
Konzentration auf 100 bis 150 pM. Die Unterschiede in der H,O,-Bildung zwischen den eige-
nen Daten und der Literatur sind auf die unterschiedlichen Messbedingungen zuriickzufih-
ren. In Literaturansatzen wurde mit einem Zusatz von 10 uM MMOB bzw. MMOH: 2 uM
MMOR gearbeitet und in eigenen Experimenten, aufgrund des bereits beschriebenen opti-
malen Aktivitat, mit einem Verhaltnis von 1:1:1 uyM (siehe Kapitel 3.4.2, S.107). Die unter-
schiedliche Konzentration von MMOH hat aufgrund der in der Literatur bereits gezeigten
Peroxidase-Aktivitat einen Einfluss auf die H,O,-Konzentration [Gassner und Lippard, 1999].
In eigenen Messungen wurden geringere MMOH-Konzentrationen eingesetzt und deshalb
vermutlich héhere H,O,-Konzentrationen gemessen. Ein zusétzlicher Aspekt ist das verwen-
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dete Substrat, da fir die natlrliche Reaktion der sMMO mit CH, eine hdhere Elektronen-
kopplungseffizienz beobachtet wurde als fiir das artifizielle Substrat Nitrobenzol (88% fur
CHj4 zu 13 bis 25 % fur Nitrobenzol). Um die Auswirkungen der H,O,-Bildung der sMMO zu
untersuchen, erfolgten Aktivititsmessungen in Gegenwart von H,O,. Die im Nitrobenzol-
Assay erhobenen Daten mit H,O, als potentiellem Inhibitor zeigten in der reziproken Auftra-
gung einen gemischten Inhibitortyp (siehe Abbildung 3-44, S.123). Das bedeutet, dass H,0O,
vermutlich sowohl als kompetitiv, nichtkompetitiv und als umkompetitiver Inhibitor wirken
kann. FUr eine genauere Betrachtung msste fir die Inhibition durch H,O, ein spezielles Mo-
dell entwickelt werden. Dabei misste neben der Inhibition auch die Bildung von H,O, wéh-
rend der Reaktion bertcksichtigt werden. Diese Auswertung bedurfte eines komplexen Glei-
chungssystems dessen Erstellen nicht Bestandteil der vorgelegten Arbeit war. Fir die jewei-
lige H,O,-Konzentration wurde jedoch die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso-Wert)
ermittelt. Diese lag im Bereich von 107 bis 145 pM H,0, (siehe Anhang Tabelle 7-6, S.190).
Damit konnte gezeigt werden, dass H,O, in dem untersuchten Konzentrationsbereich einen
signifikant inhibierenden Einfluss auf die sSMMO-Aktivitat hatte.

H,0O, kann fir die sMMO in Abwesenheit von MMOR und NADH als Elektronendonor fungie-
ren. Dieser sogenannte ,Peroxid Shunt®, wurde bereits bei M. trichosporium OB3b und M.
capsulatus Bath untersucht. [Froland et al., 1992; Jiang et al., 1993]. Die Peroxidase-Aktivitat
der sMMO konnte auch in eigenen Untersuchungen nachgewiesen werden. Dabei konnte
eine Reduktion der Ausgangskonzentration von 5 mM H,0O, um 90 % durch 10 uM sMMO in
90 Minuten gezeigt werden (siehe Abbildung 3-47, S.125). Nach vollstdndigem Verbrauch
der eingesetzten H,O,-Menge konnte eine sMMO-Aktivitat bestimmt werden, die vergleich-
bar mit der Ausgangsaktivitdt der sSsMMO ohne H,O,-Zusatz war. Die Reaktion des Enzyms
mit H,O, hatte demzufolge keinen Einfluss auf die Stabilitat der sMMO bzw. deren Aktivitat,
wenn H,O, komplett verbraucht war. Um die Inhibition durch H,O, zu verringern bzw. die
Umsatze im Nitrobenzol-Assay zu steigern, wurde kommerziell erworbene Katalase dem
sMMO-Reaktionsansatz zugegeben. Mit Zusatz an Katalase wurde im Nitrobenzol-Assay
eine Steigerung des Umsatzes um 100 % und eine Verlangerung der Reaktionszeit von eine
auf zwei Minuten gemessen (Abbildung 3-48, S.127). Im Gegensatz dazu wurde bei Ver-
wendung der Katalase im diskontinuierlichen CH,-Assay nach zehn Minuten eine Steigerung
des Umsatzes von 18 % gemessen (siehe Tabelle 3-24, S.128). Eine weitere Steigerung war
nicht maglich, da NADH vollstandig in Zielprodukt umgewandelt wurde. Das unterschiedliche
Reaktionsverhalten der sMMO fiir beide genannten Substrate kann mit der Kopplung des
Elektronentransfers bzw. dem Reaktionszyklus erklart werden. Die Kopplung des Elektronen-
transfers fir das natlrliche Substrat der sMMO CHy, ist sehr hoch. Dadurch wird bei der Re-
aktion kein NADH fir die H,O,-Bildung eingesetzt. Dadurch war die Steigerung der Kopp-
lungseffizienz bzw. des Umsatzes im diskontinuierlichen CH,s-Assay nach zehn Minuten im
Vergleich zum Nitrobenzol-Assay geringer. Bei der sSMMO ist der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Reaktion die Hydroxylierung des Produktes und deren Freisetzung
[Tinberg und Lippard, 2010]. Fir das artifizielle Substrat Nitrobenzol wird, im Vergleich zum
natirlichen Substrat CHy, fur diesen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt eine langere Zeit
bendtigt. Dies ist die wahrscheinliche Ursache fir die im Nitrobenzol-Assay gemessene ge-
ringere Kopplungseffizienz des Elektronentransfers von NADH auf das Zielprodukt (13 bis
25 %). Eine Folge dessen ist die H,O,-Bildung der MMOR bzw. der MMOH. Das gebildete
H,0O, inhibiert vermutlich die sSMMO-Aktivitat bezlglich Nitrobenzol und daraus resultiert die
mehrfach beschriebene Stagnation der p-Nitrophenolbildung. Der Zusatz von Katalase hatte
aufgrund des sMMO-Mechanismus bei unterschiedlichen Substraten im Nitrobenzol-Assay
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einen grofl3eren Einfluss auf den Umsatz (Verdoppelung). Die hohe Entkopplung und die da-
raus resultierende H,O,-Bildung konnten durch den Zusatz von Katalase verringert werden.
Eine vergleichbare Substratabhéngigkeit der Kopplung des Elektronentransfers wurde auch
bei der sMMO aus M. capsulatus Bath fur CH, und Propen beschrieben [Gassner und
Lippard, 1999]. Trotz des Katalase-Zusatzes im Nitrobenzol-Assay, der zu einer Verlange-
rung der Reaktionszeit fuhrte, wurde stets eine Stagnation der p-Nitrophenolbildung beo-
bachtet. Anscheinend war die Zugabe der Katalase nicht ausreichend um die H,O,-Inhibition
der sMMO vollstandig zu unterbinden. Auch bei weiterer Erhéhung der Katalase-Aktivitat im
Ansatz wurde die Stagnation beobachtet. Neben der Entkopplung des Elektronentransfers
bzw. der inhibierenden Wirkung von H,O,, kdnnte auch eine andere Ursache fir die Verrin-
gerung der Zielproduktbildung verantwortlich sein. Méglich ware die Bildung eines anderen
Nebenproduktes, welches im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert wurde. Dies sollte bei
weiterfihrenden Arbeiten zu diesem Themenkomplex in Betracht gezogen werden.

Die Entkopplung des Elektronentransfers von der Zielproduktbildung wurde auch bei einigen
anderen Monooxygenasen beobachtet z.B. Cytochrom P-450 CAM. [Kadkhodayan et al.,
1995]; Cytochrom P-450 3A4 [Denisov et al., 2007]; 2-Hydroxybiphenyl-3-Monooxygenase
(HbpA) [Meyer et al., 2002] und der l6slichen Butan-Monooxygenase (sBMO) [Dubbels et al.,
2007]. Eine Erhohung des Umsatzes durch Zusatz an Katalase wurde jedoch bisher nur fir
die sBMO aus Pseudomonas butanovora dokumentiert. Dieses Enzym ist ahnlich der sMMO
(Sequenzidentitat bis zu 63 %, sowie vergleichbare Struktur) und kann ebenfalls aus CH,
CH;OH bilden (Ky CH, = 1100 pM; k.= 1,3 s™ [Cooley et al., 2009; Sluis et al., 2002]). In
Aktivitatsmessungen mit Ethen als Substrat wurde die H,O,-Bildung nachgewiesen. Nach
Zusatz an 4.000 U*mL™" Katalase konnte der Umsatz (bezogen auf NADH) von 32 % auf
82 % nach 11 Minuten erhdht werden. Ohne Katalase wurde zudem eine 40 bis 50 % gerin-
gere Elektronen-Kopplungseffizienz gemessen. Weiterhin wurde fur die BMOH, analog zur
MMOH, eine Peroxidase-Aktivitat gezeigt. Die beschriebenen Ergebnisse waren vergleichbar
zu den eigenen Daten, beziiglich des Einflusses der Katalase auf die sSMMO im Nitrobenzol-
bzw. CH;-Assay. Die Unterschiede in den exakten Umsatzsteigerungen lagen an der Variati-
on der Reaktionsbedingungen. (CH,4 vs. Ethen; SMMO Have zentren:B:R = 3:3:3 uM bzw.
SBMO Hayive zentren:B:R = 4:4:2 uM; 640 U*mL™ vs. 4.000 U*mL™; NADH 1 mM vs. 0,46 mM).
Katalase als Reaktionszusatz zur gereinigte SMMO aus M. capsulatus Bath wurde auch von
Astier und Kollegen eingesetzt [Astier et al., 2003]. Dabei wurde die Bereitstellung der Elekt-
ronen Uber eine modifizierte Goldelektrode und nicht tber NADH und die MMOR gewabhrleis-
tet. Der Katalase-Zusatz erfolgte um das durch die MMOH gebildete H,O, aus dem Reakti-
onsansatz zu entfernen. Durch Zugabe von MMOB konnte in diesen Messungen eine H,0,-
Bildung verhindert werden. MMOB diente in diesem Reaktionsaufbau als Regulator der H,O,
Bildung. Ohne vollstandiges MMOB wurde keine Zielproduktbildung beobachtet. Die Bildung
von CH3;OH als Reaktionsprodukt wurde nur im Ansatz mit MMOH, MMOB, der Elektronen-
zufuhr Uber die Elektrode und in Gegenwart von Katalase beobachtet. Als Ursache fur die
H,0,-Bildung wurde eine ,Uber-Reduzierung” oder ,, Uber-Oxidation* (Uberschuss an O,) der
MMOH postuliert. [Astier et al., 2003]. Die H,0,-Bildung wurde von Astier und Kollegen in
deren Reaktionsaufbau als toxisch beziiglich der sMMO-Aktivitat bezeichnet. Dies konnte mit
Hilfe der eigenen Daten wiederlegt werden, da die H,O,-Bildung tatséchlich zu einer Inhibiti-
on der sSMMO-AKktivitat flhrte.

Um den Umsatz weiter zu erhéhen wurde neben Katalase auch die NADH-Regeneration
mittels GDH im Nitrobenzol- bzw. CH4-Assay eingesetzt. Dabei wurde im Nitrobenzol-Assay
eine Reduktion des Umsatzes im Vergleich zum Ansatz mit SMMO und Katalase ohne GDH
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von 1,24 auf 1,10 % (bezogen auf Nitrobenzol) gemessen. Im Gegensatz dazu konnte im
CHj-Assay eine Steigerung des Umsatzes um 11% gemessen werden (siehe Tabelle 3-25,
S.129). Diese substratabhdngigen Unterschiede beziglich der Umsétze waren vermutlich
auf die zuvor beschriebene Substratabhéngigkeit der Elektronenkopplung, die Hydroxylie-
rung und die Produktfreisetzung der sMMO zuriickzufiihren.

Wahrend der sMMO-Messungen mit CH, als Substrat wurde neben dem Zielprodukt CH;OH
auch HCHO in einer GroRenordnung von 200 bis 250 uM detektiert. Die HCHO-Bildung als
Produkt der sMMO-Reaktion mit CH;OH wurde bereits beschrieben [Colby et al., 1977]
(Abbildung 3-38, S.110). Da HCHO mit Proteinen reagieren und diese quervernetzen bzw.
inaktivieren kann, wurde der Einfluss der HCHO-Konzentration, entsprechend der im CH,-
Assay gemessenen Konzentrationen, auf die sMMO-Aktivitdt untersucht. Etwaige HCHO-
Interaktionen mit Puffersubstanzen (z.B. Tris) konnten in Voruntersuchungen ausgeschlos-
sen werden (Abbildung 7-22, S.188 und Abbildung 7-23, S.188). Die HCHO-Konzentration
hatte bis 960 uM keinen Einfluss auf die sMMO-Aktivitat (Kapitel 3.5.2.3, S.126). Fur die
sMMO aus Methylosinus trichosporium OB3b wurden in der Literatur bisher keine Untersu-
chungen zum Einfluss von HCHO auf die Aktivitat bzw. Stabilitéat des Enzyms diskutiert.

Nur in wenigen der bisher veroffentlichten Literaturstellen zur sMMO wurden die Umsatze
des Enzyms fir verschiedene Substrate dokumentiert. Bei der Messung der SMMO-AKktivitét
im Rohextrakt von Methylococcus capsulatus Bath wurde ein Umsatz von 1,5 % fir CH,
nach 12 Minuten Reaktion gemessen (eingesetzt CH4 134 uM, gebildet CH;0H 2 uM) [Colby
et al., 1977]. Fir andere Substrate (Ethan, Propan, Propen) wurden in dieser Veroffentli-
chung ebenfalls Umsatze von 1,0 bis 1,5 % nach 12 Minuten Reaktion gemessen. Ver-
gleichbare Umsétze mit gereinigter SMMO aus Methylosinus trichosporium OB3b mit CH, als
Substrat wurden im Rahmen dieser Arbeit beschrieben (Kapitel 3.4.4, S.109, Umsatz 1,4 bis
1,8 %). Die Mehrzahl der Veroffentlichungen nutzte Enzymassays mit einer Reaktionszeit
unter 20 Minuten. Eine lange Reaktionszeit mit Maximierung der Umsatze wurde bisher nicht
veroffentlicht und sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht werden. Die Stabilitat
des Enzyms flr einen langeren Zeitraum, mit gleichzeitig hohen Umsatzen ist essentiell fur
eine mdgliche technische Anwendung. In den eigenen Untersuchungen sollte das bisher
entwickelte System, bestehend aus sMMO, Katalase zur Reduzierung der H,0,-
Konzentration und GDH zur NADH-Regeneration, eingesetzt werden. In den bisherigen
Messungen mit CH, als Substrat wurde ein diskontinuierlicher Testansatz verwendet. Die
diskontinuierliche Messung hatte verschiedene Nachteile, wie der erhdhte Aufwand zur Er-
mittlung einer Produktbildungskurve Uber die Zeit. Zudem sind die Messungen mit einem
groReren Verbrauch an Zielenzym verbunden und fir Langzeitmessungen ungeeignet. In
einem kontinuierlichen Enzymtest mit CH, als Substrat kbnnten die beschriebenen negativen
Aspekte minimiert werden und Langzeitmessungen waren einfacher durchzufiihren. Zudem
ware es moglich potentielle Limitierungen im Reaktionsansatz zu identifizieren und zu opti-
mieren. Durch die Kooperation mit dem Fraunhofer IGB in Stuttgart konnte, das in Abbildung
3-49, S.130 beschriebene Reaktionsschema, bestehend aus sMMO, Katalase, und GDH im
Rahmen kontinuierlicher Reaktormessungen mit CH, als Substrat getestet werden.
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3.6 Untersuchung der sMMO-Aktivitat im Enzymreaktortest
mit CH4 als Substrat

Die Basis der Untersuchungen zum in vitro-Einsatz der sMMO im kontinuierlichen Enzymre-
aktortest waren die Ergebnisse aus Kapitel 3.5. Diese Daten zeigten fir den Zusatz von Ka-
talase im sMMO-Aktivitatstest, vor allem mit Nitrobenzol als Substrat, eine Umsatzsteige-
rung. Fur CH, als Substrat der sMMO-Reaktion war die Umsatzsteigerung nach Zusatz an
Katalase zwar geringer, aber in diesen diskontinuierlichen Ansatzen wurde nur ein Messzeit-
raum von maximal zehn Minuten betrachtet. Eine Analyse der CH3;OH-Bildung Utber zehn
Minuten hinaus erfolgte im diskontinuierlichen Ansatz zunadchst nicht. Dies wurde mit Hilfe
des hier beschriebenen Enzymreaktorsystems durchgefuhrt. Das in Abbildung 3-49, S.130
beschriebene Reaktionsschema bezlglich der potentiellen Reaktionen des Enzymsystems
bestehend aus sMMO, Katalase und GDH, sollte im Enzymrektor zur CH;OH-Bildung getes-
tet werden. Das Ziel dieser Untersuchungen war es, mit den genannten Enzymen eine mog-
lichst lange und gleichzeitig hohe Bildung des Zielproduktes CH;OH durch die SMMO zu ge-
wahrleisten.

In Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fir Grenzflachen-und Bioverfahrenstechnik in
Stuttgart (IGB), wurde ein dort entwickeltes Mess-und Analysesystem (FoxySpec®) einge-
setzt [Stier, 2017]. Mit diesem Messsystem konnten kontinuierlich die CH4;- und CH3;OH-
Konzentrationen in der Fliissigphase analysiert werden. Weiterhin konnten durch gezielte
Begasung des Reaktionsraums die gewiinschten Konzentrationen von CH, und O, einge-
stellt werden. Eine schematische Abbildung des fir die folgenden Experimente genutzten
Messaufbaus ist in Abbildung 3-50 dargestellt. Die Begasung des gesamten Reaktionsraums
erfolgte zunachst mit Helium als Inertgas, um den Gasraum von allen sonstigen Gasen zu
befreien. Gleichzeitig wurden dadurch auch die in der Flissigphase gelésten Gase entfernt.
AnschlieBend konnten durch gezielte Zugabe die gewlnschten Konzentrationen von CH,
bzw. O, eingestellt werden. Wahrend der Begasung wurde zum Druckausgleich des Reakti-
onsraumes eine Kanile als Verbindung zur Umgebung in den Reaktionsraum eingebracht.
Wahrend der Reaktion wurde diese entfernt und die Messungen erfolgten in einem abge-
schlossenen Gasraum. Die Analyse der Flissigphase erfolgte Uber ein Massenspektrometer
mit Membraneinlass. Aus dem Reaktionsraum wurde wéahrend der Reaktion kontinuierlich
Flissigkeit mittels einer pulsationsarmen HPLC-Pumpe zur Membran der Analyseapparatur
und zurick in den Reaktorraum gefiihrt. Durch den Volumenstrom durch die Schlauche (Tot-
volumen 3 mL) ergab sich eine Totzeit der Messmethode von einer Minute. Deshalb wurde in
einigen Messungen ein Sprung im Messsignal in der ersten Minute beobachtet. Durch ein
Vakuum (0,14 bis 0,19 mbar) auf der Permeatseite der Membran wurde ein Dampfstrom aus
der Flussigphase abgezogen. Ein Hochvakuum (5-10 bis 5-10° mbar) war {iber ein Hand-
ventil mit dem Vorvakuum verbunden. Uber das Vorvakuum und das nachfolgende Hochva-
kuum wurde ein geringer Teil des Dampfstromes aus der FlUissigphase zur Analyse in das
angeschlossene Quadrupol-Massenspektrometer geleitet werden. Dort erfolgte die Detektion
der Analyten aus der Flussigphase. Ein Vorteil dieser Analysemethode war der grof3e Mess-
bereich, von 10 ppb bis 100 %. Der Reaktorraum wurde mittels eines Wasserbades tempe-
riert. Flr die hier beschriebenen Messungen wurde eine Temperatur von 30 °C eingestellt
(siehe Kapitel 2.3.3, S.33).

Die Auswertung der Versuche basierte auf Kalibrierungen die unter Reaktionsbedingungen
mit CH, als Reingas bzw. CH3;OH als Zusatz zum Messpuffer durchgefihrt wurden. Fir jede
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Komponente wurden auf Basis der Voranalysen des IGB, eine bzw. mehrere charakteristi-
sche Massensignale (z.B. fir CH, Masse 13 und fur CH;OH Masse 31) ausgewahlt und die
entsprechenden lonenstrome zur Kalibrierung verwendet. Um Schwankungen wéahrend der
Messung auszugleichen wurden die lonenstrome auf den lonenstrom des Massensignals
von Wasser (Masse 18) normiert. Neben der Analyse der CH,. und CH3;OH-Konzentration
wurden diskontinuierlich vor bzw. nach der Messung die HCHO- und die NADH-
Konzentrationen mittels Hach-Lange Test bzw. Uber die Absorption bei 340 nm bestimmt.
Die Kalibriergeraden fir die Analyse der CH4, CH;0H, NADH und HCHO-Konzentrationen in
den Versuchen sind im Anhang aufgefiihrt (Abbildung 7-28, S.192, Abbildung 7-29, S.192,

Abbildung 7-37, S.197, Abbildung 7-38, S.197).
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Abbildung 3-50: Schematischer Versuchsaufbau der Reaktorversuche mit sMMO, Katalase und
GDH. Zufuhr von CH, und He Uber Druckflaschen (1), Temperaturkontrolle des Reaktors Uber
ein Wasserbad (2), Ruhren der Flissigphase Uber Magnetriuhrer (3), Entfernbare Ausgangsoff-
nung far Bellftung (4); Manuelle Zugabe der Enzyme und flissigen Substrate tiber Injektion
(5); Transport der Flussigkeit mittels Pumpe (6) zu einem Membraneinlass hinter derer ein Un-
terdruck fur den Ubergang eines Teils der Flissigphase in die Gasphase sorgt (10 uL* min™) (7)
welches anschlieBend per Massenspektrometrie Einheit analysiert wird (8).

Beispielhaft fir eine in vitro-Messung der CH;OH Bildung der sMMO im 10 mL-Mal3stab sind
die Rohdaten in Abbildung 3-51 dargestellt. Nach Entfernen der Atmosphare durch Begasen
mit He wurde das Reaktionsgefald mit CH, begast. Dadurch wurde eine Sattigung der Flus-
sigphase mit CH, erreicht. Nach Austausch von 3 mL CH;-Atmosphare mit O, (100 %) er-
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folgte die Zugabe der Enzyme, in diesem Fall 1 pM sMMO. Nachdem die Massensignale ein
konstantes Signal erreicht hatten, erfolgte der Reaktionsstart durch Zugabe von NADH auf
eine Konzentration von 1 mM. Die Massensignale fur CH; und CH3;OH wurden aufgezeichnet
und mit der zuvor erfolgten Kalibrierung ausgewertet. Im Laufe der Messung reduzierte sich
das Signal fur die Masse m=18, H,O. Diese Veranderung war technisch bedingt und wurde
auch bei der Kalibrierung fiir diese Anlage beobachtet. Auch das Signal der Masse m=31,
sank bis zum Reaktionsstart. Um diesen technischen Fehler zu korrigieren, wurde, wie bei
den Kalibriermessungen, das entsprechende Signal mit dem Wassersignal (m=18) verrech-
net. Das experimentelle Vorgehen mit der Begasung mit He, der Begasung mit CH,, der Zu-
gabe von O, und der entsprechenden Enzyme, sowie der Reaktionsstart mit NADH bzw.
spater NAD™ wurde flr alle weiteren Messungen ebenso durchgefiihrt. Abweichungen bzw.
zusatzliche Zugaben werden entsprechend gekennzeichnet. Ein Vorteil der hier genutzten
MS-Analysemethode, war die hohe Datendichte mit der die Reaktionen ausgewertet werden
konnten. Alle 15 Sekunden (je nach Anzahl der untersuchten Massensignale, hier 14) wurde
ein Wert pro Massensignal gemessen. Dies war eine enorme Verbesserung im Vergleich zur
diskontinuierlichen Messung der sMMO-Reaktion mit CH, als Substrat (siehe Kapitel 3.4.4,
S.109). Die anderen Rohdaten zu den nachfolgend beschriebenen Reaktionen sind im An-
hang dargestellt (ab S.194, Abbildung 7-31, Abbildung 7-32, Abbildung 7-33, Abbildung 7-34,
Abbildung 7-35 und Abbildung 7-36). Die genauen Angaben zur Umsatzberechnung der fol-
genden Experimente sind im Anhang in Tabelle 7-10, S.197 aufgelistet.
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Abbildung 3-51: Gemessene lonenstréme in Abhangigkeit der Zeit fiir verschiedene Massen-
sighale vor und wéahrend der sMMO-Reaktion mit CH; und NADH als Substrate im 10 mL-
Mafstab. Analyse (iber FoxySPEC® Massenspektrometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten
Massenstrome fur He (schwarz, m=4); CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und CH3OH (grun,
m=31). Die Einzelnen Reaktionsphasen waren: 8 bis 15 Minuten-He-Begasung; 15 bis 28 Minu-
ten-CH4-Begasung; 28 min-Zugabe O, (3 mL); 33 Minuten Zugabe-Proteine; 37 Minuten-
Reaktionsstart durch NADH-Zugabe; 71 Minuten-Reaktionsende. Folgende Bedingungen wur-
den eingestellt: MMOHgtive zentren:f€k.MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; NADH 10 pmol (1 mM); Tempe-
ratur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen
10 mL; Gasvolumen 15 mL; 488 umolCH,4 (12 mL+ geldster Anteil); 123 pumol O, (3 mL).
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3.6.1 Echtzeit-Analyse der CH4- und CH3;OH-Konzentrationen in der
Flissigphase wahrend der sMMO-Reaktion mit NADH

Mit dem beschriebenen Messsystem erfolgte zunéchst die Analyse der CH,- und CH3OH-
Konzentration in der Flussigphase wéhrend der sMMO-Reaktion mit CH4, O, und NADH als
Substrate. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abbildung 3-52 dargestellt.
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Abbildung 3-52: Zeitabhangige Bildung von CH3;OH im sMMO-Aktivitatstest mit CH, als Sub-
strat. CH,; (schwarz)- und CH3;OH (rot)- Konzentrationen in der Flussigphase wéhrend der
sMMO-Reaktion mit NADH. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgqive zen-
tren:T€K.MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; 10 pmol NADH (1 mM); 488 umol CH, (12 mL+ geldster An-
teil); 123 umol O, (3 mL); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriu-
macetat, pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gasvolumen 15 mL

Nach Reaktionsstart durch NADH-Zugabe wurden in der Flissigphase eine Zunahme der
CH3;0OH-Konzentration und eine Abnahme der CH,-Konzentration gemessen. Die Ursache fir
den Sprung des CH3;OH-Messignals nach 30 Sekunden war die Totzeit der Messmethode,
die durch den Transport der Flissigphase zur MS-Analyse entstand. Die CH;-Konzentration
sank von 1.000 uM am Beginn auf 700 uM nach funf Minuten. Im weiteren Reaktionsverlauf
wurde ein Anstieg der CHy-Konzentration auf 750 bis 790 pM nach 30 Minuten gemessen.
Die Start Konzentration von CH, in der Flussigphase war geringer als die maximal beschrie-
ben Léslichkeit (1.260 uM [Duan und Mao, 2006]). Die Ursache hierfiir war vermutlich die
Entnahme von 3 mL Gasvolumen und die nachfolgende Zugabe von O, zum Messansatz.
Das Stagnieren der CH4-Konzentartion nach finf Minuten Reaktion, trotz weiterer CH3OH-
Bildung, war durch das Lésen von CH, aus dem Gasraum in die Flissigphase zu erklaren. In
20 Minuten Reaktionszeit wurde durch die sMMO eine CH3;OH-Konzentration von 540 uM
gebildet. Danach wurde keine weitere CH;OH-Bildung detektiert. In der HCHO-Analyse der
Flissigphase nach Beendigung der Reaktion (durch Abstoppen Uber Saure-Zugabe, Zentri-
fugation und Abtrennung des Uberstandes) wurde eine HCHO-Konzentration von 33 pM ge-
messen. Die Gesamtmenge an Reaktionsprodukten (CH;OH+HCHO) entsprach einem Um-
satz von 57 %, bezogen auf die eingesetzte NADH-Menge. Verbraucht wurden wahrend der
Reaktion 700 puM NADH, was einer Elektronenkopplungseffizienz von 81 % entsprach. Die
Umsatze fur die anderen eingesetzten Substrate (CH, und O,) sind in Tabelle 3-26 zusam-
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mengefasst. Im Vergleich zur 10-mindtigen Untersuchung der sMMO-Reaktion mit CH, im
diskontinuierlichen Test (Tabelle 3-25, S.129) wurde eine Bildung von CH3;OH durch die
sMMO uber 20 Minuten beobachtet werden. Die hohere Produktmenge nach zehn Minuten
(0,88 umol vs. 0,45 umol) im diskontinuierlichen Test war auf die dreifach héhere sMMO-
Konzentration zurtickzufiihren. Ein Einsatz vergleichbarer Enzymkonzentrationen war auf-
grund der begrenzten Menge an Enzym in den hier gezeigten Reaktorexperimenten nicht
mdglich. In vorigen Testmessungen mit dem vergleichbaren Messaufbau wurde bei einer
dreifachen Konzentration an sMMO der Komplettumsatz von CH,; zu CH3OH bereits nach
zehn Minuten gemessen. Das entsprach einer NADH-Kopplungseffizienz von 100 %. (Daten
nicht gezeigt).

Tabelle 3-26: Gebildete Produkt-, eingesetzte Substratmengen sowie daraus berechnete Um-
satze bei sMMO-Reaktionen mit CH, als Substrat mit 1 bzw. 5 mM NADH im 10 mL-
Reaktormafistab Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgive zentren: rek.MMOB:
MMOR 1:1:1 pM. Flussigvolumen 10,0 mL und 15 mL Gasvolumen in gasdichten Vials mit 20 %
488 pmol CH,4 (12 mL+ Geldstanteil); 123 pmol O, (3 mL+ Geldstanteil) 10 bzw. 50 pumol NADH (1
bzw. 5 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3

Produkt
CH.OH Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Verbrauch Umsatz
Messung +H(3:HO CHg4 CHq4 (o)) (o)) NADH NADH NADH
0, 0, 0,
sl [pmol] [%] [umol] [%] [umol] [pmol] [%]
1 mM NADH 5,7 488 1,2 123 4,6 10 7 57
5 mM NADH 7,0 488 1,4 123 5,7 50 9 14

Die Echtzeit-Messung der sMMO-Aktivitat im CH4-Assay konnte erfolgreich gezeigt werden.
Da NADH ein limitierender Faktor fur die Zielproduktbildung war, wurde im folgenden Expe-
rimente die Startkonzentration von NADH um Faktor 5 auf 5 mM erhght. Dadurch sollte eine
Steigerung der CH;OH-Bildung bzw. eine Verlangerung der Reaktionszeit erreicht werden.
Die CH3OH-Bildung in diesem Versuch ist im Vergleich zu der Bildung bei 1 mM NADH in
Abbildung 3-53 dargestellt. Die Erhdhung der Startkonzentration von NADH um Faktor 5
fuhrte nur zu einer Steigerung der CHs;OH-Konzentration um Faktor 1,3. Eine Verlangerung
der Reaktionszeit wurde nicht beobachtet. Die CH;OH-Bildungskurve hatte fir beide NADH-
Konzentrationen einen vergleichbaren Verlauf. Die Umsatze waren, entsprechend der héhe-
ren CH3;OH-Bildung, ebenfalls um Faktor 1,3 hoher (Tabelle 3-26). Die Ausnahme bildete der
Umsatz bezogen auf NADH, der aufgrund der héheren NADH-Startkonzentration, bei einem
Wert von 14 % lag. Damit konnte durch die hier gezeigte kontinuierliche Messung der
CH3;OH-Bildung der sMMO eine Entkopplung der Zielproduktbildung von dem NADH-
Verbrauch gemessen werden. Dies wurde ebenfalls im sMMO-Assay mit Nitrobenzol als
Substrat gezeigt (Kapitel 3.5.2.2.2, S.122). Eine verstarkte Entkopplung des NADH-
Verbrauches wurde mit CH, als Substrat im Gegensatz zu Messungen mit Nitrobenzol erst
bei einer NADH-Konzentration von 5 statt 1 mM beobachtet. Dadurch konnte erneut die die
Abhangigkeit des Umsatzes und der Reaktionsgeschwindigkeit vom eingesetzten Substrat
aufgezeigt werden.

Analog zu den diskontinuierlichen Versuchen mit CH, sollten die NADH-Regeneration Uber
die GDH und der Zusatz von Katalase zum Testansatz erfolgen. Dadurch sollte eine Steige-
rung der Produktbildung und eine Verlangerung der Reaktionszeit, wie sie im Nitrobenzol-
Assay gezeigt wurde (siehe Kapitel 3.5.4, S.129), erreicht werden.
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Abbildung 3-53: Zeitabhangige Bildung von CH3;OH im sMMO-Aktivitatstest in der Flissigphase
mit CH, als Substrat und 1 mM (schwarz) bzw. 5 mM (rot) NADH. Folgende Bedingungen wur-
den eingestellt: MMOHtive zentren:r€k.MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; 10 bzw. 50 umol NADH (1 bzw.
5 mM); 488 umol CH, (12 mL+ geldster Anteil); 123 umol O, (3 mL); Temperatur 30 °C; Puffer
50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvol. 10 mL; Gasvol. 15 mL

3.6.2 Einfluss von Cofaktor-Regeneration und Zusatz von Katalase

Das Ziel dieser Untersuchungen war es zu Uberprifen, ob bei Verwendung der untersuchten
Methode zur Cofaktor-Regeneration und des Zusatzes von Katalase eine Erhdéhung der
CHsOH-Bildung und Verlangerung der Reaktionszeit im sMMO-Test mit CH, als Substrat
erreicht werden. Aufbauend auf den Ergebnissen im Nitrobenzol-Assay (siehe Kapitel
3.5.2.1, S.119 und 3.5.4, S.129) erfolgte zunachst der Zusatz an GDH, sowie Glucose und
NAD"* mit der sMMO (Kapitel 2.3.3.1, S.33). In einer weiteren Messung erfolgte die Analyse
der CH;OH-Bildung in Kombination der Cofaktor-Regeneration durch die GDH und des Zu-
satzes von Katalase direkt zum Reaktionsstart. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in
Abbildung 3-54 dargestellt.

Bei dem Einsatz der sMMO in Kombination mit der Cofaktor-Regeneration durch die GDH
wurde eine maximale CH;OH-Konzentration von 205 uM nach zehn Minuten gemessen. Die
CH3;OH-Endkonzentration war um den Faktor 2,6 geringer zur CH3;OH-Bildung mit 1 mM
NADH. Die Ursachen fir die geringere Produktbildung waren vermutlich die Entkopplung des
Elektronentransfers der sMMO von der CH;OH-Bildung und die Verzégerung der sMMO-
Reaktion durch die NADH-Bildung der GDH am Reaktionsstart. Bevor die sMMO-Reaktion
erfolgen kann, muss NADH durch die GDH gebildet werden. In dieser Zeit kann keine Ziel-
produktbildung erfolgen Dies fiihrte, wie bereits bei Messungen mit Nitrobenzol als Substrat
erwahnt, zu einer Reduktion der sMMO-Aktivitat (siehe Kapitel 3.5.2.1, S.119). Die Entkopp-
lung des NADH-Verbrauches von der Zielproduktbildung war im Vergleich zur Messung mit
NADH hoher, da bereits nach zehn Minuten, mit NADH nach 20 Minuten, eine Stagnation
der CH3;OH-Bildung beobachtet wurde. NADH wurde durch die GDH konstant regeneriert.
Nach 40 Minuten konnte eine vollstandige Umwandlung des eingesetzten 1 mM NAD" in
NADH gezeigt werden. Katalase wurde nach 28 Minuten dem Reaktionsansatz zugesetzt.
Ein Effekt dieses Katalase-Zusatzes auf die CH;OH-Bildung wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 3-54: Zeitabhéngige Bildung von CH3OH im sMMO-Aktivitatstest mit Cofaktor-
Regeneration durch GDH und Zusatz von Katalase nach 28 Minuten (schwarz) und direkt zum
Reaktionsstart (rot). Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHqive zentren:r€k.MMOB:
MMOR = 1:1:1 pM ; GDH 75 mU*mL™; Katalase 640 U*mL™; NAD* 10 umol (1 mM); Glucose 500
pmol (50 mM); 488 umol CH, (12 mL+ gel6dster Anteil); 123 pmol O, (3 mL); Temperatur 30 °C;
Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gas-
volumen 15 mL. Der Zusatz an Katalase entsprach einer Aktivitat von 640 U*mL™. Die Bega-
sung mit CH, entsprach einem Volumenstrom von ca. 1 bis 2 I*h™. Die Begasung erfolgte in
den Kopfraum mit Zusatz des Auslassrohres.

Bei Kombination der Cofaktor-Regeneration mit dem Zusatz an Katalase am Beginn der Re-
aktion konnte eine deutliche Erhdhung der CH;OH-Bildung bzw. Verlangerung der Reakti-
onszeit gemessen werden. Die SMMO-Reaktion zur Bildung von CH3;OH verlief tber einen
Zeitraum von 90 Minuten. Dabei wurden 1.750 uM CH3;OH gebildet, was im Vergleich zur
Messung ohne Katalase eine Steigerung von 750 % entsprach (siehe Tabelle 3-27). Bei der
folgenden Begasung mit CH,4, zur Vermeidung einer etwaigen Limitation wurde eine weitere
CH3;OH-Zunahme von 150 uM gemessen. In den beiden Reaktionen mit bzw. ohne Katalase-
Zusatz war die CH3;OH-Bildung in den ersten drei Minuten vergleichbar (siehe Abbildung
3-54). Dies zeigte, dass die Bildung von H,0O, als Nebenprodukt der sMMO-Reaktion nach
diesem Zeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf die Zielproduktbildung hatte. Der Zusatz
von Katalase zur sSMMO-Reaktion mit CH, als Substrat ergab einen Umsatz von 3,6 % bezo-
gen auf CH, und 14,2 % bezogen auf die eingesetzte O,-Menge (siehe Tabelle 3-27). Ver-
gleicht man die CHsOH-Bildungen nach zehn Minuten, so entsprechen diese in etwa den
Daten des diskontinuierlichen CH4-Assays (siehe Kapitel 3.5.4, S.129). Wahrend der Effekt
des GDH- und Katalase-Zusatzes auf die Zielproduktbildung im diskontinuierlichen CH,-
Assay noch gering war, zeigte sich bei der sMMO-Reaktionen Uber einen langeren Zeitraum
(>10 Minuten) eine deutliche Steigerung der CH;OH-Bildung und Verlangerung der Reakti-
onszeit des Enzyms.

Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.4.4, S.109 war bekannt, dass die SMMO wéhrend der Re-
aktion mit CH, signifikante Mengen an HCHO aus CH3;OH bildet. Das Zielprodukt in den
sMMO-Reaktionen mit CH, war CH3;OH. Deshalb sollte ein weiteres Enzym eingesetzt wer-
den um aus HCHO CH3;OH zu bilden. Daftr wurde die Formaldehyd-Dismutase (FDM) in
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dem Ansatz der sMMO mit GDH und Katalase nach 160 Minuten zugesetzt (Daten nicht ge-
zeigt, Endkonzentration FDM 0,43 uM). Die FDM katalysiert die Bildung von CH3;OH und
HCOOH aus zwei Molekilen HCHO. Nach FDM Zugabe konnte eine weitere Steigerung der
CHs;OH-Konzentration um 180 uM gemessen werden. Der Zusatz an FDM waére wichtig fur
Analysen, bei denen eine HCHO-Bildung durch die sMMO nicht toleriert werden kann.

Der pH-Wert in der sMMO-Reaktion mit Zusatz von GDH und Katalase sank im Laufe der
Messung von 7,3 auf pH 6,9. Die Ansauerung konnte durch die Bildung von HCOOH (2.
Produkt der FDM Reaktion) oder durch die Hydrolyse des Produkt der GDH (Glucono-1,5-
lacton) zu erklaren sein. Die SMMO-Aktivitat bei dem pH-Wert von 6,9 lag bei 63 % der Akti-
vitat des Optimums (siehe Kapitel 3.4.1.2, S.10241). Die Reduktion des pH-Wertes war somit
nicht die Ursache fir das Stagnieren der CH;OH-Bildung, sondern ggf. die Bildung von inhi-
bierenden Nebenprodukten z.B. H,O,. Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte eine Ver-
grolRerung des Reaktormal3stabes von 10 auf 250 mL erfolgen. Als Vorberatung auf diese
Versuche wurden zunachst andere Bedingungen im 10 mL-Malf3stab untersucht.

Tabelle 3-27: Gebildete Produkt-, eingesetzte Substratmengen sowie daraus berechnete Um-
satze bei sMMO-Reaktionen mit CH, als Substrat und Cofaktor Regeneration durch die GDH mit
und ohne Katalase Zusatz am Reaktionsstart im 10 mL-ReaktormalRstab Folgende Bedingun-
gen wurden eingestellt: MMOHtive zentren: F€K.MMOB: MMOR 1:1:1 uM; GDH 75 mU*mL™; Kata-
lase 640 U*mL™; Flussigvolumen 10 mL und 15 mL Gasvolumen in gasdichten Vials mit 20 %
488 pmol CHu( 12 mL+ Geldstanteil); 123 pmol O, (3 mL+ Geldstanteil) 10 pmol NAD" (1
mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3

Produkt
CH (;H Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Umsatz
Messung +HéHO CH, CHas (o)} 0 NAD" NAD"
e [pmol] [%] [pmol] [%] [umol] [%]"
sMMO+ GDH 2,1 488 0,5 123 1,8 10 21,0 (0,5)
sMMO+ GDH+ Katalase 17,5 488 3,6 123 14,2 10 175 (3,5)

YIn Klammern Angabe des Umsatzes bezogen auf die eingesetzte Menge an Glucose (500 umol), welches zur Rege-
neration von NADH durch die GDH genutzt wurde

3.6.3 Anpassung der MMOR-Konzentration

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass eine CH;OH-Bildung der sMMO (ber einen Zeit-
raum von 90 Minuten stattfinden kann, wenn Katalase und GDH am Beginn der Reaktion
zugesetzt werden. Das limitierende Protein flr eine Mal3stabsvergroRerung in den 250-mL-
Maflstab war im Rahmen dieser Messungen MMOR (siehe geringe Ausbeute bei der Reini-
gung in Kapitel 3.3.4, S.94). Um Experimente im 250 mL-MaR3stab durchfuhren zu kdnnen,
musste die MMOR-Konzentration reduziert werden. Die Menge an gereinigtem Protein, bei
der in der Literatur dokumentierten Aufarbeitung der sMMO aus M. capsulatus Bath und M.
trichosporium OB3b, deutete auf ein in vivo-Verhaltnis von MMOHaive zentren:MMOB:MMOR
von 1:1:0,1 uM hin [Fox et al., 1989; Pilkington und Dalton, 1990]. In eigenen Messungen der
sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay mit zweifach verringerter MMOR-Konzentration zeigte
sich eine 25 %-ige Reduktion der Aktivitat (siehe Kapitel 3.4.2, S. 107). Aufgrund dieser
Messungen wurde bei der Reduktion der MMOR-Konzentration im Aktivitdtsassay mit CH,
als Substrat eine geringere Produktbildung erwartet. Da eine Messung im 250 mL-Maf3stab
durchgefuhrt werden sollte, wurde aufgrund der begrenzten Menge an MMOR und der ge-
nannten Literaturdaten eine MMOR-Konzentration von 0,1 pM eingesetzt. Zunachst wurde
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diese Konzentration im 10 mL-Maf3stab mit NADH sowie GDH und Katalase-Zusatz getestet
(Kapitel 2.3.3.1, S.33). Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abbildung 3-55 dargestellt.
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Abbildung 3-55: Zeitabhangige Bildung von CH3;OH im sMMO-Aktivitatstest mit 10-fach gerin-
gerer MMOR-Konzentration im 10 mL-MafR3stab. sSMMO mit NADH (schwarz) und sMMO mit
Cofaktor-Regeneration durch GDH kombiniert mit Zusatz von Katalase (rot). Folgende Bedin-
gungen wurden eingestellt: MMOH_yive zentren:r€ek.MMOB: MMOR = 1:1:0,1 uM ; GDH 75 muU*mL™:
Katalase 640 U*mL™"; NADH oder NAD" 10 pmol (1 mM); Glucose 500 pmol (50 mM); 488 pmol
CH4 (12 mL+ gel6ster Anteil); 123 pmol O, (3 mL); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-
25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gasvolumen 15 mL.

Der Zusatz an Katalase bzw. GDH steigerte auch bei den Reaktionen mit verringerter
MMOR-Konzentration die Produktbildung (Faktor zwei). Ohne Katalase und mit NADH wur-
den nach 52 Minuten 320 uM CH3;OH gebildet. Im Gegensatz dazu wurden mit Zusatz an
Katalase und Cofaktor-Regeneration durch die GDH, bei einer Reaktionszeit von 100 Minu-
ten, 620 uM CH3;OH gebildet. Die Umsatze fir beide Reaktionen waren entsprechend um
Faktor zwei héher fur die sMMO-Reaktion mit GDH und Katalase (siehe Tabelle 3-28). Im
Vergleich zu den Messungen mit aquimolarer MMOR-Konzentration wurde eine Verringe-
rung der finalen CH;OH Konzentration von 1.750 auf 620 pM im Ansatz mit GDH und Kata-
lase gemessen. Obwohl die Enzymkonzentration, in Form der Reduktase, auf 10 % reduziert
wurde, konnte eine CH;OH-Endkonzentration von 35 % im Vergleich zu 100 % MMOR ge-
messen werden. Ohne Cofaktor-Regeneration und Katalase-Zusatz reduzierte sich die ge-
bildete CH;OH Konzentration bei Verringerung der MMOR-Konzentration von 1,0 auf 0,1 pM
von 540 uM auf 320 pM. In vorigen Untersuchungen im Nitrobenzol-Assay (Daten nicht ge-
zeigt) konnte bei Reduktion der MMOR-Konzentration um Faktor vier; 20 und 40 eine ver-
gleichbare  p-Nitrophenol Endkonzentration bei den unterschiedlichen MMOR-
Konzentrationen detektiert werden. Die gemessenen Startaktivitéaten verringerten sich mit der
MMOR-Konzentration (Hakive zentren:R 1:1=91; 4:1=66; 20:1=30; 40:1=21 mU*mMgakive Zem,en'l).
Mit Verringerung der MMOR-Konzentration verlangerte sich die Reaktionszeit von funf Minu-
ten (Haxive zenren:R =1:1) auf maximal 20 Minuten (Haive zentren:R =40:1). Dass der Umsatz
bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit der sMMO-Reaktion abhangig von den eingesetzten
Substraten ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit, sowie in Literaturangaben mehrfach gezeigt
(siehe Kapitel 3.4.4, S.109 und 3.5.1.1, S.116 [Tinberg und Lippard, 2010]. Auch bei der
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Verwendung von Propen bzw. CH, in der sSsMMO-Reaktion wurde eine Substratabhangigkeit
des sMMO-Reaktionsverhaltens beobachtet. [Gassner und Lippard, 1999]. Die Kopplung des
Elektronentransfers an die Zielproduktbildung variierte ebenfalls bei verschiedenen Substra-
ten. Die Verringerung der MMOR-Konzentration im CH4-Assay hatte einen direkten Einfluss
auf die finale Zielproduktkonzentration. Trotz der geringeren CH;OH-Bildung infolge der Ver-
ringerung der MMOR-Konzentration wurde, aufgrund der begrenzten Menge an MMOR, die
getestete SMMO-Stochiometrie von Haggive zentren:B:R =1:1:0,1 flr die Messungen im 250 mL-
Mal3stab verwendet. Dabei sollten vorrangig mogliche Unterschiede und Limitierungen der
sMMO-Reaktion nach der Mal3stabsvergréf3erung untersucht werden. Die Messungen erfolg-
ten mit Cofaktor-Regeneration durch die GDH sowie Zusatz an Katalase in einem 1,5 L-
Reaktor mit einer Flissigkeitsmenge von 250 mL.

Tabelle 3-28: Gebildete Produkt-, eingesetzte Substratmengen sowie daraus berechnete Um-
satze bei sMMO-Reaktionen mit CH, als Substrat und 10-fach geringerer MMOR-Konzentration
im 10 mL-Reaktormalistab Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgqive zentren:
rek.MMOB: MMOR 1:1:0,1 uM; GDH 75 mU*mL™; Katalase 640 U*mL™; Flissigvolumen 10 mL
und 15 mL Gasvolumen in gasdichten Vials mit 20 % 488 pumol CHy( 12 mL+ Geldstanteil); 123
umol O, (3 mL+ Geldstanteil) 10 pmol NADH bzw. NAD" (1 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer
50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3

Produkt

CH.OH Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Umsatz
Messung ° CH,4 CH, 0; 0; NADH/NAD® NADH/NAD"
*HCHO [umol] [%0] [umol] [%0] [umol] [‘V]l)
0 0 0
[umol] M H M
sMMO+ NADH 3,2 488 0,7 123 2,6 10 32
sMMO+ GDH+
6,2 488 1,3 123 5,0 10 62 (1,2)
Katalase

YIn Klammern Angabe des Umsatzes bezogen auf die eingesetzte Menge an Glucose (500 umol), welches zur Rege-
neration von NADH durch die GDH genutzt wurde

3.6.4 Mal3stabsvergrofRerung in den 250 mL-Mal3stab

Aufbauend auf den Messungen im 10 mL-Malistab, erfolgte die Messung der CH3;OH-
Bildung in einem 1,5 L Reaktor tiber die am Beginn des Kapitels 3.6, S.136 beschriebene
Analysemethode mittels Massenspektrometer mit Membraneinlasssystem.

Der druckfeste und gasdichte Reaktor der Firma Blchi hatte ein Gesamtvolumen von 1,5 L
und wurde mit einem Flissigvolumen von 250 mL betrieben. Im Gegensatz zum 10 mL-
Mal3stab erfolgte die Durchmischung der Fliissigphase liber einen motorgetriebenen sechs-
blattrigen Scheibenrihrer. Die Begasung mit He vor der Messung war identisch zum 10 mL-
Malf3stab. Die Zufuhr von CH4 bzw. O, erfolgte tber ein Gasgemisch mit 30 % CHg; 14,35 %
O, und 55,65 % N, nach dem Strippen der Flussigkeit mit He und vor der Zugabe der Sub-
strate bzw. Enzyme. Die Messung der CH,- bzw. CH3;OH-Konzentration erfolgte analog zu
der Messung im 10 mL-MaRstab. Parallel dazu erfolgte die diskontinuierliche Messung der
NADH- und HCHO-Konzentrationen zu gewdahlten Zeitpunkten nach Probennahme aus dem
Reaktor (Kapitel 2.3.3.2, S.34 Kalibrierung siehe Anhang Abbildung 7-37, S.197 und Abbil-
dung 7-38, S.197).

Das Ziel der Messung war die Analyse des Reaktionsverhaltens der sMMO mit CH, als Sub-
strat nach der Maf3stabsvergrof3erung von 10 auf 250 mL. Mégliche Limitierungen oder kriti-
sche Parameter sollten detektiert werden, um diese bei kiinftigen Messungen, z:B. bei einem
potentiellen grofRtechnischen Einsatz dieses Systems, optimieren zu kénnen. Die gemesse-
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nen Daten sind in Abbildung 3-56 dargestellt. Die Rohdaten zu dieser Messung sind im An-
hang in Abbildung 7-36, S.196 zusammengefasst.
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Abbildung 3-56: Zeitabhangige Konzentrationen von CH, (schwarz); CH3;OH (rot); NADH (grun)
und HCHO (blau) im sMMO-Aktivitatstest mit Zusatz an GDH und Katalase im 250 mL-Maf3stab.
Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOH _yqive zentren: f€k.MMOB: MMOR = 1:1:0,1 uM;
GDH 75 mU*mL™; Katalase 640 U*mL™; 250 umol NAD" (1 mM); 12500 pmol Glucose 50 mM:;
15167 umol CH,4 (375 mL+ geldster Anteil); 7267umol O,(180 mL+ geldster Anteil); Temperatur
30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen
250 mL; Gasvolumen 1250 mL; Begasung 30 % CH,; 14,35 % O, und 55,65 % N,. Durchgezoge-
ne Linie bei 130 Minuten kennzeichnet Formaldehyde-Dismutase (FDM)-Zugabe, 5 mL a
5,9 mg*m L™t (getrocknetes Rohextrakt, finale FDM Konzentration 0,12 mg*m L'l)

Die finale CH3;0OH-Konzentration im 250 mL-Malstab (530 pM) war um 90 uM geringer als im
10 mL-MafRstab (620 uM). Aufgrund der anderen Art der Begasung mit CH, bzw. O, und des
veranderten Verhaltnisses von Gas- zu Flissigphase waren im 10 bzw. 250 mL-Mal3stab
unterschiedliche Faktoren fur die Erhéhung der CH4- bzw. O,-Gesamtstoffmenge gegeben
(Gas: Flussig =1:5 im Gegensatz zu 1:2,5 im 10 mL-Maf3stab). Die CH,-Stoffmenge im
250 mL Ansatz wurde um Faktor 31 und nicht wie die Flissigkeitsmenge um Faktor 25 er-
hoht. Die Stoffmenge an Sauerstoff wurde um Faktor 59 erhoht. Diese Unterschiede im Re-
aktoraufbau bzw. in den Ausgangsbedingungen konnten die Ursachen fir die unterschiedli-
chen finalen CH;OH-Konzentrationen gewesen sein. Aufgrund der variierenden Substratkon-
zentrationen wurden unterschiedliche Umsatze fur CH, bzw. O, beim Vergleich des 10 mL
und des 250 mL Versuches gemessen (siehe Tabelle 3-29). Fir NAD" bzw. Glucose wurden
in beiden untersuchten Mal3stdben vergleichbare Umséatze gemessen (siehe Tabelle 3-29).
Der Faktor um den die NAD*-Konzentration erhoht wurde, entsprach dem Faktor der Erho-
hung des Volumens (25).

Die HCHO-Bildung wurde wahrend der Messung aufgezeichnet. Nach 120 Minuten Reakti-
onszeit wurden ca. 90 uM HCHO gebildet. Erneut wurde, wie bereits in Kapitel 3.6.2, S.141
angegeben, der Zusatz von FDM zur Steigerung der CH3;OH-Konzentration untersucht. Nach
der FDM-Zugabe (Rohextrakt auf finale Konzentration im Reaktor von 0,12 mg*mL™) war
nach 250 Minuten kein HCHO mehr messbar. Parallel zum HCHO-Abbau stieg die CH3;OH-
Konzentration weiter an. Die Zunahme von CH3;OH (49 uM nach Zugabe der FDM bis Reak-
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tionsstopp) entsprach der dquimolaren Menge an CH;OH die aus der in etwa vorhandenen
HCHO-Menge gebildet werden konnte (90 pM HCHO - 45 pM CH3;OH + 45 pyM HCOOH).
Wie zuvor beobachtet, wurde NADH durch die GDH schneller gebildet wurde, als es durch
die sMMO verbraucht werden konnte. So war nach 100 bzw. 250 Minuten die eingesetzte
NAD" Konzentration nahezu vollstandig in NADH umgewandelt (830 bzw. 950 uM NADH).
Durch die hohen NADH-Konzentrationen kdnnte die Nebenproduktbildung der SMMO bzw.
die Entkopplung des Elektronentransfers von der Zielproduktbildung beglnstigt worden sein.
Fur weitere Untersuchungen ware eine Verringerung der GDH-Aktivitat bzw. eine Erhéhung
der sMMO-Konzentration im Reaktionsansatz zu untersuchen. Der pH Wert sank wie bereits
in Kapitel 3.6.2, S.141 beschreiben, bei der Reaktion von sMMO GDH und Katalase utber
einen Zeitraum von tber 100 Minuten, von 7,3 auf pH 7,0 nach 130 bzw. 250 Minuten Reak-
tionszeit. Mdgliche Ursache hierfir konnte die Hydrolyse des GDH-Produktes Glucono-1,5-
lacton gewesen sein. Die Reduktion des pH-Wertes hatte nur einen geringeren Einfluss auf
die sSMMO-Aktivitat, da bei pH 7,0 im Nitrobenzol-Assay auch bei pH 6,9 eine Restaktivitat
von 66 %, im Vergleich zum pH-Optimum bei 7,6, gemessen wurde (siehe Kapitel 3.4.1.2,
S.102).

Die Messung der CH3;OH-Bildung nach Mafstabsvergrof3erung von 10 auf 250 mL zeigte
trotz der variierenden Ausgangsbedingungen (CH, bzw. O,-Menge), eine vergleichbare Ziel-
produktbildung. Deutlich wurde dies beim Vergleich der Umsétze bezogen auf die identisch
eingesetzten NAD"/Glucose-Konzentrationen. Fur beide MaRstabe wurde ein Umsatz von
1,2 % gemessen (siehe Tabelle 3-29). Der Einsatz der sSMMO mit CH, als Substrat, in Kom-
bination mit Cofaktor-Regenerierung durch die GDH und Zusatz von Katalase zur Reduzie-
rung der H,O,-Bildung, konnte erfolgreich zur CH3;OH-Bildung vom 10 in den 250 mL-
Malstab Ubertragen werden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse kénnen weitere Untersu-
chungen z.B. mit einer Erhohung der verwendeten Enzymmenge (MMOR) durchgefihrt wer-
den. Ein paralleler Einsatz der FDM im Ansatz ware durchzufuhren, da in den Messungen
neben CH;OH auch HCHO als Produkt der sMMO-Reaktion gemessen wurde. Um das Re-
aktionsverhalten der sMMO mit CH;OH als alleiniges Substrat zu untersuchen, erfolgte eine
Messung im 10 mL-Mal3stab.

Tabelle 3-29: Gebildete Produkt-, eingesetzte Substratmengen sowie daraus berechnete Um-
satze bei sMMO-Reaktionen mit CH,4 als Substrat im 250 mL-Reaktormal3stab. Folgende Bedin-
gungen wurden eingestellt: MMOHtive zentren: rf€ek.MMOB: MMOR 1:1:0,1 uM; GDH 75 muU*mL™;
Katalase 640 U*mL™; Flussigvolumen 250 mL und 1250 mL Gasvolumen in druckfestem Reak-
tor. 15167 pmol CHy( 375 mL+ Geldstanteil); 7267 umol O, (180 mL+ Geldstanteil) 250 umol
NAD" (1 mM); 12500 umol Glucose (50 mM). Zum Vergleich wurden die Werte fiir den Versuch
aus Kapitel 3.6.3 aus Tabelle 3-28 mit aufgefihrt.

Produkt

CH.OH Substrat Umsatz Substrat Umsatz Substrat Umsatz
Messung o éH o CHa CH, @ @ NAD* NAD*
mol % mol % mol %]V
oy Hmoll 16l umoll (%] [umol] [9%]
250 mL 154 15167 1,0 7267 2,1 250 62 (1,2)
10 mL 6,2 488 1,3 123 5,0 10 62 (1,2)

YIn Klammern Angabe des Umsatzes bezogen auf die eingesetzte Menge an Glucose (12500 bzw. 500 pmol), wel-
ches zur Regeneration von NADH durch die GDH genutzt wurde
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3.6.5 Untersuchungen der sMMO-Reaktion mit CH;OH als Substrat

Ziel dieses Versuches war es zu testen, ob und wie sich die Reaktion der sMMO mit CH;OH
als Substrat von der Reaktion mit CH,4 als Substrat unterscheiden. Dabei wurde das in Kapi-
tel 3.6.1, S.139 beschriebene System der Detektion der CH;OH-Konzentration verwendet.
Die Reaktion der sSMMO wurde mit den Substraten CH;OH und NADH in der Flussigphase,
sowie O, in der Gasphase durchgefiihrt (Kapitel 2.3.3.1, S.33). Das Ergebnis ist in Abbildung
3-57 dargestellt.
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Abbildung 3-57: Zeitabhé&ngige CH3;OH-Konzentration bei Reaktion der sSsMMO mit CH;OH als
Substrat. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgive zentren: r€ek.MMOB: MMOR =
3:3:3 uM; 10 pmol NADH (1 mM); 15,6 pmol CH3zOH (1560 pM = 50 mg*mL'l); 821 pmol O,
(20 mL+ Geldstanteil); 10 umol NADH (1 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM
MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3

Nach Reaktionsstart durch Zugabe von NADH verringerte sich die eingesetzte CH3;OH-
Konzentration(1560 uM) linear innerhalb der ersten sieben Minuten um 1100 uM. NADH war
in diesem Ansatz mit einer Konzentration von 1 mM das limitierende Substrat. Dieses Er-
gebnis zeigte, dass ein vollstandiger Umsatz von NADH durch die sMMO erreicht wurde.
Dabei wurde eine komplette Kopplung des NADH-Verbrauches an den CH;OH-Umsatz beo-
bachtet. Die Abweichung der verbrachten CH;OH-Menge kann zwei Ursachen haben. Zum
einen konnte, aufgrund von manuellen Abweichungen, eine hohere NADH-Menge als die
eigentlich beabsichtigten 10 umol zum Ansatz gegeben worden sein. Zum anderen kdnnte
die am Beginn eingestellte CH;OH-Konzentration von theoretisch 1560 uM hoher als ge-
winscht gewesen sein. Aufgrund von technischen Problemen konnte in diesem Ansatz kein
Nachweis der gebildeten HCHO-Konzentration erfolgen.

Die Daten aus dieser Messung zum CH;OH-Umsatz sind mit den Daten aus dem diskontinu-
ierlichen sMMO-Assay (Kapitel 3.4.4, S.109) mit CH;OH als Substrat vergleichbar. Dabei
wurden 230 pM CH3OH nach funf Minuten von 1 puM sMMO umgesetzt. In dem hier gezeig-
ten Experiment wurden nach ebenfalls finf Minuten Reaktion in etwa die dreifache CHs;OH-
Konzentartion (725 uM) von der dreifachen Menge an sMMO (3 uM) gebildet. Das Ergebnis
dieses Versuches zeigte einmal mehr, dass die sSMMO-Reaktion stark substratabhangig ist.
In diesem Experiment mit CH;OH als Substrat konnte eine vollstandige Kopplung des
NADH-Verbrauches an den CH;OH-Umsatz beobachtet werden. Fir Nitrobenzol wurde im
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Gegensatz dazu eine Entkopplung des Elektronentransfers von der Produktbildung und eine
H,O,-Produktion gemessen (siehe Kapitel 3.5.2.2.1, S.121). Fur die Reaktionen der sMMO
mit CH, als Substrat wurde eine hdhere Kopplungseffizienz gemessen als fir Nitrobenzol
(siehe Kapitel 3.5.4, S.129). 100 % Kopplung wurden auch mit Zusatz von Katalase nicht
erreicht. Dies konnte mit der geringeren Ldslichkeit von CH, im Gegensatz zu CH;OH be-
grindet werden. CH3;OH ist in wassrigen Losungen komplett mischbar, wohingegen CH, eine
Loslichkeit bei 30 °C von 1,26 mM besitzt [Duan und Mao, 2006]. Mégliche CH;-
Limitierungen beim Massentransfer aus der Gas- in die Flussigphase konnten potentielle
Nebenreaktionen der sMMO begunstigen. Fur weitere Messungen der sMMO mit CH;OH als
Substrat sollten hohere NADH-Mengen bzw. die Cofaktor-Regeneration durch die GDH ge-
testet werden.

3.6.6 Zusammenfassung und Diskussion der in vitro-Messungen im
Enzymreaktor mit CH, als Substrat

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.6.1, S.139 und 3.6.2, S.141 zeigen erstmals die kontinuierliche
Aufzeichnung der CH;OH-Bildung durch die sSMMO aus M. trichosporium OB3b mit CH, als
Substrat. Die Analytik erfolgte mit Hilfe eines Massenspektrometers mit Membraneinlass, bei
dem die Massensignale ausgewahlter Reaktanden (He*: CH,'3; H,0'®; CH,OH*), direkt aus
der Flussigphase gemessen wurden [Stier, 2017]. Dadurch gelang es die Reaktion der
SMMO mit CH, als Substrat tUber einen Zeitraum von bis zu 130 Minuten nachzuverfolgen.
Der positive Einfluss des Zusatzes von Katalase auf die CH;OH-Bildung zeigte sich und eine
finale CH;OH-Konzentration von 1.750 uM wurde gemessen. Zudem konnte die erfolgreiche
VergroRerung des ReaktionsmalRstabes von 10 auf 250 mL Flussigvolumen mit vergleichba-
rer CH;OH-Bildung gezeigt werden. Die in den einzelnen Messungen errechneten Umséatze
sind in Tabelle 3-30 zusammengefasst. Die Berechnung der Aktivitat erfolgte anhand des
linearen Anstieges der CH;OH-Konzentration innerhalb der ersten funf Minuten der jeweili-
gen Reaktion. Die hochste sMMO-Aktivitat gegeniber CH, als Substrat wurde beim Test mit
5 mM NADH gemessen (1180 = 370 mU*mgaxiive Zemren‘l). Durch die Totzeit der Flussigkeits-
pumpe zur MS-Analyse (Kapitel 3.6.1, S.139), kam es in den Messungen nach 0,5 bis zwei
Minuten zu einem Sprung des Messsignals. Aufgrund dieser technischen Beeintrachtigung
war die Bestimmung des linearen Anstieges gestort und bei einigen Messungen wurden ho-
he Abweichungen (> 10 % des Messwertes) berechnet. Die erhaltenen sSMMO-Aktivitaten im
CHy-Assay (172 bis 1180 mU*mgative Zemren'l) lagen im Bereich der Aktivititswerte der Litera-
tur. Fur Methylosinus trichosporium OB3b werden sMMO-Aktivitaiten von 235 +
22 MU*MQaxive zenren~ [SMIith et al., 2002], 480 mU*MQaxive zenwen ~ [Wallar und Lipscomb,
2001] und 504 mU*Mmgakiive zgmren'l[Brazeau und Lipscomb, 2003] angegeben. Die sMMO-
Aktivitdt bei M. capsulatus Bath wurde mit 390 mU*mgaxive Zem,en'l[Gassner und Lippard,
1999] gemessen. Die Messung der sMMO-AKktivitat in der Literatur erfolgte diskontinuierlich
z.B. Uber eine Endpunktbestimmung der O,-Konzentration. Im Gegensatz dazu wurden die
Aktivitaiten der eigenen Messungen direkt Uber die kontinuierliche gemessene CHs;OH-
Konzentration bestimmt. Die Unterschiede bei den Aktivitdten einzelner Messungen sind
durch die unterschiedliche Messmethode bzw. den Versuchsaufbau zu erklaren. Die geringe-
re SMMO-AKktivitat innerhalb der Ansatze mit GDH ist durch die anféangliche NADH-Bildung in
diesen Experimenten zu erklaren. Dies wurde auch im Nitrobenzol-Assay beobachtet (Kapi-
tel 3.5.2.1, S.119).
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Tabelle 3-30: Zusammenfassung der Produktmengen, substratbezogenen Umsatze und der
Aktivitaten in den sMMO-Reaktionen mit CH, und CH3;OH als Substrat im 10 bzw. 250 mL Reak-
tormalstab.

Finale Umsatz
. Produktmenge Umsat sMMO-AKktivitat
Eingesetzte . 9 1)2 Umsatz NADH/ . i
Enzymkomponenten [umol CHa 0,Y[% NAD'Y [mU*MQgaktive zen-
CH3OH+HCHO] (%] (%] ]
0
(Reaktionszeit)
54
1 pM sMMO+ 1 mM NADH ! 1,2 4,6 57 670 = 130
H (20 Minuten)
7,0
1 pM sMMO+ 5 mM NADH ! 1,4 5,7 14 1.180 + 370
H (20 Minuten)
1 uM SMMO+ GDH. 9 + 17,5 175
3,6 14,2 335+ 45
Katalase (90 Minuten) ’ ’ (3,5) %
2,1 21
+ 2 ' +
1 pM sMMO+ GDH (10 Minuten) 0,5 1,8 0.5) 3) 333+62
1 puM MMOH+ 1uM
H K 32

MMOB+ 0.1 uM MMOR+ 1 0,7 2,6 32 348 £ 70
H (25 Minuten) ' '

mM NADH
1 pM MMOH+ 1pM
MMOB+ 0.1 uM MMOR+ 6,2 62
1,3 5,8 191+£81
GDH? + Katalase 10 mL- (100 Minuten)) : : 1,2)?
MafRstab
1 pM MMOH+ 1pM
MMOB+ 0,1 HM MMOR+ 154 62
2) . 1,0 2,1 3) 172 £ 42
GDH “'+ Katalase 250 mL- (130 Minuten) 1,2)
Maf3stab
3 uM sMMO 1 mM NADH 4,5 (A= 11
H (B=11) . . 100 407 +15
+ 1560 uM CH3OH (7 Minuten)

" CH30OH und HCHO als Produkte berlicksichtigt: CH4 eingesetzt 488 pmol(10 mL)/15167 umol (250 mL); O,
123 pmol (10 mL)/7267 pmol (250 mL); NADH/NAD® 10 bzw. 50 umol NADH/NAD®; Glucose 500 pmol
(20 mL)/12500 pumol (250 mL)

2GDH =Cofaktor-Regeneration mittels GDH + 1 mM NAD" + 50 mM D-Glucose

¥ Umsatz bezogen auf D-Glucose 500 umol (10 mL)/12500 pmol (250 mL)

* Startaktivitat berechnet anhand des linearen Anstieges bzw. Abfalls der CH3;OH-Konzentration (0 bis 5 Minuten
in der Reaktion)

Die Verringerung der MMOR-Konzentration fihrte in der Summe zu einer geringeren
CHsOH-Bildung. Die MMOR-Reduktion von 1 auf 0,1 uM war nétig, um eine Mal3stabsver-
grofRerung von 10 auf 250 mL durchfihren zu kénnen. Bei Vergleich der Messungen im 10
bzw. 250 mL-MalR3stab wurde eine korrespondierende CH3;OH-Bildung gemessen. Eine Ver-
besserung der Kopplungseffizienz infolge der MMOR-Reduktion wurde, im Gegensatz zur
Literatur (SMMO aus M. capsulatus Bath [Gassher und Lippard, 1999]), nicht beobachtet. Fur
weitere Untersuchungen sollte deshalb ein aguimolares MMOHive zentren:MMOR-Verhaltnis
im 250 mL-Mal3stab eingesetzt werden. Um dies zu gewdhrleisten ist eine ausreichende
Bereitstellung mit gereinigter Reduktase notig.

Diese Arbeit ist die erste Studie, bei der es gelang die natirliche sMMO-Reaktion Uber einen
kontinuierlichen Test zu verfolgen. Die erhaltenen Daten zeigen, dass mit Hilfe der Enzym-
kaskade aus sMMO, GDH und Katalase die Produktausbeuten um Faktor drei gesteigert
werden konnten und dass die sSMMO-Reaktion tber einen Zeitraum von bis zu 130 Minuten
nachweisbar war. Weiterhin konnte das Verhaltnis der Produkte CH;OH und HCHO (20:1 im
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250 mL-Malfistab) genau bestimmt werden. Zudem wurde gezeigt, dass die sMMO CH3OH
als alleiniges Substrat vollstandig umsetzen kann. Die hier eingesetzte Analytik fur die
CHs;OH-Bestimmung mittels Massenspektrometer wurde bisher nur flr Untersuchungen der
FDM-Aktivitat eingesetzt [Stier, 2017].

Mit Produktkonzentrationen von 500 bis 1.750 pM CH3;OH lassen sich die eigenen Daten in
die heutige Literatur zur CH3;OH-Bildung aus CH, uber Methan-Monooxygenasen wie folgt
einordnen. Eine CH;OH-Bildung Uber die partikulare Methan-Monooxygenase (pMMO) aus
M. capsulatus Bath wird von Blanchette und Kollegen beschrieben [Blanchette et al., 2016].
Dabei wurde die pMMO-haltige Membranfraktion nach Zellaufschluss, zur Reaktion von CH,
zu CH;OH eingesetzt. Die Aktivititen der pMMO lagen zwischen 80 bis 130 mU*mg™. Bei
eimaliger Verwendung der Membranfraktionen im Test mit CH, als Substrat wurde nach vier
Minuten Reaktion eine CH3;OH-Menge von 60 bis 75 nmol gebildet. Dies entsprach einer
CH3;OH-Menge, bezogen auf die eingesetzte Enzymkonzentration und die Reaktionszeit, von
0,125 pmoICHgoH*mgpMMO'l*min'l. Im Vergleich zu diesen Messungen wurde innerhalb der
eigenen Reaktorexperimente mit der sMMO aus M. trichosporium OB3b eine maximale
CH;OH-Bildungsrate von 0,215 pmolcuson*MPaxive zenren *Min™ mit NADH (Tabelle 3-26,
S.140) und 0,155 pmolchzon*Mgaciive sentren *min™ mit Katalase und Cofaktor-Regeneration
(Tabelle 3-27, S.143) berechnet. Die Literaturdaten und die Werte der eigenen Messungen
liegen, trotz der Unterschiede bei den verwendeten Enzym und dem Messaufbau beieinan-
der. Der Vorteil der eigenen Experimente war, dass die sMMO Uber einen langen Zeitraum,
von bis zu 130 Minuten aktiv war und somit, im Vergleich zur Literatur, um den Faktor 25
hohere CH3;OH-Konzentrationen erreicht wurden. Dies zeigte sich auch bei Vergleich der
Messung im 250 mL-MalR3stab. Die pMMO-Membranfraktion wurde in ein Polyethylenglycol-
Hydrogel eingeschlossen und dann in einem Durchflussreaktor zur CH3;OH-Bildung einge-
setzt. Die maximale CH;OH-Menge entsprach 5,4 nmoI(;HgoH*mgpMMo'l*min'l [Blanchette et
al., 2016]. Dagegen konnte nach 130 Minuten im 250 mL-Maf3stab eine sechsfach hohere
CHsOH-Bildungsrate von 33,2 nmMOlchzon*Mgakive Sentren *Min’t gemessen werden.

Fur eine potentielle technische Nutzung der sMMO zur CH3;OH-Bildung waren weitere Unter-
suchungen nétig, da z.B. die finale CH3;OH-Konzentration gering war. Zielsetzung der Ent-
wicklung technischer Biokatalysatoren ist die Erhohung des Gesamtumsatzes (total turnover
number, TTN). Fur die sSMMO konnte durch Einsatz der Enzymkaskade die TTN von 540 auf
maximal 1750 erhoht werden. Fir einen industriellen Einsatz ist ein hoherer Wert notig. Fur
die Synthese von L-Phenylalanin durch die L-Phenylalanin—-Dehydrogenase wurde eine TTN
von bis zu 600.000 bestimmt [U. Kragl et al., 1996]. Bisher ist eine robuste biokatalytische
Produktion von CH3;OH aus CH,; noch nicht etabliert. Die in der vorliegenden Arbeit be-
schriebenen Ansatze erdffnen einen ersten Schritt fur die Anwendbarkeit der sSsMMO. Die
Kombination der einfachen Bereitstellung gréRerer Enzymmengen (Kapitel 3.2, S.68 und 3.3,
S.84) und die Anwendung im Enzymreaktor unter kontrollierten Bedingungen mit Echtzeit-
analytik, schaffen eine Basis fir weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet. Um die Wie-
derverwendbarkeit der sMMO zu untersuchen und zu verbessern, wurden nachfolgend erste
Versuche zur Immobilisierung der sMMO durchgefiihrt.
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3.7 Untersuchungen zur Immobilisierung der sMMO

Im Rahmen dieser Arbeit sollten erstmals Experimente zur Immobilisierung (Kapitel 1.1.4,
S.17) der sMMO mit Nachweis der Aktivitat durchgefuhrt werden. Als erste Methode der Im-
mobilisierung sollte die Bindung des Enzyms an ein Tragermaterial untersucht werden. Be-
ricksichtigt man den Reaktionsablauf und dessen Dynamik (siehe Kapitel 1.1.2.3, S.12),
sollte fur den Erhalt der Aktivitat eine der sMMO-Komponente fest an einen Trager gebunden
werden. Als Verbindung zum Tréager wurde zunachst die Hydroxylase untersucht, da diese
Komponente das katalytische Zentrum der sMMO beinhaltet und die Reduktase sowie das
regulatorische Protein B im Reaktionsverlauf an die Hydroxylase binden. Es wurde zunachst
eine ungerichtete Immobilisierung untersucht, da die MMOH bisher nicht erfolgreich rekom-
binant hergestellt werden konnte. Somit war fir dieses Protein nicht die Moglichkeit einer
Verknupfung Gber einen Protein-tag an das Tragermaterial gegeben. Bisher sind keine Daten
zur Immobilisierung der sMMO publiziert. Aus diesem Grund sind die nachfolgend beschrie-
benen Ergebnisse als erste Machbarkeitsstudie zu betrachten Die Eigenschaften der fir die
Immobilisierung verwendeten Tragermaterialien sind im Anhang in Tabelle 7-11, S.198 zu-
sammengefasst.

3.7.1 Ungerichtete Immobilisierung der MMOH

Fur die ungerichtete Immobilisierung kdnnen verschiedene Methoden eingesetzt werden. Die
Bindung des Enzyms an den Tréger kann z.B. Uber Amino-, Thiol- oder Uber Carboxylgrup-
pen erfolgen. Um sich fir eine dieser Mdglichkeiten zu entscheiden, wurde die Oberflache
der MMOH analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Anordnung der Aminogruppen der Lysin-
Seitenketten am besten fir die Immobilisierung geeignet war. Im Vergleich zu den Car-
boxylgruppen waren die Lysine weniger um das aktive Zentrum angeordnet. Da wahrend der
sMMO-Reaktion sowohl MMOR als auch MMOB im Bereich des aktiven Zentrums an die
MMOH binden, sollte eine Verknipfung an dieser Position vermieden werden. Die Kristall-
struktur mit Kennzeichnung der potentiellen Seitenketten-Bindungsstellen ist in Abbildung
3-58 A dargestellt. Das verwendete Tragermaterial bestand aus Polymethacrylat mit Epoxid-
Gruppen auf der Oberflache (Relizyme™). Die Immobilisierung der Hydroxylase erfolgte
Uber die ungerichtete Bindung des Proteins mit Thiol- bzw. Aminogruppen der Cystein- und
Lysin Seitenketten an die Epoxid-Gruppen des Tragers. Fir die untersuchte Bindung mittels
Thiol- und Aminogruppen wurden einige Bindungsstellen in der Néahe des aktiven Zentrums
bzw. im Bereich des Areals der Bindung von MMOR und MMOB detektiert. Deshalb wurde
als Ergebnis der Immobilisierung eine Verteilung von aktiven und inaktiven MMOH-
Molekilen erwartet (siehe Kapitel 1.1.4, S.17; Abbildung 1-13, S.18 und Abbildung 3-58 B).
Infolge einer nicht optimalen Bindung des Enzyms an den Trager kdnnte das aktive Zentrum
fur MMOB bzw. MMOR unzugénglich sein. Eine Inaktivierung kénnte auch durch eine irre-
versible Zerstérung des Proteins wahrend des Immobilisierungsprozesses verursacht wer-
den. Die Immobilisierung erfolgte wie in Kapitel 2.3.4.1, S.34 beschrieben. Die Versuche
waren angelehnt an die Arbeit von Mateo und Kollegen. Sie nutzten einen anderen Trager
(Sepabeads mit Epoxid-Gruppen funktionalisiert) und konnten nach der Immobilisierung die
Aktivitat des dort verwendeten Enzyms Penicillin-G-Acylase nachweisen [Mateo et al., 2002].



3 Ergebnisse und Diskussion 153

Abbildung 3-58: A-Kristallstruktur der MMOH aus Methylosinus trichosporium Ob3B (Ribbon-
Darstellung) mit Lysinen (blau) und Cysteinen (gelb) in sticks-Darstellung auf der Oberflache
gekennzeichnet; Eisen-Atome im aktiven Zentrum als sphere-Darstellung (rot), erstellt mit Pro-
gramm PyMOL, PDB Datei IMTY. B-Schematische Darstellung der ungerichteten Bindung der
MMOH (aBy) an das Tragermaterial (Relizyme™). Oben Verdeckung des aktiven Zentrums =
keine bzw. verringerte Aktivitat; unten aktives Zentrum frei = Aktivitat méglich (Abbildung in
Anlehnung an [Mateo et al., 2000]

Die sMMO-AKktivitat des immobilisierten Enzyms wurde zunachst im Nitrobenzol-Assay ana-
lysiert. Das Ergebnis der MMOH-Bindung ist in Tabelle 3-31 zusammengefasst. Die einge-
setzte MMOH-Menge konnte zu 93 % an das eingesetzte Tragermaterial gebunden werden.
Im Uberstand und in den Waschfraktionen wurde ein Proteinanteil von insgesamt 7 % ohne
sMMO-Aktivitat nachgewiesen. Eine Bindung von MMOB bzw. MMOR (jeweils 3 puM einge-
setzt) an das Tragermaterial war nicht gegeben. Bei Verwendung der immobilisierten MMOH
(3 uM an 20 mg Trager) im Nitrobenzol-Assay wurden spezifische sMMO-Aktivitdten von
0,35 £ 0,06 bzw. 0,41 + 0,01 mU*mMgakiive Sentren © gemessen. Die Messungen im Nitrobenzol-
Assay erfolgten spektroskopisch (Asz0) und per HPLC-Analyse der Produktiiberstéande (Kapi-
tel 2.4.4.2.13., S.42). Die gemessene sMMO-Aktivitat entsprach einer Restaktivitat von 0,3 %
im Vergleich zum freien Enzym (bezogen auf die an den Trager gebundene Enzymmenge,
3 uM). Nach dem wiederholten Einsatz der immobilisierten MMOH-Fraktion wurden noch
25 % der sMMO-Restaktivitat (0,1 mU*mgakiive zEm,en'l) gemessen.

Tabelle 3-31: Proteinkonzentration und sMMO-Aktivitat bei Bindung der MMOH an 20 mg Re-
lizyme™. Proteinkonzentration gemessen Uber Ayg (100 %= 3 uM bzw. 0,375 mg*mL'l MMOH)
und sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay

Spezifische sMMO-Aktivitat

Name Protein [% .
[ ] [m U’kmgAktive Zentren l]
Blank 100,0 + 12,0 137
Uberstand NaH,PO, 23+14 Kei MMO-Aktivitat nach
Waschfraktionen Phosphat Puffer 1,4+15 eine s -AKdivitat hac
- - Zusatz von MMOB und MMOR
Uberstand Glycin Puffer 22+11 .
i i nachweisbar
Waschfraktionen Glycin Puffer 0,3+0,0

Die gemessenen Aktivitaten waren im Vergleich zu den Werten des freien Enzyms sehr ge-
ring. Dies kénnte durch eine Interaktion der Substrate bzw. Produkte mit dem Tragermaterial
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verursacht worden sein. Dazu wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt. An
20 mg Tragermaterial adsorbierte nach 25 Minuten Inkubation bei 30 °C 66 % der eingesetz-
ten p-Nitrophenolkonzentration (33 uM von anfangs 50 uM) und 64 % der Nitrobenzolkon-
zentration (0,64 mM von anfangs 1 mM NB). Diese vornehmlich hydrophobe Wechselwir-
kung zwischen Trager und Substrat bzw. Produkt sollte durch Zusatz eines Detergenz ver-
ringert werden. Nach Zusatz von Triton X-100 zum Ansatz konnte die Adsorption um Faktor
zwei verringert werden. Aber durch das Detergenz reduzierte sich im Testansatz mit freiem
Enzym die sMMO-Aktivitdt um 50 %. Eine weitere Verwendung von Triton X-100 fand des-
halb nicht statt. Eine genaue Aussage Uber die Immobilisierung der MMOH an das Tréger-
material konnte auf Basis der genannten Daten nicht erfolgen, da der eingesetzte Aktivitats-
test mit Nitrobenzol als Substrat und p-Nitrophenol als Produkt aufgrund der Wechselwirkung
mit dem Tragermaterial ungeeignet war. Um die Aktivitat der immobilisierten MMOH genauer
zu testen, erfolgte die Messung der CH3;OH-Bildung im diskontinuierlichen CH4-Assay. Das
Tragermaterial mit der gebundenen MMOH wurde in Messpuffer (25 mM MOPS 50 mM
NaCl, pH 7,5) resuspendiert und MMOR bzw. MMOB &aquimolar zugegeben. Nach Zugabe
der Proteine und des Immobilisats wurde das gasdichte Vial verschlossen und 20 % der At-
mosphére durch CH, ausgetauscht. Die Reaktion wurde durch Zugabe von NADH gestartet
und nach Offnen des Vials und Saure-Zugabe abgestoppt. Die CH;OH-Konzentration im
Uberstand wurde mittels GC-HSS gemessen und daraus die entsprechenden Aktivitaten
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-32 zusammengefasst.

Tabelle 3-32: Gemessenen CH;OH-Konzentrationen und daraus resultierende sMMO-Aktivitaten
nach Immobilisierung von MMOH an ReliZzyme™ und Test im CH4-Assay. Dargestellt sind Da-
ten aus n= zwei Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: Tragermaterial 100
mg; gebundenes Protein 1,0 mg MMOH * mg Tré\germaterial'l =8 puM MMOH pro 100 mg Materi-
al. MMOB 8 uM; MMOR 8 pM; 1 mM NADH; 1,6 mL CH, (63,5 umol); 1,35 mL O, (53,9 umol);
Messpuffer 25 mM MOPS 50 mM NacCl, pH 7,5; Temperatur 30 °C; Messzeit 15 Minuten; 1 mL
Flissigvolumen; 8 mL Gasraum. Nach Reaktion Reaktionsstopp mittels Saure-Zugabe auf pH 3
bis 4, Zentrifugation und Analyse des Uberstands mittels GC-HSS.

Spezifische sSMMO-Aktivitat

Name CHBOH [“M] [anI CHSOH*min*mgAktive Zentren_l]
MMOH an ReliZzyme™ + MMOB + MMOR 72,2+0,6 48+0,1
Relizyme™ + MMOB + MMOR 0 0
MMOB und MMOR 0 0
MMOH+ MMOB+ MMOR als freies Enzym 728 +51 48,5+ 3,4

Die gemessene CH3;OH-Konzentration bzw. sMMO-Aktivitat, die mit immobilisierter MMOH
gemessen wurde, entsprach 10,2 % der sMMO-Aktivitéat des freien Enzyms unter identischen
Bedingungen. Die Aktivitat lag um Faktor zehn héher als im Nitrobenzol-Assay mit immobili-
sierter MMOH. Die Ursache fir diese Steigerung war vermutlich die zuvor beschriebene
Wechselwirkung des Tragermaterials mit Nitrobenzol und p-Nitrophenol. Ohne MMOH bzw.
mit Tragermaterial ohne gebundene MMOH wurde, wie erwartet, keine CH;OH-Bildung ge-
messen. Die Verringerung der Aktivitdt des Immobilisats, im Vergleich zum freien Enzym,
war mit der Inaktivierung bzw. nicht optimalen Bindung der MMOH an den Trager zu erkla-
ren. Zudem war die Diffusion des Substrates CH, in die Poren des Tragermaterials ein weite-
rer limitierender Faktor, der die CH;OH-Bildung im Vergleich zum freien Enzym verringern
konnte. Die Aktivitat der immobilisierten sSsMMO sollte ohne die Inaktivierung durch eine unge-
richtete Bindung des Enzyms an den Trager zu untersucht werden. Dazu wurde im Folgen-
den die gerichtete Immobilisierung einer sMMO-Komponente untersucht.
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3.7.2 Gerichtete Immobilisierung von SUMO-MMOB

Um die teilweise Inaktivierung des Zielenzyms infolge der ungerichteten Immobilisierung zu
vermeiden, wurde die gerichtete Immobilisierung der sMMO untersucht. In Aktivititsmessun-
gen im Nitrobenzol-Assay zeigte sich, dass die SMMO-Aktivitat bei Verwendung von SUMO-
MMOB vergleichbar mit der Aktivitat unter Einsatz von MMOB war (siehe Abbildung 3-37,
S.109). SUMO-MMOB besitzt einen 6-fachen His-tag am N-Terminus. Dieser wird zur Reini-
gung des rekombinant produzierten MMOB verwendet [Dillmann, 2014; Kind, 2016]. Uber
diesen His-tag kann eine Bindung des Proteins an ein Tragermaterial erfolgen. Da MMOB
wahrend der gesamten sMMO-Reaktion an die Hydroxylase bindet (siehe Abbildung 1-8,
S.13), kénnte SUMO-MMOB wahrend der sMMO-Reaktion als Bindestelle fir die anderen
sMMO-Komponenten dienen. MMOR bzw. MMOH sollten nach der Fixierung von SUMO-
MMOB als l6sliche Proteine der Reaktion zugesetzt werden. Als Tragermaterial wurde das
bereits in der Reinigung verwendete Streamline Chelating-Material eingesetzt (siehe Kapitel
2.3.4.2, S.35). Ein Schema der Immobilisierung von SUMO-MMOB st in Abbildung 3-59 dar-
gestellt.

Streamline Chelating

Abbildung 3-59: Schematische Darstellung der Wechselwirkung des Hisg-SUMO-MMOB Pro-
teins mit dem Tragermaterial Streamline Chelating (beladen mit Ni(ll), sowie mit den sMMO-
Komponenten MMOH (afy).

Zunachst erfolgten Messungen zur Untersuchung der unspezifischen Bindung der sMMO-
Komponenten (MMOH; MMOB; MMOR; SUMO-MMOB) an das Tragermaterial, das Ergebnis
ist in Tabelle 3-33 aufgelistet. MMOB (15 %) und MMOR (0 %) haben nur zu einem geringen
Teil bzw. nicht an das beladenen Tragermaterial gebunden. Wie aus den Reinigungsexperi-
menten zu erwarten war, wurde SUMO-MMOB vollstandig am Tragermaterial gebunden
[Dillmann, 2014]. Unerwarteter Weise wurde fir MMOH eine Interaktion mit dem beladenen
Tragermaterial beobachtet. Nur 30 % der MMOH-Proteinmenge wurde nach Inkubation mit
dem Material im Uberstand gemessen. Eine Erklarung fiir die Interaktion von MMOH mit dem
beladenen Ni(ll)-Material war nicht bekannt.
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Tabelle 3-33: Anteil an gebundenen Protein(A,g in %) bei Ni(ll) beladenem und unbeladenem
Streamline Chelating-Tragermaterial. Die Proteinmenge ohne Material in Puffer wurde bei
280 nm vermessen und fir jede Komponente als 100 % Wert gesetzt.

Mit Ni(ll) beladenes Material Unbelad.enes
Material
SUMO-MMOB MMOR MMOH MMOB MMOH
Name [5uM [3uM [2 uM [5uM [2 uM
1,4mg*mL™"]  1,2mg*mL"] 03mg*mL"] 1,4mg*mL™] | 0,3 mg*mL™]
Blank [%)] 100 100 100 100 100
Uberstand [%] 8,7+53 86,9+0,1 23,1+1,3 73,3+0.1 94,4 +4,3
Waschfraktion [%] 0 14,7 £ 0,6 26+04 12,7+2.8 99+12
Gebundener Anteil 91 % 0% 70 % 15 % 0 %

In ersten Aktivitatsmessungen mit dem beladenen Streamline Chelating-Material wurde im
Nitrobenzol-Assay eine sMMO-Aktivitat von 0,13 £ 0,01 mU*Mgaxive Sentren gemessen. Die
Ursache fir diese geringe Aktivitat, im Vergleich zu dem l6éslichen Enzym (Faktor 100 héher),
war die Interaktion der Hydroxylase mit dem beladenen Streamline Chelating-Material. Bei
einer Bindung von MMOH und SUMO-MMOB an unterschiedlichen Orten des Tragers ist
eine Produktbildung nicht moglich. Um diese Wechselwirkung von MMOH mit dem Material
zu vermeiden und die SMMO-Aktivitat zu erh6hen, erfolgten weitere Versuche bei denen eine
Komplettbeladung des Materials mit SUMO-MMOB erfolgte. Das Tragermaterial wurde mit
SUMO-MMOB inkubiert, bis keine Reduktion der Proteinkonzentration im Uberstand mehr
nachgewiesen wurde. Die Menge an SUMO-MMOB die zur vollstéandigen Beladung nétig war
entsprach 72 ugSUMo_MMOB*mgTragermateria{l. Mit vollstandig mit SUMO-MMOB beladenem Mate-
rial (20 mg) konnte im Nitrobenzol-Assay eine 25-fach hohere sMMO-Aktivitat (3,3 = 0,1
MU*MQ aiive Zemren‘l) gemessen werden. Bei der zweiten Verwendung des Tragermaterials mit
SUMO-MMOB-Komplettbeladung wurden 33% der zuvor gemessenen Aktivitat nachgewie-
sen (1,1 = 0,3 mU*Mgaxive entren gemessen). Eine Adsorption von Nitrobenzol bzw. p-
Nitrophenol an das Tragermaterial mit bzw. ohne SUMO-MMOB wurde nicht beobachtet. Die
gemessene Aktivitat war im Vergleich zu den Daten die mit l6slichem Enzym erhoben wur-
den (100 bis 150 mU*MQaxive zgmren'l) gering. Eine Ursache kénnten Diffusionslimitierungen
des Substrates gewesen sein. Auf Grundlage der Tests mit dem artifiziellen Substrat Nitro-
benzol erfolgten Messungen mit CH, als naturlichem Substrat der SsMMO. Die Messungen
mit CH, als Substrat erfolgten mit der gleichen Vorgehensweise wie die Experimente fur die
ungerichtete Immobilisierung (Kapitel 2.4.4.2.15, S.44). Fur diese Messungen wurde Stream-
line Chelating-Material vollstandig mit SUMO-MMOB beladen und anschlie3end in Messpuf-
fer in einem gasdicht verschlie3baren Glasvial resuspendiert. Nach Zugabe von MMOH und
MMOR wurde das Gefal3 verschlossen, 20 % der Atmosphére mit CH, ausgetauscht und die
Die sMMO-Reaktion durch NADH-Zugabe (1 mM) gestartet. Die Ergebnisse dieser Messun-
gen sind in Tabelle 3-34 zusammengefasst.

Im CH4-Assay wurde eine CH3;OH-Bildung sowohl fir Messungen mit Material ohne SUMO-
MMOB, als auch ohne Material mit freiem MMOH und MMOR detektiert. Das MMOR und
MMOH ohne Zusatz von MMOB die sMMO-Reaktion katalysieren kénnen, wurde bereits
beschrieben [Fox et al., 1989]. In Anwesenheit von MMOB wird die Reaktion abhangig vom
Substrat bis zu Faktor 100 beschleunigt. In eigenen Experimenten wurde ohne MMOB im
Nitrobenzol-Assay eine 20-fach geringere Aktivitat gemessen (siehe Abbildung 3-37, S. 109).
In den Immobilisierungsversuchen wurden im Ansatz mit unbeladenem Tragermaterial bzw.
ohne Material Aktivitaten von 23,2 bzw. 31,1% der Aktivitat des freien Enzyms gemessen.
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Die sMMO-Aktivitat und CH;OH-Konzentration mit Komplettbeladung des Tragermaterials
waren um 22 % hoher als die Aktivitdt und Konzentration bei der Messung mit freier sSMMO
ohne Tragermaterial. Die Bindung von SUMO-MMOB an den Trager konnte eine verbesserte
Stabilitét des sich bildenden sMMO-Komplexes zur Folge haben. Dies kénnte die Ursache
fur die hohere Produktbildung im Vergleich zum freien Enzym gewesen sein.

Tabelle 3-34: Gemessenen CH;OH-Konzentrationen und berechnete sMMO-Aktivitaten nach
Immobilisierung von SUMO-MMOB an Streamline Chelating-Material und Test im CH;-Assay.
Dargestellt sind Daten aus n=zwei Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: 100
mg Tragermaterial; 72 ugSUMO_MMOB*mgT,-age,mate,ia.'l (= 250 pM MMOB pro 100 mg Tragermaterial);
8 UM MMOH; 8 pM MMOR; 1 mM NADH; 1,6 mL CH,4 (63,5 umol); 1,35 mL O, (53,9 umol); Mess-
puffer 25 mM MOPS 50 mM NaCl, pH 7,5; Temperatur 30 °C; Messzeit 15 Minuten; 1 mL Flus-
sigvolumen; 8 mL Gasraum. Nach Reaktion Reaktionsstopp mittels Sdure-Zugabe auf pH 3 bis
4, Zentrifugation und Analyse des Uberstands mittels GC-HSS.

Spezifische sSMMO-Aktivitat

Name CH3;0H [puM . .
3 [uM] [nmol CH3;OH*mMin*mgactive zentren 1]
Material Komplettbeladung mit SUMO-
+ +
MMOB+ MMOH+ MMOR 654 £ 30 43620
Material + MMOH+ MMOR 125+ 11 8,3+0,7
MMOH+ MMOR 166 + 10 11,1+0,7
+ + -
MMOH+ MMOR+ SUMO-MMOB 536 + 111 35.7+7.4

als freies Enzyml)

'8 pM SUMO-MMOB verwendet

MMOB bzw. SUMO-MMOB wirken bei hdheren Konzentrationen inhibierend auf die Zielpro-
duktbildung (siehe Kapitel 1.1.2.3, S.12). Infolge der Konkurrenz von MMOB mit MMOR um
die Bindestelle an der Hydroxylase wird der Elektronentransfer auf das aktive Zentrum bei
hohen MMOB-Konzentrationen behindert bzw. gestoppt. Im Ansatz mit der Komplettbela-
dung des Tragermaterials wurde eine 30-fach hthere SUMO-MMOB-Konzentration als im
Ansatz mit freiem Enzym eingesetzt. Eine Inhibition durch die héhere SUMO-MMOB-
Konzentration wurde in diesen Messungen nicht beobachtet. Die Ursache daftir war die feste
Bindung von SUMO-MMOB an das Material. Dadurch war die Konkurrenz mit MMOR um die
MMOH-Bindestelle eingeschrankt. In Messungen mit erhéhten SUMO-MMOB: MMOH-
Konzentrationen im Nitrobenzol-Assay wurde bereits eine geringere Reduktion der sMMO-
Aktivitat im Vergleich zu MMOB beobachtet (Anhang Tabelle 7-4, S.187). Um den Einfluss
von hoheren SUMO-MMOB: MMOH-Verhaltnissen auch mit dem natirlichen Substrat CH,
zu untersuchen, erfolgten weitere Experimente. Das Ergebnis ist in Tabelle 3-35 zusammen-
gefasst.

Wie bereits fur das artifizielle Substrat Nitrobenzol beobachtet (Anhang Tabelle 7-4, S.187),
verringerte sich die sMMO-Aktivitat bei Erhéhung der MMOB/SUMO-MMOB-Konzentration.
Weiterhin konnte analog zu den Messungen im Nitrobenzol-Assay, eine geringere Reduktion
der sSMMO-Restaktivitat fur 15-fachen Uberschuss an SUMO-MMOB (70 % CHy; 47 % Nitro-
benzol) im Vergleich zur 15-fachen MMOB-Konzentration (38 % CH,; 36 % Nitrobenzol) ge-
messen werden. In der Literatur wurde im CH,-Test der sSMMO bei einer Erhéhung des
MMOB: MMOH-Verhaltnisses nur eine geringe Reduktion der sMMO-Aktivitdt gemessen
(90 % Restaktivitat, 430 mU * min™*mgaive zenren , bei 16 fachem MMOB-Uberschuss)
[Wallar und Lipscomb, 2001]. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit, mit Nitrobenzol bei
gleichem MMOB: MMOH-Verhdltnis, eine Verringerung der Aktivitat auf 42 % bestimmt. Als
Ursache fur die unterschiedlichen Werte bei beiden Substraten wird, in der der Veroffentli-
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chung von Waller und Lipscomb die Messung bzw. das Messprinzip der Produkte angege-
ben. P-Nitrophenol wurde direkt gemessen, wohingegen die CH;OH-Bildung tber den O,-
Verbrach berechnet wurde. Da Entkopplungen des O,-Verbrauches und der CH;OH-Bildung,
z.B. bei hoheren MMOB-Konzentrationen nicht korrelieren, wurde dies in der Verdtffentli-
chung als potentielle Fehlerquelle genannt. Bei den eigenen Messungen erfolgte sowohl die
p-Nitrophenol, als auch die CH;OH-Messung direkt und die genannte Fehlerquelle konnte
vermieden werden.

Tabelle 3-35: Spezifische Aktivitat der sMMO bei verschiedenen MMOB/SUMO-MMOB zu MMOH
Verhdaltnissen. Daten entsprechen Mittelwerten aus n= zwei Messungen. Folgende Bedingun-
gen wurden eingestellt: MMOH_gyive zentren: MMOR = 1:1 uM; 1 mM NADH; 1,6 mL CH, (63,5 pumol);
1,35 mL O, (53,9 umol); Messpuffer 25 mM MOPS 50 mM NacCl, pH 7,5; Temperatur 30 °C; Mess-
zeit zehn Minuten; 1 mL Flissigvolumen; 8 mL Gasraum. Nach Reaktion Reaktionsstopp mit-
tels Saure-Zugabe (0,5 M Essigsaure) auf pH 3 bis 4, Zentrifugation und Analyse des Uber-
stands mittels GC-HSS.

Enzymaktivitat

Verhaltnis MMOB/SUMO- . -
[nmol CHzOH * min l*mgAktive Zentren 1]

MMOB zu MMOH [uM]

MMOB SUMO-MMOB
1 270,0 + 33,1 2359+13
15 102,8 +8,5 165,8 + 26,7

Bei vorigen Messungen im Nitrobenzol-Assay (Kapitel 3.4.3, S.108) ochne SUMO-MMOB
wurde eine Restaktivitat von 5 % gemessen. Eine Produktbildung der sMMO ohne MMOB
wird auch in der Literatur beschrieben. Mit CH, und Furan als Substrat wurden Restaktivita-
ten von 7,5 % bei CH; und 7,1 % bei Furan detektiert [Brazeau und Lipscomb, 2003]. Die
geringere Reduktion der Aktivitat bei Verwendung einer hdheren Konzentration an SUMO-
MMOB im Gegensatz zu MMOB, kdnnte mit der Bindung der Proteine an die Hydroxylase
erklart werden. Trotz der zuséatzlichen Aminosauresequenz am N-Terminus von MMOB war
es mit SUMO-MMOB mdglich an die Hydroxylase zu binden und die sMMO-Reaktion zu be-
schleunigen. Der N-Terminus bzw. die ersten 13 Aminosauren von MMOB sind fur diese
Bindung essentiell, da ohne sie keine effektive Bindung an MMOH erfolgen kann. Beim
Uberschuss von MMOB im Verhaltnis zu MMOH wird die Bindung von MMOR an MMOH
gehemmt. Dieser nachteilige Effekt kdnnte bei den Messungen mit SUMO-MMOB, aufgrund
der zusatzlichen Aminosauren, geringer als fur MMOB gewesen sein. Dies kdnnte auch bei
den Versuchen zur Immobilisierung von SUMO-MMOB und dem Einsatz im Test mit CH, als
Substrat zu der héheren CH3;OH-Bildung des Immobilisats im Vergleich zum freien Enzym
mit SUMO-MMOB gefiihrt haben. Um genauere Aussagen Uber den Vergleich von immobili-
siertem und freiem Enzym zu treffen, miusste entweder die kontinuierliche CH;OH-Messung
oder eine deutliche Erh6hung der Datendichte der Messungen im diskontinuierlichen Ansatz
erfolgen. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeftihrt.

Die Ergebnisse der gerichteten Immobilisierung von SUMO-MMOB zeigten, dass das Protein
fur eine Immobilisierung und anschlieBende Aktivitdtsmessungen geeignet war. Allerdings
musste eine Komplettbeladung des Tragermaterials mit SUMO-MMOB erfolgen, um die sto-
rende Bindung von MMOH an das Material zu vermeiden. Mit dem vollstdndig beladenen
Material gelang es sMMO-Aktivitat, sowohl im Nitrobenzol-Assay, als auch mit dem naturli-
chen Substrat CH, nachzuweisen. Im Vergleich zur unspezifischen Bindung der Hydroxylase
wurde eine neunfach héhere CH3;OH-Bildung mit immobilisiertem SUMO-MMOB gemessen.
Fur eine mehrfache Anwendung des Enzyms ist diese Methode der Immobilisierung jedoch
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nicht geeignet, da MMOH und MMOR immer frisch zu dem Immobilisat zugesetzt werden
mussen. Fir weitere Untersuchungen zur Immobilisierung der sMMO koénnen die hier erho-
benen Daten als Grundlagen dienen, um z.B. andere Immobilisierungsmethoden zu testen.

3.7.3 Zusammenfassung und Diskussion der Immobilisierungsver-
suche

Das Ziel der hier beschriebenen Immobilisierungsversuche der sMMO war es, eine geeigne-
te Technik fur den potentiellen Einsatz des Enzyms zu analysieren. Zunéachst sollte der Akti-
vitdtsnachweis einer immobilisierten sSMMO erfolgen, da in der Literatur bisher keine Immobi-
lisierung der sMMO mit Messung der Aktivitdt beschrieben wurde. Einzig Quervernetzungs-
experimente der sMMO aus Methylococcus capsulatus Bath wurden untersucht [Kopp et al.,
2003]. Dabei wurde die Hydroxylase mit der Reduktase verknipft, um Informationen zu den
Interaktionspunkten der beiden Komponenten zu erhalten. Die partikulare Methan-
Monooxygenase (pMMO) wurde als Membranfraktion aus dem Rohextrakt in Hydrogele,
PEGDA (Polyethylenglykol-Diacrylat) eingeschlossen. Diese pMMO-Hydrogele wurden auf
ihre Aktivitdt mit CH, als Substrat untersucht [Blanchette et al., 2016]. Da dies die einzige
zugangliche und beziiglich der Zielsetzung vergleichbare Arbeit war, wurden diese Daten mit
den eigenen Ergebnissen, sofern moglich gegentbergestellt, siehe Tabelle 3-36.

Tabelle 3-36: Zusammenfassung der Immobilisierung und Vergleich mit Literaturdaten fur
pMMO. Messwerte flur freies Enzym aus Kapitel 3.6, S.136; Daten fiir immobilisiertes Enzym aus
Kapitel 3.7, S.152.

Name Eigene Ergebnisse [Blanchette et al., 2016]

Aktivitat 5 (MMOH-immobilisiert

[mU*mg?] 44 (SUMO-MMOB immobilisierty 02 1S 128 (PMMO immobilisiert)

72 (1 Zyklus, MMOH-immobilisiert 400 (1 Zyklus, pMMO immobilisiert
654 (1 Zyklus, SUMO-MMOB im- 4.000 (20 Zyklen; pMMO immobili-
mobilisiert siert)

Gebildetes CH;OH
[anICH3OH*ngnzym-l]

Fur die sMMO wurde eine maximale CH3;OH-Menge, pro eingesetzte Enzymmenge, von
654 nmoI(;HgoH*ngnzym'l bei Einsatz der immobilisierten SUMO-MMOB-Fraktion gemessen.
Fur die pMMO konnte in einem Reaktionszyklus eine maximale CH;OH-Konzentration von
400 nmoICHgoH*ngnZym'1 bestimmt werden. Ein Vorteil des Einschlusses der pMMO-
Membranfraktion in das Hydrogel war, dass das gesamte Enzym immobilisiert wurde. So
konnte das Immobilisat von der Reaktionslésung abgetrennt und erneut eingesetzt werden.
Nach 20-fachem Einsatz des Immobilisats mit der pMMO wurde eine CHs;OH-Menge von
4.000 nmoICHgoH*mgEnzym'1 gemessen. Dabei betrug die Restaktivitat der pMMO-Charge 56 %
(45 mU*mg™) [Blanchette et al., 2016]. Ein Vergleich der Aktivitdt bei mehrfachem Einsatz
der immobilisierten SMMO war nicht moglich, da diese Experimente mit CH, als Substrat
nicht durchgefiihrt wurden. Ein Problem der hier durchgefiihrten Immobilisierungsexperimen-
te der sMMO war, dass nur eine Komponente (MMOH oder SUMO-MMOB) an einen Trager
gebunden wurde. Die anderen beiden Komponenten wurden dem Aktivitatstest zugegeben.
Bei einer Wiederverwendung wiirden die zugesetzten léslichen Proteine vermutlich ganz
oder teilweise vom Tragermaterial abgewaschen. Um dieses Problem zu I6sen, kdonnte eine
alternative Immobilisierungsmethode, z.B. eine Einkapselung der gesamten sMMO unter-
sucht werden. Dabei wirden alle Komponenten des Enzymkomplexes in eine Matrix einge-
schlossen, in der eine Interaktion untereinander, die fur die sMMO-Aktivitdt essentiell ist,
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noch mdglich ware. Mit der Cyclohexanon-Monooxygenase (EC: 1.14.13.22, Monomer) aus
Acinetobacter sp. NCIMB 9871 wurden verschiedene Immobilisierungsversuche durchge-
fahrt [Abril et al., 1989]. Dabei wurde eine Cofaktor-Regeneration des NADPH uber die Glu-
cose 6-Phosphatdehydrogenase aus Leuconostoc mesenteroides integriert. Die gemeinsa-
me Immobilisierung der Monooxygenase und der Dehydrogenase erfolgte tber den Ein-
schluss in Polyacrylamide-N-acryloxysuccinimide (PAN). Mit den immobilisierten Enzymen
(Immobilisierungsausbeute 30 %) konnte fir verschiedenen Substrate ein Umsatz von bis zu
89 % nachgewiesen werden. Die Restaktivitaten der eingesetzten Enzyme waren 77 % flr
die Cyclohexanon-Monooxagenase und 80 % fur die Glucose 6-Phosphatdehydrogenase
[Abril et al., 1989]. Ahnlich diesem Beispiel konnte auch mit dem sMMO-System verfahren
werden. Dabei ware die Integration der Glucose 1-Dehydrogenase und der Katalase in der
Matrix mdglich. So kénnten die Cofaktor-Regeneration und die H,O,-Reduzierung in Kombi-
nation mit der sMMO-Reaktion, beziglich der in den Kapiteln 3.5.3 bis 3.5.4, S.127 be-
schriebenen positiven Effekte, genutzt werden.

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit gelang es erstmals einzelne sMMO-Komponenten an
verschiedene Tragermaterialien zu binden und anschlieBend mit diesen eine SMMO-Aktivitat
nachzuweisen. Die MMOH-Komponente wurde Uber eine ungerichtete Bindung an das Tra-
germaterial Relizyme™ fir Aktivitdtsmessungen mit CH, eingesetzt. Aufgrund der unspezifi-
schen Bindung und teilweisen Inaktivierung wurde eine CH3;OH-Bildung von 10 % im Ver-
gleich zum freien Enzym gemessen. Ein Nachteil der Immobilisierung von nur einer sMMO-
Komponente war, die notwendige Zugabe der anderen Komponenten fir jede weitere Mes-
sung. Neben der ungerichteten wurde auch eine Methode zur gerichteten Immobilisierung
untersucht. Dabei konnte der sechsfache-His-tag am SUMO-MMOB, der fir die Aufarbeitung
vorgesehen war, als Verknipfung zu dem Tragermaterial Streamline Chelating erfolgreich
eingesetzt werden. Mit dieser Immobilisierungsmethode wurde im CHj-Assay die hdchste
finale CH;OH-Konzentration von 654 uM erreicht.
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4 Zusammenfassung

Die vorgelegte Dissertation beschaftigt sich mit dem Einsatz der ldslichen Methan-
Monooxygenase (sMMO) aus Methylosinus trichosporium OB3b (M. trichosporium OB3b),
zur in vitro Produktion von CH;OH.

Um ausreichende Mengen an Enzym bereitzustellen wurde, auf Basis von bereits veroffent-
lichten Studien, eine Kultivierungsstrategie fir den Organismus mit CH3;OH als C-Quelle
konzipiert. Das dabei neu entwickelte Nitrat-Mineralsalz (NMS)-Medium wurde zum Wachs-
tum von Methylosinus trichosporium OB3b mit CH;OH als C-Quelle, bei gleichzeitigem
Nachweis der sMMO-Aktivitat eingesetzt. Im Vergleich zur Kultivierung im Schuttelkolben-
mafistab (500 mL) mit dem natlrlichen Substrat CH,4, wurde mit CH;OH als C-Quelle eine
um 27 % hohere sMMO-Aktivitat nach Zellaufschluss gemessen. Die Kultivierungsstrategie
wurde aus dem Schittelkolben- bis in den Technikumsmalstab Uberfiihrt. In einer Fermenta-
tion im 100 L Reaktor wurden nach 120 Stunden Kultivierung 3,9 kg sMMO-aktive
Biofeuchtmasse geerntet, die zur Aufreinigung der sMMO verwendet wurden. Durch den hier
erstmal angewendeten Einsatz von CH;OH als C-Quelle zur grof3technischen Produktion von
sMMO-aktiver Biomasse, ist es mdglich die technisch aufwéndigeren Fermentationen mit
CH, zu vermeiden.

Die Aufarbeitung der sMMO erfolgte in Anlehnung an bereits bestehende Protokolle zur Rei-
nigung des Enzyms aus Biomasse, die mit CH, als C-Quelle kultiviert wurde. Die Ausbeuten
der einzelnen Komponenten waren, im Vergleich zur Literatur, fir die Reinigung aus CHy-
gewachsener Biomasse geringer (Hydrxylase (MMOH) Faktor drei; regulatorisches Protein B
(MMOB) Faktor 15; Reduktase (MMOR) Faktor 2,5). Die Ursache hierfir war bei der Hydro-
xylase, dass wahrend der Reinigung infolge der Uberladung von Chromatographiesaulen,
Protein verworfen wurde. Dies sollte bei kiinftigen Reinigungen verbessert werden, um die
Ausbeute weiter steigern zu konnen. Fir MMOB konnte zudem die fur diesen Organismus
noch nicht beschriebene proteolytische Spaltung zu MMOB' mittels ESI-MS Nachweis ge-
zeigt und durch 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid-Zusatz unterbunden werden. Bei Ver-
gleich der sMMO-Aktivitdt von homolog bzw. heterolog in E. coli produziertem MMOB wur-
den gleiche Aktivitaten ermittelt, weshalb fir die weitere Analyse das effizienter zu produzie-
rende rekombinante MMOB (rek. MMOB) verwendet wurde (rek MMOB-5,4 % Ausbeute;
homolog MMOB-0,08 % Ausbeute).

Die biochemische Charakterisierung der sMMO ergab ein pH-Optimum von 7,57; ein Tempe-
raturoptimum bezogen auf die Startaktivitat von 46,4 °C, eine optimale Einsatztemperatur fur
Langzeitmessungen (300 Minuten) von 30 °C und eine optimale lonenstarke von 70 bis
110 mM. Das fir die Startaktivitat optimale Verhaltnis der sMMO-Komponenten entsprach
den bekannten Literaturdaten und betrug MMOH ive zentren:MMOB:MMOR= 1:1:1 uM

Der negative Einfluss der gebildeten Nebenprodukte (NAD" und H,O,) der sMMO-Reaktion,
konnte durch Einsatz der Glucose 1-Dehydrogenase (GDH, 75 mU*mL™) zur Cofaktor-
Regeneration und der Katalase (640 U*mL™) zum H,O,-Abbau verringert werden. Bei Ver-
wendung von GDH und Katalase mit der sMMO und CH, als Substrat im diskontinuierlichen
Ansatz wurde eine Umsatzsteigerung von 30 % nach zehn Minuten gemessen. Untersu-
chungen zum Einfluss von H,0O, auf die SMMO-AKktivitat zeigten, dass H,O, vor allem durch
die MMOR gebildet wurde und dann anstatt des eigentlichen Substrates von der MMOH zu
H,O und O, umgesetzt wurde, was zu einer Stagnation der Zielproduktbildung fuhrte. Der
positive Einfluss der Katalase und der Cofaktor-Regeneration auf die sSsMMO wurden erst-
mals in einem kontinuierlichen Test Uber einen langeren Zeitraum untersucht. In Kooperation
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mit dem Fraunhofer-Institut fur Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik (IGB) in Stuttgart
wurde zur Echtzeit-Analyse der CH3;OH und CH4-Konzentration in der Flissigphase ein Mas-
senspektrometer mit Membraneinlass verwendet (FoxySpec®). In Experimenten im 10 mL-
MafRstab wurde mit Zusatz an GDH und Katalase eine finale CH;OH-Konzentration von
1.750 pM nach 90 Minuten durch die SMMO gebildet. Gegentiber dem Test mit SMMO und
NADH konnte eine Steigerung des Umsatzes bezogen auf CH, von 200 % erreicht werden.
Nach der Mal3stabvergroRerung des Ansatzes von 10 auf 250 mL Flissigvolumen konnte in
einem druckfesten Reaktor, eine zum 10 mL-Ansatz, vergleichbare CH;OH-Bildung gemes-
sen werden. Durch den Einsatz von Katalase und GDH konnte vor allem die Reaktionszeit
bzw. die Produktkonzentration im kontinuierlichen CH4-Assay gesteigert werden. Dies wurde
in dieser Form noch nicht dokumentiert und ist ein wichtiger Ansatzpunkt fiir eine mégliche
technische Anwendung der sMMO bei der CH;-Umwandlung.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten erstmals Untersuchungen zur Immobilisierung der sMMO.
Dabei wurden zum einen MMOH und zum anderen das Fusionsprotein SUMO-MMOB (small
ubiquitin-like modifier) als Interaktionspunkte zum Tragermaterial untersucht. Die ungerichte-
te Immobilisierung von MMOH Uber Lysine und Cysteine an Relizyme™ ergab im sMMO-
Aktivitatstest eine finale CH;OH-Konzentration von 72 pM. Dies entsprach 10 % der CH;OH-
Konzentration, die bei der identischen Proteinmenge an nicht immobilisiertem Enzym ge-
messen wurde. Als zweite Methode wurde die gerichtete Immobilisierung von SUMO-MMOB
mittels His-tag an Streamline Chelating untersucht. Im CHj-Aktivitatstest wurde bei Kom-
plettbeladung des Tragermaterials mit SUMO-MMOB eine maximale CH;OH-Konzentration
von 654 pM gemessen. Ein Nachteil der untersuchten Immobilisierungsmethoden war, dass
fur einen mehrfachen Einsatz des Enzyms nicht an den Tréager gebundenen sMMO-
Komponenten fir jeden Reaktionsansatz neu zugesetzt werden mussen.

Methylosinus trichosporium OB3b, sowie die l6sliche Methan-Monooxygenase besitzen auf-
grund ihrer enzymatischen Eigenschaften (Wachstum mit CH,, CH;OH sowie ein breites
Substratspektrum) ein grof3es Potential fir mdgliche biotechnische Anwendungen. Die vor-
liegende Arbeit soll mit den neuen Erkenntnissen zum in vitro-Einsatz des Enzyms zur
CH3;OH-Bildung, sowie zur Bereitstellung und Charakterisierung der sSMMO dazu beitragen,
eine zukunftige 6konomische Nutzung der SsMMO zu ermdglichen.
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5 Ausblick

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit, der Einsatz der isolierten sMMO zur CH;OH-Bildung wur-
de erfolgreich umgesetzt. Einige Aspekte die z.T. erst im Laufe der Arbeit beobachtet wur-
den, konnten im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr untersucht werden. Dazu z&hlt u.a.
die Kultivierungszeit der Fermentation von M. trichosporium OB3b im Bioreaktor. Eine lange-
re Fermentationszeit als 120 Stunden, zur Produktion von sMMO-aktiver Biomasse wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht. Zur Steigerung der Biomassenausbeute sollte die Verlange-
rung der Fermentationszeit deshalb geprift werden. Eine Vermeidung der exzessiven
Schaumbildung sollte bei weiteren Fermentationen von M. trichosporium OB3b durch die
Auswahl eines besser wirkenden Antischaummittels ebenfalls analysiert werden. Alternativ
koénnte auch eine Fermentation mit Nitrat-Limitierung Uber einen langeren Zeitraum zur Pro-
duktion von sMMO-aktiver Biomasse durchgefiihrt werden. Um eine optimale Ausbeute zu
erzielen, sollte auf die spezifische Wachstumsrate und die SMMO-AKktivitat der Zellen im spa-
teren Verlauf der Fermentation (> 100 h) geachtet werden.

Um den Verlust an Zielprotein zu minimieren, sollten bei der Reinigung der sSMMO aus M.
trichosporium OB3B entweder grofRere Saulenvolumina z.B. bei der SEC der MMOH, oder
mehrere Chromatographielaufe fur die gleiche Menge an aufgeschlossener Biomasse einge-
setzt werden. Da speziell die Ausbeuten der Reinigung der Reduktase gering waren, sollte
die entsprechende Reinigungsstrategie ebenfalls optimiert werden. Um gréRere Mengen an
MMOR fir die in vitro-Ansatze bereitzustellen, sollte die rekombinante Produktion von
MMOR aus M. trichosporium OB3B bearbeitet werden. Dies wurde bereits erfolgreich mit
dem regulatorischen Protein B von M. trichosporium OB3b in E. coli und der MMOR aus M.
capsulatus Bath ebenfalls in E. coli durchgefihrt.

Im Zusammenhang mit der Cofaktor-Regeneration von NADH durch die Glucose 1-
Dehydrogenase (GDH) sollten weitere Untersuchungen im sMMO-Assay durchgefihrt wer-
den, um eine bessere Abstimmung der NADH-Bildung bzw. des NADH-Verbrauches zu er-
reichen. Dabei sollten vor allem die jeweils einsetzten Enzymmengen bzw. Aktivitdten der
beiden Enzyme bezlglich der Produktbildung optimiert werden. Neben der hier erfolgreich
eingesetzten GDH konnten weitere Enzyme zu Cofaktor-Regeneration untersucht werden,
um die Kopplung des Elektronentransfers mit der Zielproduktbildung, je nach eingesetztem
Substrat, zu erhdhen

Durch den Zusatz von Katalase zum sMMO-Reaktionsansatz konnte der Umsatz bzw. die
Reaktionszeit der sMMO mit CH, als Substrat um Faktor drei gesteigert werden. Eine kom-
plette Vermeidung der Nebenproduktbildung (H,O,) wurde nicht erreicht, da auch in den An-
satzen mit Katalase eine Stagnation der Zielproduktbildung beobachtet wurde. Die genaue
Ursache hierfir konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden und sollte daher in
weiterfihrenden Analysen erforscht werden. Die in dieser Arbeit verwendete Katalase besafl3
eine spezifische Aktivitat von 2.000 bis 5.000 U*mg™. Untersuchungen zur Verwendung einer
noch aktiveren Katalase (kommerziell verfiigbar = 10.000 U* mg™) kénnten ebenfalls in kiinf-
tigen Untersuchungen durchgefihrt werden.

Aufbauend auf den Ergebnissen zum Einsatz der sMMO im Reaktormal3stab kénnte im ver-
wendeten druckfesten Reaktor die CH;OH-Bildung der sMMO bei einem Uberdruck (max. 10
bar mdglich) untersucht werden. Moglicherweise hatten die Erhéhung des Druckes und die
damit verbundene Steigerung der Loéslichkeit von CH, in der Flissigphase einen positiven
Einfluss auf die Zielproduktbildung. Eine Charakterisierung der sMMO bei Uberdruck wurde
bisher nicht dokumentiert und kénnte einen Mehrwert fir die Verwendung gasférmiger Sub-
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strate in biokatalytischen Prozessen haben. Um die sMMO-Reaktion von CH3OH zu HCHO
zu nutzen und als alleinige Endprodukte der Gesamtreaktion CH;OH und HCOOH zu bilden,
sollte ein direkter Einsatz von der Formaldehyd-Dismutase am Beginn der Enzymkaskade
durchgefuhrt werden.

Aufbauend auf den hier getatigten Immobilisierungsversuchen der sMMO, sollten weitere
Versuche mit der gesamten Enzymkaskade (sMMO, GDH, Katalase) durchgefiihrt werden.
Dabei ware statt der kovalenten bzw. ionischen Bindung einer sMMO-Komponente, ein Ein-
schluss des gesamten Systems von Vorteil. Dazu mussten im Vorfeld der Messungen etwai-
ge Diffusionsprobleme, z.B. fur CH,4 als Substrat, untersucht werden. Mdgliche zu untersu-
chende Matrizen wéren polymere Membranen (Polyacrylamid, Polylysin), Lipidmembranen
oder organischen Polysaccharide (Alginat, Carrageenan). Die Interaktionen von MMOH,
MMOB und MMOR waéren durch den Einschluss des gesamten Enzyms, inklusive der
Hilfsenzyme zur NADH-Regeneration und dem H,O,-Abbau, méglich. Dadurch wiirden die
Abtrennung der Enzyme und deren Wiederverwendung vereinfacht.
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Abbildung 7-1: Abhangigkeit der Biomasse von Methylosinus trichosporium OB3b gewachsen
mit CH4 von der optischen Dichte bei 600 nm Ein Datenpunkt entsprecht dem Mittelwert von n=

drei unabhéngigen Messungen. ODgy=1 = 0,467 + 0,013 g*L'l; R’=0,9948
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Abbildung 7-2: Wachstum von Methylosinus trichosporium OB3b auf NMS-Medium mit CH, als
C-Quelle bei mehrfachem Gasaustausch und erneuter Einstellung der CH4;-Atmosphéare um O,
als limitierenden Faktor der Kultivierung im Schuttelkolbenmafistab zu identifizieren. Nach
Gasaustauch weiteres Wachstum bis 500 Stunden Kultivierungszeit moglich. Mittelwert von n=
zwei Kolben Jeder Pfeil entspricht dem Zeitpunkt des Gasaustausches und der neuen Zugabe
von CH,. sMMO-Aktivitat konnte tGiber den gesamten Kultivierungszeitraum nachgewiesen wer-
den. Nach 24 h= 1.800 + 200 UMOlynaphino™gev—*h™", nach 500 Stunden = 300 = 50 pumol,.
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Abbildung 7-3: Vergleich der sMMO-Aktivitat in Methylosinus trichosporium OB3b-Kulturen,
die auf Medien mit unterschiedlichen N-Quellen (10 mM Nitrat bzw. Ammonium) kultiviert wur-
den. * Kultur, die im Nitrat-Medium kultiviert wurde, wahrend des Naphthalin-Assays aber mit
10 mM Ammonium inkubiert wurde. n= zwei Messungen. Abbildung aus [Dillmann, 2014]
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Abbildung 7-4: Kalibriergerade Nitratmessung innerhalb der Fermentationen. Es sind Mittelwer-
te aus n=drei Messungen dargestellt. Erhaltene Kalibriergerade: y= 0,00362*x.
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Abbildung 7-5: Konzentrationen von Magnesium-, Calcium- und Zinkionen im Medium (rot) und
in der Biomasse (blau) bei Fermentation A von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle,
mod. NMS Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-MaR3stab.
Berechnet aus ICP-MS-Daten. Angabe in umol Metall *L!. Die Zinkkonzentration wurde mit Fak-
tor zehn multipliziert, da ein Verdinnungsfehler vorlag. Die gestrichelten Linien entsprechen
dem Zeitpunkt der Zugabe der jeweiligen Komponente (Tabelle 3-6, S.70). Berechnung fur Bio-
masse Uber folgende Gleichung.

C [”mm] C [ He ] X C [g BTM] F | 7-1
i == —— ormel /-
Metall in BTM |7 Metall pro BTM [ gy BTML™ [ ( )

Mit Cuetan in sTM= Metallkonzentration zum Zeitpunkt t, bezogen auf das Fermentationsvolu-
Men; Cwetanl pro BTM = Metallkonzentration zum Zeitpunkt t, bezogen auf die eingesetzte Bio-
masse; cgrv= Biomassenkonzentration im Fermenter zum Zeitpunkt t.
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Abbildung 7-6: Konzentration von Eisen-, Kupfer-, Magnesium-, Calcium-, Molybdén-, und Zin-
kionen im Medium (rot) und in der Biomasse (blau) bei Fermentation B von M. trichosporium
OB3b mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 pM ATU bei
30 °C und pH 6,9 im 6,8 L-MaRstab mit Nitrat-Feed. Berechnet aus ICP-MS-Daten. Angabe in
pmol Metall *L. Die gestrichelten Linien entsprechen dem Zeitpunkt der Zugabe der jeweiligen
Komponente, Ausnahme Kupfer welches nicht aktiv zugegeben wurde sondern vermutlich
durch Verunreinigungen der Spurenelementelésung zugesetzt wurde (Tabelle 3-8, S.76). Be-
rechnung fir Biomasse tber Formel 7-1.
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«——— - MMOH
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Abbildung 7-7: 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
der Fermentationen von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS Medium
(Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 6,8 L und 68 L-Mal3stab. MW-
Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), Es wurden
1/0D Proben aufgetragen; 1-Vorkultur CH,; 2-CH3;OH-Vorkultur; 3-6,8 L 16 h; 4-6,8 L 39,5 h; 5-
6,8L 64,5h; 6-6,8L 88,3h; 7-68L 24,8h; 8-68L 49 h; 9-68 L 79 h; 10 bis 68 L 95,8 h.
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Abbildung 7-8 :Fermentation C von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS
Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 pM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 68 L-Mal3stab. Biomas-
senkonzentration (schwarz), Nitrat-Konzentration (griin) und sMMO-Aktivitat (rot). Die Pfeile
symbolisieren Zugaben an Medienkomponenten genaue Auflistung siehe Tabelle 7-1.
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Tabelle 7-1: Zur Fermentation von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle, mod. NMS
Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 pM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 68 L-MalRstab aus Abbil-
dung 7-8 zugegebene Medienkomponenten.

Zeitpunkt [h]

Zugegebene Losung

Zugegebene Konzentration [65 L]

7,3 310 mL 1 M NaNOs NaNO3z-4,7 mM
25 630 mL 1 M NaNO; NaNO;-9,7 mM
27 280 mL 5 mM Fe(ll) Fe(l1)-21,5 uM
33 600 mL 1 M NaNO; NaNO3z-9,2 mM
50 710 mL 1 M NaNO, NaNO3z-10,9 mM
57,5 600 mL 1 M NaNO; NaNO3-9,2 mM
280 mL 5 mM Fe(ll) Fe(l1)-21,5 uM
79 320 mL 165 mM Mg®*/4,8 mM Ca** Mg?*-0,86 mM
100 mL Spurenelemente Losung ca*-26,1 uM
81,3 435 mL 1 M NaNOs NaNO3z-6,7 mM
—CH,OH —CO,
50 Temperatur - pH Wert . 45
| | 7,2 E‘ I
; | o 40
| I ; B
—710 jQ:_ _35
F O
< 30
= 68 | 5
E £ @ 1258
I 35r_ O
O, 30 % (208
I 25 . @
@) ! : 2,0 = 15+
10+ 1 ! 1,5 ® T
! ! 10§ (10
: : 015 o I
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Abbildung 7-9: CH;OH-Konzentration (blau), CO,-Gehalt (schwarz) in der Abluft, pH Wert (rot)
und Temperatur (grin) bei Fermentation C von M. trichosporium OB3b mit CH3;OH als C-Quelle,
mod. NMS Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 68 L-Mal3stab.
Die erste gestrichelte schwarze Linie markiert den Zeitpunkt des Verstopfen des Abgasfilters
und das Abldsen der Saurezufuhr, die zweite grau gestrichelte Linie entspricht dem Zeitpunkt
des Abkuhlens des Reaktors auf 8 °C fiir 20 h.
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Tabelle 7-2: Zusammenfassung der Fermentation C von M. trichosporium OB3b mit CH;OH als
C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 uyM ATU bei 30 °C und pH 6,9 im 68 L-
MaRstab.

Parameter Wert
Kultivierungszeit 99,8 h (20 h bei 8 °C)
Finales Volumen 68 L
Finale Biomassenkonzentration 11,7 g*L™
Verbrauchtes CH;OH 4735 g = 5956 mL
Ertragskoeffizient Ygrwchson 0,17 getwm*dcHzoH
Durchschn. spez. Wachstumsrate H Berechnung Uber expon. Anpassung nicht maglich
Max. spez. Wachstumsrate pmax 0,06 h™[0-25 h]
Geerntete Biofeuchtmasse 3940 g
Finale SMMO-Aktivitat 550 uMOl1-Naphthor*h *Gam
Verbrauchte 7,5 % H,SO, Nicht messbar weil Schlauch abgeplatzt
Verbrauchte 10,0 % NaOH Nicht messbar weil Medium in Flasche zuriick gedriickt
Zugegebene Nitratlosung [1 M] 2.685 mL (41,3 mM)
Verbrauchtes Nitrat 48,9 mM [2,5 gBTM*gNitra{l)
Verbrauchtes Antischaummittel (Sig- 3.000 mL 0, 2 %
ma SE-15) 2.000mL 1,5%
—e— Eisen-lonen im Medium — —e— Kupfer-lonen im Medium
—a— Eisen-lonen in Biomasse }n —a— Kupfer-lonen in Biomasse w7
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Abbildung 7-10: Konzentrationen von Eisen-, Kupfer-, Magnesium-, und Calciumionen im Me-
dium (rot) und in der Biomasse(blau) bei der Fermentation C von M. trichosporium OB3b mit
CH30H als C-Quelle, mod. NMS Medium (Tabelle 3-3) mit Zusatz an 5 uM ATU bei 30 °C und pH
6,9 im 68 L-Mal3stab mit Nitrat-Feed. Berechnet aus ICP-MS-Daten. Angabe in pmol Metall Lt
Die gestrichelten Linien entsprechen dem Zeitpunkt der Zugabe der jeweiligen Komponente
(Tabelle 7-1). Berechnung fur Biomasse Uber Formel 7-1.
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Abbildung 7-11: Proteinkonzentration im Rohextrakt in Abhangigkeit der Passagenanzahl

durch den Hochdruckhomogenisator (HDH, EmulsiFlex-C5) beim Zellaufschluss von Methylo-
sinus trichosporium OB3b. Proteinkonzentration ermittelt mittels Bradford Bestimmung.

Durchlauf- und

Waschfraktion
116—
66,2— am - - .
45— S | - ~ " «—a- MMOH
i © & B 5B MMOH
35—
S
~ 25—
<«—- MMOH
18,4—
14,4—u Y «—MMOoB

MW 1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 1213 14

Abbildung 7-12: 12,5 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Reinigungsverlauf der 1. AEC. MW-Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein
Ladder, Thermo Scientific), 1- Rohextrakt (10 pg), 2- Durchlauf- und Waschfraktion mit MMOH-
Bandenmuster, 3- 14 Elutionsfraktionen jeweils 10 pL einer 1:3 Verdinnung mit SDS-
Probenpuffer aufgetragen. Die aufgetragenen Proben entsprechen einer anderen Reinigung als
derer die in Kapitel 3.3, S.84 beschrieben wurde.
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Abbildung 7-13: Chromatogramm der SEC zur Reinigung der MMOH mit Zusatz an 0,2 mM Fe(ll)
mit Absorption bei 280 nm (mAu, schwarz), Leitfahigkeit (mS*cm'l, rot), Grenzen der eluierten
MMOH-Fraktionen (Fraktionen 15 bis 25) (violett) und Fraktionierung der aufgefangenen Pro-
ben (blau). Puffer, 25 mM MOPS pH 7,0.
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Abbildung 7-14: 12,5 %iges-SDS-PA-Gel der SEC aus Abbildung 7-13 zur Reinigung der MMOH
mit Zusatz an 0,2 mM Fe(ll). MW-Marker (PageRuler™), H-konzentrierte MMOH-Fraktion nach
der 1. AEC (10 pg), 13 bis 41 Elutionsfraktionen aus Abbildung 7-13, jeweils 10 pL einer 1:3
Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen. Schwarzer Rahmen entspricht der vereinigten
MMOH-Fraktion.
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Abbildung 7-15: 16,0 %iges-SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Reinigungsverlauf der der SEC zur Reinigung von MMOB. MW-Marker (PageRuler™), 1-
MMOB Fraktion nach 2. AEC (10 pg); 2- 14 Elutionsfaktionen 17 bis 29 der SEC, jeweils 10 uL
einer 1:2 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer aufgetragen. Fraktion 12 wurde fur eine ESI-MS
Analyse ausgeschnitten
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Abbildung 7-16: Spektrum der MMOR-Fraktion (Proteinkonzentration 1,0 mg*mL'l =26 pM, mit-
tels Bradford Bestimmung) nach SEC. Puffer: 25 mM MOPS, 1 mM TCEP, pH 7,0. Bei 30 °C.
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Abbildung 7-17: Spezifische sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay vor und nach Eisenrekonsti-
tution der MMOH in Abhéangigkeit der Inkubationszeit der MMOH. Die Messungen erfolgten zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Eisenekonstitution. Dargestellt sind Mittelwerte aus n=
zwei Messungen. Eisenrekonstitution: MMOH 47,5 pM in Eisenrekonstitutionspuffer (25 mM
MOPS pH 7,0 mit 120 mM NaCl, 2 mM DTT (oder DTE), 5 viv% Glycerin, 0,5 mM Fe(NH,),(S04,),)
verdinnt und bei 25 °C inkubiert. Die sSMMO-Aktivitat wurde auf die Zahl der aktiven Zentren
der MMOH bezogen. Die Messung erfolgte bei einem stéchiometrischen Verhaltnis der sMMO
von MMOHaktvive zentren 2 UM; rek. MMOB 1 pM; MMOR, 1 pM in 25 mM MOPS-Puffer pH 7,0, bei 30

°C und mit 1,5 mM Nitrobenzol

Tabelle 7-3: Extinktionskoeffizienten von p-Nitrophenol innerhalb der eingesetzten Messpuffer
bei verschiedenen pH Werten im 0,5 mL und 0,2 mL-MaRstab. TMA-Puffer = 50 mM Tris 25 mM

MES 25 mM Natriumacetat

Extinktionskoeffizient
p-Nitrophenol 420 nm [M™*cm™]
0,5 mL Kivetten-Mal3stab im UltroSpec 2100 Spektrometer

Puffer pH Wert

25 mM MOPS 7,0 6860
25 mM MOPS, 50 mM NacCl 7,5 9210
TMA-Puffer 7,5 8715
Extinktionskoeffizient
Puffer pH Wert p-Nitrophenol 420 nm [M™]
0,2 mL 96 well Platten-MaRRstab im Fluostar Galaxy Spektrometer
25 mM MOPS, 50 mM NacCl 7,5 5324
TMA-Puffer 7,5 5403
TMA-Puffer 6,0 691
TMA-Puffer 6,4 1898
TMA-Puffer 6,9 3591
TMA-Puffer 7,2 5148
TMA-Puffer 7,75 6662
TMA-Puffer 8,25 7643

TMA-Puffer 8,75 7774
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Abbildung 7-18: Spezifische sMMO-Aktivitat in Abhéngigkeit der Inkubationszeit bei 30; 37 und
40 °C im Nitrobenzol-Assay. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Es wurden
folgende Bedingungen verwendet: MMOH tive zentren: rek. MMOB: MMOR = 2:1:1 pM; 5 mM Nit-
robenzol; 1 mM NADH; Messpuffer 25 mM MOPS + 50 mM NaCl pH 7,5. Daten aus [Kind, 2016]
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Abbildung 7-19: Progresskurven der sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay bei Verwendung
von rek. MMOB; hom. MMOB; SUMO-MMOB und ohne MMOB. Folgende Bedingungen wurden
eingestellt: MMOH_ive zentren: MMOB: MMOR = 1:1:1 pM; 5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C;
Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5. Fir die Berechnung der
sMMO-Aktivitat wurden der Anstieg der Kurven in der ersten Minute verwendetet.
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Tabelle 7-4: Spezifische sMMO-Aktivitat bei verschiedenen MMOB/SUMO-MMOB zu MMOH
Verhdaltnissen. Daten entsprechen Mittelwerten aus n= zwei Messungen Hinter den Aktivitaten
sind die entsprechenden prozentualen Aktivitaten bezogen auf 100 % beim Verhéltnis 1:1 auf-
gelistet. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHive zentren:MMOR = 1:1 pM; 1 mM
Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 25 mM MOPS, 50 mM NacCl, pH 7,5.

Enzymaktivitéat

Verhéaltnis MMOB MO- . i -
erhaitnis OB/SUMO [anI p'NltrOphenOI*mm 1*mgAktiveZentren 1]

MMOB zu MMOH [uM]

MMOB SUMO-MMOB
1 157,6 + 12,3 [100 %] 136,5 + 2,5 [100 %)]
8 86,7 £ 9,5 [55 %] 88,9 * 2,6 [65 %]
15 57,2 + 3,1 [36 %] 63,7 * 6,6 [47 %]
30 33,2 % 2,6 [21 %] 45,0 £ 3,9 [33 %]

Tabelle 7-5: Eigene Messungen und Literaturdaten zum Vergleich der sMMO-Aktivitat bei ver-
schiedenen MMOB zu MMOH Verhéltnissen [Wallar und Lipscomb, 2001]. Folgende Bedingun-
gen wurden eingestellt: MMOHgive zentren:MMOR = 1:1 uM; 1 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30
°C; Messpuffer 25 mM MOPS, 50 mM NacCl, pH 7,5.Bedingungen Literatur bei 25 °C in 50 mM
MOPS pH 7,6; 0,4 mM NADH, 1,2 mM Nitrobenzol. Die Unterschiede der Ausgangsaktivitaten
waren vermutlich auf die unterschiedlichen Messbedingungen zurtckzufihren.

Verhaltnis MMOB zu Enzymaktivitat [%] Enzymaktivitat [%]
MMOH [uM] Eigene Daten [Wallar und Lipscomb, 2001].
1 100 %(157’6 mU*mg-lAktive Zentren) 100 % (57’6 mU*mg-lAktive Zentren)
4 n.b. 75
8 55 54
15 36 n.b.
16 n.b. 42
24 n.b. 33
30 33 n.b.

n.b.-nicht bestimmt
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Abbildung 7-20: Kalibriergerade fir CH;OH-Messung Mittels GC-HSS. Angegeben sind die Mit-
telwerte aus n= drei Messungen. Die im Puffer gemessene CH;OH-Konzentration wurde von
allen Werten abgezogen. Erhaltene Kalibriergerade: cchzon [UM]= 680,3* Peakflache [pA*s]
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Abbildung 7-21: Kalibriergerade fuir HCHO-Messung Mittels Nash Methode. Angegeben sind die

Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Erhaltene Kalibriergerade: cycpo [UM]= 775,2 * (Absorption
420 nm [-]-0,01824). Messungen erfolgten im TMA-Puffer pH 7,5.
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Abbildung 7-22: Reaktion von HCHO mit Tris beim Stoppen der Protein Quervernetzung. Es
ensteht ein stabiles Produkt. 1-aza-3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octane-5-methanol. Abbildung aus
[Wu et al., 2011] doi:10.1371/journal.pone.0026217.g011.
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Abbildung 7-23: Vergleich der HCHO-Messungen in 50 mMTris-25 mM MES-25 mM Acetat
(TMA) Puffer pH 7,5, 25 mM MOPS + 50 mM NaCl Puffer pH 7,5 und ddH,O. Angegeben sind die
Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Lineare Anpassung : TMA: y= 0,00145 *x + 0,0394; MOPS:
y=0,00144 *x + 0,0301; ddH,0O: y=0,00149 *x + 0,0305.
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Abbildung 7-24: Progresskurven fur die p-Nitrophenolbildung durch die sSMMO mit Zusatz an
sMMO und sMMO+ NADH im Nitrobenzol-Assay nach stagnieren der p-Nitrophenolbildung.
Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHqive zentren: r€ek. MMOB: MMOR = 2:2:2 uM; 5
mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat
pH 7,5.Pfeile geben Zeitpunkt der sSMMO (schwarz) ; sMMO+ NADH (rot) Zugabe an.
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Abbildung 7-25: Progresskurven der sMMO-Aktivitdt im Nitrobenzol-Assay vor und nach der
Abtrennung der sMMO Komponenten von der Reaktionsbrithe im Nitrobenzol-Assay. Es wur-
den folgende Bedingungen verwendet: Messung vor Abtrennung (schwarze Linie): MMOH yqive
zentren: F€K. MMOB: MMOR = 2:2:2 uM (0,47 mg*mL'1 Protein); 5 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30
°C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,3; 25 mM MOPS-Puffer pH
7,5. Nach Abtrennung der sMMO (rote Linie): Elutionsfraktion der Entsalzungssaule unver-
dunnt (0,29 mg*mL'l Protein); andere Bedingungen identisch. Proteinverdiinnung nach Entsal-
zung = 1,6x. Verdinnung im Aktivitatsassay (Zugabe NB und NADH) = 1,6 x, d.h. Gesamtver-
dinnung im Vergleich zum Ausgangstest = 2,6x = 38 % Restaktivitét sollten gemessen werden.
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Abbildung 7-26: Dosis-Wirkungs-Diagramm der sMMO-Aktivitat in Abhangigkeit der zugesetz-
ten H,0,-Konzentration bei verschiedenen Nitrobenzolkonzentrationen. Halblogarithmische
Darstellung der Daten aus Abbildung 3-44, S.123 mit Interpolation der Daten Uiber Formel 3-2.

Tabelle 7-6: Aus Abbildung 7-26 mit Formel 3-2 erhaltene mittlere inhibitorische Konzentration
(ICsp) fir H,O, im Nitrobenzol-Assay.

Nitrobenzolkonzentration [MM]  H,O; ICso [UM]

0,125 132
0,25 145
0,375 116
0,5 145
0,625 123
0,75 107
0,875 119
1,0 141

Tabelle 7-7: Spezifische sMMO-Aktivitat im Nitrobenzol-Assay mit Zusatz von HCHO vor Start
der Reaktion in MOPS und Tris-MES-Acetat-Puffer. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei
Messungen. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOH ive zentren: fek. MMOB: MMOR =
1:1:1 uM; 1 mM Nitrobenzol; 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM
Natriumacetat pH 7,5 bzw. 25 mM MOPS + 50 mM NaCl pH 7,5.

Spezifische sMMO-Aktivitat
[m U*m 0 Aktive Zentren-l]

HCHO [uM] MOPS-Puffer Tris-MES-Acetat-Puffer
0 143,8 £18,1 146,1+2,5
100 133,7+2,3 142,0+£3,5

300 121,3+9,6 136,3 + 9,6
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Abbildung 7-27: sMMO-Aktivitat [%] nach Inkubation der sMMO mit verschiedenen HCHO-
Konzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte aus n= drei Messungen. Es wurden folgende
Bedingungen verwendet: MMOH_ive zentren: f€k. MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; 0,75 mM Nitrobenzol;

1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5. 100 % =
67 mU* mg™. Inkubation bei 30 °C

Tabelle 7-8: CH;0OH- und HCHO-Konzentration beim Umsatz von CH, durch die sMMO mit und
ohne Zusatz an Katalase. Angegeben sind Mittelwerte aus n= zwei Messungen. Es wurden fol-
gende Bedingungen verwendet: MMOH_yive zentren: F€K.MMOB: MMOR = 3:3:3 uM; Katalase 640
UsmL™in 1 mL Flussigvolumen; 63,5 pmol CH, ( 20 % CH,4 in 8 mL Gasvolumen); 53,9 umol O,
(16,8 % O, in 8 mL + geldster Anteil in 1 mL); 1 mM NADH; 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM
MES-25 mM Natriumacetat pH 7,5. Reaktionsstopp nach drei bzw. zehn Minuten durch Acetat
Zugabe. Messung CH3;OH Uber GC-HSS und HCHO spektroskopisch mittels Nash Methode.

sMMO sMMO + Katalase
Zeit [min] CH3O0H [uM] HCHO [uM] CH30H [uM] HCHO [uM]
3 278,1+59,4 180,0 + 3,3 612,5+153,1 156,5 + 6,6

10 628,1 + 13,3 246,4+ 3,3 834,4 +118,8 203,1+6,6
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Abbildung 7-28: Kalibriermessung CH3;0H im Reaktor mittels FoxySPEC®. Normiertes Massen-
sighal m= 31 * (Massensignal m:18)'l. M= 31 steht fir CH3OH und m=18 fur H,O; Nach Zuséatzen
an definierten Mengen von CH3;OH (Zahlen in uM) wurde ein stabiles Messsignal notiert (Rah-
men) und anschlieBend mit der eingesetzten CH;OH-Menge korreliert. Die Normierung mittels
des H,O Signals erfolgte um etwaige Schwankungen der Messung auszugleichen.

Aus den Daten von Abbildung 7-28 ergab sich folgende Kalibriergerade:
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Abbildung 7-29: Kalibriergerade der CH;OH-Bestimmung mittels FoxySPEC®. Datenunkte ent-
nommen aus Abbildung 7-28. Geradengleichung: y=6,303E-8x+2,344E-5.



7 Anhang 193

8,0x10°

]

6,0x10°

4,0x10°

2,0x10°

lonenstrom normiert [m13*m18

o
o

100 % CH,

o

Zeit [min]

Abbildung 7-30: Kalibriermessung CH, im Reaktor mittels FoxySPEC®. Normiertes Massensig-
nal m= 13 * (Massensignal m:18)'1. M= 13 steht fur CH; und m=18 fir H,O; Nach Strippen mit-
tels He wurde der Wert fur 0 % CH, (0 uM) notiert und nach Begasung mit reinem CH, erfolgte
die Messung des 100 % (bei 30 °C 1,26 mM [Duan und Mao, 2006]), CH, Wertes in der Flussig-
phase (Rahmen). Aus diesen Werten wurde eine Zwei-Punkt Kalibrierung fir CH, erstellt. Dies
erfolgte fur jede Messung. Die Normierung mittels des H,O Signals erfolgte um etwaige
Schwankungen der Messung auszugleichen.

Die gesammelten Daten zu den CHsOH- und CH,-Kalibriergeraden sind in der folgenden
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 7-9: Auflistung der Daten zu den CH3OH- und CHy-Kalibriergeraden der Messungen im
Reaktor mittels FoxySPEC®. Geradengleichungen im Format: y= mx+n)

Messung m n

1. CH30OH 6,303E-8 2,344E-5
2. CH3;OH 5,350E-8 1,178E-5
1. CH, 4,28E+05 -1,9

2. CH, 4,98E+05 -2,07

3. CH, 5,17E+05 -2,15

4. CH, 4,00E+05 -1,58

5. CH, 5,31E+05 -2,13

6. CH, 5,81E+05 -2,72

7. CH, 6,44E+05 -3,09

8. CH, 1,19E+06 -5,88
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Abbildung 7-31: Gemessene lonenstrome fir verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
mit CH, und 5 mM NADH als Substrate im 10 mL-Mal3stab. Analyse Uber FoxySPEC® Massenspekt-
rometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten Massenstrome fur He (schwarz, m=4); CH, (rot,
m=13); H,O (blau, m=18) und CH;OH (griin, m=31). Die Einzelnen Reaktionsphasen waren: 5 bis 26
Minuten He-Begasung; 26 bis 38 Minuten CH,-Begasung; 38 Minuten Zugabe O, (3 mL); 41 Minuten
Zugabe Proteine; 43 Minuten Reaktionsstart durch NADH-Zugabe; 76 Minuten Reaktionsende. Fol-
gende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgqive zentren:r€k.MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; NADH
10 pumol (1 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3.
Flissigvolumen 10 mL; Gasvolumen 15 mL; 488 umol CH, (12 mL+Geldstanteil); 123 pmol O, (3 mL).
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Abbildung 7-32: Gemessene lonenstrome fir verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
mit Zusatz an Katalase und GDH sowie CH, und NAD" als Substrate im 10 mL-MaRstab. Analyse
Uber FoxySPEC® Massenspektrometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten Massenstréome fur He,
(schwarz, m=4); CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und CH;OH (griin, m=31). Die Einzelnen Reakti-
onsphasen waren: 5 bis 20 Minuten He-Begasung; 20 bis 35 Minuten CH,;-Begasung; 35 Minuten
Zugabe O, (3 mL); 37 Minuten Zugabe Proteine; 39 Minuten Reaktionsstart durch NADH-Zugabe; 76
Minuten CH,-Begasung; 158 Minuten Stopp CH4-Begasung; 205 Minuten FDM-Zugabe; 241 Minuten
Reaktionsende. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHyive zentren:f€k.MMOB: MMOR =
1:1:1 pM; Katalase 640 U*mL™; GDH 75 mU*mL™; NAD"* 10 pmol (1 mM); 500 umol Glucose (50 mM);
Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolu-
men 10 mL; Gasvolumen 15 mL; 488 umol CH, (12 mL+ gel6ster Anteil); 123 umol O, (3 mL).
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Abbildung 7-33: Gemessene lonenstrome fir verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
mit Zusatz an GDH sowie CH, und NAD" als Substrate im 10 mL-MaRstab. Analyse iiber FoxySPEC®
Massenspektrometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten Massenstrome fir He, (schwarz, m=4);
CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und CH3;OH (griin, m=31). Die Einzelnen Reaktionsphasen waren:
5 bis 20 Minuten He-Begasung; 20 bis 78 Minuten CH,;-Begasung; 78 Minuten Zugabe O, (3 mL); 80
Minuten Zugabe Proteine; 82 Minuten Reaktionsstart durch NAD'-Zugabe; 110 Minuten Zugabe Ka-
talase; 123 Minuten Reaktionsende. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHive zen-
wen:F€K.MMOB: MMOR = 1:1:1 uM; Katalase 640 U*mL™; GDH 75 mU*mL™; NAD" 10 pmol (1 mM); 500
pmol Glucose (50 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat,

pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gasvolumen 15 mL; 488 umol CH, (12 mL+ geldster Anteil); 123 pmol
0O, (3 mL).
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Abbildung 7-34: Gemessene lonenstrome fur verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
verringerte MMOR-Konzentration mit Zusatz an Katalase und GDH sowie mit CH, und 1 mM NAD" als
Substrate im 10 mL-MaRstab. Analyse Uber FoxySPEC® Massenspektrometer. Dargestellt sind die
aufgezeichneten Massenstrome fir He. (schwarz, m=4); CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und
CH3OH (grin, m=31). Die Einzelnen Reaktionsphasen waren: 0 bis 13 Minuten He-Begasung; 13 bis
21 Minuten CH4-Begasung; 21 Minuten Zugabe O, (3 mL); 23 Minuten Zugabe Proteine; 24 Minuten
Reaktionsstart durch NAD'-Zugabe; 79 Minuten Begasung mit CH,; 88 Minuten Reaktionsende. Fol-
gende Bedingungen wurden eingestellt: MMOH_ ive zentren:r€K.MMOB: MMOR = 1:1:0,1 pM; Katalase
640 U*mL™"; GDH 75 mU*mL™; NAD" 10 pmol (1 mM); 500 pmol Glucose (50 mM)); Temperatur 30 °C;
Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gasvolu-
men 15 mL; 488 pmol CH, (12 mL+ geldster Anteil); 123 pmol O, (3 mL).
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Abbildung 7-35: Gemessene lonenstrome fur verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
verringerte MMOR-Konzentration mit CH, und 1 mM NADH als Substrate im 10 mL-Maf3stab. Analyse
Uber FoxySPEC® Massenspektrometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten Massenstrome fir He,
(schwarz, m=4); CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und CH3;OH (griin, m=31). Die Einzelnen Reakti-
onsphasen waren: 0 bis 11 Minuten He-Begasung; 11 bis 25 Minuten CH,-Begasung; 25 Minuten
Zugabe O, (3 mL); 27 Minuten Zugabe Proteine; 28 Minuten Reaktionsstart durch NADH-Zugabe; 80
Minuten Reaktionsende. Folgende Bedingungen wurden eingestellt: MMOHgqive zentren:f€K.MMOB:
MMOR = 1:1:0,1 pM; NADH 10 pumol (1 mM); Temperatur 30 °C; Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-
25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen 10 mL; Gasvolumen 15 mL; 488 pmol CH, (12 mL+
geléster Anteil); 123 umol O, (3 mL).

He,-Begasung

i CH,-Begasung ~ Reaktionsstart He, (m=4)
——CH, (m=13)
1] —HO(m=18) I
T 4,0x10™ 4 )
5. ] ——CHOH M3 [ 50407
6 3,5x10™ 1 I
" 3 [\ NP -2,7x10°0
6<'3,0x10'11 4™ | e
) i T
2,510 - _ 24x10'T
T E _7g
< 2,0x10™ -2,1x10S
£ 1 i 2
S 1,5x10™ -1,8x1072
@ 1 . S
é 1,0x10™ 1 5x107
O ) -
- 12 _|
5,0x10 bﬁH M I o0
0,0 5“ L

0 50 100 150 200 250 300
Zeit [h]

Abbildung 7-36: Gemessene lonenstrome flr verschiedene Massensignale in der sMMO-Reaktion
mit Zusatz an Katalase und GDH sowie CH, und NAD" als Substrate im 10 mL-MaRstab. Analyse
Uber FoxySPEC® Massenspektrometer. Dargestellt sind die aufgezeichneten Massenstrome fur He,
(schwarz, m=4); CH, (rot, m=13); H,O (blau, m=18) und CH;OH (griin, m=31). Die Einzelnen Reakti-
onsphasen waren: 0 bis 24 Minuten He-Begasung; 24 bis 35 Minuten CH,4-/O,-Begasung; 52 Minuten
Zugabe Proteine; 55 Minuten Ruckstossdruck in MS-Leitung zu hoch, deshab Transferstrecke un-
dicht, Messung gestoppt und nach Reperatur bei 78 Minuten wiederaufgenommen; 85 Minuten Re-
aktionsstart durch NAD" -Zugabe; 218 Minuten FDM-Zugabe; 333 Minuten Reaktionsende. Folgende
Bedingungen wurden eingestellt: MMOH_ive zentren:T€K.MMOB: MMOR = 1:1:0,1 pM; Katalase 640
U*mL™"; GDH 75 mU*mL™; NAD* 2500 pmol (1 mM); 12500 umol Glucose (50 mM); Temperatur 30 °C;
Messpuffer 50 mM Tris-25 mM MES-25 mM Natriumacetat, pH 7,3. Flissigvolumen 250 mL; Gasvo-
lumen 1255 mL; 15167 pmol CH, (375 mL+ geldster Anteil); 7267 umol O, (180 mL + geldster Anteil).
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Abbildung 7-37: Kalibriergerade von NADH bei 340 nm fir Reaktormessungen. Geradenglei-
chung y=5,165x
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Abbildung 7-38: Kalibriergerade fir HCHO uber Nash Methode fiir Reaktormessungen. Gera-
dengleichung: y=0,00133x+ 0,03856

Tabelle 7-10: Umsatzberechnung Reaktormessungen 10 und 250 mL-Mal3stab:

10 mL 250 mL
Anteil/ Masse/ Stoff- Anteil/ Masse/ Stoff-
Komponente Konzent- menge Konzent- menge
Volumen . Volumen .
ration [umol] ration [umol]
12 mL Gas- 7,65 30 % (375 238,9 +
CH,4 phase + ge- +0,175 = 488 mL) + gelés- 4,4 = 15167
|6ster Anteil 7,83 mg ter Anteil 243,3 mg
3 mL + gelos- 3,86 14,35 % (180 230,7 +
0, ter Anteil +0,075 = 123 mL) + gelés- 1,875 = 7267
3,93 mg ter Anteil 232,6 mg
NADH/NAD® - 1mM 10 - 1mM 2500
Glucose - 50 mM 500 - 50 mM 12500

CH,-Dichte = 0,637 mg*ml™(30 °C); M = 16,04 g*mol”, gelést am Reaktionsstart 17,5 mg*l™~, O,-
Dichte= 1,286 mg*mL™ (30 °C), M = 32,0 g*mol *, Loslichkeit (30 °C) 7,5 mg*L™.
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Fur eine CH30OH-Konzentration von z.B. 540 pM CH3;OH + 33,3 pM HCHO im 10 mL-
Malstab (Kapitel 3.6.1, S:139) ergab sich eine gebildete Produktstoffmenge von 5,4 pmol +
0,33 pmol = 5,7 umol. Daraus berechnete sich der Umsatz fir CH4, O, und NADH. Nach

dem gleichen Schema erfolgte die Berechnung des Umsatzes im 250 mL-Maf3stab

Tabelle 7-11: Eigenschaften der fur die Immobilisierung verwendeten Tréagermaterialien

Parameter Gerichtete Immobilisierung Ungerichtete Immobilisierung
ReloZ -E
Material Streamline Chelating elocyme-Epoxy
S grade
Funktionelle Gruppe Iminodiessigsaure Epoxid
Porengréfe [nm] - 40-60
Partikelgrofe [uM] 100-300 100-300
Ziel Protein SUMO-MMOB MMOH
Phosphat Puffer fir Immobilisie-
Puffer 25 mM MOPS, pH 7.5; 50 mM NacCl ) o
. P rung/MOPS-Puffer fir Aktivitat
. Keine Angabe (Chelating Sepharose 5 . :
Ladekapazitat ! g ( g >ep min. 30 ymol/g wet Oxirans
mg/mL)
6 % A it K b
Struktur 6 Agarose mit Quarz Kem (bessere Polymethacrylate

Sedimentation)
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