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Table S1. Sequences of codon-optimized genes

> fdh
atgtctaaaggcaaagtcctgetggtcctgtatgaaggcggcaaacacgetgaagaacaagaaaaactgetgggoctgtatt
gaaaatgaactgggcattcgcaactttatcgaagaacagggttatgaactggttaccacgatcgataaagacccggaaccg
acctcaacggttgatcgtgaactgaaagacgcagaaattgtcatcaccacgecgtttttcccggcttacattagtcgtaaccg
catcgcagaagctccgaatctgaaactgtgegtecaccgecggegtgggticegateatgttgacctggaageggecaacg
aacgcaaaattaccgttacggaagtcaccggctcaaatgtggtticggttgcagaacatgtcatggctacgattctggtectg
atccgtaactataatggcggtcaccagcaagcaattaacggegaatgggatatcgegggtgtggccaaaaacgaatacga
tctggaagacaaaatcatctccaccgttggegeaggtegtattggttaccgegtgetggaacgtctggttgcttttaaccecga
aaaaactgctgtattacgattaccaggaactgecggeggaagecattaaccgectgaatgaagcatcaaaactgttcaatgg
ccgeggtgatatcgtgcagegtgttgaaaaactggaagatatggtggcgcaatcggacgtecgtgaccattaactgeceget
gcataaagatagccgeggectgtticaacaaaaaactgatctctcacatgaaagacggegegtatctggttaacacggeacg
tggtgctatttgtgtggccgaagatgttgcagaagetgtcaaaageggeaaactggegggttacggeggtgatgtgtggga
caaacagccggceaccgaaagatcaccegtggegtacgatggataacaaagaccatgtcggeaatgegatgacegtgeac
atcagcggtacgtctctggatgcgcagaaacgttatgcccaaggtgtcaaaaacatcctgaatagttacttctccaaaaaatt
cgattaccgcccgeaggacattatcgtgcaaaatggcetettatgegacceegtgectacggtcagaaaaaataa

> gdh
atgtacccggacctgaagggtaaagtggttgegatcaccggtgeggcgageggtetgggcaaggegatggegateegttt
cggcaaggagcaggcgaaggtggttatcaactactacagcaacaagcaagatccgaacgaggttaaggaagaggtgat
caaagcgggtggcgaageggtagtigtgcagggtgacgttaccaaggaagaggacgttaaaaacatcgtgcaaaccge
gattaaggaatttggcaccctggacatcatgattaacaacgcgggtctggagaacceggtticcgagecacgaaatgecgcet
gaaggactgggataaagtgatcggcaccaacctgaccggtgcgticctgggcagecgtgaggegatcaagtacttegttg
aaaacgatatcaagggcaacgtgattaacatgagcagcgttcacgaggtgatcecegtggecgetgttcgtgcactacgeg
gcgagcaagggtggcattaaactgatgaccgagaccctggegetggaatatgegecgaagggtatecgtgttaacaacat
tggtcegggcegegatcaacacccegattaacgeggagaaatttgecggacccgaageagaaageggatgtggagageat
gatcccgatgggttatattggcgaaccggaggaaatcgeggeggttagcggegtggetggcgageaaagaagegageta
cgtgaccggtattaccctgttcgecggacggtggcatgacccagtatccgagctttcaagegggtegtggctaa

> Ppdar
atggagctgaagaacaaaaccgcgatcattaccggtgcgagcaagggtatcggcaaagegattgeggagacectggeg
aaggaaggtgtgaacctgggcectgatcagecegtaccctgaccgacctgeagaagetgcaagatagectgggtageacct
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acggcgtgaaagtggttagecgeggttgcggacattagegatcgtagecaggeggeggeggeggtggcgageetggage
acgaactgggcgeggttgacatcctgattaacaacgegggtatcgegaccttcggeaccgtggeggagatggatecgga
ggaatgggaacgtatcattcgtgttaacctgatgggcacctactatgtgacccacgeggttctgececgageatgetggegea
gaaaagcggcaacatcattaacattagcagcaccgegggtgaacgtggetttgegacecggtagegegtattgegegagea
agttcgcgctgatgggoctttaccgaggegetgatgcaagaagtgegtaaaagcaacateecgtgttaccgegetgaceccg
agcaccgttaacaccgagetggeggegaacgegggtctgecgattggegacgaagategtatgetgecagecgeaagac
ctggeggatctgaccectggegaccectgaagetgeegeegegtgtgcagetgaaagttgegggtatctggaccaccaaccce
gcaataa

> Kpdar
atgaaaaaagtggctctggtcacgggtgcgggtcagggtatcggtaaagcaategetctgegtetggttaaagatggtttcg
ctgtggctatcgctgattataacgacgcetaccgegaaagecgttgcatcggaaattaatcaggegggeggtegtgctatgg
cggtgaaagttgatgtcagegatcgegaccaggtgtttgeggecgttgaacaageccgtaaaacgetgggeggtttcgac
gtgatcgttaacaatggceggtgtggcaccgtctacceccgattgaaagtatcacgecggaaatcgtcgataaagtgtacaaca
tcaacgttaaaggcegtcatttggggtatccaggcagetgeggaagceatttaaaaaagaaggccatggeggtaaaattatca
acgcttgctctcaagegggcecacgttggtaatccggaactggecegtctacagetctagtaaattcgecagtcegtggtctgac
ccagacggcagceacgcgatetggeaccgetgggtattaccgtgaacggetatcgecegggtategttaaaacgecgatgt
gggccgaaattgatcgtcaagtgtcagaagetgcaggtaaaccgetgggttacggtaccgcagaatttgcaaaacgtatca
cgetgggtegectgtecgaaccggaagatgtegecgeatgtgtgteatatctggegtegecggatagegactacatgacct
cccagtcactgctgattgacggeggtatggttttcaattaa

> ardll
atgcaaattgatctgacgggtaaaaaagctctggttacgggtgcctetegtggtctgggtegtgctatcgeectgtctetgge
ccgegetggegeggatgtggttatcacctatgaaaaatccgetgataaageccaggeagttgctgacgaaattaaageact
gggccgtcatggtgaagecgtccaagecagatagegegtetgeccaggceaatccaagaageagtgacccacgeageacg
tagcctgggtggtetggacatectggttaacaatgetggeattgegegtggeggtecgetggaatetatgaccetggecgat
attgacgcactgatcaacgtcaatattcgcggtgtcgtgattgctacgcaggaagegetggttcatatggeccgatggeggte
gtattatcaacatcggctcatgectggecaatcgegtggcaatgecgggtattgcegtttatgcaatgaccaaatcggetetg
aacgcgcetgacgegtggectggegegegacctgggtecegegtggtatcaccgttaatctggtecatccgggecegacga
acagcgatatgaatccggaagacggtgaacaggctgaagegeagegecaaatgatcgecgteggecactacggtcaac

cggaagatattgcagctgcggtgacctttctggegagtccggecgeaggtcagatttccggtacgggtetggatgtggacg
gtggtctgaacgegtaa



> adh
atgggtagcaccatgegtgccgtgcaggtggttggttatcatcaaaacctggaaatgaaagaagtgccggttcecgacceeg
accggtccgtttgatgtcgtggttaaaattggeggtgcgggtgatetgtcgtaccgacctgeatatcctggaaggecagtggg
ccgaaaaatctcaggtgcaactgecgtacacgattggecacgaaaacgetggttgggttgatgeggteggtgeggeegtg
accaatgttcgtgaaggcgacaaagtcattgtgcatccgetgattacctgtggtetgtgtegtgectgecgttcaggtgatga
cgttcactgtgaagctaacgegttcccgggtattgataccaatggeggttatgccgaatacctgaaaacgagegeacgetet
gtcgtgaaaatcgatgacaccctggaaccgtecggatgtggcagetetggeggatgecaggtetgaccgectatcatgegge
ggcaaaagcggeccgtcgectgacgecgegtgategetgtgttgtcattggtgcgggcggtetgggecacattggtateca
ggttctgaaageectgtccceggeagaactgattgtggttgatcgtaatccggaagegetgaaactggetgaagegategg
cgctgatcatggegtegtggeggatggeacccaggtggatcaggtgctgacectgacgggeggteacggegetgaaace
gttatcgattttgtcggcgaaggeggtgcaacgagecagggtgtggcaatgetgegtcgegeaggcegattatcacgttgte
ggctacggtgaaaacattaatgtgccgaccatcgatatcatcagtacggaaatcaacttcatcggeaatctggttggtteetat
aacgatctgtgtgacctgatggcactggeggecacgeggegceagttaatctgcatacccagaaatacgeactggatgactte
caaagtgctattgatgatctggatgceggtcatgtgegtggtegegegatectgacgecgtaa

> adr
atgagcattacgggcaaagtcgttctggttacgggegctggtcaaggtattggtegtggtatcgeactgegtetggeacatg
atggcgctgatatcgegetggtcgatctggaccagaccaaactggatgecgtggecagacgaaattcgtegeatcggeegt
cgegecaccacgtttgtggcagatgttagegaccgtgcacaagtecatgeggecgtggaacatgegeacagtgaactgte
cggtttcgatgtcattgtgaacaatgctggcatcgegetggttggtcecgatttccgatgecacceccggaagaagtctcaaaaa
tetggteggttaacgtggatggegtgcetgtggggtattcaggeagetgeggecaaatttcaggeactgggecaacgtggta
aaattatcaatgctagctctattgcgggccacgatggttttgctatgetgggcgtgtatagtgcgaccaaattcgecgttcgeg
cactgacgcaagcagctgcgaaagaatatgettcagacggtatcaccgttaacgectactgeccgggegtggttggtaceg
atatgtgggtgacgattgacaaacgttttgcagaactgaccggtgcaccggaaggtgcaacgtatgaaaaattcgttggteg

tatcgctctgggtegtgecagaaaccecggatgacgttgeeggettegtcagetatetggeaggtceggattetgactacatg

acgggccaggcgggtctgattgatggecggtetggtgtaccgetaa



Table S2. Substrate specificities of KpDAR

Reaction Substrate Relative activity (%)

Reductive reaction ? Diacetyl 100 +£9.07
(R)/(S)-Acetoin 33.3+4.02
Ethyl pyruvate 149+ 1.30
Acetophenone 0.4+0.02

Oxidative reaction ® meso-2,3-Butanediol 100+ 5.6
(25,35)-2,3-Butanediol 0.6 +0.06
(2R,3R)-2,3-Butanediol 0.3+0.01
(R)/(S)-Acetoin 0.7+£0.07
Phenethyl alcohol 0.7 +0.02
Ethyl acetate 0.7+ 0.03

2 Enzyme activities in ketone reduction were measured with 5 mM substrate and 0.2 mM NADH
in 100 mM phosphate buffer, and the relative activity of 100% represents 2887.6 U/mg for
diacetyl reduction. ° Alcohol oxidation reactions were measured with 5 mM substrate and 0.2
mM NAD" in 100 mM phosphate buffer, and the relative activity of 100% represents 108.8 U/mg
for meso-2,3-butanediol oxidation. All reactions were carried out at 45°C and pH 6.0. Data are

the averages standard deviations (n=3).
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Fig. S1 SDS-PAGE analyses the expression of various DARs. Lane M, marker proteins; lane 1,
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E. coli BL21 (DE3) /pETDuet-1; lane 2, E. coli BL21/ pETDuet-fdh; lane 3, E. coli BL21/
pETDuet-adr-fdh; lane 4, E. coli BL21/ pETDuet-adh-fdh; lane 5, E. coli BL21/ pETDuet-Ppdar-
fdh; lane 6, E. coli BL21/ pETDuet-ardll-fdh; lane 7, E. coli BL21/ pETDuet-Kpdar-fdh. a:

FDH; b-f: DAR encoed by adr, adh, Ppdar, ardll and Kpdar, respectively.
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Fig. S2 SDS-PAGE analysis of purified KpDAR. Lane M, maker; lane 1, crude extract of E. coli
BL21 (DE3)/pET-28a(+); lane 2, crude extract of E. coli BL21/pET 28a(+)-Kpdar; lane 3,

purified KpDAR.
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Fig. S3 Effect temperature and pH on the activities of KpDAR.
diacetyl; (b) Reductive reaction towards (R)/(S)-acetoin.

and (R)/(S)-acetoin were 45°C and 50°C, respectively.

Temperature (C)

6.0 and pH 7.0 respectively.

pH

(a) Reductive reaction towards
The optimal temperature for diacetyl

Maximum activities were observed at pH



