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Durch ihre hohe Chemo-, Regio- und Enan-
tioselektivitdt sind Biokatalysatoren fur den
Einsatz in der nachhaltigen Produktion von
chiralen und hochfunktionellen chemischen
Verbindungen préadestiniert. Die Anwendung
biokatalytischer Umsetzungen in der Industrie
scheitert jedoch immer wieder an der Suche
nach einem geeigneten Biokatalysator. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser
Bachelorarbeit neue Ene-Reduktasen erstma-
lig rekombinant exprimiert und fur den Aufoau
einer Ene-Reduktasen Bibliothek verwendet.
Ene-Reduktasen der Old Yellow Enzyme (OYE)
Familie sind NAD(P)H-abhéngige Flavinmono-
nucleotid (FMN)-enthaltende Oxidoredukta-
sen, welche die stereo- und enantioselektive
Reduktion von a, -ungesattigten Ketonen,
Aldehyden, Nitroalkanen und Carbonsauren
katalysieren.

In dieser Bachelorarbeit wurden die beiden
Ene-Reduktasen 321_1 und 321_2 aus Spo-
rosarcina psychrophila sowie die Ene-Redukta-
se 230_1 aus Pseudomonas brassicacearum
charakterisiert. Um alle Enzyme 16slich und

Abb. 1: 3D-Modell der Kristallstruktur von Ene-Reduktase
QOYE 1 aus Saccharomyces pastorianus.

aktiv in E. coli zu exprimieren, wurden unter
verschiedenen Bedingungen Kultivationen
durchgefuhrt. Zusétzlich wurden zur Unter-
stltzung der Proteinexpression Chaperone
eingesetzt. Die Aktivitdt der exprimierten
Ene-Reduktasen wurde mittels Biokatalysen
bestimmt und das Substratspektrum mit-
tels diverser Substrate definiert. Die beiden
Ene-Reduktasen aus S. psychrophila konn-
ten selbst nach allen Optimierungen nur in
geringen Konzentrationen als I8sliche Enzy-
me exprimiert werden. Bei der Aktivitatsbe-
stimmung konnte gezeigt werden, dass die
Ene-Reduktase 321_1 als aktives Enzym
vorlag, wahrend fur 321_2 aus demselben
Organismus keine Aktivitat messbar war. Die
Ene-Reduktase aus P brassicacearum zeigte
bei den durchgeflhrten Biokatalysen fUr die
Substrate Cyclohexenon, Carvon, Zimtal-
dehyd und Butylacrylat vollstandige Umsatze.
Zusammenfassend konnte eine Ene-Reduk-
tase neu kloniert und drei noch nicht beschrie-
bene Enzyme erstmalig in E. coli rekombinant
exprimiert werden.

Abb. 2: Die beiden Teilreaktionen der NAD(P)H-abhangigen
Reduktion von aktivierten Alkenen durch Ene-Reduktasen.
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