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von der intrazellularen Produktion von 
 Sauerstoff, dessen externe Zufuhr als Oxida-
tionsmittel durch den geringen Massentrans-
fer zwischen Gasraum und wässriger Lösung 
erschwert wird [2]. Mittlerweile haben wir 
und andere mehrere Oxidoreduktasen 
rekombinant in Cyanobakterien hergestellt 
und die relativ hohe Produktivität der Stäm-
me gezeigt [1]. Die bislang schnellste Reak-
tion ist die lichtgetriebene Reduktion akti-
vierter Doppelbindungen durch En-Redukta-
sen.

Die En-Reduktase YqjM aus Bacillus sub-
tilis wurde erstmals 2016 in dem Modell-
organismus Synechocystis sp. PCC 6803 (im 
weiteren Synechocystis) hergestellt [3]. 
Obwohl die spezifischen Aktivitäten 
(< 123 U gCDW–1) und Raum-Zeit-Ausbeuten 
(< 1,1 g l–1 h–1) vergleichsweise hoch sind, 
konnten wir im Jahr 2020 zeigen, dass die 
Reaktion durch die bereitgestellte Menge an 
NADPH limitiert wird. Um den Elektronen-
fl uss zu verbessern, deaktivierten wir eine 
konkurrierende Elektronensenke: Flavodii-
ron-Proteine (FDPs) stellen in der Natur 
einen wichtigen Schutzmechanismus dar, 
um den Organismus vor Überreduktion unter 
fl uktuierenden Lichtbedingungen zu schüt-
zen. Unter kontrollieren Laborbedingungen 
ist ein solcher Schutzmechanismus entbehr-
lich, konsumiert jedoch Elektronen, die für 
die rekombinante Reaktion fehlen. Durch die 
Deaktivierung des FDPs Flv1 waren wir in 
der Lage, die spezifi sche Aktivität zu verdop-
peln und eine volumetrische Produktivität 
von 18,3 mM h–1 zu erreichen [4].

Seit der Demonstration des Konzepts hat 
sich das Feld weiterentwickelt. Neue Anwen-
dungen – wie die selektive Hydroxylierung 
von Testosteron [5] oder die stereoselektive 
Bildung von α-Hydroxysäuren – wurden eta-
bliert [6]. Forschungsschwerpunkte sind die 
Effi zienzsteigerung sowie die Skalierung des 
Reaktionskonzepts.

Eine Strategie zu Effi zienzsteigerung ist 
die Verbesserung der Genexpression in 
Cyanobakterien. Zum Beispiel würde ein 
induzierbarer Promotor eine bessere Kon-
trolle der Genexpression ermöglichen als 
die häufig verwendeten konstitutiven 
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ó Redoxreaktionen fi nden breite Anwen-
dung in der Pharma- und Chemieindustrie, 
sind jedoch oft mit harschen Reaktionsbe-
dingungen verbunden. Dem gegenüber ste-
hen biotechnologische Redoxprozesse, in 
denen Reaktionen unter milden Bedingun-
gen und mit hoher Selektivität durchgeführt 
werden. Viele Oxidoreduktasen benötigen 
für ihre Aktivität Redoxkofaktoren wie 
NADH und NADPH, die durch die Oxidation 
von Opfersubstraten wie Glukose regene-
riert werden [1]. Da hierfür nur wenige Elek-
tronen des Opfersubstrats genutzt werden, 
ist die Atomeffizienz des gesamten Pro-
zesses ungünstig. Hinzu kommt die Entste-
hung unerwünschter Nebenprodukte.

Auch in der Natur benötigen Organismen 
eine Energie- und Elektronenquelle, um 
Reduktionsäquivalente für ihren Metabolis-
mus zu regenerieren. Vor vielen Jahrmillio-
nen entwickelten die Vorfahren heutiger 
Cyanobakterien hierzu den revolutionären 
Prozess der oxygenenen Photosynthese. 
Unter Bildung von Sauerstoff wird Wasser 
mithilfe von Lichtenergie gespalten und 
NADPH und ATP für die Fixierung von CO2 
regeneriert (Abb. 1).

Diese lichtgetriebene Regeneration von 
Redoxkofaktoren in CO2-basierten Ganzzell-
katalysatoren birgt ein großes biotechnologi-
sches Potenzial für Redoxreaktionen. Oxy-
funktionalisierungen profi tieren außerdem 

Lichtgetriebene Biotransformation

Cyanobakterien als nachhaltige 
Katalysatoren

˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der Photosynthese. Der lineare Elektronenfl uss vom Photo-
system II (PS II) zur Ferredoxin-NADP+-Reduktase (FNR) ist mit gelben Pfeilen hervorgehoben. Bei-
spiele für alternative Elektronenfl üsse sind durch gestrichelte Linien dargestellt. PQ = Plastochi-
non, PQH2 = Plastochinol, Cyt b6f = Cytochrom-b6f-Komplex, PC = Plastocyanin, PSI = Photosys-
tem I, Fd = Ferredoxin, FDPs = Flavodiiron Proteine, NDH1 = NAD(P)H Dehydrogenase ähnlicher 
Komplex 1, Hox = bidirektionale Hydrogenase, ATP-S = ATP-Synthase.
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Alkohol. Keton und Alkohol bildeten ein 
Shuttle-System und diffundierten in und aus 
der Zelle. Außerhalb der Zelle oxidierte eine 
externe ADH (Modul B) den Alkohol zurück 
zum Keton und regenerierte NAD(P)H. 
Schließlich konnte das Zielenzym (Modul C) 
den Kofaktor für die Reaktion nutzen. Die 
externe Zugabe des Zielenzyms ersetzt die 
genetische Manipulation von Cyanobakte-
rien und in Abhängigkeit von der externen 
ADH lassen sich sowohl NADPH als auch 
NADH regenerieren. Dies erweitert die 
Anzahl möglicher Redoxreaktionen, was ein-
drucksvoll gezeigt wurde. Die Autoren zeig-
ten (1) die Enreduktion von sechs Substraten 
durch 14 En-Reduktasen, (2) die Reduktion 
von Ketosäuren durch die zwei KADHs, (3) 
Reduktion von drei Iminen durch Iminreduk-
tasen und (4) eine Oxyfunktionalisierung 
mithilfe einer BVMO. Bei allen Reaktionen 
wurden hohe Umsätze und Selektivitäten 
erhalten und das System erwies sich als 
besonders robust für Reaktionen mit giftigen 
Reaktionskomponenten.

Viele Studien zu lichtgetriebenen Biotrans-
formationen arbeiten mit geringen Volumina 
und produzieren nur wenigen Milligramm 
ihrer Produkte. Um das System langfristig für 
industrielle Zwecke attraktiv zu machen, rei-
chen diese Maßstäbe nicht aus. Die Skalierung 
von lichtgetriebenen Reaktionen ist mit ver-
schiedenen Problemen konfrontiert. Durch die 
Lichtabhängigkeit des Systems lassen sich die 
Ganzzellbiokatalysatoren nur bis zu einer 
bestimmten Zelldichte aufkonzentrieren. 

 Alternativen. Tüllinghoff et al. nutzten erfolg-
reich den Ni2+-induzierbaren Promotor PnrsB 
für die Produktion der Baeyer-Villiger-Mono-
oxygenase (BVMO) aus Acidovorax sp. 
CHX100 und erzielten spezifi sche Aktivitä-
ten bis zu 60,9 U gCDW–1 [7]. Dies ist die 
bisher höchste Aktivität, die für eine lichtge-
triebene Oxyfunktionalisierung erreicht wur-
de. Auch Art und Weise der genetischen 
Manipulation können Enzymproduktion und 
Zellaktivität beeinfl ussen [7]. Alternativen 
sind hier die Integration in das (polyploide) 
Genom oder die Verwendung selbstreplizie-
render Plasmide. Nur wenige Studien verglei-
chen beide Möglichkeiten. Im Fall der BVMO 
aus Acidovorax sp. erwies sich jedoch die 
Verwendung eines selbstreplizierbaren Plas-
mids als vorteilhaft.

Die Optimierung des Elektronenfl usses 
aus unserer Studie erwies sich als vielver-
sprechende Strategie zur Effizienzsteige-
rung. In einer weiteren Studie konnten wir 
zeigen, dass die Deaktivierung der FDPs 
auch die lichtgetriebene Bildung von 
 ε-Ca prolakton aus Cyclohexanon beschleu-
nigt. Als Katalysator wurde eine neue BVMO 
aus Burkholderia xenovorans eingesetzt [2]. 
Ein Pro blem dieser Reaktion in Synechocystis 
ist eine Nebenreaktion. Native Alkoholdehy-
drogenasen (ADHs) konkurrieren um das 
Substrat und reduzieren es zu Cyclohexanol. 
Durch die beschleunigte Oxyfunktionalisie-
rung konnten wir die Nebenreaktion aus-
bremsen.

Neben den FDPs besitzen Cyanobakterien 
noch weitere Elektronensenken, wie die bidi-
rektionale Hydrogenase Hox. Jurkas et al. 
nutzten einen Synechocystis-Stamm mit deak-
tivierter Hox für die Produktion von 
α-Ketosäure-Dehydrogenasen (KADH) [6]. Der 
Knockout-Stamm erwies sich als robuster und 
tolerierte im Gegensatz zum Wildtyp die 
 Produktion der KADHs. Es wurden Umsätze 
von bis zu 53 Prozent und eine ausgezeich-
nete Reinheit der α-Hydroxysäure erreicht. 
Eine weitere Elektronensenke ist der 
 NAD(P)H-Dehydrogenase ähnliche Komplex 1 
(NDH-1). Bereits 2018 deaktivierten Berepiki 
et al. die Untereinheit Ndh-D2 dieses Kom-
plexes und erhöhten so die Aktivität einer 
P450-Monooxygenase [8]. Spasic et al. unter-
suchten insgesamt vier verschiedene Synecho-
cystis-Stämme mit unterschiedlichen deakti-
vierten Elektronensenken für die lichtgetrie-
bene Enreduktion mit YqjM [9]. Während das 
Ausschalten von Ndh-D2 und dem FDP Flv3 
nur wenig Effekt auf die Aktivität hatte, konn-
te diese um 39 Prozent gesteigert werden, 

wenn Hox deaktiviert war. Ein synergistischer 
Effekt durch zwei deaktivierte Elektronensen-
ken (hier Flv3 und Hox) wurde nicht beobach-
tet.

Durch die photosynthetische Regeneration 
von NADPH wird ein Protonengradient für die 
ATP-Bildung aufgebaut. Da NADPH durch die 
rekombinante Reaktion verbraucht wird, 
müsste sich das ADP/ATP-Verhältnis in der 
Zelle in Richtung ATP verschieben. Bis zu wel-
chem Grad dies der Fall ist und wann dies für 
die Zelle schädlich wird, wurde bisher nicht 
untersucht. Auch der Einfl uss glykolytischer 
Stoffwechselwege auf die NADPH-Regenera-
tion ist Gegenstand aktueller Forschung. So 
steigerten Barone et al. die Aktivität der licht-
getriebene Enreduktion durch die Zugabe von 
Glucose [10]. Dies beweist, dass die photosyn-
thetische Bereitstellung von NADPH durch die 
Regeneration über glykolytische Stoffwechsel-
wege unterstützt werden kann.

Kürzlich stellte die Gruppe von Wolfgang 
Kroutil einen alternativen Ansatz für die Nut-
zung von photosynthetisch regeneriertem 
NADPH in dem Cyanobakterium Synechococ-
cus elongatus PCC 7942 vor [11]. Anstatt die 
Oxidoreduktase rekombinant in der Zelle zu 
produzieren, etablierten die Autoren ein 
modulares System, in dem ein Membran-
permeabler Mediator die Elektronen zur 
ex trazellulären Regenerierung von NAD(P)H 
nach außen trägt (Abb. 2). Eine heterolog 
produzierte ADH (Modul A) in dem Cyano-
bakterium reduzierte ein Keton unter Ver-
brauch von NADPH zu dem entsprechenden 

˚ Abb. 2: Beispiele für lichtgetriebene Biotransformationen. A, Für Bioreduktionen wie die 
Reduktion von C=C-Doppelbindungen muss ausschließlich der Elektronendonor regeneriert wer-
den [4]. B, Oxyfunktionalisierungen, wie die Hydroxylierung von Testosteron durch eine P450-
Monooxy genase, profi tieren von der intrazellularen Sauerstoffproduktion [5.] C, Ein modulares 
System koppelte die lichtgetriebene Regeneration von NADPH an ein Recyclingsystem außerhalb 
der Zelle [11].
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um eine Lichtquelle herum aufgewickelt wur-
de. Durch das sehr hohe Verhältnis von Ober-
fl äche zu Volumen wird eine optimale Licht-
verteilung gewährleistet und die Zelldichte 
konnte auf 4,8 g l–1 erhöht werden, ohne dass 
ein Aktivitätsverlust beobachtet wurde. Mit 
einer Raum-Zeit-Ausbeute von 14,4 g l–1 für 
die Reduktion von 2-Methylmaleimid konnte 
die Produktivität im Vergleich zum BCR um 
das 60-fache erhöht werden [15].

Zusammenfassend schreitet die Forschung 
zu lichtgetriebenen Biotransformationen vor-
an und die Vielzahl an verfügbaren Model-
enzymen zeigt die breite Anwendbarkeit von 
Cyanobakterien als Ganzzellbiokatalysato-
ren. Der Baukasten für die genetische Mani-
pulation wird stetig erweitert und erste Hür-
den bei der Skalierung wurden genommen. 
Hierbei erfüllen lichtgetriebene Biotransfor-
mationen viele Kriterien für einen nachhal-
tigen Produktionsprozess – wie die milden 
Reaktionsbedingungen, die hohe Atomeffi zi-
enz der Reaktion, den CO2-basierten Kataly-
sator sowie die Abhängigkeit von einer 
erneuerbaren Energiequelle. ó
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Selbstschattierung mindert bereits bei gerin-
gen Zelldichten (2-3 gCDW l–1) die Effi zienz der 
Photosynthese und führt zu einer geringeren 
Zellaktivität. Ein weiteres Problem ist die 
Akkumulation von Sauerstoff. Reaktive Sauer-
stoffspezies werden vermehrt gebildet, schä-
digen den Photosyntheseapparat und die Vita-
lität der Zellen [12]. Klassische Rührkesselre-
aktoren sind daher für lichtgetriebene Bio-
transformationen nicht geeignet und neue 
Reaktionssysteme müssen entwickelt werden 
(Abb. 3). Hoschek et al. immobilisierten Syn-
echocystis-Zellen als Biofi lm in einem Kapillar-
reaktor [12]. Um Sauerstoffakkumulation zu 
verhindern, mischten sie die Cyanobakterien 
mit O2-konsumierenden Pseudomonas-Zellen. 
Das System produzierte 3,76 g m–2 d–1 Cyclo-
hexanol und überzeugte durch seine Langzeit-
stabilität. Die Skalierbarkeit dieser Systeme 
muss jedoch noch geklärt werden, zumal die 
Bildung des gemischten Biofi lms beträchtliche 
Zeit erfordert. Als potenziell skalierbares Sys-
tem entwickelte Heining et al. einen Blasen-
säulenreaktor (BCR) mit interner Beleuchtung 
durch kabellose LEDs. Diese werden über ein 
äußeres magnetisches Feld aktiviert [13] und 
in einem 200-ml-Ansatz reduzierte YqjM das 
prochirale Substrat 2-Methylmaleimid voll-
ständig stereoselektiv [14]. Durch einen ein-
zigen Extraktionsschritt konnten anschlie-
ßend 630 mg reines Produkt isoliert werden. 
Die Skalierbarkeit dieses Systems ist durch 
die Höhe der Säule begrenzt. Dies betrifft zum 
einen die Zufuhr von CO2, zum anderen die 
Akkumulation von Sauerstoff. Die hohe volu-
metrische Produktivität ohne externe Zugabe 
von Kohlendioxid von 3,7 mM h–1 ist ein 
Anzeichen dafür, dass die CO2-Konzentration 
in Anwesenheit einer starken heterologen 
Elektronensenke nicht zwangsläufi g limitie-
rend wirkt. Die Rolle der Sauerstoffakkumu-
lation als potenziell limitierender Faktor muss 
noch untersucht werden. Ein weiteres Beispiel 
für neue Photobioreaktoren sind kontinuierli-
che Systeme. Hier zirkuliert die Reaktionslö-
sung in einem durchsichtigen Schlauch, der 

˚ Abb. 3: Strategien zur Skalierung der YqjM-katalysierten Enreduktion in Synechocystis. Links: Der Blasensäulenreaktor nutzt interne Beleuchtung 
über kabellose LEDs. Bilder © Lunghammer, TU Graz. Rechts: Bei dem Durchfl ussreaktor zirkuliert die Reaktionslösung durch einen dünnen, transpa-
renten Schlauch, der um eine Lichtquelle gewickelt ist.


