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(57) Tiivistelma - Sammandrag

Keksinnon kohteena ovat uudenlaiset plasmidit, jotka siséltavéat alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaattidekarboksylaasia koodaavia
geenejd. Kohteena ovat myds rekombinantti-isdnnét, jotka on transformoitu alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaattidekarboksylaasia
koodaavilla geeneilla. TAman geenitransformoinnin ansiosta isdnnat pystyvat tuottamaan huomattavia maaria etanolia
fermentointituotteena. Kohteena ovat myos menetelmat, joilla rekombinantti-isntien kasvua lisatdan ja menetelmét, joilla vihennetaan
ei-toivottujen metaboliatuotteiden akkumuloituminen néaiden iséntien kasvatusvallaineessa. Kohteena on myds rekombinantti-iséantd, joka
pystyy tuottamaan huomattavia maaria etanolia fermentointituotteena oligosakkarideista seka plasmidit, jotka sisaltavat
polysakkaraaseja koodavia geeneja ylla kuvattujen alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaattidekarboksylaasia koodaavien geenien lisaksi.
Kohteena on liséksi menetelmid, joilla saadaan edistettyd funktionaalisten proteiinien tuottoa rekombinantti-isdnnéssa, jossa on
isdnnassa yliekspressoiva adhB-geeni. Kohteena on myds prosessikonstruktioita oligosakkarideja siséltdvan biomassan
fermentoimiseksi etanoliksi.

Uppfinningen avser nya plasmider innehéllande gener kodande for alkoholdehydrogenas och pyruvatdekarboxylas. Vidare avser
uppfinningen rekombinatvardar transformerade med gener kodande for alkoholdehydrogenas och pyruvatdekarboxylas. Tack vare
denna gentransformation kan dessa vardar producera avsevdrda mangder av etanol. Vidare avser uppfinningen forfaranden med vilka
forokas rekombinatvardarnas tillvaxt samt forfaranden for fdrminskning av ackumulering av icke-6nskvérda metabolismprodukter i
vardarnas odlingsmedium. Uppfinningen avser ochsa en rekombinatvard som kan producera avsevarda méngder etanol som
jasningsprodukt av oligosackarider samt plasmider innehallande gener kodande for polysackaras utéver de beskrivha gener kodande for
alkoholdehydrogenas och pyruvatdekarboxylas. Vidare avser uppfinningen foérfaranden som befrdmjar produceringen av funktionella
proteiner i en rekombinatvard innehallande en éverexpresserande adhB-gen i varden. Uppfinningen avser éven processkonstruktioner
for jasning av oligosackarider innehallande biomassa till etanol.



10

15

20

Etanolin tuottaminen rekombinantti-is&nnilld - Etanolframstill-

ning med rekombinatvirdar

Tdmd keksintd on tehty valtion tuella Florida Agricultural Ex-
periment Station -laitoksessa USDA Alcohol Fuels Program

mddrdrahoilla 86CRCR12134, 88-37233-3987 ja 90-37233-5372 sekdi
DOE Office of Basic Energy mddrdrahalla FGO5-86ER13574. Liit-

tohallituksella on joitain oikeuksia tdhdn keksintdéén.

Tdmd on osajatkoa hakemuksille 07/846344, jatetty 6.3.1992,
07/670821, Jjatetty 18.3.1991 ja 07/624277. jatetty 7.12.1990,
jotka ovat osajatkoa hakemukselle 07/352062, joka on jdtetty
15.5.1989 (nyt US-patentti numero 5 000 000), joka puolestaan
on osajatkoa hakemukselle 07/239099, jatetty 31.8.1988 (nyt
hyldtty). N&ihin patentteihin liittyvat asiakirjat on oheen
liitetty.

Glykolyysin aikana solut konvertoivat glukoosin kaltaisia yk-
sinkertaisia sokereita palorypdlehapoksi, lopputuotteina ATP:t&
ja NADH:ta. Hapettavan fosforyloinnin toimivan elektronikulje-
tussysteemin puutteessa vdhintddn 95 % palorypdlehaposta kuluu
lyhyissé reaktioreiteissd, jotka luovat NAD':ia, jatkuvan glyko-
lyysin ja ATP-tuoton ehdoton edellytys. N&diden NAD'-regeneroin-
tisysteemien j&tetuotteita kutsutaan tavallisesti kdymis- 1.

fermentointituotteiksi.

Hyvin monet erilaiset mikro-organismilajit tuottavat erilaisia
fermentointotuotteita. T&llaisia tuotteita ovat muun muassa
orgaaniset hapot kuten laktaatti, asetaatti, sukkinaatti ja
butyraatti, samoin kuin neutraalit tuotteet kuten etanoli, bu-
tanoli, asetoni ja butaanidioli. Bakteereista saatavien fer-
mentointituotteiden laaja-alaisuus on johtanut niiden kayttéén
primaarisina determinantteina taksonomian alalla. Katso esi-

merkiksi Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Williams &
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Wilkins Co., Baltimore, 1984 (tdstd eteenpdin kdytetddn nimi-

tystd "Bergey’s Manual').

Fermentointilopputuotteilla on monia yhteisid peruspiirteita.
Ne ovat suhteellisen ei-toksisia olosuhteissa, joissa niitéa
alunperin muodostuu, mutta toksisempia akkumuloitumisen myotéd.
Ne ovat pelkistyneempid kuin pyruvaatti, koska niiden vdlitto-
midt prekursorit ovat toimineet terminaalielektroniakseptoreina
glykolyysin aikana. N&diden fermentointituotteiden mikrobi-
tuotanto muodostaa perustan vanhimmille ja taloudellisesti kan-
nattavimmille bioteknologiasovelluksillemme, joista voidaan
mainita meijerituotteet, liha, juomat ja polttoaineet. Viime
aikoina bioteknologian alalla on edistytty usealla taholla kun
apuna on ollut uusia tekniikoita, joilla tutkijat ovat pysty-
neet selektiivisesti muuttamaan joidenkin mikro-organismien

geneettistd rakennetta.

Escherichia coli -bakteeri on erds tdrked vdline geenien kloo-
nauksessa ja modifioinnissa bioteknologian alalla, ja se on
erds tdrkeimmistd rekombinanttituotteiden valmistamisessa kady-
tetyistd rekombinantti-isdnnistd. Viime aikoina yhdistelma-
DNA-tutkimuksessa kédytettdvien isdntdorganismien (iséntien )
valkoima on laajentunut kdsittdmddn myds erilaisia bakteereja,
hiivoja, sienid ja eukaryoottisoluja. Tassd kuvattu keksintd
liittyy yhdistelmd&-DNA-tekniikan kdyttoéon hyddyllisten tuottei-

den valmistuksen aikaan saamiseksi modifoiduilla isdnnillé&.

Tdsséd keksinnéssd isdnnndn modifiointiin k&ytettdva DNA voidaan
eristdd Zymomonas mobiliksesta, joka on yleinen bakteeri kasvi-
en nesteissd ja hunajassa. Z%. mobilista on pitk&da&n kaytetty
inokulaattina palmuviineissd ja fermentoitaessa agaaven mehua
pulquen, meksikolaisen alkoholijuoman, valmistamiseksi. T&ta
mikrobia kdytetddn myds etanolipolttoaineen tuottamiseen, ja
julkaistujen raporttien mukaan silld pddstdidn etanolintuotto-
mddriin, jotka ovat olennaisesti hiivoilla saavutettavia suu-

rempia.
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Vaikka Z. mobilis on ravinnollisesti yksinkertainen ja pystyy
syntetoimaan aminohappoija, nukleotidejd ja vitamiineija, té&mén
organismin metaboloimien sokereiden valikoima on hyvin pieni,
ja normaalisti kattaa vain glukoosin, fruktoosin ja sukroosin.
Ndiden sokereiden fermentoinnin fosforylaatio substraattitasol-
la on biosynteesin ja homeostaasin kannalta ainoa energialdhde.
Zymomonas mobilis ei pysty kasvamaan ravintorikkaassakaan ela-
tusaineessa kuten ravintolihaliemessd ilman kdymiskykyistd so-

keria.

Z. mobilis on ehdottomasti fermentatiivinen bakteeri, jolla ei
ole funktionaalista systeemid oksidatiivista fosforylaatiota
varten. Kuten Saccharomyces cervisiae -hiiva Z. mobilis tuot-
taa pddasiallisina fermentointituotteinaan etanolia ja hiili-
dioksidia. Z. mobilis tuottaa etanolia lyhyelld reaktioreitil-
14, johon tarvitaan vain kahdenlaista entsymaattista aktiivi-
teettia: pyruvaattidekarboksylaasia ja alkoholidehydrogenaa-
sia. Puryvaattidekarboksylaasi on avainentsyymi tdssd reak-
tiosarijassa, joka muuttaa pyruvaattivirran etanoliksi. Pyru-
vaattidekarboksylaasi katalysoi pyruvaatin ei-oksidatiivisen
dekarboksyloitumisen, niin ettd muodostuu asetaldehydid ja hii-
lidioksidia. Té&ss&d organismissa on 1ldsnd kahta alkoholidehyd-
rogenaasi-isotsyymid, ja ne katalysoivat asetaldehydin pelkis-
tymisen etanoliksi fermentoinnin aikana, 1lis&nd NADH:n hapettu-
minen NAD':ksi. Vaikka bakteerien alkoholidehydrogenaasit ovat
tavallisia useissa organismeissa, vain harvoissa bakteereissa
on pyruvaattidekarboksylaasia. Yritykset modifioida Z. mobilis
sen kaupallisen kayttokelpoisuuden parantamiseksi etanolin

tuottajana ovat onnistuneet vain rajoitetusti.

Suurin osa polttoaine-etanolista tuotetaan nykyisin heksoosi-
sokereista maissitdrkkelyksessd tai sokeriruokosiirapissa apuna
S. cerevisiae tai Z. mobilis. Mutta tdllaiset sokerit ovat
suhteellisen kalliita biomassaldhteitd ja niill&d on kompetitii-
vinen arvo ravintona. T&drkkelys ja sokerit edustavat vain mur-
to-osaa kasvien kaikista hiilihydraateista. Tarkeimmidt kasvien
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hiilihydraatit varsissa, lehdissd, paloissa, kuorissa, tdhkissé
ja vastaavissa ovat rakenteelliset seinémdpolymeerit, selluloo-
sa ja hemiselluloosa. Ndiden polymeerien hydrolyysissd vapau-
tuu seos neutraaleja sokereita, joita ovat muun muassa glukoo-
si, ksyloosi, mannoosi, galaktoosi ja arabinoosi. Luonnosta ei
ole ldydetty ainoatakaan organismia, joka nopeasti ja tehok-
kaasti metaboloisi kaikkia n&ditd sokereita etanoliksi tai miksi

tahansa muuksi yksittédiseksi jonkin arvoiseksi tuotteeksi.

Alkoholidehydrogenaasi II:ta ja pyruvaattidekarboksylaasia %.
mobiliksessa koodaavat geenit on erikseen kloonattu, karakte-
risoitu ja ekspressoitu E. colissa. Katso Brdu & Sahm, Arch.
Microbiol. 144:296-301, 1986a, Arch. Microbiol. 146:105-10,
1986b, Conway et al, J. Bacteriol. 169:949-54, 1987a, Conway
et al, J. Bacteriol. 169:2591-97, 1987b, Neale et al, Nucleic
Acid. Res. 15:1753-61, 1987, Ingram & Conway, Appl. Environ.
Microbiol. 54:397-404, 1988, Ingram et al, Appl. Environ. Mic-
robiol. 53:2420-25, 1987.

Brdu & Sahm (supra, 1986a) osoittivat ensimmdisinéd, ettd etano-
lituottoa voitiin 1lis&téd rekombinantissa E. colissa Z. mobi-
liksen pyruvaattidekarboksylaasin yliekspressoitumisella, vaik-
ka tuotetut etanolimdérdt olivatkin hyvin pienid. Myohemmissa
kokeissa t&td tutkimusta laajennettiin ja kdytettiin kahta muu-
ta enteeristd bakteeria, Erwinia chrysanthemia ja Klebsiella
planticolaa, ja saatiin suurempia etanolimdidrid heksooseista,
pentooseista ja sokeriseoksista. Katso Tolan & Finn, Appl.
Environ, Microbiol. 53:2033-38, 2039-44, 1987.

Kun ldhtdaineena on kdytettdvissd yksinkertaisia sokereita
edelld mainitut mikrobit ovat yleensd kdyttdkelpoisia. Suurin
osa maailman halvoista, uusiutuvista biomassaldhteistd ei kui-
tenkaan ole monosakkaridien muodossa, vaan ldhinnd lignosellu-
loosan muodossa, joka on pddasiallisesti selluloosan, hemisel-
luloosan ja ligniinin seosta. Selluloosa on glukoosihomopoly-
meeri, hemiselluloosa puolestaan on monimutkaisempi heteropoly-
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meeri, Jjossa on sekd ksyloosia, joka on sen pddasiallisin aine-~
osa, ettd myds huomattavia mddri&d arabinoosia, mannoosia, glu-
koosia ja galaktoosia. On arvioitu, ettd konvertoimalla mikro-
bien avulla sokerijdamidt, joita on jAtepapereissa ja laitosja-
tetdyttomaissa USA:ssa, voitaisiin saada jopa noin neljdkymmen-
tdtuhatta miljoonaa litraa etanolia. Edelld esiin tuodun kal-
taiset mikro-organismit pystyvat kylld fermentoimaan tehokkaas-
ti monomeerisid sokereita, joista lignoselluloosassa ldsnd ole-
vat selluloosa~ ja hemiselluloosapolymeerit muodostuvat, mutta
lignoselluloosan sakkarifiointi on edelleen laajan tutkimuksen

kohteena.

Nykyisin kdytettdvid menetelmid lignoselluloosan sakkarifioimi-
seksi ovat muun muassa happamat ja entsymaattiset hydrolyysit.
Happohydrolyysi edellyttdd tavallisesti kuumuutta ja sillé on
useita haittapuolia, muun muassa energiantarve, happamien Jjat-
teiden muodostuminen ja mydhempid mikrobiaalisia fermentointeja
estidvien toksisten yhdisteiden muodostuminen. Entsymaattinen
hydrolyysi edustaa siis haluttua vaihtoehtoa. Entsyymit voi-
daan esimerkiksi 1lis&dtd lignoselluloosamateriaalia sisdltdvaan

vidliaineeseen suoraan.

Geeniteknologian ldhestymistapa sakkarifiointiin liittyvien
piirteiden antamiseksi mikro-organismeille etanolin tai maito-
hapon tuottamiseksi on ollut keskittyd suurten entsyymipitoi-
suuksien erittymiseen vdliaineeseen. Toisin sanoen alalla on
vain modifioitu mikro-organismeja, joissa jo on proteiineija,
jotka tarvitaan kuljettamaan sellulaarisesti tuotetut entsyymit
fermentointivdliaineeseen, jossa entsyymit sitten voivat toimia
polysakkaridisubstraatilla mono- ja oligosakkaridien tuottami-
seksi. T&amd ldhestymistapa on valittu siksi, ettd alalla on
huomattu kuinka vaikeaa on onnistuneesti modifioida organisme-
ja, joilla ei ole tarpeellista kykyd kuljettaa tdllaisia prote-

iineja.
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Sen vucksi té&mén keksinnén kohteena on mikro-organismeja, jotka

pystyvdt tehokkaasti muuttamaan pyruvaatin etanoliksi kasvun

aikana sekd aerobisissa ettd anaerobisissa olosuhteissa.

Keksinndén kohteena on mydés lisdtd rekombinantti-isdntien kasvua

ja vdhentdd ei-toivottujen metaboliatuotteiden akkumuloitumista

ndiden isdntien elatusaineessa.

Lisdksi keksinndn kohteena ovat rekombinantti-is&nndt, jotka
tuottavat riittdvdsti intrasellulaarisesti polysakkaraasient-
syymid (entsyymeijd), niin ettd glukoosi- tai ksyloosioligomee-
rit hajoavat tuotteiksi, joita samat isdnndt voivat fermentoida

etanoliksi.

Tamdn ja muiden kohteiden saavuttamiseksi esiin tuodaan tdmédn
keksinnén ensimmdisen pddalueen mukaisesti yhdistelmaisénta,
muu kuin Escherichia coli, joka sisdltdd heterologista DNA:ta,
joka koodaa alkoholidehydrogenaasin ja pyruvaattidekarboksylaa-
sin tuottamista is&nndssi. Isdntd ekspressoi DNA:ta riittéval-
14 funktionaalisella tasolla, niin ettd saadaan edistettyd eta-

nolituottoa is&nndn primaarisena fermentointituotteena.

Erddssd suositeltavassa toteutusmuodossa kdytetddn Z. mobilis
-geeneji, jotka koodaavat alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaat-
tidekarboksylaasia rekombinantti-is&nnissd. Muita ensimmdisen
pddalueen puolia ovat plasmidit, jotka sisédltdvadt alkoholide-
hydrogenaasia Jja pyruvaattidekarboksylaasia koodaavia geeneja

ja joita voidaan kayttdd muodostamaan keksinnén mukaisia rekom-

binantti-isantia.

Toisella t&mdn keksinndén pddalueella rekombinantti-isdntd si-
sdltdd alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaattidekarboksylaasia
koodaavan DNA:n lisdksi DNA:ta, joka koodaa proteiineja, joiden
avulla isadntd pystyy kuljettamaan ja metaboloimaan oligosakka-
ridia. 1Isdntd ekspressoi DNA:ta sellaisia mddrid, ettd isénté

tuottaa etanolia primaarisena fermentointituotteena oligosakka-
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ridimetaboliassa. Tamdn alueen suositeltavia iséntid ovat muun
muassa sellaiset enteeriset bakteerit kuten Erwinia ja Kleb-
siella. Muita suositeltavia isd@ntid ovat sellaiset, jotka me-
taboloivat di- ja/tai trisakkaridia, joka sisdltdd C,- ja/tai C,
sokerimonomeerejd, esimerkiksi glukoosia, ksyloosia ja maltoo-

sia.

Kolmannella t&mén keksinnén pddalueella kuvatun kaltainen re-
kombinantti-isintad sisaltdd lisidksi DNA:ta, joka tarvitaan
tuottamaan yhtd tai useampaa polysakkaraasia. Isédnndn polysak-
karaasituotto ja mydhempi tamdn polysakkaraasin vapautuminen
vdliaineeseen vdhentdd tarvittavaa kaupallisen entsyymin md&draa
lidhtdaineen hajottamiseksi fermentoituviksi monosakkarideiksi

ja oligosakkarideiksi.

DNA-polysakkaraasi voi olla luontaista isdnnédlle, vaikka useim-
miten DNA on vierasperdistd, ts. heterologista. Edullisia po-
lysakkaraaseja ovat sellulolyyttiset, ksylanolyyttiset ja tark-
kelystd hajottavat entsyymit. Polysakkaraasi voi olla ainakin
osittain isdnndn erittdmdd, tai se voi akkumuloitua olennaises-
ti intrasellulaarisesti ja vapautua myShemmin. Edullisesti

intrasellulaarisesti akkumuloituneet entsyymit, Jjotka ovat l&m-
pdstabiileja, voidaan vapauttaa haluttaessa kuumaindusoidun

liukenemisen avulla. Entsyymiyhdistelmid voidaan koodata hete-
rologisella DNA:1la osan erittyessd ja osan akkumuloituessa.

On mahdollista tehdd muita muunnelmia edelld Kkuvattujen isén-
tien etanolituoton parantamiseksi. Iséntd voi esimerkiksi si-
sd1t&d4 vield ylimddrdisen heterologisen DNA-segmentin, jonka
ekspressiotuote on proteiini, joka osallistuu mono- Jja/tai oli-
gosakkaridien kuljetukseen rekombinantti-iséntddn. Voidaan
myds lisédtd isdntddn ylimddrdisid geenejd glykolyyttisestd
reaktioreitistd. N&in voidaan p&&std parempaan etanolintuot-

tonopeuteen.
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Esiin tuodaan myds etanolintuottomenetelmid, Jjoissa kdytetdén
kaikkia edelld mainittuja isadntid. Edelleen esiin tuodaan me-
netelmid, joilla oligosakkridildhtoainetta k&sitelldén oli-
gosakkaridin konvertoimiseksi etanoliksi ja yksinkertaisemmiksi
oligosakkarideiksi ja/tai sakkaridimonomeereiksi. Erds keksin-
ndén kohde on menetelmd vdhentdd happamien metaboliatuotteiden
akkumuloitumista elatusvdliaineessa kaytt&mdlld keksinndn mu-
kKaisia transformoituja isdntid etanolin tuottamiseen védliai-
neessa. Erds keksinnon kohde on menetelmd edistdd funktionaa-
listen proteiinien tuottoa rekombinantti-isdnnisséd, yliekspres-
soimalla esimerkiksi Z. mobiliksesta 1l6ytyvdd adhB-geenid isén-
ndssd. T&dmdn keksinndn kohteita ovat myds menetelmét, joilla

fermentoidaan oligosakkaridipitoisia biomassoja etanoliksi.

Muita t&mdn keksinndén kohteita, piirteitd ja etuja tulee esiin
seuraavasta yksityiskohtaisemmasta kuvauksesta. Huomautetta-
koon, ettd yksityiskohtainen kuvaus ja spesifiset esimerkit
vain kuvaavat keksinnon suositeltavia toteutusmuotoja, silléa
alaan perehtyneelle selvidd tdstd yksityiskohtaisesta kuvauk-
sesta monia mahdollisia muutoksia ja modifiointeja, jotka si-

sdltyvat té@mdn keksinndén ajatukseen ja suojapiiriin.

Kuvio 1 kuvaa Z. mobiliksen pyruvaattidekarboksylaattia ja al-
koholidehydrogenaasia II koodaavat geenit sisdltdvdn pL0I295:n
kokoamista.

Lyhenteet

RI: EcoRI

H: HindIII

B: BamHI

t: terminaattori

adh: Z. mobilis -alkoholidehydrogenaasi II

pdc: Z. mobilis -pyruvaattidekarboksylaasi

cat: kloramfenikoliasyylitransferaasi

Ap: B-laktamaasi

Zm Pro frags: Z. mobilis -DNA:n fragmentit, jotka osoittavat

promoottoriaktiviteettia
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ColEl: pBR322:sta johdettu replikaativalku
oriV: RSF1010:sta johdettu replikaatioalku
Pi..: lac—promoottori

P,.: promoottori Z. mobiliksesta

P,: kryptinen promoottori vektorissa

Kb: Kiloemdstd,

kuvio 2 kuvaa useita plasmideja, jotka sisdltéavdt Z. mobiliksen
pyruvaattidekarboksylaattia ja alkoholidehydrogenaasia II koo-

daavat geenit,

kuvio 3 kuvaa kasvua ja happotuottoa kannalla TC4 ja rekom-
binanteilla, jotka sisdltédvdt plasmideja, jotka koodaavat eta-

nologeenisid entsyymeia,

kuvio 4 kuvaa rekombinanttien pyruvaattidekarboksylaasiaktivi-
teetin ja kasvun mddran suhdetta. Solumassa 24 kasvutunnin

jédlkeen on ilmoitettu optisen tiheyden ocllessa 550 nm (OD 550),
kuvio 5 kuvaa pLOI510:n kokoamista,

kuvio 6 kuvaa etanolipitoisuutta tuotettuna sellobiocosifermen-
toinnilla etanclogeenisilld Erwinia- ja Klebsiella-rekombinan-

teilla,

kuviot 7A, 7B ja 7C kuvaavat xynZ:n ja xylB:n sisédltédvien re-

kombinanttiplasmidien kokoamista,

kuvioissa 8A ja 8B ndhdddn ohutkerroskromatografia-analyysi
ksylaanihydrolyysistd E. coli -kannalla K011 (pLOI2003) inkuboi-
tuna 45 °“C:ssa (kuvio 8A) tai 60°C:ssa (kuvio 8B) Luria-liha-
liemessa (pH 6,0), joka sisdlsi 4 % koivuksylaania,

kuviot 9A ja 9B kuvaavat ksylo-oligosakkaridien kayttdéad kasva-
tukseen E. colilla K011l (kuvio 9A) ja K. oxytoca M5A1:114 (ku-

vio 9B),
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kuviot 10A ja 10B kuvaavat ksyloosin ja ksylaanihydrolysaatin
konvertoitumista etanoliksi rekombinantilla K. oxytoca M5Al:
114. Xuvio 10A kuvaa kasvua ja kuvio 10B kuvaa etanolituottoa,

kuviot 11A ja 11B kuvaavat etanolituottoa rekombinanteilla K.
oxytoca M5Al-kannoilla. Kuvio 11A kuvaa etanolituottoa glukoo-
sista (100 g/litra) kannalla M5A1l, kanta P2 sisdltdd integroi-
tuja pet-geeneijd, ja kanta Bl sisdltdd integroituja pet-geene-
j&. Kuvio 11B kuvaa etanolituottoa sellobioosista (100 g/lit-

ra) fermentoinnilla kannalla P2,

kuvio 12 kuvaa kaupallisten sellullaasien lisayksen vaikutusta
etanolisaantoon, 50 g SOLKA FLOC SW40/litra 120 tunnin kulut-

tua,

kuvioissa 13A, B ja C ndhdddn ohutkerroskromatografia—-analyysin
tulokset selluloosahydrolyysistd ja fermentoinnista P2-
(pCT603T):114 happamalla turvonneella selluloosalla (kuvio
13A), emidksiselld turvonneella selluloosalla (kuvio 13B) ja

kiteiselld selluloosalla (kuvio 13C),

kuvio 14 kuvaa etanolituoton paranemista esikdsittelylld celD-
geenituotteella ja kdytettdessd 1% sellulaasia, etanolisaanto

vastaa 5 % CYTOLASE:1lla saavutettua,

kuvio 15 kuvaa kuinka kootaan plasmidit pL0OI140 ja pL01141,
jotka sis&ltédvédt c—-amylaasigeenin Bacillus stearothermophiluk-

sesta ja pullulanaasigeenin Thermoanaerobium brockiista,

kuvio 16A ja 16B kuvaavat etanolituottoa ja solumassaa fermen-

toitaessa glukoosia ja maltoosia KO11:114,

kuvio 17 kuvaa tuloksia tédrkkelysfermentoinnista E. coli -kan-
noilla KO11l(pLOI140) ja KO11l(pLOIl4l). (Koska tulokset molem-
milla kannoilla olivat olennaisesti identtiset, vain tiedot

KO11(pLOI141):std on esitetty),
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kuviossa 18 on chutkerroskromatografia-analyysin tulokset mais-
sitdrkkelysfermentoinnista KO11(pLOIl41):114&, fermentoinnin

aikana (72 tuntia),

kuvio 19 on kaavamainen kuvaus keksinnén mukaisesta fermentoin-

tiprosessista.
Seuraavaksi yksityiskohtaisempi kuvaus keksinndsta.

I. Tavanomainen hiilihydraattimetabolia

Useimmissa eldimissid ja kasveissa samoin kuin bakteereissa,
hiivoissa ja sieniss&, glukoosi hajoaa alunperin anaerobista
reaktioreittii ennen joko oksidatiivista tai fermentatiivista
metaboliaa. Kaikkein tavallisin tdllainen reaktioreitti, jonka
nimitys on glykolyysi, tarkoittaa sarjaa entsymaattisia vaihei-
ta, joissa kuusihiilinen glukoosimolekyyli hajoaa, monien v&li-
tuotteiden kautta, kahdeksi kolmen hiilen yhdisteen molekyylik-
si, pyruvaatiksi. Té&mdn prosessin aikana kaksi NAD'-molekyylid
pelkistyy NADH:ksi. Kokonaisreaktio tédssd glukoosin muuttumi-

sessa pyruvaatiksi on:

glukoosi + 2 P; + 2 ADP + 2 NAD' -» 2 pyruvaatti +
2 ATP + 2 NADH + 2 H'

Jotta glykolyysi voisi jatkua glykoslyysissd kuluneen NAD':n
tdytyy regeneroitua NADH:n hapettumisessa. Oksidatiivisessa
metaboliassa NADH hapettuu tyypillisesti luovuttamalla vetyek-
vivalentteja vaihesarjan kautta hapeksi Jja muodostaa vetta.
Useimmissa organismeissa on kuitenkin lisédksi anaerobisia reak-
tioreittejd, joiden ansiosta glykolyysi voi jatkua ilman hapen
kaltaisten yhdisteiden lisndoloa. T&llaisia anaerobisia pro-
sesseja kutsutaan kdymiseksi, fermentaatioksi, ja homolaktinen
happokdyminen lienee erés yleisimmistd t&llaisista reaktiorei-
teistd, joita esiintyy monissa bakteereissa ja eldimissd. Ho-
molaktisessa kdymisessd glukoosi konvertoituu lopuksi kahdeksi
kolmen hiilihapon molekyyliksi, maitohapoksi. NADH hapettuu
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Juovuttaessaan vetyekvivalentteja pyruvaatille ja tuottaa ndin
maitohappoa. Kokonaisrektio NAD':n regeneroitumiseen maitohap-

pokdymisessd on:
2 pyruvaatti + 2 NADH - laktaatti + 2 NAD"

Kuten aiemmin jo mainittiin etanologeeniset organismit kuten Z.
mobilis ja S. cerevisiae kykenevdt toisen- (alkoholi-) tyyppi-
seen kdymiseen, jossa glukoosi metaboloituu kahdeksi etanolimo-
lekyyliksi ja kahdeksi CO,-molekyyliksi. Alkoholikdyminen eroaa
maitohappokiymisestd NAD'-regeneroimiseen kdytetyissa vaiheissa.
Alkoholikdymiseen tarvitaan kaksi erilaista entsymaattista vai-
hetta. Pyruvaattidekarboksylaasi pilkkoo pyruvaatin asetalde-
hydiksi ja hiilidioksidiksi. Alkoholidehydrogenaasi edistda
NAD'-regenerointia siirtdmdlla vetyekvivalentteja NADH:sta ase-
taldehydiin ja tuottaa ndin etanolia. NAD-regeneroinnissa al-

koholikdymisessd reaktiot ovat:

2 pyruvaatti - 2 asetaldehydi + 2 CO,
2 asetaldehydi + 2 NADH — 2 etanoli + 2 NAD'

Kokonaisreaktio alkoholikdymisessd on:
2 pyruvaatti + 2 NADH - 2 etanoli + 2 CO, + 2 NAD*

N4it4d molempia entsyymejd koodaava DNA on kloonattu ja Z. mobi-
lis -pyruvaattidekarboksylaasi on ekspressoitu rekombinantisti.
Katso esimerkiksi Br&du & Sahm (supra, 1986a). O01li kuitenkin
erittdin epidvarmaa olisiko mahdollista muuttaa glykolyyttista
reaktioreittii organismeissa, jotka eivdt tuota etanolia pri-
maarisena metaboliittina (ei-etanologeeniset organismit") eks-
tensiivisesti pyruvaattivaiheessa, vaikka tédllaiset organismit
saataisiin modifioitua jollain tavalla ekspressoimaan molempia

alkoholikdymiseen tarvittavia lisdentsyymejé.
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piinvastoin, alalla on oletettu, ettd téllainen suuntaaminen
jattdisi rekombinantti-is&nndn ilman pyruvaattia ja sen normaa-
lituotteita. Katso Brdu & Sahm (supra, 1986a, 1986b). Oli
myds odotettavissa, ettd glykolyysihiilen suuntaaminen etanoli-
tuottoon muutoin ei-etanologeenisisséd organismeissa sekoittaisi
toisiinsa ldheisessd suhteessa olevien energiantuotto- ja bio-

synteesireaktioreiteille ratkaisevan téarkedt NAD/NADH-suhteet.

II. Fermentointi t&ssd keksinndssa
On kuitenkin keksitty, ettd organismit, Jjoissa tapahtuu glyko-

lyysid tai jotain sen muunnelmaa voidaan té&mén keksinndn mukaan

ohjata suuntaamaan jopa 95 % glykolyysin hiilivirrasta pyru-
vaattivaiheessa olennaisesti synteettiseen reaktiosarjaan, jo-
hon kuuluvat heterologisten pyruvaattidekarboksylaasin (pdc) ja
alkoholidehydrogenaasin (adh) geenien koodaavat entsyymit.
Tuloksena on kdsitelty organismi, joka tuottaa etanolia primaa-
risena kdymistuotteenaan. Toisin sanoen tuotettua etanolia on

yli 50 % kokonaiskdymistuotteesta.

On myds keksitty, ettd tdllaiseen heterologiseen ekspressioon
voidaan valita is&ntid, joilla on luontainen kyky kuljettaa Jja
metaboloida oligosakkarideja ja jotka sen vuoksi pystyvéat fer-
mentoimaan monimutkaisempia l&htdaineita. (Téssd yhteydessa
noligosakkaridilla" tarkoitetaan molekyylid, joka muodostuu
kahdesta tai useammasta sakkaridimonomeeristd, Jjoihin kuuluvat
niihin rajoittumatta muun muassa disakkaridit sellobiocosi, mal-
tobioosi ja ksylobioosi, trisakkaridit kuten sellotrioosi Jja
ksylotrioosi sekd pitkdketjuiset polysakkaridit kuten selluloo-
sa, hemiselluloosa, tdrkkelys, glykogeeni, pektiini ja inulii-
ni.) N&in valitun ja transformoidun is&nnén kykyjd voidaan
vield lisitid ekspressoimalla samassa is#@nndssd yhtd tai useam-
paa geenid, joka koodaa polysakkaraasia, entsyymid joka kata-
lysoi suurempien oligosakkaridikompleksien hajoamisen pienem-
miksi oligosakkarideiksi ja/tai sakkaridimonomeereiksi.
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(A) KEINOTEKOISEN ETANOLOGEENISEN REAKTIOREITIN LUOMINEN GEE-
NITERKNOLOGIAN AVULLA:

Erds tdrked tdmin keksinndn puoli on operoni, joka ohjaa solut
tuottamaan etanolia. Erds esimerkki t&dllaisesta operonista on
tdmidn keksinnén mukainen rakenne, "pet-operoni", joka sisdltéd
Z. mobiliksen geenit, jotka koodaavat alkoholidehydrogenaasi
II:n ja pyruvaattidekarboksylaasin aktiviteetteja, sekd lisdksi
sopivia saitelysekvenssejd kuten promoottoreita, kiihdyttimig,
operaattoreita, ribosomaalisia sitoutumiskohtia ja transkrip-
tioterminaattoreita. N&din ollen riippuvuus luontaisesta alko-
holidehydrogenaasiaktiviteetista etanolituotossa aiemmissa re-
kombinanttisysteemeissd saadaan poistettua yhdisté@mdlld Z. mo-
biliksen geenit, jotka koodaavaat alkoholidehydrogenaasi II:ta
ja pyruvaattidekarboksylaasia pet-operoniksi. Lis#dksi saadaan
tuotettua huomattavia etanolimidrid rekombinanteissa, jotka
sisdltavat pet-operonin, sekd aerobisissa ettd anaerobisissa

olosuhteissa.

Jotta mikro-organismille saadaan annettua kyky tuottaa polysak-
karaaseja kuten ksylanaaseja ja sellulaaseja keksinnén mukainen
etanologeeninen operoni voidaan modifoida 1is&&médlld geeni (tai
geenejd), joka koodaa haluttua entsyymid (entsyymejéd). Vaih-
toehtoisesti yhtd tai useampaa polysakkaraasia koodaava geeni
voidaan panna plasmidiin, Jjota kdytetddn transformoimaan isén-
tdorganismi, joka jo on kdsitelty operonilla, joka johtaa eta-
nolituottoa edelld kuvattuun tapaan. (Keksinndén t&td puolta
kuvataan yksityiskohtaisemmin osassa II(E) jédljempdnd). Erés
vaihtoehtoinen ldhestymistapa on valita etanologisella ope-
ronilla transformoitava is&ntd luontaisen polysakkaraasieks-
pression perusteella. Vield erds vaihtoehtoinen l&hestymistapa

on lisdtd polysakkaraasigeenejd kromosomiin integroimalla.

Tapa, jossa yhdistetddn yhteen rakenteeseen geenit, jotka koo-
daavat metabolista reaktioreittid voidaan yleistdd helposti
monenlaisiin tilanteisiin, joissa eri kohdista tulevat geenit

voidaan panna yhteen ja ndin luoda keinotekoinen operoni. N&in
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luotu pet-operoni on vain yksi esimerkki t&mé&n keksinndn mah-
dollisista sovellutuksista. Voidaan esimerkiksi yhdistdd eri
organismeista perdisin olevia alkoholidehydrogenaasia koodavia
geenejd muihin geeneihin, jotka koodaavat pyruvaattidekarboksy-
laasiaktiviteettia, niin ettd saadaan luotua operoni, Jjoka koo-
daa haluttua reaktioreitti&. On myds mahdollista luoda muita
reaktioreittejd koodaavia operoneja. On myds selvad, etta
edelld kdsitellyssd etanologisessa reaktioreitissd ei ole valt-
tamdtdntd, ettd alkoholidehydrogenaasi- ja pyruvaattidekarbok-
sylaasiaktiviteettia koodaavat geenit olisivat saman sddtelyn
alaisia, vaan ne voivat olla eri s&dtelyn alaisia, jopa eri
plasmideissa tal eri paikoissa kromosomissa. Samoin polysakka-
raasia koodaava geeni (geenit) voi olla yhteisesséd tai eri saa-

telyssd tai sijaita eri plasmideissa tai eri kohdissa kromo-

somia.

Erds t&mdn keksinnén kohteista on etanolia tuottavien rekom-
binantti-isé@ntien kdyttdé tehokkaaseen yhdistelmdpeptidien tai
-proteiinien tuottamiseen. Toisin sanoen rekombinanttisolut
voidaan transformoida edelleen geeneilld, jotka koodaavat muita
hy6édyllisi& tuotteita kuin polysakkraaseja. (Nama lisdgeenit
voivat olla plasmidiperdisid tai kromosomeihin lisdttyija.)
Tarkemmin sanoen geenit, jotka koodaavat tarpeellisia etanolo-
geenisii entsyymejd ekspressoituvat tavallisesti suurina madri-
nd ja hallitsevat hiilivirtaa pyruvaatista ja NADH-hapetuksesta
anaerobisen kasvun aikana. N&4issd olosuhteissa pyruvaattihii-
lirankojen virta voidaan k&#&nt3d orgaanisten happojen tuottami-
sesta etanolin tucttamiseen pddasiallisena kdymistuotteena.

Ndin hapottumismiiréd per soluproteiiniyksikké minimoituu tuo-
tettaessa etanolia orgaanisten happojen asemesta. Hapen siir-
tyminen on usein suuri haitta tiheissd mikro-organismiviljel-
missd, ja juuri t&md rajoitus saa aikaan happotuoton ja pH:n
muuttumisen elatusaineessa. Sen sijaan rekombinanteissa, Jjotka
ekspressoivat etanologeenista operonia té&mén keksinnén mukai-

sesti heterologiset, etanologeeniset entsyymit erottavat osan
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glykolyysipyruvaatista asetaldehydiksi ja uudellenhapettavat
NADH:n tuottamaan etanolia, vdhemmdn vahingollista metabolia-
tuotetta. N&in ollen kantoja, jotka sisdltdvat sekd funktio-
naaliset respiratoriset ketjut oksidatiivista fosforylointia
varten ettd etanolituottoentsyymejd, voidaan kasvattaa viela
suuremmissa solutiheyksissd, koska molemmat systeemit ovat toi-
minnassa NAD'-regeneroinnin aikana ja happamia j&tetuotteita
muodostuu vdhemmén. Tdllaisen luontaisen Jjoustavuuden ansiosta
prosessin kontrolloinnin ei tarvitse olla niin tiukkaa, ja re-

kombinanttituotteiden volumetrinen saanto on suurempi.

Oorgaanisten happojen kertymistd, joka muutoin tapahtuu, pide-
tddn seurauksena kdymisestd anaerobisessa kasvatuksessa. Mutta
huomattavia mdirisd asetaattia saattaa muodostua myds aerobisis-
sa olosuhteissa, ts. nopean sekoittamisen aikana. Asetaatti-
tuotto voi siis olla progressiivista kasvatuksen alkuvaiheista,
eik4d rajoittua mydhempiin vaiheisiin, Jjolloin solutiheys on
suuri ja vallitsevana ovat anaerobiset olosuhteet. Happotuotto
glukoosista, aerobisissa olosuhteissakin, auttaa rajoittamaan
kasvua lihaliemessd ja kiintedssd véliaineessa, kuten osoittaa
lisdantynyt lopullinen solutiheys vdliaineessa, johon on lisdt-
ty fosfaattipuskuria.

N4din ollen t&mdn keksinndén mukaiset etanolia tuottavat trans-
formantit ovat parempia isd&ntid rekombinanttituotteiden tuotta-
miseen anaercobisissakin olosuhteissa, minimaalisella happotuo-
tolla. Monet yhdistelmidproteiinit ja -pepitidit sisdltavat
kysteiini- tai disulfidisiltoja, ja oikeanlainen laskostuminen
tai nadiden reaktiot ovat olennainen piirre aktiivisen entsyymin
muodostamisessa. Koska happi edistdd disulfidisiltojen muodos-
tumista tdllaisten proteiinien tuottaminen anaerobisissa olo-
suhteissa tarjoaa pienemmit mahdollisuudet védédrdnlaiselle las-
kostumiselle ennen eristdmistd ja laskostumista kontrolloiduis-
sa olosuhteissa, jolloin talteen saadaan biologisesti aktiivis-
ta tuotetta enemmdn. AdhB:n kdyttdminen ndissd rakenteissa

saattaa olla erityisen edullista. AdhB koodaa stressiproteii-
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nia (An et al, FEBS LETTERS 282:205-208, 1991). Stressiprote-
iinin on havaittu auttavan heterologisten proteiinien oikean-
laista laskostumista ja biologisen funktion sdilymistd. Lee et
al, J. Biol. Chem. 267:2849-2852, 1992. Té&mdn nukaan adhB:n
kdyttaminen edistdd funktionaalisten proteiinien tuottoa

rekombinanttiorganismeissa.

Aerobisissa olosuhteissa E. colissa glykolyysipyruvaatti meta-
boloituu primaarisesti pyruvaattidehydrogenaasikompleksin ja
laktaattidehydrogenaasin vaikutuksesta liian asetyylikoentsyy-
min A konvertoituessa asetaatiksi. Katso Gottschalk, BACTERIAL
METABOLISM, pp. 210-80, Springer Verlag, 1986. Né&diden kahden
entsyymin nidenniiset K,~arvot ovat 0,4 ja 7,2 mM. Né&enndinen K,
%. mobilis -pyruvaattidekarboksylaasilla on yhtd suuri kuin
(pyruvaattidehydrogenaasi) tai pienempi kuin (laktaattidehydro-
genaasi) ndilld kahdella E. coli -entsyymilld, mikd helpottaa
asetaldehydimuodostusta. NAD'-regenerointi aerobisissa olosuh-
teissa johtuu pddasiallisesti biosynteesistd ja NADH-oksidaa-
sista (liitettynd elektronikuljetussysteemiin), ndenndis-K, 50
yM. Z. mobilis -alkoholidehydrogenaasi II:n ndenndis-K, on yli
nelji kertaa pienempi kuin E. coli NAD'-oksidaasilla, Jja sen
ansiosta %. mobilis -entsyymi voi kilpailla tehokkaasti endo-
geenisesta NADH-yhtymdstd asetaldehydin pelkistédmiseksi etano-
liksi. N&in ollen Z. mobilis etanologeeniset entsyymit ja nii-
den suhteellisen suuret ekspressiomddrdt sopivat hyvin muutta-

maan hiilivirta etanoliksi aerobisissa olosuhteissa.

Anaerobisissa olosuhteissa E. colissa pyruvaatti glykolyysista
metaboloituu pddasiallisesti laktaattidehydrogenaasin ja pyru-
vaattiformaattilyaasin vaikutuksesta. N&iden kahden entsyymin
ndenndiset K,-arvot ovat 18 kertaa ja 5 kertaa suuremmat kuin Z.
mobilis -pyruvaattidekarboksylaasilla. Samoin NAD'-regeneroin-
tiin E. colissa osallistuvien pddentsyymien ndenndiset K,-arvot
ovat huomattavasti suuremmat kuin Z. mobilis -alkoholidehydro-
genaasi II:1la saavutettavat. Z. mobiliksen etanologeeniset

entsyymit ovat siis erittdin kompetitiivisia suhteessa hiileen
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(pyruvaatti) ja pelkistyspotentiaalille (NADH) normaalien fer-
mentatiivisten entsyymien ja oksidatiivisen fosforyloinnin
kanssa E. colissa salliessaan glykolyyttisten tuotteiden tehok-

kaan kanavoimisen etanoliksi.

On keksitty, ettd laktoosi ja kaikki selluloosassa ja hemisel-
luloosassa lidsnid olevat tidrkeimmdt sokerit (nimittdin glukoosi,
ksyloosi, arabinoosi, galaktoosi ja mannoosi) voidaan konver-
toida etanoliksi tédmén keksinndn mukaisesti kdyttédmdlld rekom-—
binantti-is&ntid, jotka ekspressoivat etanologeenisid entsyyme-
j& koodaavia geenejd, esimerkiksi ylld mainitun kaltaisia eta-

nolireaktioreittejd Z. mobiliksessa omaavia.

Kun valitaan sopivia is#dntdkantoja tamén keksinnén mukaiseen
etanolituottoon on otettava huomioon useita tekijoitd. N&itd
tekijditd ovat substraattivalikoima ja ympdristén sieto, esi-
merkiksi sokerin sieto, suolan sieto, etanolin sieto, matalan
pH:n sieto ja 1&mmén sieto. Kuten jdljempé&nd kuvataan, esimer-
kiksi E. coli -kanta ATCC 9637 (Waksman kanta W) ominaisuuksia
on erittdin hyvd ympéristdén sieto, vaikka etanolituotto glukoo-
sista olikin pienempi kuin muilla kannoilla. Kanta ATCC 9637
valittiin ensisijaisesti sen ainutlaatuisen kyvyn vuoksi kdyt-
t#4 sukroosia. Edullisesti t&md ATCC 9637:n ominaisuussaa tés-
t3d kannasta kayttokelpoisen fermentoitaessa juurikassokeria,
ruokosokeria ja muita sukroosia sisdltdvid léhtodaineita.
pLOI297:n sisdltdvdt ATCC 11303 (Luria kanta B) ja ATCC 15244
(Kepes kanta ML300) tuottivat suurimmat etanolimdédrédt ja osoit-
tivat hyvaksyttdviad ympAristédn sietotasoja. Plasmidit olivat
melko stabiileja nédissd kahdessa rakenteessa ja ne valittiin
parhaimpina ehdokkaina etanolituoton edelleen kehittdmiseen.
Molemmat rakenteet osoittivat korkeita Z. mobilis —-pyruvaatti-
dekarboksylaasitasoja, joita vaaditaan tehokkaseen etanolituot-

toon. Katsoc Ingram et al, 1987.

Kasvibiomassan kaikki tédrkeimmdt sokerikomponentit konvertoi-

tiin etanoliksi rekombinantilla E. colilla, joka sisdlsi Z.
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mobiliksen etanolireaktioreitin. Glukoosin ja ksyloosin kon-
vertoitumistehokkuus etanoliksi oli suurempi kuin aiemmin on
raportoitu S. cerevisiaesta, katso Lovitt et al, CRC Crit. Rev.
Biotechnol. 7:107-186, 1988, ja pentoosifermentointihiivasys-
teemeistid. Katso Beck, Biotechnol. Bioeng. Symp. 17:617-627,
1989, Jeffries et al, Biotechnol. Bioeng. 31:502-506, 1988,
Skoog et al, Enzyme Microbiol. Technol. 10:66-79, 1988, Slinin-
ger et al, Biotechnol. Lett. 7:431-436, 1985. Ksyloosi konver-
toitui etanoliksi rekombinantilla E. colilla tehokkaammin kuin
glukoosi S. cerevisiaella kuten ovat raportoineet Lovitt et al,
supra. Tavattoman suuret etanolisaannot ksyloosilla (yli 100 %
teoreettisesta) saattavat johtua etanolista, joka on perdisin
kompleksisten ravinteiden kataboliasta. Monet aminohapot ja
moniaineisten elatusaineden komponenteista kataboloituvat gly-
kolyyttisiksi védlituotteiksi tai suoraan pyruvaatiksi. Téama
pyruvaatti saattaa sitten konvertoitua etanoliksi.

Témdn keksinndn mukaan pdc- ja adh-geenit voidaan transformoida
moniin erilaisiin isdntiin ja saada ekspressoitumaan erilaisten
promoottorien avulla. T&hé&n alaan perehtynyt voi tédmdn kuvauk-
sen perusteella tehdd ndmd transformoinnit. Esimerkiksi pdc-
ja adh-geenit voidaan helposti insertoida plasmideihin, joilla
on erilaiset isdntédvalikoimat. Plasmideja, jotka on koottu
replikoitumaan E. colissa ja muissa kohdeorganismeissa, kutsu-
taan tavallisesti "sukkulavektoreiksi", koska ne pystyvat rep-
likoitumaan kahdessa tai useammassa is&nndssd. T&llaisia plas-
mideja on helposti saatavilla ja ne ovat helppokdyttdéisia.
Tavallisimpia yhdistelmid ovat sukkulointi E. colin ja muiden
bakteerien vdlilld, E. colin ja hiivojen v&lilléd sekd E. colin
ja eldinsolujen vdlilld. N&itd vektoreita on luetteloissa Jja

alaan perehtynyt tuntee ne.

7. mobiliksen pdc- ja adh-geenejd on insertoitu ja ekspressoitu
Xanthomonas—, Klebsiella- ja Erwinia-lajeissa. Samanlaisiin
hyviin tuloksiin voidaan helposti péd#dstd muissakin organismeis-

sa. Vaikka joitain yksinkertaisia muutoksia esimerkiksi pro-
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moottorissa saatetaan tarvita optimaalisen rakenteen aikaan
saamiseksi onnistuminen on hyvin ennustettavissa biokemiallis-
ten ominaisuuksien ja sen perusteella, mité& nykyisin tiedeté&én
liukenevien sytoplasmisten proteiinien ekspressoitumisesta.
Tamidn keksinndn puitteissa on jopa mahdollista insertoida vie-
raita geenejd, jotka ilmentdvét pyruvaattimetabolian uudelleen
suuntaamiseen tarvittavaa entsymaattista aktiviteettia, kro-
mosomiin ja ekspressoida ilman plasmidin apua. Katso osa
I1I(C), infra. Esimerkiksi pet-rakenne, jossa el ole promootto-
ria, voidaan integroida E. coli -kromosomiin heti promoottorin
taakse pyruvaattiformaattilyaasigeenissd. Samanlainen integ-
rointi pfl:4an tai muihin geeneihin on mahdollista useimmissa
organismeissa, tarvitaan vain kohdegeenin fragmenttiohjausta
integrointikohtaan homologirekombinaation avulla. Integroin-
tiin voidaan kdyttdd muitakin geenejé kuin pfl:id. Koska pet-
geenid ekspressoivat rakenteet on helppo tunnistaa indikaatto-
rialustoilla tamd l&hestymistapa sopii erittdin laajalti muiden
etanolituottoon sopivien organismien nopeaan ja tehokkaaseen

kokoamiseen.

On olemassa paljon teoksia, joissa kuvataan vieraiden geenien
ekspressioon kdytettdviid menetelmid. On myds hankintaluette-
loita vektoreista, joita voidaan kdyttds eri organismeihin.
Kloonivektorit gramnegatiivisille bakteereille ja grampositii-
visille bakteereille, vektorit, joilla on laaja is&ntédvalikoi-
makyky, sienikloonausvektorit, hyénteiskloonausvektorit, eldin-
solukloonausvektorit ja kasvisolukloonausvektorit ovat hyvin
tuttuja alaan perehtyneelle. Hankintaluettelot, Jjoiden avulla
niditd kloonausvektoreita voi tilata ja joita on helposti saata-
villa, ovat nekin alaan perehtyneelle tuttuja. Katso esimer-
kiksi marino, BioPharm 2:18-33, VECTORS: A SURVEY OF MOLECULAR
CLONING VECTORS AND THEIR USES (Butterworths 1988), 1989.

Alaan perehtynyt pystyy myds saamaan vaihtoehtoisia pdc- ja
adh-geenejd ja muita tdllaisia geenejd, Jjotka voidaan identifi-

oida kayttdmdlla edelld mainittuja Z. mobilis -geenejd koetti-
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mina, tai, edullisemmin, havainnoimalla aktiviteettia indikaat-
torialustoilla. Té&mdn keksinnén kannalta ei ole vdlid tuleeko
alkoholidehydrogenaasiaktiviteetti geenistd, joka on eristetty
hevosesta, hiivasta, ihmisestd, hydnteisestd tai jostain muusta
bakteerigeenistd. Koska alkoholidehydrogenaasiaktiviteetin
ilmentyminen voidaan havaita suoraan aldehydi-indikaattorialus-—
toilla, ei tarvita sekvenssitietoja, joilla saataisiin eristet-
tyd uusia geeneijd, Jjotka koodaavat téta entsymaattista aktivi-
teettia osoittavia proteiineja. Monet alkoholidehydrogenaasi-
geenit ovatkin jo tuttuja alaan perehtyneelle kuten osoittaa
252 adh-geenin maininta Genbank -tiedostossa maaliskuulta 1991
(IntelliGenetics Inc., 700 E. El1 Camino Drive, Mountain View,
CA 94040).

7. mobilis sisdlts#d kaksi geenid, jotka koodaavat funktionaali-
sia alkoholidehydrogenaasigeenejd, ja toinen niist& (adhB) on
kehityksellisesti sukua Clostridium acetobutylicum butanolide-
hydrogenaasille, E. coli propaanioksidoreduktaasille Jja Saccha-
romyces -ADHIV-alkoholioksidehydrogenaasille. Kaikki nédmé on
kloonattu ja sekvensoitu. Z. mobiliksen toinen alkoholidehyd-
rogenaasigeeni, adhA, on sinkkialkoholidehydrogenaasi, Jjoka
sekin on kloonattu ja sekvensoitu. Kun on vertailtu primaari-
rakennetta, joka on johdettu helposti saatavilla olevista sek-
vensseistd adhA-geenin on katsottu olevan kehityksellisesti
sukua tyypilliselle alkoholidehydrogenaasille, jota on kuvattu
eldimissd, kasveissa sekd hiivojen dominantille adh-geenille.
AdhA-geeni ja muut alkoholidehydrogenaasigeenit voidaan korvata

tissd esimerkkind esiin tuodulla alkuperdiselld adhB-geenillé.

Samalla lailla tédss&d keksinndsséd ei ole véliéd tuleeko pyruvaat-
tidekarboksylaasiaktiviteetti Z. mobilis -geenistd vai geenis-
td, joka koodaa haluttua entsymaattista aktiviteettia, mutta
joka on perdisin maissista, hiivasta tai Jjostain muusta or-
ganismista. Elididen kehittyminen yhteisestd varhaisemmasta
muodosta on nykyisin yleisesti tunnustettu asia, ja se on voitu

osoittaa loistavan yksityiskohtaisesti molekyyligenetiikan kei-
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noin. Sen lisdksi, ettd voidaan jdrjestdd@ organismit makro-
ominaisuuksien perusteella fylogeneettisiksi puurakenteiksi,
varhaismuodon geenit, jotka ovat kehittyneet spesifisiksi funk-
tioiksi ovat sdilyneet kehityksen aikana, niin ettd niissé on
j4ljelld tallaisiin funktioihin tarvittavat piirteet. Té&man
suuren konservoitumistason avulla alaan perehtynyt pystyy eris-
tamdsdn funktionaalisesti ekvivalentteja ja geneettisesti sukua
toisilleen olevia entsyymejd muista organismeista kdyttamalla
primaari-informaatiota yhdestd tai useammasta entsyymiryhmén
jasenestd. Glykolyysientsyymit ovat erdas parhaita esimerkkejé

tastd, silld tdllaisia entsyymejéd on tutkittu niin paljon.

Juuri tdllaista ldhestymistapaa onkin kdytetty onnistuneesti
kloonattaessa maissin pyruvaattidekarboksylaasigeenid kaytta-
md114 hyvidksi tietoja Z. mobilis -pdc:stéd ja S. cervisiae -
pdc:std DNA-koettimen valmistamiseksi. Katso Kelly, Plant Mo-
lecular Biology 13:213-22, 1989. Vaihtoehtoisia menetelytapoja
olisi kayttdsd koko geenejd koettimina. Koska pyruvaattidekar-
boksylaasiaktiviteettia (pyruvaatti konvertoituna asetaldehy-
diksi plus hiilidioksidi) omaavan proteiinin syntetoitumista
voidaan ndhdid suoraan aldehydi-indikaattorialustoilla sekvens-
sitietoja ei ole tarvittu paikantamaan muita geenejd, vaikka
sekvenssitietoja onkin voitu kdyttdd maissigeenin eristdmiseen.
Muista organismeista on eristetty monia muita pyruvaattidekar-
boksylaasigeenejd, joilla saadaan aikaan vastaavat toiminnot.
Nimd muut geenit sopisivat Z. mobilis pdc:n korvaajiksi aivan
kuten useat alkoholidehydrogenaasit ovat osoittautuneet sopi-
viksi. T&hdn liittyen voidaan mainita, ettd GenBank tietokan-

taan oli merkitty ainakin 5 pdc-geenid maaliskuussa 1991.

Lisdparannuksena témén keksinnén mukainen rekonmbinantti-isdnta
voidaan transformoida geeneilld, jotka koodaavat avainkom-
ponentteja glukoosikuljetuksessa Z. mobiliksessa, nimittdin
geenit, jotka koodaavat Z. mobilis -glukokinaasia (glk) ja glu-
koosin edistamid diffuusioproteiinia (glf). Glk ja glf voidaan

erityisesti yhdist#dd keinotekoisessa operonissa noudatellen
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tapaa, jota kuvattiin edelld etanologeenisen operonin kuten
pet:n yhteydesséd, ja transformoida rekombinantiksi, joka sisdl-
t#4 jélkimmdisen operonin. Glk/glf-operonin ekspressio johta-
nee lisddntyneeseen transmembraaniseen glukoosivirtaan ja ndin
ollen lisdntyneeseen etanolituoton nopeuteen. Samoin geeneja,
jotka koodaavat muiden is#ntien oligosakkaridien kuljetuksen
avainkomponentteja tai geenejd, jotka koodaavat avainkomponent-
teja glykolyyttisessa reaktioreitissd, voidaan kdyttdd edelleen
transformoimaan is#ntii tamdn keksinnén mukaisesti. T&allaisten
virran nopeutta rajoittavia vaiheita koodaavien transformaati-
oiden geenien voidaan odottaa lis&&vén etanolituoton nopeutta
ja edistévidn glykolyyttisten vélituotteiden madraa runkolédhtei-

nd biosynteesiin.

(B) FERMENTOINTIPARAMETRIT:

Taman keksinndén mukaan heterologiset etanologeeniset geenit
ekspressoituvat tasolla, joka helpottaa etanolituottoa fermen-
tointituotteena rekombinantti-isdnndssd. Insertoitaessa téal-
laisia geeneji sopivaan ei-etanologeeniseen organismiin kuten
edelld kuvattiin transformoitu is&ntd kykenee tuottamaan huo-
mattavia mddrid etanolia oligosakkarideista kuten sellobiocosis-
ta, sellotriocosista, ksylobioosista ja ksylotrioosista. Kuten
edempdnd tulee esiin té&mdn keksinnén mukaisissa rekombinantti-
isdnnilld voidaan pddstd etanolipitoisuuksiin, jotka ovat luok-
kaa 1 M ja enimmillddn 1,5 M.

(C) VIERAIDEN GEENIEN KROMOSOMAALINEN INTREGROINTI:

Vieraiden geenien kromosomaalinen integrointi voi tarjota monia
etuja plasmidiperustaisiin rakenteisiin verrattuna, silla jal-
kimmidiselld on monia rajoituksia teollisten prosessien kannal-
ta. Plasmidiperustaiset rakenteet ovat luonnostaan vahemman
stabiileja kuin kromosomaaliset geenit Jja muodostavat ympéris-
tduhkan, heterologisten piirteiden siirtymisen ldhteen. Epa-
stabiilisuus usein kasvaa lis&dttdessd useampia plasmideja.
Plasmidiperustaiset rakenteet voivat kuitenkin olla kdyttokel-

poisia alustaviin kokeisiin, joissa tutkitaan heterologisten
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geenien ekspressiota, esimerkiksi sellulaaseja koodaavien gee-
nien, silld niitéd voidaan kdyttdd isdntdsolujen yksinkertaiseen
transformointiin. Muodostuvien proteiinien (esim. sellulaasin)
esiin saamisen helpottamiseksi on kuitenkin usein toivottavaa,
ettd voitaisiin jattdd pois tarve kayttdd plasmideja, joissa on
timidn kKeksinnoén mukaisella kromosomaalisella integroinnilla

saatuja etanolia tuottavia geeneja.

Etanologeenisid geenejd on integroitu kromosomaalisesti E. coli
B:hen, katso Ohta et al, Appl. Environ. Microbiol. 57:893-900,
1991. VYleensid suoritetaan tdydentivd kidsittely puhdistamalla
DNA-fragmentti, joka sisdltda (1) halutut geenit ylavirtaan
kloramfenikoligeenista ja (2) fragmentin kohdeorganismin homo-
logisesta DNA:sta. Té&md DNA voidaan ligatoida replikonittomik-
si renkaiksi ja kayttdd transformointiin. Siis pfl-geeni voi-
daan kohdentaa kun kyseessid on E. coli, ja Klebsiellaan voidaan
ligatoida sattumanvaraisia Sau3A-fragmentteja homologirekom~
binaation edistédmiseksi.

Rekombinanttien alkuvalinta voidaan tehdd 20 mg kloramfenikoli
("cm")/litra alustoilla kasvun sallimiseksi yhden kopion inte-
groinnin jdlkeen. Té&llaisten rakenteiden lukumdadra voi olla
hyvin pieni. Etanologenisia geenejd saattaa aluksi ekspressoi-
tua hyvin vdhdisd mddrid, riittamdttoémésti tehokkaaseen etano-
lifermentointiin. Suurempiin ekspressoitumistasoihin voidaan
pddstd yhdelld vaiheella selektoimalla alustoilta, jotka sisdl-
tivdt 600-1000 mg Cm/litra. T&dllaisten kantojen on todistettu
olevan erittdin stabiileja ja on odotettavissa, ettd samalla
ldhestymistavalla saadaan onnistuneesti 1lisdd optimaalisia
Klebsiella- ja Erwinia-kantoja. Alustavat kokeet muutamilla
villeilld kannoilla viittaavat siihen, ettd elektroporaatio
parantaa plasmidijakaantumista ja saattaa vdhentdd integroin-
tien onnistumiseen tarvittavia ponnistuksia. (Katso esimerkki

16 jaljempénd.)

(D) ISANNAN VALITSEMINEN:
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Organismeja, jotka sopivat modifiointiin heterologisten pdc- ja
adh-geenien ekspressoimiseksi ylld kuvattuun tapaan, ovat esi-
merkiksi eukaryoottisolut kuten eldinsolut, hydnteissolut, sie-
nisolut ja hiivat, jotka luonnostaan eivdt ole etanologeenisia,
sekd ei-etanologeeniset bakteerit. E. colin lisdksi esimerkik-
si muut Erwinia-lajin enteeriset bakteerit, esimerkiksi E.
chrysanthemi, ja Klebsiella-lajin enteeriset bakteerit, esimer-
kiksi K. planticola ja K. oxytoca ovat erityisen houkuttelevia
isantia, koska ne pystyvat metaboloimaan monenlaisia sokereita,
pentoosit mukaan lukien. Edullisia isdntid voidaan valikoida
nyds laajemmasta gram-negatiivisten bakteerien joukosta, esi-
merkkind Xanthomonas-suvun lajit, tai gram-positiivisista bak-
teereista, esimerkiksi lajien Bacillus, Clostridium ja Cellulo-
monas jédsenet. Kaikille eri isdntdtyypeille on saatavilla so-

pivaa transformointimetodologiaa.

Jotkut organismit yll4 mainituista mikrobeistaien tayttédvat
myds kriteerit, joilla valitaan isé&ntd fermentoimaan oligosak-—
karidia (tai oligosakkarideja) etanoliksi té&mén keksinnén mu-
kaisesti. Tarkemmin sanoen isdntd voidaan valita tédssa mieles-
<& koska se tuottaa (1) proteiineja, Jjoita tarvitaan kuljetta-
maan oligosakkaridi soluun Jja (2) intrasellulaarisia (sytoplas-
misia) mddrid entsyymeijd, Jjotka metaboloivat nuo oligosakkari-
dit. Aiemmin mainittuja mikrobeja, jotka tdyttdvat nama vaati-
mukset, ovat muun muassa enteeriset bakteerit kuten E. chry-
santhemi ja muut Erwiniat, seka Klebsiella-lajit, esimerkiksi
K. oxytoca, Jjoka luonnostaan tuottaa B-ksylosidaasia, sekd K.
planticola. My®ds jotkut E. colit tayttavat vaatimukset, koska
ne kulijettavat ja metaboloivat sellobiocosia, maltoosia ja/tai
maltotriocosia. Katso esim. Hall et al, J. Bacteriol. 169:2713-
27, 1987.

Isdnnit voidaan valita yl14 mainittujen kriteerien (1) Jja (2)
mukaisesti laajemmastakin gramnegatiivisten bakteerien joukos-
ta, esimerkiksi Xanthomonas-lajeista, tai grampositiivisista

bakteereista, joihin kuuluvat: Bacillus-laji, esimerkiksi B.
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pumilus, B. subtilis Jja B. coagulans, Clostridium, esimerkiksi
Cl. acetobutylicum, Cl. aerotolerans, Cl. thermocellum, Cl.
thermohydrosulfuricum ja Cl. thermosaccharolyticum, Cellulo-
monas-lajit kuten C. uda, sekd butyrivibrio fibrisolvens. Sa-
moin hyvéksyttdvii ovat monet hiivat, joista voidaan mainita
Cryptococcus-lajit, esimerkiksi Cr. albidus, Monilia-laijit,
Pichia stipitis ja Pullularia pullulans, samoin kuin muut oli-
gosakkaridia metaboloivat bakteerit, muun muassa, niihin ra-
joittumatta, Bacteroides succinogenes, Thermoanaerobacter-
lajit, esimerkiksi T. ethanolicus, Thermoanaerobium-lajit esi-
merkiksi T. brockii, Thermobacteroides-lajit, esimerkiksi T.
acetoethylicus ja lajit suvuista Ruminococcus (esim. R. flave-
faciens), Thermonospora (kuten T. fusca) ja Acetivibrio (esim.
A. cellulolyticus). N&illekin eri is&nnille on olemassa sopi-

via transformointitekniikoita.

Kirjallisuutta, jossa kdsitelldan mainitut kriteerit téayttédvia
mikrobeja, ovat muun muassa Biely, Trends in Biotechn. 3:286-
90, 1985, Robsen et al, Enzyme Microb. Technol. 11:626-44,
1989, ja Béguin, Ann. Rev. Microbiol. 44:219-48, 1990, jotka on
oheenliitetty viitteind. Alaan perehtyneelle on selvaa, ettéa
tdssd keksinnossd kdytettdvksi sopivia iséntiéd on paljon muita-
kin. Sopivat is&nndt voidaan siis tunnistaa tutkimalla vali-
koiden kuljettaako ja metaboloiko tutkittava mikrobi oligosak-
karideja. Té&llainen seulonta voidaan suorittaa monella eri
tavalla. Voidaan esimerkiksi etsid mikro-organismia, joka kas-
vaa sopivilla oligosakkaridisubstraateilla, ja valita mikro-
organismeja, jotka eivdt kuljeta vain monomeerejd soluun. Kat-
so esimerkiksi Hall et al, supra, 1987. Vaihtoehtoisesti mik-
ro-organismista voidaan kokein etsid sopivaa intrasellulaarista

entsyymiaktiviteettia, esim. B-ksylosidaasiaktiviteettia.

Esimerkkina valikointitavasta, joka sopii tdh&n keksintédn voi-
daan mainita sellainen, jossa kdytetddn minimaalivdliainetta
sisdltdvad peptidid eristémddn pehmedn lahon Erwinia-kantaa
hajoavasta kasvimateriaalista. Katso Starr, "The Genus Erwi-
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nia", Vol. II THE PROKARYOTES 1260-71, Springer-Verlag 1981.
Isolaatit, jokta aiheuttavat kuoppaisuutta kalsiumstabiloidussa

pektiinissd voidaan karakterisoida edelleen identiteetin vah-
vistamiseksi. Katso Bergey’s Manual. Volume 1, sivut 469-76.

Sopivia Klebsiella-kantaehdokkaita, joita esiintyy runsaasti
paperimassassa ja paperijatteessa (Huntley et al, J. Water Pol-
lution Control Federation 48:1766-1771, 1976, Knittel et al,
Appl. Environ. Microbiol. 34:557-63, 1977), voidaan saada esi-
merkiksi prosessointilaitosten jatevirroista: Perry ja Palatka
Floridassa. Tdllaisessa Jjédtteessd ldsnd oleva runsas Klebsiel-
la-md4ra voi auttaa valikoitaessa erityisen kdyttdékelpoisia
kantoja, joilla on optimaaliset ominaisuudet, esimrkiksi tok-
sisten kemiaalien resistenssi ja kyky kayttaa oligosakkarideja.
Kannat voidaan aluksi valita kasvattavalla coliform-spesifises-
sa valiaineessa, katso Seidler, "The Genus Klebsiella (Nonmedi-
cal Aspects)"”, II THE PROKARYOTES 1166-72, ja identifioida
edelleen indolituoton kannalta, Voges-Proskauer-reaktio, sit-

raatti jne. Katso Bergey’s Manual, Volume 1, sivut 461-65.

Klebsiella- ja Erwinia-isolaatteja voidaan verrata tutkimalla
niiden kykyd hajottaa karboksimetyyliselluloosaa, ksylaani-
sined, metyyliumbelliferyyli—B~D—glukopyranosidia, metyylium-
belliferyylisellobiosidia, metyyliumbelliferyyliksylosidia ja
metyyliumbelliferyyliarabinosidia mallisubstraatteina endoglu-
kanaasille, ksylanaasille, B-glukosidaasille, sellobiohydrolaa-
sille, ksylosidaasille ja arabinosidaasille alustoilla, jotka
on puskuroitu pH-arvoon 6,0 (30°C). Kannat tulisi myds seuloa
tutkien niiden kykyd metaboloida monosakkarideja (heksooseja ja
pentooseja) samoin kuin sellobicosia, sellotrioosia, ksylobioo-
sia ja ksylotrioosia. Disakkaridi- ja trisakkariditasot voi-
daan testata yliyon koeputkiviljelmissad Jja ohutkerroskromato-
grafian avulla tutkia ydn kestéaneen inkuboinnin aikana kdytet-
tyjd sakkarideja. Ksylodisaasit voidaan luoda koivuksylaanista

(Sigma) kdsittelemdlld C. thermocellum ksylanaasilla.
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Lupaavien kantojen kasvua voidaan edelleen tutkia etsien etano-
linsietoa, suolansietoa ja lampétilansietoa olennaisesti samaan
tapaan kuin valikoitaessa E. coli B. Katso Alterhum et al,,
Appl. Environ. Microbiol. 55:1943-48, 1989, Beall et al, Bio~-
technol. & Bioeng. 38:296-303, 1991. Vaikka useimmat isolaatit
voidaan j&aadyttdd nestemdiseen typpeen varastointia varten,
kolme lupaavinta kantaa jokaisesta ryhmdstd voidaan valita Jjat-
kokehitystydtd varten. Varastoidut kannat saattavat osoittau-
tua hyddyllisiksi tulevissa kokeissa uusien polysakkaridigee-
nien l&ahteina.

Optimaalisilla kannoilla tulisi sdilyd kyky metaboloida tehok-
kaasti kaikkia lignoselluloosan aineosia (disakkarideja, tri-
sakkarideja ja monosakkarideja), kasvaa suuremmissa etanolipi-
toisuuksissa kuin 440 g/1, siet&dd 0,3 molaarisia suolatasoja,
sietdd 0,2 molaarisia asetaattitasoja ja siet&& 40°C:n l&mpdti-
loja sekd tuottaa suuria mddrid entsyymejd, jotka ovat kaytto-
kelpoisia selluloosa-, hemiselluloosa- Jja pektiinidepolymeroin-
nissa minimaaliproteaasiaktiviteetilla. Jotkut kannat saatta-
vat sis&dltdd myds luonnon ksylanaaseja tai sellulaaseja. Kun
on integroitu vieraita geenejd alkoholituottoa varten optimaa-
listen rakenteiden tulisi tuottaa etanolia kaikista testatuista
sakkarideista yli 90 % teoreettisesta saannosta Jja sdilyttéa

samalla ylld mainituut hyddylliset ominaisuudet.

Voidaan tehdd lisdkokeita arvioitaessa eritettyjen sellulaasien
yleis-pH:ta ja optimildmpdtilaa ja médritettdessd lampdstabii-
liutta. Nimi tiedot saattavat olla hydédyllisid laadittaessa
optimaalisia olosuhteita yhdistettyihin hydrolyysi- ja fermen-
tointiprosesseihin.

(E) HETEROLOGISTEN POLYSAKKARIDIEN EKSPRESSIO:
Kuten edelld kuvattiin t&mdn keksinndn erddssd suositeltavassa
toteutusmuodossa tuotetaan rekombinantteja, jotka ilmentévat

heterologisia polysakkaraaseja ja ndin vdhentdvat tarvetta kay-
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ttasd kaupallisia entsyymejd oligosakkaridien fermentoinnissa.

Esimerkkeind polysakkaraaseista voidaan mainita sellulolyytti-
set entsyymit, hemisellulyyttiset entsyymit, ksylanolyyttiset

entsyymit ja tdrkkelystd hajottavat entsyymit.

Fradssi edullisessa toteutusmuodossa polysakkaraasi on lampd-
stabiili. N&in esimerkiksi geenit, jotka koodaavat Clostridium
thermocellumin termofiilisi&d proteiineja (celA, B, C ja D) voi-
daan saada ekspressoitumaan yksin suurina mddrind sytoplasmisi-
na tuotteina. Yhdistelmdmenetelmin valmistetut entsyymit ote-
taan talteen harvestoimalla solut fermentoinnin pédédtteksi Ja
vapauttamalla ladmpéstabiilit entsyymit noista soluista kuumen-
tamalle esimerkiksi 60°C:een, joka on ldmpdtila, jossa niilla
on maksimaalinen aktiviteetti ja hyvd stabiilius. Sen jédlkeen
entsyymien annetaan vaikuttaa polysakkaridikompleksisubstraat-
tiin ennalta mddrdtyn ajan, esim. noin 12 tuntia. Modifioin-
nit, joissa poistetaan selektoitujen geenien signaaliosat pa-
rantavat suuresti aktiviteetteja, jotka ilmenevdt E. colissa,

ja vaikutus voi olla sama Klebsiellan ja Erwinian kohdalla.

Tissd yhteydessd erityisen suositeltava on celD-geeni sekd té-
min keksinndn mukaisesti celD-transformoidut rekombinantit kdy-
tettdvidksi fermentointiin substraatilla, joka voi olla esimer-
kiksi SOLKA-FLOC, hienonnettu selluloosatuote, joka on saatu
hienontamalla mekaanisesti puumassaa. Kuten esimerkki 18 ja
kuvio 14 jadljempdnd osoittavat esihydrolyysissd substraatilla
celD-koodatulla entsyymilld saadaan vahennettyd kaupallisten
sellulaasien tarvetta noin 1/5 suhteessa rekombinantteihin,
jotka eivat sisdl1& celD:td. Tamé tapa kayttédad entsyymeja,
heterologisesti ekspressoituja ja intrasellulaarisesti akkumu-
loituneita, "“pikastarttaamaan" kompleksisubstraatin sakkarifi-
ointi voidaan tdmdn keksinndn mukaisesti yleist&@d mille tahansa
etanologeeniselle rekombinantille, jota edelleen transformoi-
daan polysakkaraasia koodaavalla geenilld, ja jonka ekspres-—

siotuote voidaan ottaa talteen oligosakkaridikompleksien (sel-
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luloosa, hemiselluloosa, tdrkkelys, glykogeeni, pektiini, inu-

1liini jne) hajottamiseksi. Katso esimerkit 17-19 jéljempéna.

Ndin voidaan esimerkiksi kédyttdd soluja aiemmasta fermentoin-
nista entsyymildhteensd jokaiseen seuraavaan fermentointiin.
Entsyymieritystd ei tarvita, sen sijaan menetelmdssa kéaytetaan
hyvdksi intrasellulaarista akkumuloitumista entsyymien harves-
toinnin helpottamiseksi. Suurin rekombinanttientsyymitaso on
14snd heti sen sijaan ettd se akkumuloituisi hitaasti kasvun ja
fermentoinnin aikana. Lis#dksi on pienempi mikrobikontaminaati-
on vaara, koska oligosakkaridien k&ytté on mikro-organismien
yhteydessad harvinaista, ja nédin ollen on olemassa vdhemmén mik-

rokasvistoa kilpailemassa ndistd sokereista.

Eriddssd suositeltavassa toteutusmuodossa ylld kuvattu etanolo-
geeninen rekombinantti ekspressoi polysakkaraasia, jota ainakin
osittain erittyy isdnndsta ja joka katalysoi oligosakkaridikom-
pleksin hydrolyysin ekstrasellulaarisesti. Té&llainen geeni-
tuote voi tukea yhden tai useamman kaupallisen entsyymin akti-
viteettia, esimerkiksi sellaisten tuotteiden kuin cenA (endo-
glukanaasi) ja cex (eksoglukanaasi), Jjoita perinteisesti liséa-
tddn sakkarifikaation ja etanolituoton aikana. Esimerkkeind
tdhén kdyttddn sopivista polysakkaraasia koodaavista geeneistd
voidaan mainita Cellulomonas fimi -sellulaasigeenit, jotka
erittyvdt osittain (noin 50-60 %) kun ne transformoidaan Kleb-
siellaan tai Erwiniaan. Esimerkiksi cex-geenilld transfor-
moidulla Erwinia-laboratoriokannalla yli 50 % heterologisesta
ekspressiotuotteesta erittyy lihaliemeen.

Tallaisen erittymisen tehokkuutta voidaan parantaa fuusioimalla
pullulanaasisignaalisekvenssejd Klebsiellaan ja pektaattilyaasi
Erwiniaan. Xatso Murooka, Ferment. Technol. Ind. Appl. 40-45,
1990, Pugsley et al, Ann. Rev. Genetics 24:67-90, 1990, He et
al, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 88:1079-83, 1991, Saarilahti et
al, Gene 90:9-14, 1990,
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Erds erityisen kiinnostuksen kohde on tamén keksinnén mukainen
etanologeeninen transformantti, joka ekspressoi sekd lampésta-
biilia geenituotetta ettd erittyvéd geenituotetta. Tallaisella
transformantilla saataisiin (1) hajoamisen mydtd entsymaattista
aktiviteettia kdytettdviksi esikédsittelyssd selluloosan tai
muun kompleksisen substraatin pilkkomiseksi yksinkertaisemmiksi
oligosakkarideiksi ja monosakkarideiksi, Jja (2) erittymisen
my6td entsyymejd jatkuvaan depolymerointiin fermentoinnin aika-

na.

Erityisolosuhteissa kayttokelpoisia ovat heterologiset geenit
liitettynd mutaatioihin tai geneettisiin modifiointeihin, Jjotka
yliekspressoivat natiiveja piirteitd. Voidaan esimerkiksi suo-
rittaa mutageneesi ja selektio lis&&méd&n luonnon endoglukanaa-
sien ekspressoitumista Erwinia-kannoissa. Joissain tapauksissa
suuret glukoosipitoisuudet ehkdisevét naita. Selektoimalla
vaimennettuja mutantteja glukoosi-CMC-alustoilta voidaan saada
identifioituja kantoja, joilta tém& sddtely puuttuu, joista

jotkut saattavat ylituottaa nadita entsyymeja.

Alaan perehtyneelle on selvdd, ettd téaman keksinnén témdn piir-
teen puitteissa voidaan kdyttd monia eri polysakkaraaseja.
Samoin on kdytettdvissad suuri valikoima transformoivia vekto-
reita kdytettdvéksi tdmdn keksinnén témén piirteen yhteydessa.
Saattaa olla tarpeen suorittaa joitain rutiinikokeita optimaa-
lisesti toisiinsa sopivan isdnndn ja vektorin aikaansaamiseksi.
Voidaan koota esimerkiksi RSF1010-perustaisia vektoreita, katso
Conway et al, Appl. Environ. Microbiol. 53:235-41, 1987c, ja ne
ovat suositeltavien sen vuoksi, ettd niiden laaja is#éntédvali-
koima antaa mahdollisuuden heterologisten geenien viemiseen
moniin gramnegatiivisiin is&ntiin, mukaan lukien kaikki Erwi-
nia- ja Klebsiella-isolaatit, tetrasykliiniresistenssid selek-
toiden. Sen sijaan pUC-perustaiset plasmidit saattavat osoit-
tautua epédstabiileiksi joissain Erwinia-kannoissa, ja sen vuok-

si ne ovat vdhemmdn suositeltavia.
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Muita polysakkaraasigeenejd, jotka sopivat kidytettédviksi téssd

keksinndssi ovat sellaiset, jotka koodaavat yhtd alla luetel-

luista selluloosa-aktiviteeteista:

Substraatti
Entsyymi- || Kiteinen | Karboksi Amorfinen | Sello- Sello~-
tyyppi sellu- metyyli- || sellu- tetroosi || biocosi
loosa sellu- loosa
loosa
(CMC)
Endo- - + + + -
10 || gluka-
naasi
Sellobio- + +/- + + -
hydro-—
laasi
15 || B-gluko- - - - + +
si-daasi

Endoglukanaasi hydrolysoi B-1,4-glykosidisid liitoksia satun-
50 naisesti. Se ei koske sellobiocosiin, mutta hydrolysoi sello-
dekstriineja, fosforihappoturvonnutta selluloosaa ja substitu-
oituja selluloosia kuten CMC ja HEC (hydroksietyyliselluloosa).

Jotkut endoglukanaasit vaikuttavat myds kiteiseen selluloosaan.

Sellobiohydrolaasi sen sijaan vaikuttaa selluloosaan, tarkemmin
{ sanoen pilkkoo sellobioosiyksikéitd ketjun ei-pelkistédvasta

: pédédstd. Sellobiohydrolaasi hydrolysoi sellodekstriineijd, mut-
tei sellobiocosia. B-glukosidaasi hydrolysoi sellobioosia ja
. sello-oligosakkarideja glukoosiksi, muttei koske selluloosaan

.30 tai korkeampiin sellodekstriineihin.

Edelld mainittujen C. thermocellum -sellullaasia Koodaavien
geenien lisdksi on karakterisoitu muitakin selluloottista akti-
viteettia koodaavia geenejd. Katso esimerkiksi Béguin, Ann.

35 Rev. Microbiol. 44:219-48, 1990, joka on oheenliitetty. Tal-
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laisia geenejd on myds helposti saatavilla esimerkiksi GenBan-—
kin tietokannan kautta, jonka luetteloissa on muun muassa 13
endoglukanaasia, 3 sellobiohydrolaasia ja 3 B-glukosidaasia
(maaliskuu 1991).

samaan tapaan geenit, jotka koodaavat ksylanolyyttistd entsyy-
miid voidaan kayttda ylld kuvattuun tapaan témén keksinndén mu-
kaisesti. FErés erityisen kiintoisa kohde téssé mielessd ovat
geenit, jotka koodaavat ksylanolyyttista entsyymid, Jjoka vali-
taan ryhmidstd endo-1,4-f-ksylanaasi, B-ksylosidaasi, a—-gluku-
ronidaasi, a-L-arabinofuranosidaasi, asetyyliesteraasi ja ase-
tyyliksylaaniesteraasi. Esimerkkeind tdstd ryhmdstd voidaan
mainita C. thermocellum xynZ-geenin ja Butyrivibrio fibrisol-
vens xylB-geenin ekspressiotuotteet, jotka kumpikin ilmentyvat
edempdnd kuvattavissa etanologeenisissa transformanteissa (kat-
so esimerkki 17). Tassdkin ksylanaasien geenejd on helposti
saatavilla, GenBank luettelee 7 endo-1,4-B-ksylanaasia, 5 B-

ksylosidaasia ja 1 a-L-arabinofuranosidaasin (maaliskuu 1991).

Samoin tidssid keksinndssd voidaan kdyttdd geenejd, jotka koodaa-
vat tdrkkelyksen hajoamiseen osallistuvia entsyymejé. Tdllai-
sia entsyymejad on lueteltu seuraavassa taulukosssa, mukaan on

liitetty tiedot biologisesta ldhteestd ja muita ominaistietoja.



10

34

Entsyymni Tyyppi Lahde Hadra Aktiviteetti
a~anylaasi Nesteyttiva Bacillus subtilis x) 0,06 paino% Vihentia viskositeet-
tarkkelysta tia
(Pilkkoo 1-4,
pH 5,5, 76°C)
B. licheniformis G,06 paino% Vahentsd viskositeet-
tarkkelystd tia
(92°C)
Ohramallas 0,5~1,0 paino¥% vihentii viskositeet-
viljaa tia
(s0°C)
B-amylaasi Sakkarifioiva Ohramallas xx) 2,0 paino% Luoc maltoosia
viljaa (Pilkkoo 1-6,
pH 5,5, 60°C)
Glukoanylaasi Sakkarificiva Aspergillus niger xx) ©,18 paino% Luc glukoosia
tarkkelysté (Pilkkoo 1-6
(1.7 L/t) pH 5,0, 60°C})
Pullulanaasi sakkarificiva B. acidopullulyticus 0,2 paino$ Pilkkco 1-6,
térkkelyksestd pH 5,8, €6°C
(2,0 kg/t)

x} Endoamylaasi
xx} Eksoamylaasi

Tdrkkelyksen hajottamiseen osallistuvista entsyymeistd tuodaan

jdljempdnd esiin B. stearothermophilus -a-amylaasi ja T.

brockii -pullulanaasi.

Tallaisiakin geenejd on helposti saata-

villa, GenBankin luetteloissa maaliskuulta 1991 mainitaan 190

a-amylaasia, 3 B-amylaasia, 8 glukoamylaasia ja 3 pullulanaa-

sia. Myds muita polysakkaaraaseja kuten B-glukanaasia, ara-

binosidaasia, mannanaasia, pektiinihydrolaasia ja pektaattily-

aasia on saatavilla helposti GenBankin kautta tai kirjallisuu-

den avulla, jossa tdllaisten geenien kloonaamista kdsitelldén.

Bacillus -polysakkaarasigeenit ekspressoituvat usein hyvin E.

colissa ja niiden pitdisi olla sopivia enteerisissd bakteereis-

sa yleisesti kdytettdviksi témén keksinnén mukaisesti.

Bacil-

laceae-jdsenet erittdvdtkin hyvin monia tdllaisia entsyymeij&,

mukaan lukien amylaasit, B-glukanaasit ja hemisellulaasit, ja
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useat lajit erittavat sellulaaseja, mukaan lukien kannat B.
subtilis, B. polymyxa, B. licheniformis ja B. cereus. Katso
Béguin, supra, 1990, ja Robson et al, Enzyme Microb. Technol.
11:626-44, 1989, jotka on oheenliitetty. Jos heterologiseen
polysakkaraasigeeniin liittyva signaalisekvenssi ei toimi vali-
tussa isdnnissé, esimerkiksi Klebsiellassa tai Erwiniassa, on
tavanomaisia keinoja korvata tamid signaali geenifuusiolla isdn-
ndn signaalisekvenssiin siind tapauksessa, ettd kuten ylla he-

terologisen entsyymin erittyminen on toivottavaa.

Bacillus stearothermophilus -kannat ovat ldhteitd, joista saa-
daan geenejd, jotka koodaavan lampostabiilia hydrolaasia muita
aktiviteetteja, esimerkiksi endoglukonaasia (CMCase- ja nitro-
fenyylisellobiosidaasi-aktiviteetit), Jja jotka sopivat hyvin

kdyettdvksi tdssd keksinndssd. Monia tamén tyyppisid geeneja
on karakterisoitu, ja niitd voi saada GenBankin kautta tai so-

pivasta kirjallisuudesta. Katso myds Béguin, supra, 1990.

(F) ISANTIEN SELEKTIO JA TRANSFORMOINTI:

Valikoitaessa potentiaalisten isdntien kantoja heterologisille
polysakkaraasigeeneille té&mén keksinnon mukaiset rekombinantti-
kannat, jotka sisdltdvat alkoholituottoa varten integroituja
geenejd, voidaan testata fermentoimalla SOLKA-FLOK selluuloosa-
substraatilla kaupallisten selluloosaa hydrolysoivien sellulaa-
laasien kanssa. Voidaan piirtdd annosvastekdyrd etanolituotol-
le ja konvertoitumisnopeudelle suhteessa kaupallisen entsyymi-
valmisteen laimennokseen. Nidissd kokeissa voidaan kayttaa
teollisia sellulaasivalmisteita (esim. SPEZYME, MULTIFECT Jja
CYTOLASE, Genecor) pH-sdddellyssd kdymisessd 35°C:ssa ja pH-

arvossa 6,0.

Heterologisten polysakkaraasien lis&édminen voidaan sitten tay-
dentdi tavalla, jota kuvaavat esimerkit 17-19. Esimerkiksi
polysakkaraasigeenit, jotka on valittu erityisen edullisina
voidaan integroida homologirekombinaation avulla. Tetrasyk-

1iinid (5 mg/1l) voidaan kayttdi selektoimaan l&htdérekombinantit
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ja suurempia pitoisuuksia kdytetdan valikoitaessa mutantteja,
joissa on kohonnut hyédyllisten geenien ekspressio. Tetrasyk-
liiniresistenssigeenin (tet) inaktivoimiseksi voidaan kayttda
fusariinihapposelektiota, niin ettd useita entsyymejd voidaan
1isdtd perdjdlkeen samaan tapaan. Nédiden rakenteiden kaytto-
kelpoisuutta voidaan arvioida yhden ja useamman vaiheen sellu-

loosafermentointiprosesseissa.

Erds suositeltava tie etanologeenisten grampositiivisten or-
ganismien, esimerkiksi B. subtilis- tai Cellulomonas-kanta,
kehittamiseksi on kdyttdd kemiallista mutaatiota yhdessa pesak-
keiden seulonnan kanssa vasta-aineilla, Jjotka on suunnattu 2.
mobilis -pyruvaattidekarboksylaasia vastaan ja nédin havaita
ekspression lis#ddntyminen. N&in identifioidut suurempaa eks-
pressiota osoittavat kloonit tutkitaan fenotyypin mekanismin
(mekanismien) selville saamiseksi. Tdllaiset mutantit saatta-
vat osoittautua hyddyllisiksi per se ja, lisdksi todenndkdises-
ti sopivat hyvin ekspressoimaan muita heterologisia proteiineja

organismissa, jota yleisesti pidet&d&dn turvallisena (GRAS).

Transformoitaessa etanologeenisia heterologisia sellulaasi-
geeneja suurempien intrasellulaaristen aktiivisten entsyymien
pitoisuuden aikaan saamiseksi saatetaan tarvita joitain ylimdd-~
rdisid rutiininomaisia geenimanipulointi- tai seulontakeinoja
valitun is&dnndn ja sellulaasin mukaan. Esimerkiksi isénnén
erittdmit proteaasit saattavat olla este témdn keksinnén mukai-
selle heterologiselle ekspressiolle. Voidaan kdytt&dd useanlai-
sia ldhestymistapoja, esimerkiksi proteinaasiaktiviteetti-indi-
kaattorialustoja ja suurempien kohde-entsyymipitoisuuksien se-
lektointia sellaisten mutanttien aikaansaamiseksi, Jjoilla némd

ongelmat on minimoitu.

Lisdksi joudutaan usein maksamaan oma hintansa, Kkasvunopeudessa
ja tehokkuudessa, tuotettaessa mitd tahansa heterologista pro-
teiinia, polysakkaraasi mukaan lukien. T&td "geenitaakkaa"
voidaan pienentdd testaamalla erityisen kdyttokelpoisten geeni-
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en multippelirakennetta Integrointikohta voi myés vaikuttaa
ndennidiseen "geenitaakkaan", ja sen vuoksi olla muuttuja suori-

tettaessa testejd tdmén keksinndn mukaisesti.

Tahdn tapaan valmistettuja rakenteita voidaan sitten kayttaa
selluloosafermentointikokeissa kuten j&ljempdnd esitetddn esi-
merkissd 18, arvioimaan tehokkuutta yhdessd kaupallisten ent-
syymien kanssa samoin kuin fermentointitehokkuutta. Voidaan
siis testata transformoidun is&nndn erittémien selluulasien
kykyd korvata kaupallisia sellulaaseja yksivaiheisissa proses-
seissa, joissa kaupallisia sellulaaseja lis&tddn vaiheessa,
jossa inokuloidaan etanolia tuottavia Jja selluulaasia erittéavia
rekombinantteja. Termofiilisten sellulaasien kdyttdkelpoisuut-~
ta voidaan testata lisdadmdlld nditd entsyymejd sisdltdvia eta-
nologisia soluja aiemmasta fermentoinnista selluloosasuspensi-
oihin 60°C:ssa. Inkubointia voidaan Jjatkaa tietyn ajan, esi-
merkiksi 12 tuntia, kyseisen entsyymin kannalta optimoiduissa
olosuhteissa. Limpdtilaa ja pH-arvoa voidaan alentaa useimmis-
sa tapauksissa niin ettd saadaan optimaaliset olosuhteet kau-
palliselle entsyymille, esim. SPEZYME, MULTIFECT ja CYTOLASE,
ja inkubointia jatketaan 12 tuntia. Kun ldmpétila on alennettu
35°C:een ja pH 6,0:een liemi voidaan inokuloida rekombinantilla
etanologeenilla. Etanolisaannot ja -nopeudet voidaan mddrit-
tdd. Tdstad lahestymistavasta voidaan muovata useita variaati-
oita niin ettd saadaan tédytettyd kaikkien eri entsyymien opti-

maalisen aktiviteetin spesifiset vaatimukset.

Kiytettidvistd molekyyligenetiikan keinoista on paljon Kirjalli-
suutta. Katso esimerkiksi Maniatis et al, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor LAboratory, 1989, Ausubel
et al, CURRENT PROTOCOLS AND MOLECULAR GENETICS, John Wiley &
Sons, 1987. Fermentointi voidaan toteuttaa kuvatuissa ja esi-
merkeissad esiin tulevissa pH-arvoissa. Etanoli voidaan mitata
kaasu-nestekromatografian avulla tavalla, jota ovat kuvanneet
Goel et al, Biotechnol. Lett. 3:177-182, 1984, ja Dombek et al,
Appl. Environ. Microbiol. 51:197-200, 1985. Monomeerisokerit
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voidaan m3drittdd kolometrisesti ja HPLC-tekniikalla. Katso
Ashwell, Methods Enzymol. 8:93-95, 1966, Jja Wood et al, Methods
Enzymol. 160, 1988. Oligosakkaridit voidaan analysoida HPLC-
ja ohutkerroskromatografian avulla. Viljelmid voidaan kasvat-
taa joko yhdistelmdvdliaineessa kuten Luria-lihaliemesséa tai
mineraalisuoloissa. Katso Starr, Vol. II THE PROKARYOTES 1166-
1172, 1260-1271, Springer Verlag, 1981, ja Mizutani et al, Bio-
technol. Bioeng. 28:204-09, 1986. Organismeja voidaan pitédd
yl1ld kiintedssd valiaineessa, joka sisdltédd 1,5 % agaria, ja

varastoida glyserolissa -70°C:ssa.

Sellulaasientsyymejd voidaan tutkia olennaisesti tavalla, jota
ovat kuvanneet Curry et al, Appl. Environ. Microbiol. 54:476-
484, 1988, ja Gripenet et al, J. Bacteriol. 170:4576-4581,
1988. Eksoglukanaasi-aktiviteettia voidaan tutkia kdyttédmalla
p-nitrofenyylisellobiosidia mallisubstraattina. Karboksimetyy-
lisellulaasi- (endoglukonaasi) aktiviteettia voidaan mitata
pelkistyvdn sokerin vapautumisena. Sellulaasiaktiviteettia
voidaan tutkia my6s perinteiseen tapaan mittaamalla pelkistyvi-
en sokereiden vapautumista suodatinpaperilta. Metyyliumbelli-
feryylijohdannaisia, CMC:aa ja pektaattia voidaan kayttdd val-
mistettaessa indikaattorialustoja kvalitatiivista vertailua
varten ja siten saada identifioitua kantoja, jotka tuottavat
suurid mddrid entsyymid, joka hydrolysoi jotain ndistd subst-

raateista.

(G) ALKOHOLITOLERANSSIN JA TRANSFORMANTTITUOTON PARANTAMINEN
Tdmdn Keksinndén mukaisilla etanologeenisilld rekombinanteilla
tuotetut maksimaaliset etanolimddrédt voivat olle esimerkiksi
yli 1 M. Etanolituotto voi olla yli 1,5 M fermentoitaessa lak-
toosia E. coli ~transformantilla KO11l, joka on talletettu ATCC
55124:na. Tamdn keksinndén mukaisten etanologeenisten rekom-
binanttien parempi alkoholitoleranssi on siis erityisen kdytto-
kelpoista. Kalvolipideihin ja/tai stressiproteiineihin vaikut-
tavat muutokset ovat todenn&dkdéisid syitd tdllaisiin parannuk-

siin. Myds Z. mobilis -adhB, tdmdn keksinnén mukaisen suosi-
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teltavan etanologeenisen operonin (pet) komponentti, on identi-
fioitu lupaavana Z. mobilis -stressiproteiinina, joka reagoi
sekd ladmpodtilaan ettd alkoholiin Katso Haejung et al, J. Bac-
teriol. 173:5975-82, 1991. Samassa yhteydessd lienee mahdol-
lista kayttaa muitakin Z. mobilis -geenejd, Jjotka koodaavat
stressiproteiinia. T&llaisten geenien aikaansaamiseksi voidaan
esimerkiksi sellaisia geenejd, joita on E. colissa ja Jjotka
ekspressoivat tdrkeimpid stressiproteiineja kuten ovat rapor-
toineet Johnson et al, J. Bacteriol. 171:1590-96, 1989, Ang et
al, J. Bacteriol. 171:2748-55, 1989, Lipinska et al, Nucleic
Acids Res. 16:7545-61, 1988 ja Fayet et al, Mol. Gen. Genet.
202:435-45, 1986, kdyttdd koettimina eristédmidédn vastaavia gee-

nejd Z. mobiliksesta.

On ilmeistd, ettd lipidisynteesigeenitkin osoittautuvat kaytto-
kelpoisiksi etanolitoleranssin suhteen. Muita etanolitolerans-
sin kannalta kayttdkelpoisia geeneja voida selektoida transfor-
moimalla kirjastoja suoraan etanologeeneiksi ja rikastamalla
sarjakauttakuluilla fermentoiniliemessd, jossa on pidetty ylla
sokeriylimddrdsd edistamdadn etanoliresistenttien organismien
edelleen kasvua sen jdlkeen kun etanolimdédrédt ylittévédt alkupe-
rdissiirroksen sietokyvyn. Ndissd selektioissa erityisen sopi-

via saattavat olla myds kemostaattiset ldhestysmistavat.

Ndissd rikasteissa voidaan testata myds erittdin etanoliresis-
tenttien Lactobacillus homohiochii ja L. heterohiochii -geeni-
kirjastoja, katso Ingram, Critical Rev. Biotechnol. 9:305-19,
1990. Koska ndmd mikrobit aiheuttavat pilaantumista sakessa
niiden alkoholisietotasot ovat luokkaa 15 % v/v (yli 2,5 M).
Td118 ldhestymistavalla voidaan siis kehittdd rekombinanttikan-
toja, Jjoilla pitdisi pystyd rutiininomaisesti saamaan aikaan

etanolitasoja, jotka ovat vdhintddn 80 grammaa per litra.

Myds Z. mobilis glykolyyttisid entsyymejd voidaan kayttda pa-
rantamaan tadmdn keksinndén mukaisia etanologeenisid rekombinant-

teja. Toisin sanoen yhden tai useamman ndistd 13:sta glyko-
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lyyttisid entsyymejd koodavista geeneistd tulisi 1lisdtd glyko-
lyyttistd virtaa ja ndin ollen etanolituottomddrada.

(H) PROSESSIKONSTRUKTIO:

Tdmén kuvauksen mukaisesti voidaan suunnitella lukemattomia
fermentointiprosesseja tédmdn keksinndn toteuttamiseksi. Taval-
lisesti tdllaisissa prosesseissa on kaksi vaihetta: "sakkari-
fiointi"vaihe, jossa biomassa saatetaan kosketuksiin polysakka-
raasin kanssa oligosakkaridien hajottamiseksi yksinkertaisem-
miksi oligosakkarideiksi ja/tai monosakkarideiksi, ja mydhempi
"fermentointi®vaihe, jossa yksinkertaisemmat oligosakkaridit
ja/tai monosakkaridit fermentoidaan etanoliksi. Edullisesti
ndmd kaksi vaihetta suoritetaan erikseen, silld optimiolosuh-
teet ndissd kahdessa vaiheessa ovat hyvin erilaiset. Sakkari-
fiointivaiheen optimiolosuhteita ovat: l&mpdtila noin 50°C -
noin 60 °C ja pH noin 4,5 - noin 5,0. Optimaalisia fermentoin-
tivaiheen olosuhteita ovat: l&mpétila noin 30°C - noin 35°C ja

pH noin 6,0.

Menetelmén tehokkuuden parantamiseksi voidaan kierrdttdd osa
materiaaleista fermentointivaiheesta sakkarifiointivaiheeseen.
Lisdksi, koska kierrédtettdvdn materiaalin ldmpétila fermentoin-
tivaiheessa on noin 30-35°C n&ditd materiaaleja voidan edulli-
sesti kdyttdd ldmménvaihtimina alentamaan sakkarifiointivaiheen
poisteen korkeampaa lampdtilaa ennen viemistd fermentointivai-
heeseen. Esimerkkiprosessi tuodaan esiin jdljempdnd ja sita

kuvaa kuvio 19.

Kuviossa 19 polysakkaraasi ja esikdsitelty biomassa pannaan
entsyymireaktoriin 10, Jjossa biomassan l&dhtdoligosakkaridit
hajotetaan yksinkertaisemmiksi oligosakkarideiksi ja monosakka-
rideiksi. Entsyymireaktorin 10 l&mpotila pidetd&n noin 50 -
noin 60 °C:ssa ja pH noin arvossa 4,5 - noin 5,0. Kiinteiden
aineiden ja nesteen seos lasketaan entsyymireaktorista 10 put-

ken 12 ldpi kiinteiden aineiden/nesteiden erottimeen 14, jossa
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kiinted aine ja neste erottuvat esimerkiksi sentrifugoinnin

avulla.

Erottuneet kiintedt aineet palautetaan entsyymireaktoriin 10
putken 16 kautta. Poiste erottimesta kulkeutuu putkea 18 l&am-
ménvaihtimeen 20, jossa se jdsdhtyy noin 30 - noin 35 “C:een.
Sitten poiste kulkeutuu putkea 22 kalvoerottimeen 24, joka
erottaa suurimolekyylimassaiset polysakkaraasit, jotka sittem
palautetaan putkea 26 entsyymireaktoriin 10. Kalvoerotin voi
olla esimerkiksi ultrasuodatin kuten CARRE-suodatin (valmistaja
Du Pont®) jonka erotuskyky on noin 10 - noin 10™* um. Vaih-
toehtoisesti kalvoerotin 24 voidaan jdttdd pois ja johtaa pois-
te suoraan fermentoriin 30. Jdljelle Jjd&ava sokeriliuos, Jjoka
sisdltédd oligosakkarideja ja/tai monosakkarideja siirretdan
putkea 28 fermentoriin 30. Ennen fermentoriin viemistd sokeri-
liuoksen pH sdddetddn hieman korkeammaksi, esimerkiksi lis&ad-

malla emdsta.

Hiilidioksidi lasketaan pois fermentorista putkea 32. Poiste
lasketaan fermentorista kohdan 34 kautta tislauskolonniin (ei
esitetty) etanolin tislausta varten. Midski lasketaan pois fer-
mentorista ja saatetaan putkea 36 kiintedn aineen erottimeen 40
(esim. sentrifugi). Erottimessa 40 erottuneet mikro-organismit
palautetaan fermentoriin putkea 42. Erottimen 40 poiste kul-
keutuu ldmménvaihtimeen 20 jddhdyttdmddn kiinteiden aineiden ja
nesteen erottimen 14 poistetta. Lamménvaihtimesta 20 1l&htevin
poisteen pH-arvoa alennetaan, esimerkiksi happoa lisdamalld,
arvoon noin 4,5 - noin 5,0, ja viedddn se sitten entsyymireak-
toriin 10. Sekd entsyymireaktorissa 10 ettd fermentorissa 30
vol olla sekoitin, 48 ja 50, jotka voivat millaisia tahansa

tavallisia sekolittimia.

Valinnaisesti jatkuvassa toiminnassa nestettd (olutta), jonka
etanolipitoisuus on noin 0,5 - noin 5 %, tavallisesti noin 1-2
%, voidaan poistaa fermentorista 30 putkea 52 ja sydéttdd haih-

dutinlaitteeseen 54, jossa etanoli ja vesi haihdutetaan ja vie-
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dddn pois kohdan 56 kautta toiseen tislausvaiheeseen (el esi-
tetty). Etanolipitoisuus kohdassa 56 voi olla noin 20 - noin
25 %. Haihduttimesta 54 poistettu ja fermentoriin kohdan 58
kautta palautetun oluen etanolipitoisuus on alle noin 0,5 %,
tavallisesti noin 0,3 %. N&in etanolipitoisuus fermentorissa

voidaan pitdd suhteellisen pienend samalla kun etanolituotto

fermentorissa pysyy korkeana.

Samaan tapaan poisteen, joka palautetaan reaktoriin 10 putkien
36, 44 ja 46 kautta, etanolipitoisuus on pienempi Jja se haittaa
siis vdhemmdn reaktioita reaktorissa. T&dllaista jatkuvaa pro-
sessia voidaan kayttdd 1lisdsdmdlld biomassaa reaktoriiin 10.
Saattaa kuitenkin olla toivottavaa tyhjentdd reaktori 10 ja
fermentori 30 tietyin aikavidlein kerddntyneiden kiinteiden ai-
neiden poistamiseksi ja kontaminoitumisen mahdollisuuden véhen-

tdmiseksi.

Edelld kdsitellylld fermentointiprosessilla saadaan siis teho-
kas menetelmd biomassan fermentoimiseksi etanoliksi. Alaan
perehtyneelle on selvdd, ettd fermentointiprosessiin on mahdol-
lista monia muita kohtia ja/tai vaiheita. Voidaan esimerkiksi
lis&td biomassan esikdsittelyvaihe, jossa biomassa esimerkiksi
hienonnetaan, hyrolysoidaan (hdéyryn ja/tai hapon kanssa tai
ilman), k&sitellddn polysakkaraaseilla ja/tai muilla entsyy-

25 meilld jne. Lis&dnd voi myds olla alkuvaihe, jossa rekombinant-

ti-is&dntdsolut, jotka ekspressoivat ja intrasellulaarisesti

akkumuloivat polysakkaraaseja, kuumennetaan solujen hajottami-
seksi Jja polysakkaraasin vapauttamiseksi. Voidaan myds lisdta
useampia fermentointivaiheita lisderotuksineen, kiinteiden ai-

neiden kierrdtyksineen ja poisteineen.

ITI. Esimerkit
Keksintdd kuvataan nyt edelleen seuraavien kuvaavien esimerkki-
en avulla, Jjotka eivdt ole mitenk&ddn rajoittavia. Kaikki pro-

sentit ovat painoprosentteja ja liuotinseossuhteet tilavuuksina
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ellei muuta mainita. Muita esimerkkien metodologisia aspekteija

tulee esiin seuraavassa:

Organismit ja kasvuolosuhteet
Kdytettiin Escherichia coli TC4:44, katso Conway et al, 1987a,
ja sen plasmidin sisdltdvid johdannaisia. Plasmidelja, jotka

sisdltéavat Z. mobilis -pyruvaattidekarboksylaasigeenin
(pLOI276) ja alkoholidehydrogenaasi B —-geenin (pL0OI284) ovat
kuvanneet Conway et al, 1987b.

Kannat ja kasvuolosuhteet:
Plasmideja pUC18 ja pUC19 on kuvattu aiemmin, katso Yanisch-

Perron et al, Gene 33:103-19, 1985, samoin plasmideja pLOI204
ja pLOI295. Katso Conway et al, 1987b, Ingram et al, 1987.
Plasmidien pL0I292, pL0OI291, pL0OI297, pLOI308, pLOI308-2,
pLOI308-5 ja pLOI308-10 rakennetta ja ominaisuuksia on kuvattu

jéal jempdnd.

Viljelmis kasvatettiin 37°C:ssa Luria-liemessd, katso Luria &
M. Delbruck, Genetics 28:491-511, 1943, joka sisdlsi 50 g glu-
koosia per litra. Soluja entsyymianalyysejd ja inokulointia
varten fermentointikokeisiin kasvatettiin koeputkissa (13 x 100
mm), jotka sis&lsivdt 3 ml lientd 37°C:ssa koeputkipydérittimes-
sd. Tuoreeseen vdliaineeseen laimennettiin yliyoénviljelmia
100 kertaisesti. Aerobisia viljelmid (50 ml lientd 250 ml:n
pulloissa) ravisteltiin edestakaisin liikkuvassa vesikylvysséi
(120 heilahdusta minuutissa). Anaerobisia viljelmi& kasvatet-
tiin suljettavissa seerumipulloissa (100 ml lientd 130 ml:n
pulloissa) pydrivdsti sekoitettuna (150 rpm) 37°C:ssa inkubaat-
torissa. Anaerobisia viljelmid ilmastettiin 25 neulalla kaasu-

maisten fermentointituotteiden pois pddstdmiseksi.

Kasvua seurattiin spektrofotometrisesti, Spectronic 70 spektro-
fotometrilld (Bausch & Lomb, Inc. Rochester, NY) 550 nm:ssé.
Kertakdyttdisid viljelykoeputkia (10 x 75 mm) kdytettiin kyvet-
teind. Yksi absorbanssikyky-yksikké olosuhteissamme sisédlsi
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noin 0,25 mg soluproteiinia per ml. Kasvun mittauksissa yksik-
k6 oli A,,,-

Tamédn keksinndén mukaisia plasmideja sisdltdvdt Escherichia coli
-isdnndt on talletettu: American Type Culture Collection
(ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 USA.

Viljelmille on annettu tulonumerot sdilytyspaikassa:

Vilijelmd Tulonumero Talletuspdivd
E. coli pLOI308-10 ATCC 67983 15.5.1989
TC4 (pLOI292) ATCC 68237 23.2.1990
TC4 (pLOI308~11) ATCC 68238 23.2.1990
TC4 (pLOI297) ATCC 68239 23.2.1990
TC4 (pLOI1I295) ATCC 68240 23.2.1990
E. coli pLOI510 ATCC 68484

K. oxytoca M5A1 ATCC 68564 14.3.1991
(pLOI555)

Kohteena olevat viljelmét on talletettu ehdoilla, joilla vil-
jelmédt ovat saatavilla t&dmén patenttihakemuksen vireilldolon
aikana U.S. Commissioner of Patents and Trademarksin oikeute-
tuksi katsomalle (CFR 1.14 ja 35 USC 122). Talletteet ovat
saatavilla ulkomaisten patenttilakien mukaisesti maissa, joissa
kohteena olevan patenttihakemuksen vastinosat tai niiden mys-
hemmdt versiot on jdtetty. On selvdid, ettei talletteiden saa-
tavuus tarkoita lupaa kdyttdd kohteena olevaa keksint®éd patent-

tioikeuksien vastaisesti.

Kohteena olevat viljelytalletteet sdilytetddn ja ne ovat ylei-
sesti saatavilla mikro-organismeista tehdyn sopimuksen mukai-
sesti (Budapest Treaty for the Deposit of Microorganisms).
Toisin sanoen niitd sdilytetddn tarvittavalla huolellisuudella
niin ettd ne pysyvéit elossa ja kontaminoitumattomina vdhintaan
viiden vuoden ajan viimeisimmistd pyynnéstd talletendytteen
antamiseksi ja joka tapauksessa ainakin kolmenkymmenen vuoden
ajan tallettamisesta ldhtien tai minkd tahansa viljelmid koske-
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van patentin voimassaoloajan. Tallettaja vastaa talletteiden
korvaamisesta siind tapauksessa ettd talletuspaikka ei pysty
antamaan talletetta pyydettdessd talletteiden tilan vuoksi.
Kaikki kohteena olevan viljelmin yleistd saatavuutta koskevat
rajoitukset purkavat peruuttamattomasti niille mydnnetyt paten-
tit.

Geenitekniikat:

Transformaatiot, plasmidirakenteet, DNA~hajotukset ja analyysit
suoritettiin edelld kuvattuun tapaan. Rekombinantit valittiin
kiintedstd vdliaineesta (1,5 % agaria), joka sisdlsi 2 g glu-
koosia per litra ja sopivia antibiootteja. Toimivia Z. mobi-
liksen etanologeenisid geenejd sisdltédvit rekombinaatit tunnis-
tettiin ylisuurina pesédkkeind Luria-agaralustoilla, Jjotka si-
sédlsivdt glukoosia, ja identifioinnin varmistivat havainnot
huonosta kasvusta Luria-agaralustoilla, joissa ei ollut glukoo-
sia ja alkoholidehydrogenaasiekspressiosta aldehydi-indikaatto-

rivdliaineessa.

Entsyymitutkimukset:

Solut hajotettiin, inaktivoitiin l&mpdkédsittelylld ja niistad
tutkittiin pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteettia (lampdstabii-
lisuus) edelld kuvattuun tapaan. Katso COnway et al, 1987b.
Solut valmisteltiin ja niist&d tutkittiin alkoholidehydrogenaasi
IT -aktiviteettia etanolihapettamisen suuntaan muutoin edellé
kuvattuun tapaan, mutta solut pestiin ja hajotettiin 30 mM ka-
liumfosfaattipuskurissa, johon oli juuri lisdtty kiintedd rau-
ta-ammoniumsulfaattia (lopullinen pitoisuus 0,5 mM) ja nat-
riumaskorbaattia (1 mM). Katso Neale et al, Eur. J. Biochen.
154:119-24, 1986. T&11ld muunnelmalla, yhdistettynad valittoémaan
alkoholidehydrogenaasiaktiviteetin testaamiseen ilman varas-
tointivaihetta, pdédstiin paljon suurempaa spesifiseen aktivi-
teettin kuin mitd aiemmin on raportoitu. Etanolituoton tehok-
kuuden laskemiseksi solumassa mitattiin proteiinim&iréni per
viljelmd foliinifenolireagenssimenetelmélld, jota ovat kuvan-
neet Lowry et al, J. Biol. Chem. 193:265-75.
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Fermentointituotteiden analysointi:
Fermentointituotteet middritettiin kirkastetusta liemesti Milli-

pore/Waters -HPLC-tekniikalla (Millipore Corporation, Bedford,
MA) taittavalla osoitinmonitorilla ja elektronilaskimella.
Erotuksessa kdytettiin Aminex HPX-87H kolonnia (300 x 7,8 mm)
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) 65°C:ssa virtausnopeudella
0,25 ml/min (100 ul injektointitilavuus). Huiput tunnistettiin
autenttisten vertailukohteiden perusteella. Inokuloimattoman
vdliaineen komponentteja ovat kaksi huippua ennen glukoosia ja
myShempi tuntematon huippu 45,5 - 45,8 minuutin kuluttua.

Esimerkki 1

Kantojen kokoaminen

Pyruvaattidekarboksylaasia ja alkoholidehydrogenaasia II koo-
daavien strukturaalisten geenien koko on 1,7 ja 1,1 kiloemidsts,
ja n&md geenit koodaavat proteiineja, joiden molekyylipainot
ovat 60 000 ja 40 100. N&md geenit sijaitsevat pUC18-johdan-
naisissa lac-promoottorin sddtelyn alaisina (kuvio 1). N&ami
kaksi geenid yhdistettiin insertoimalla restriktioendonukle-
aasien EcoRI ja SalI avulla pLOI284:std (alkoholidehydrogenaa-
si) luotu promoottoriton 1,4 kiloemidksen fragmentti pLOI276:n
BamHI-kohtaan alavirtaan pyruvaattidekarboksylaasigeenistd.
Kloonit valittiin ampisilliiniresistenssinsd ja sen vuoksi,
ettd niissd ilmeni alkoholidehydrogenaasiaktitiveettia juuri
kehitetylld pararosaniliini/etanoli-indikaattorialustalla, jol-
la havainnoidaan aldehydituottoa. Mainitun rakenteen, pLOI295
sisdltédvat kloonit kasvoivat Luria-agaralustoilla (aerobinen)
huonosti kun 1l&snd ei ollut lisdttyd glukoosia, mutta paljon
suuremmalla tiheydelld kuin plasmiditon kanta ja kannat, jotka
sisdlsivdt pLOI276:n tai pLOI284:n agaralustoilla, joissa oli 2

% glukoosia.

Pet-operonin sisdltévédt rekombinaatit olivat helposti havaitta-
vissa suurempina lédpikuultavina pesdkkeind Luria-agaralustoilla
(aerobinen), jotka sisdlsivdt glukoosia. Tamidn pesikeeiden
koon ja opasiteetin eron on havaittu olevan kayttdkelpoinen
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ilmaisin sellaisten rekombinanttien tunnistamisessa, jotka si-
sdltavat sekd alkoholidehydrogenaasia ettd pyruvaattidekarbok-

sylaattia ekspressoivia geeneji.

pLOI295:n tdydellinen emdssekvenssi tunnetaan. Pyruvaattide-
karboksylaasia koodaavan geenin avoin lukujakso alkaa 163 emds-
td alavirtaan lac-promoottorista ja pddttyy kahteen lopetusko-
doniin 85 emdstd ylédvirtaan alkoholidehydrogenaasi II:ta koo-
daavan geenin avoimesta lukujaksosta. Molemmissa geeneissd on
sekvenssejd, jotka muistuttavat ribosomisitoutumiskohtia v&lit-
témdsti yldvirtaan kummastakin avoimesta lukujaksosta. Alkoho-
lidehydrogenaasi II:ta koodaavassa geenissd on yksi lopetusko-
doni ja sen perédssd 13 emdsparin palindromisekvenssi, joka toi-

mii transkriptioterminaattorina.

Esimerkki 2

Z. mobilis —-geenien ekspressoituminen E. colissa

Sekd pyruvaattidekarboksylaasi- ettd alkoholidehydrogenaasi

IT -geenit ekspressoituvat runsaasti E. colissa lac-promottorin
sddtelyn alaisina yksin (pLOI276 ja pLOI284) ja yhdessid. Pyru-
vaattidekarboksylaasia ei ole ldsnd villin tyypin E. colissa,
mutta indusoituvaa alkoholidehydrogenaasia on ldsnd pienia pi-
toisuuksia. E. colin kasvussa glukoosin ldsndollessa %Z. mobi-
liksen spesifiset aktiviteetit vdhenivdt noin 50 %, mik&a on
lac-promoottorin glukoosirepression kanssa yhdenmukaista. Py-
ruvaattidekarboksylaasin spesifinen aktiviteetti, jota koodaa
proksimaalinen geeni pet-operonissa, oli kolminkertainen
pLOI295:ssd verrattuna plOI276:een. Alkoholidehydrogenaasi

II -geenituotteen spesifinen aktiviteetti, pet-operonin distaa-
ligeeni, ekspressoitui pl0OI295:ssd kaksi kertaa runsaammin kuin

pLOI284:ssd.

Esimerkki 3
Glukoosifermentointi rekombinanttikannoilla
Pet-operonin ekspressio E. colissa johti etanolituottoon pri-

maarisena fermentointituotteena anaerobisessa kasvussa. Lihde-
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kanta tuotti sukkinaattia (1,5 mM), laktaattia (18 mM) ja ase-
taattia (7 mM) pddasiallisina fermentointituotteinaan (kuvio
3A). Samanlainen fermentointikdyrd oli havaittavissa pLOI248:n
sisdltdvilld soluilla, jotka sisdlsivdt alkoholidehydrogenaasi
II -geenin (kuvio 3C). Pyruvaattidekarboksylaasia koodaavan
geenin sisdlt&védlld pLOI276:1la on on havaittavissa selvd eta-
nolihuippu (18 mM), joka vastaa kolmannesta akkumuloituneista
fermentointituotteista. T&md suurempi etanolimddrd johtuu yh-
teisvaikutuksesta, joka on Z. mobilis pyruvaattidekarboksylaa-
si- ja E. coli alkoholidehydrogenaasiaktiviteeteilla.
pPLOI295:n sisdltdessd pet-operonin (sekd pyruvaattidekarboksy-
laasi- ettd alkoholidehydrogenaasi II -geenit Z. mobiliksesta)
E. coli tuotti suuria etanolim&srid (750 mM, 4,3 % til/til),

jotka vastasivat yli 95 prosenttia fermentointituotteista.

Pet-operonin sisédltédvissd soluissa tuotetut suuret alkoholide-
hydrogenaasi- Jja pyruvaattidekarboksylaasimiddrat dominoivat
NADH-hapettumista E. colissa. Tédmidn organismin fermentointi
siis konvertoitui S. cerevisiaeta ja Z. mobilista vastaavaksi.
Normaalissa kdymiskasvussa pyruvaatti konvertoituu asetyyli-
koentsyymiksi A pyruvaattidehydrogenaasikompleksin vaikutukses-
ta, oksaloasetaatiksi (ja edelleen sukkinaatiksi) fosfoenolipy-
ruvaattikarboksylaasin vaikutuksesta, formaatiksi ja asetyyli-
koentsyymiksi pyruvaattiformaattilyaasin vaikutuksesta ja lak-
taatiksi laktaattidehydrogenaasin vaikutuksesta. T&md viimei-
sin reaktioreitti on dominoiva tie NAD'-regeneroinnissa E. colin
modifoimattomissa kannoissa. Bakteriaalisen laktaattidehydro-
genaasin K,s-arvot ovat melko korkeat, alueella 10 - 1000 mM
(Garvie, "Bacterial lactate dehydrogenases", Microbiol. Rev.
44:106-139, 1980, Tarmy, E.M., and N.O. Kaplan, "Kinetics of
Escherichia coli B D-lactate dehydrogenase and evidece for py-
ruvate controlled change in conformation”, J. Biol. Chem.
243:2587-2596, 1968). Z. mobilis -pyruvaattidekarboksylaasin K,
on 0,4 mM (Bringer-Meyer, S., K.-L.-Schimz, and H. Sahm, "Pyru-
vate decarboxylase from Zymomonas mobilis: Isolation and par-
tial characterization", Arch. Microbiol. 146:105-110, 1986).
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Tdmédn entsyymin runsaus, yhdessd pienen K,-arvon kanssa johtaa

tehokkaasti pyruvaattivirran glykolyysistd etanoliksi.

Suuriin solutiheyksiin pdédstéddn myds sekoituskasvuolosuhteissa
suorittamalla kohtalaista liikuttelua ja sekoitusta viljelyas-
tioissa, joissa kaasujenvaihtoa ei ole rajoitettu. N&issd olo-
suhteissa havaittiin lopullinen pH 6,3 tai sitd suurempi, riip-

puen ilmastuksen voimakkuudesta.

Esimerkki 4

Plasmidien kokoaminen ja Z. mobilis etanologeenisten entsyymien
ekspressio E. colissa

Plasmidi pLOI295 sis&lt&ds Z. mobiliksen pyruvaattidekarboksy-
laasia ja alkoholidehydrogenaasia koodaavat geenit saman lac-
promoottorin alaisina. T&td rakennetta kutsutaan pet-operonik-
si ja sitd k&dytetddn etanologeenisten geenien ldhteend kootta-
essa lisdplasmideja vaihtoehtoisin promoottorein. Etanolo-
geenisid geenejd sisdltdvédn pLOI295:n EcoRI-SalIl-fragmenttia
ké&siteltiin DNA-polymeraasin Klenowin fragmentilla tasaisten
pdiden aikaan saamiseksi (blunt ends). T&md tasapédinen DNA-
fragmentti insertoitiin pUC19:n SmaI-kohtaan pdc-geeni valitté-—
mdsti alavirtaan lac-promoottorista. Saatu plasmidi, nimitys
pLOI293, sisdlsi pet-geenit BamHI-kohdat sivuillaan. Plasmidit
pLOI291 ja pLOI292 (vastakkaissuuntautuneet) koottiin insertoi-
malla etanologeenisid entsyymejd koodavat geenit sisdltéva Bam-
HI-fragmentti ekspressiovektoriin pLOI204. BamHI-fragmentti
sisdltdd ribosomisitoutumiskohdan, molempien geenien tdydelli-
set sekvenssit sekd adhB:hen ndhden distaalin transkriptioter-
minaattorin. pLOI292:ssa ndmd kaksi geenid ekspressoituivat
alkuperdisen ekspressiovektorin sisdltévédn Z. mobilis -promoot-

torin sddtelyn alaisena.

Plasmidi pLOI308 koottiin poistamaan pet-geenit lac-promootto-
rin sddtelystd, mutta sdilyttémdédn samalla yldvirran BamHI-koh-
ta vaihtehtoisten promoottorien insertointia varten. pLOI293:n

osittaista hajottamista BamHI:114 ja Klenowin kédsittelylld kay-
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tettiin poistamaan adhB-geenille distaali BamHI-kohta. Etano-
logeeniset geenit poistettiin tdstd plasmidista promoottoritto-
mana BamHI- (vdlittomédsti proksimaalinen pdc:lle) -~EcoRI (dis-
taali adhB:1le) -fragmenttia, joka johtaen insertoitiin pUC18:n
BamHI-ja EcoRI-kohtiin pLOI308:ksi. T&md plasmidi ekspressoi
pienid adhB-mddrid aldehydi-indikaattorialustoilla, muttei
osoittanut suurten pesdkkeiden fenotyyppid, joka liittyy muihin
funktionaalisiin pet-plasmideihin pL0I295, pLOI291 ja pLOI292.

Kromosomaalinen DNA Z. mobiliksesta hajotettiin osittain
Sau3A:1la, niin ettd suurin osa DNA:sta ndytti olevan alle 4
kiloemdstd pitkd. T&td4 fraktionoimatonta DNA:ta kdytettiin pro-
moottorifragmenttildhteend ja se ligatoitiin defosforyloituun
BamHI-kohtaan pLOI308:ssa. Ampisilliiniresistentit rekombinan-
tit, Jjoissa oli hyvin ekspressoituva pet-operoni identifioitiin
suurina pesdkkeind glukoosia sisdltédvilld Luria-agaralustoilla.
Tukittavaksi valittiin kolme rekombinanttikantaa, pLOI308-2,
pLOI308-5 ja pLOI308-10. N&issd plasmideissa promoottoriakti-
viteettia ilmentdvédt Z. mobilis -DNA-fragmentit olivat 6, 2 ja
2 kb:n pituisia.

Taulukkoon I on koottu pyruvaattidekarboksylaasi- ja alkoholi-
dehydrogenaasiaktiviteetit yliyoviljelmissd rekombinantilla E.
colilla. Pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteetit vaihtelivat
arvosta 0,37 IU/mg soluproteiinia kannassa TC4(pLOI291) arvoon
8,23 IU TC4(pLOI295):ssd. Pyruvaattidekarboksylaasiaktivitee-
tin mukaan TC4-rekombinanttikannat voidaan panna seuraavaan
jérjestykseen (suurimmasta pienimpdsn): pLOI295 > pLOI308-10 >
pLOI308-2 > pPLOI308-5 > pLOI292 > pLOI291.
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TAULUKKO 1

Z. mobilis-perdisten etanologeenisten entsyymien ekspressio E.
colissa

Pyruvaatti- Alkoholi-
Plasmidi dekarboksylaasi dehydrogenaasi

Sp Solu- Sp Solu-

act® prot.%® act® prot.%°
pLOI291 0,37 0,4 0,21 0,02
pLOI292 0,48 0,5 0,30 0,03
pLOI308-2 2,26 2,3 1,54 0,21
pLOI308-5 1,11 1,1 0,76 0,10
pLO308-10 6,5 6,5 2,51 0,34
pLOI295 8,2 8,2 9,65 1,4
ei lainkaan 0 0 0,08

2 Ilmoitettu mikromolekyyleind substraattia kdytettynd per mi-
nuuttia per milligrammaa kokonaissoluproteiini.

* Laskettu olettamalla puhtaan entsyymin spesifiseksi aktivitee-
tiksi 100.

¢ Laskettu olettamalla puhtaan entsyymin aktiviteetiksi 710 na-
tiivin alkoholidehydrogenaasiaktiviteettisubtraktion Jjdlkeen.

Alkoholidehydrogenaasiaktiviteetit rekombinanttikannoissa nou-
dattelivat samaa kehityssuuntaa eri plasmidien ekspression suh-
teen kuten pyruvaattidekarboksylaasikin. Mitatut alkoholide-
hydrogenaasiaktiviteetit edustavat natiivin E. coli -entsyymin
ja Z. mobilis entsyymin yhdistelm&d. Plasmidittomassa TC4-kan-
nassa havaitut madrdt olivat suhteellisen pienet verrattuna

arvoihin, 7joita havaittiin kannoissa, joiden plasmideissa oli
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Z. mobilis -geeni. Z. mobilis entsyymin aktiviteetit (korjat-
tuna natiivia E. coli alkoholidehydrogenaasia varten) vaihteli-
vat arvosta 0,13 IU/mg soluproteiinia kannassa TC4(pLOI291)
arvoon 9,6 IU TC4(pLOI295):ssé.

Esimerkki 5

Etanologeenisia entsyymejd Z. mobiliksesta sisdltdvien rekom-
binanttikantojen kasvu

Glukoosikatabolian muuttaminen etanolituotoksi lisdsi saantoa
ja muutti vdliaineen pH:ta. Vaikka fermentointituotteet ovat
suhteellisen myrkyttémi& ne saattavat akkumuloitua toksisiin
pitoisuuksiin fermentoinnin aikana. Anaerobisen kasvun aikana
pulloissa, jotka sisdlsivdt 10 % glukoosia sisdltdvdd Luria-
lihalientd, plasmidittomalla kannalla ja pLOI284:n sisdltavalla
kannalla (alkoholidehyrdrogenaasi II -geenin sis&ltdvd) lopul-
linen tiheys oli 0,25 mg soluproteiinia per ml 48 tunnin jal-
keen lopullisen pH arvon ollessa 4,4. Solutiheys lis&ddntyi
kaksinkertaiseksi kannalla, joka sisdlsi pLOI276:n (pyruvaatti-
dekarboksylaasia koodaavan geenin sisdltédvd), ja lopullinen pH
oli 4,5. Lopullinen solutiheys kannalla, joka sisédlsi
pLOI295:n (pet-operoni) oli 2,5 mg/ml, 10-kertainen verrattuna
verrokkikantaan. Lopullinen pH oli 4,7. Tiheydelld 2,5 mg
soluproteiinia per ml magnesium ndyttdd olevan rajoittava teki-
jd, ja 1,5-kertainen lisdys solutiheyteen voidaan helposti saa-
vuttaa lisddmdlld 0,5 mM magnesiumsulfaattia.

Rekombinanttikantojen kasvua tarkasteltiin sekd aerobisissa
ettd anaerobisissa olosuhteissa (kuvio 3). Aerobisissa olosuh-
teissa (kuvio 3A ja taulukko 2) kanta TC4 kasvoi lisddntymisno-
peudella noin 30 min nopeimman kasvujakson ajan. pLOI308:n
johdannaisia sisdltdvd TC4-kanta osoitti vastaavia maksimaali-
sia kasvunopeuksia, lisd&ntymisaika 26 ja 30 minuutin v&lilts.
Kanta TC4(pLOI295) kasvoi huonosti ndissd olosuhteissa (lisd&n-
tymisaika 71 min) ja sitd suerasi osittainen hajoaminen. Kan-
nat TC4(pL0OI291) ja TC4(plLOI292) kasvoivat keskinkertaisella
nopeudella, kummankin lisddntymisaika oli 46 minuuttia.
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Taulukko 2
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Maksimaaliset lisdédntymisajat, lopulliset solutiheydet ja lo-
pulliset pH:t liemessd aerobisen ja anaerobisen kasvun aikana

Kasvu Plasmidi Solutiheys Lisdantymis~ Lopullinen

pH® mg/prot./ml) aika (min)

Aerobinen
ei lainkaan 0,7 29 4,4
pLOI291 0,7 46 5,3
pLOI292 1,3 46 5,1
pPLOIZ295 1,1 71 5,7
pLOI308-2 1,7 27 5,5
pPLOI308-5 0,8 30 5,0
pLOI308-10 2,5 26 5,0

Anaerobinen
ei lainkaan 0,3 32 4,4
pLOI291 0,4 40 4,5
pPLOI292 1,1 48 5,0
pLOI295 2,1 39 4,7
PLOI308~-2 0,8 42 5,7
pLOI308-5 0,4 38 4,9
pLOI308-10 2,2 41 5,2

® Mitattuna 24 kasvutunnin jdlkeen

Anaerobisissa olosuhteissa (kuvio 3B ja taulukko 2) lisdénty-

misaika plasmidittomalla TC4-kannalla oli 32 min, huomattavasti

lyhyempi kuin etanologeenisid entsyymejd sisdltdvilld rekom-

binanttikannoilla.

Kaikilla rekombinanteilla oli samankaltai-
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set maksimaaliset kasvunopeudet, lisddntymisajat 38-41 minuut-
tia, ainoastaan TC4(pL0I292) kasvoi hieman hitaammin, lis&&nty-

misaika 48 minuuttia.

Kaikki rekombinantit TC4(pl.0I295):8 lukuunottamatta kasvoivat
12 tunnin kuluttua anaerobisissa ja aerobisissa kasvuolosuh-
teissa solutiheyksilld, jotka vastaavat tai ovat suuremmat kuin
plasmidittomalla TC4-kannalla (kuviot 3A ja 3B). Taulukkoon 2
on koottu kaikki kannan TC4 ja rekombinanttien lopulliset solu-
tiheydet 24 kasvutunnin jdlkeen. Aerobisissa olosuhteissa
pLOI308-10:n sisdltdvd kanta TC4 saavutti suurimman solutihey-
den, sitten tulivat TC4-kannat, jotka sisdlsivadt pLOI308-2:n,
pLOI292:n, pLOI295:n (jonkin verran hajoamista) ja pLOI308-5:n.

Anaerobisissa olosuhteissa lopulliset solutiheydet TC4-kannoil-
la, jotka sisdlsivdt pL0OI308-10:n tai pL0I295:n olivat suurin
piirtein samat, sen jdlkeen tulivat TC4-kannat jotka sisdlsivat
pLOI292:n, pLOI308-2:n, pLOI308-5:n ja pLOI291:n.

Kuviossa 4 ndhdddn mikd suhde on pyruvaattidekarboksylaasiakti-
viteetilla soluissa ja lopullisella solutiheydelld 24 kasvutun-
nin jédlkeen. Koska pyruvaattidekarboksylaasisynteesi liittyy
alkoholidehydrogenaasin II syntetointiin ndissd rekombinanteis-
sa tédssd piirroksessa ndkyy vaihtoehtoisen Z. mobilis ~-systee-
min vaikutus NAD'-regenerointiin lopullisella solutiheydellé.
Némd tiedot osoittavat selvidsti, ettd Z. mobilis reaktioreitti
etanolituotossa 1lisdd lopullista solutiheyttd sekd anaerobisis-
sa ettd aerobisissa olosuhteissa. Kannassa TC4(pLOI308-10)
pyruvaattidekarboksylaasin (6,5 IU) ja alkoholidehydrogenaasin
(2,5 IU) ekspressiotasot olivat ldhes optimaaliset sekd anaero-
bisessa ettd aerobisessa kasvussa. Etanologeenisten entsyymien
ekspressiotasot kannassa TC4(pL0I295) ndyttdvat eksessiivisil-
téd, seurauksena on vidhentynyt solukasvu ja osittainen hajoami-
nen aerobisissa olosuhteissa ja jonkin verran heikentynyt kasvu

anaerobisissa olosuhteissa.
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Kannan TC4(plL0I295) lisd&ntynyt kasvu anaerobisissa olosuhteis-
sa vdhdisine hajoamisineen vasten huonoa kasvua ja hajoamista
kasvun aikana nopeasti heilutetuissa pulloissa viittaa siihen,
ettd erittdin aerobiset olosuhteet saattavat olla vahingollisia
tdlle rakenteelle. Hajoaminen tdssd rekombinantissa védheni
erittdin selvdsti ja lopullinen solutiheys lisddntyi kasvun
aikana ravistuspulloissa kun oskillointinopeutta védhennettiin

vhteen kolmannekseen.

Esimerkki 6

Etanologeenisten entsyymien vaikutus lihaliemen hapottumiseen
kasvun aikana

Kuvion 3C piirros tuo esiin pH-muutokset lihaliemesséd (anaero-
bisen kasvun aikana pH pienentyi nopeasti ensimmdisen 6 kasvu-
tunnin aikana plasmidittomalla TC4-kannalla, mutta se pienentyi
hitaammin johdannaisilla, jotka sisdlsivdt etanologeenisid ent-
syymejd. Hapottuminen ensimmdisten 12 tunnin aikana védheni
eniten kannassa TC4, Jjoka sisdlsi pL0I295:n, sitten tulivat
jadrjestyksessd TC4-kannat Jjotka sisdlsivdt pLOI308-10:n,
pLOI308-2:n ja pLOI308-5:n. Tietoja kannoista TC4(pLOI291) ja
TC4(pL0I292) ei ole ndytetty, mutta ne sijoittuvat TC4(pLOI308-
5):n alapuolelle ja yldpuolelle. Vaikka rekombinantit ylsivat
korkeampiin lopullisiin solutiheyksiin lihaliemen 24 tuntia
anaerobisissa tai aerobisissa olosuhteissa kasvatettujen rekom-
binanttien pH oli vdhemmdn hapan kuin lihaliemessd TC4-kannal-

la, joka ei sisdltdnyt etanologeenisid entsyymejd (taulukko 2).

Happamoitumisnopeuden ja mddrdn vdhentyminen rekombinanteissa
lisdantyneen solukasvun mydtd viittasivat siihen, ettd pH:n
aleneminen oli t&rkein kasvua rajoittava tekijd myds erittdin
aerobisissa olosuhteissa. T&t4 oletusta tuki 85-prosenttinen
lisdys lopullisessa solutiheydessd kannalla TC4 (plasmiditon),
joka oli kasvatettu vdliaineessa, johon on lis&tty 1/10 tila-
vuutta 1 M natriumfosfaattipuskuria (pH 7,0). Pienemmdt pusku-

rilisdysmddrat johtivat keskinkertaisiin kasvutasoihin.
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Esimerkki 7

Etanologeenisten entsyymien vaikutus fermentointituotteisiin
Taulukkoon 3 on koottu tiedot analyysistd TC4-kannalla valmis-
tetuista fermentointituotteista ja rekombinanteista 24 tunnin
kasvatuksen jdlkeen aerobisissa tal anaerobisissa olosuhteissa.
Aerobisissa olosuhteissa asetaatti ole primaarinen fermentoin-
tituote, joka akkumuloitu plasmidittoman TC4-kannan kasvun ai-
kana ravintorikkaassa vdliaineessa, jossa ei ollut havaittavaa
etanolia. Tuotetun asetaatin mddrd vdheni erittdin selvisti
kannoissa, jotka sisdlsivdt Z. mobilikasen etanologeenisid ent-
syymejd, ja etanoli oli t&rkein fermentointituote. pLOTI308-
10:n sisdltdva TC4-kanta tuotti eniten etanolia, seuraavina
tulivat TC4-kannat, Jjotka sisdlsivadt pLOI295:n, pLOI308-2:n,
pLOI292:n, pLOI308-5:n ja pLOI291:n. Né&dissd aerobisissa olo-
suhteissa muodostui myds vidhdisii maddria laktaattia (0,6 - 1,2
mM) kaikissa kannoissa. Vain TC4-kannassa, joka sisélsi
pLOI308-10:n akkumuloitui havaittavia ma&ri& sukkinaattia,
vaikka tdmd tuote edusti silti vain 1 % kaikista fermentointi-

tuotteista, 94 % oli etanolia.
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Taulukko 3

Fermentointituotteiden vertailu aerobisessa Jja anaerobisessa
kasvussa

Kasvu- Fermentointituote [mM (SD)]
giﬁgeet Plasmidi Sukkinaatti Laktaatti Asetaatti Etanoli
Aerobinen
el lainkaan 0,2 (0,1) 0,6 (0,2) 55 (2) Tr
pLOI308-2 Tr 1,2 (0,3) 22 (2) 98 (3)
pLOI308-5 Tr 0,9 (0,2) 43 (3) 15 (2)
pLOI308-10 4,9 (0,5) 1,0 (0,2) 17 (2) 337 (21)
pLOI295 Tr 1,1 (0,4) 13 (1) 114 (10)
pLOI291 Tr 0,6 (0,2) 34 (3) 7 (1)
pLOI292 Tr 1,3 (0,2) 30 (1,5) 24 (1)
Anaerobinen
ei lainkaan 0,9 (0,1) 22 (1) 7 (0,3) 0,4
pLOI308-2 0,8 (0,1) 7 (0,5) 4 (0,3) 71 (5)
pLOI308-5 0,3 (0,1) 18 (2) 6 (1) 16 (2)
pLOI308-10 5,0 (0,4) 10 (1) 1,1 (0,2) 482 (23)
pLOI295 2,2 (0,20) 6 (1) 3 (0,3) 90 (2)
pLOI291 1,0 (0,1) 15 (0,5) 7 (0,2) 4 (0,5)
pLOI292 2,3 (0,2) 9 (0,7) 7,2 (0,3) 21 (1)

Anaerobisissa olosuhteissa laktaatti oli pddasiallisin fermen-
tointituote, joka akkumuloitui 24 kasvutunnissa plasmidittomas-
ta TC4-kannasta glukoosia sisdltdvissd ravintorikkaassa vdliai-

neessa, ldsnd vdhdisempid médrid asetaattia, sukkinaattia ja
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etanolia. Laktaattituotto vdheni huomattavasti kannoissa, jot-
ka sisdlsivdt etanologeeniéd entsyymejd ja siihen liittyi olen-
naisten etanolimddrien tuottaminen. Kanta TC4-(pLOI308-10)
tuotti suurimman etanolimddrdn, ja tdmd tuote edusti yksin 97 %
kaikista liukenevista fermentointituotteista. Etanolituoton
kehityskaava testatuissa organismeissa oli samanlainen kuin
aerobisessa kasvussa. Kaikki organismit TC4(pLOI308-10):ta
lukuunottamatta tuottivat itse asiassa vdhemmén kokonaiseta-
nolia 24 tunnin jdlkeen anaerobisissa olosuhteissa kuin aero-
bisissa olosuhteissa. On todenndkéistd, ettd tém& pienempi
akkumuloituneen etanolin md&drd johtui ndissd anaerobissa olo-
suhteissa tuotetun kokonaissolumassan vdhenemisestd, mikd johti

etanolituoton pienempddn volumetriseen mddrdan.

Anaerobissa ja aerobisissa olosuhteissa tuotetun etanolin m&dara
(taulukko 3) oli suoraan suhteessa Z. mobiliksen etanologeenis-
ten geenien ekspressiotasoon (taulukko 1). Etanolituotto néyt-
ti olevan optimaalista kannassa TC4(pLOI308-10), pyruvaattide-
karboksylaasiaktiviteetti oli 6 IU ja alkoholidehydrogenaasi II
-aktiviteetti 2,5 IU.

E. colin TC-4-johdannaiset, jotka sisdlsivdt Z. mobiliksesta
perdisin olevia etanologeenistd entsyymid ekspressoivia plasmi-
deja, kasvoivat suurempiin solutiheyksiin kuin emo-organismit,
joissa ei plasmidia ollut. Lopullisen solutiheyden lisd&@ntymi-
nen, etanolin akkumuloitumismddrd védliaineessa ja viljelyliha-
liemen hapopamoitumisnopeuden hidastuminen kasvun aikana korre-
loivat kaikki Z. mobilis -etanologeenisten entsyymien ekspres-
siotason kanssa. Geenien ekspressoimiseen kédytettiin heterolo-
gisia prmoottoreita kaikissa muissa rakenteissa paitsi
pLOI295:ss4 (lac) minimoimaan mahdollisia transkriptiosdatelyyn
liittyvid ongelmia. L#ahimmiksi optimaalista ekspressoitumis-
tasoa kasvun ja etanolituoton kannalta pédédstiin pLOI308-10:114
(pyruvaattidekarboksylaasin IU 6,5 ja alkoholidehydrogenaasi
II:n IU 2,5 per mg kokonaissoluproteiinit). T&m& ekspressoitu-

mismddrd E. colissa on huomattavasti korkeampi kuin Z. mobilis
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CP4:sséd, joka sis&dltdd vain etanolireaktioreitin NAD'-re-

generointiin.

Etanologeenisten entsyymien ekspressiotaso ndytti olevan ylen-
mddrdinen kannassa TC4(pLOI295) (noin 17% liukenevasta solupro-
teiinista). T&td korkeaa ekspressoitumistasoa seurasi osittai-
nen soluhajoaminen, hitaampi kasvu ja etanolituoton véheneminen
aerobisissa olosuhteissa. N&md vaikutukset vdhenivdt hitaam-
massa sekoituksessa ja kasvatuksessa anaerobisissa olosuhteis-
sa. Ilmenevidt vauriot ja osittainen hajoaminen erittdin aero-
bisisessa kasvatuksessa on saattanut liittyd NADH-depleetioon
korkeiden Z. mobilis —alkoholidehydrogenaasi II:n ja natiivin
NADH-oksidaasin (elektronikuljetussysteemiin liittyv&) yhdis-

telmdn vaikutuksesta.

Etanolin tuottaminen p#dtuotteena ei ndytd vaikuttavan epdedul-
lisesti E. coli TC4:n kasvunopeuteen. Kannat, Jjotka siséalsivat
pet-operonia ekspressoivia ja etanolia tuottavia pLOI308~joh-
dannaisia (ColEl-replikoni), kasvoivat yhtd nopeasti kuin emo-
organismi aerobisissa olosuhteissa glukoosin kera, ja saavutti-
vat suuremman lopullisen solutiheyden kuin emo-organismit.
Kannat, jotka sisdlsivdt pLOI291:n tai pLOI292:n RSF1010l1-rep-
likonin kera kasvoivat hitaammin aerobisissa olosuhteissa.
Koska nami kaksi rakennetta ekspressoivat pienid etanologeenis-
ten entsyymien madria ja tuottivat vdhemmdn etanolia kuin
pLOI308-10 syynd hitaampaan kasvuun saattaa olla pikemminkin

vektorin ominaisuudet kuin pet-operonin ekspressoituminen.

Esimerkki 8

Lisdkantojen valmistaminen

Testattiin muita E. coli -kantoja sellaisten bakteerien identi-
fioimiseksi, joilla on paremmat ominaisuudet etanolia tuottavi-
na mikrobeina. Kokeeseen otettiin seuraavat E. coli -kannat:
ATCC 8677, ATCC 8739, ATCC 9637, ATCC 11303, ATCC 11775, ATCC
14948, ATCC 15244 ja ATCC 23227. N&itd kasvatettiin heiluvassa

vesihauteessa 30°C:ssa Luria-lihaliemessd (Luria, S.E., and M.
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Delbruck, Genetics 28:491-511, 1943), joka sisédlsi tryptonia
(10 g/1), hiivauutetta (5 g/1), natriumkloridia (5 g/1) ja fer-
mentoituvaa sokeria. Glukoosia ja laktoosia lisdttiin pitoi-
suuksilla 100 g/litra ja ksyloosia pitoisuudella 80 g/l ellei
muuta ole mainittu. Sokerit autoklavoitiin erikseen (121°C, 15
min), kaksinkertainen vahvuus tislatussa vedessa. Ksyloosi-
liuokset (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) olivat happamia ja
ne neutraloitiin natirumhydroksidilla ennen autoklavointia.
Ellei neutralointia suoritettu tuloksena olla laajaa ruskettu-
mista ja hajoamista. Samanlaisia fermentointituloksia saat-
tiin sokereilla, jotka autoklavoitiin tai suodatussteriloitiin.
Etanolireaktioreitin entsyymejid koodavia geeneji sisdltédvien
yhdistelmdkantojen elossa pysyminen liemessd ja alustoilla vaa-
ti fermentoituvan sokerin ldsndoloa. Osoitetuissa kohdissa

tetrasykliinid lisattiin lopulliseen pitoisuuteen 10 mg/litra.

Esimerkki 9

Lisdkantojen ymparistoénsieto

Ennen plasmidien viemistd etanolituottoon edelld identifioitu-
jen 8 eri E. coli -kannan kasvua verrattiin ympdristénsietoon
nihden. Testattiin, kuinka kannat sietdvdt natriumkloria, so-
kereita, matalaa pH:ta ja etanolia. Natriumkloridin ja soke-
reiden pitoisuudet taulukossa 4 sis&dltdvdt alkuperdisessé vali-
aineessa mukana olleet. Vdliaineen alku-pH oli 6,8. Se saa-
dettiin osoitetuissa kohdissa pienemmdksi HCl:1lla. Hapotettu
vdliaine steriloitiin suodattamalla. Etanolia lis&ttiin auto-
klavoituun viliaineeseen jddhdyttédmisen j&lkeen. Sokerit auto-
klavoitiin erikseen. Eri sokereissa ilman testiainetta kasva-
tettuja yliyén viljelmid laimennettiin 60-kertaisesti 13 x 75
mm:n viljelykoeputkiin, jotka sisédlsivdt 3 ml testiainetta.
Kasvu mitattiin optisessa tiheydessd (OD) 550 nm 48 tunnin jal-
keen. OD-arvo 1,0 vastaa 0,25 mg/ml soluproteiinia ja 0,33 mg
solukuivapainoa. Ympdristénsietokokeissa alle arvon 0,2 jaava
lopullinen OD kuvasti alle kahta kahdentumista ja katsottiin

merkityksettomiksi.
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Taulukkoon 4 on koottu tulokset vdliaineessa, joka sisdlsi glu-
koosia. Samanlaisia tuloksia saatiin vdliaineissa, Jjotka si-
sdlsivat laktoosia tai ksyloosia. Kannat ATCC 8677, ATCC 8739
ja ATCC 11775 olivat erityisen herkkiéd inhibitiolle matalilla
etanolipitoisuuksilla. ATCC-kannat 9637 ja 117755 sietivit
parhaiten matalaa pH:ta, vaikka kaikki kannat kasvoivat vdhin-
t44n 2-4 kahdentumista pH:n ollessa 4,0 lukuunottamatta kantaa
ATCC 23227. Kaikki kannat kasvoivat 45°C:ssa kasvun rajoit-
tuessa suuremmissa lampdtiloissa, yhtd&n ei saatu jatkoviljel-
tya yli 45°C:ssa. Kaikki kannat kasvoivat védliaineessa, Jjoka

o,

sisdlsi 20 % glukoosia, 20 % laktoosia tai 12 % ksyloosia.
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Taulukko 4

E. colin kasvu Luria-lihaliemessd, joka sis&ltda 100 g/1 glu-

koosia kemiallisen ja fysikaalisen rasituksen alaisena

Rasite E. coli-kantojen kasvu (ATCC-numerot)
8677 8739 9637 11303 11775 14948 15244 23227
NaCl (g/1)
50 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
60 ++ ++ ++ + ++
70 o + + 0 + + +
Etanoli (til%)
3,8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5,0 ++ ++ + + + + + +
6,3 0 ++ + + + + + 0
7,5 + 0 0 + 0 0
8,8 0 0 0 0 0 ¢} 0
Happamuus
pH 4,50 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
pPH 4,25 ++ ++ ++ + ++ ++ ++
pH 4,00 ++ ++ + 0
pH 3,75 0 0 + 0 + 0 0
Lampétila (°C)
45 ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
47 + + + + + +
49 0 0 + + o 0 + +
0 = vahemmidn kuin kaksi kahdentumista OD-arvossa 550 nm

= kahdesta neljd&dn kahdentumista

++ = yli neljd kahdentumista
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Esimerkki 10

Sokerin kayttd lisdkantoihin

Sokerin kdyttod testattiin kahdella tavalla. Kannat, Jjotka
kehittiviat punaisia pesikkeitd MacConkey-agarilla, johon oli
lisatty 2 % hiilihydraattia katsottiin positiivisiksi sokerin
kdytoén suhteen (Silhavy, T.J. and J.R. Beckwith, Microbiol.
Rev.49:398-418, 1985). Solut testattiin myods kayttédmdlld Bio-
log ECc-alustoja (Biolog, Inc. Hayward, CA) valmistajan ohjeiden
mukaisesti.) Biolog-alustat olivat nopeita ja helppokdyttoi-
si&s, niilld saatiin havaittua NADH-tuotto (tetratsoliumsuolan
konvertoituminen liukenemattomaksi formatsaaniksi) substraatin

kdytdén mittana. Molemmat menetelmédt olivat yhtdpitédvia kaikki-

en 13 tutkitun sokerin osalta.

Kaikkia kantoja tutkittiin kayttdm&lla glukoosia, fruktoosia,
galaktoosia, mannoosia, arabinoosia, laktoosia, glukuronihappoa
ja galakturonihappoa. Kanta 11775 ei kdyttényt ksyloosia.

ATCC 11303 ja ATCC 23227 eivdt kédyttdneet maltocsia ja malto-
trioosia. Kaikki kannat reagoivat heikon positiivisesti sello-
bioosiin. Vain yksi kanta, ATCC 9637 kdytti sukroosia. Tulok-

set sokerinkdyttékokeista on koottu taulukkoon 5.
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Taulukko 5

pLOI297:n ja pLOI308-11:n sisdltévan E. coli -kannan kasvu

Sokeri Plasmidi Lopullinen oD 550 nm E. coli -kannoilla {ATCC-numerot)
8677 8739 9637 11303 11775 14948 15244 23227
Glukoosi el lainkaan 4,0 3,7 6,1 6,0 4,7 5,6 7,0 6,6
Glukoosi pLOI297 10,0 10,5 10,5 10,0 9,5 - 9,5 16,2
Glukoosi pLOI3G8-11 9,8 9,5 11,4 11,2 - 9,3 10,8 11,4
Laktoosi ei lainkaan 4,3 3,8 7,5 6,0 4,5 6,1 7,0 6,4
Laktoosi pLOL297 13,0 6,8 11,6 10,8 7,6 - 10,5 7,6
Laktoosi pLOI308-11 19,0 10,0 11,5 11,0 - 7,3 10,0 10,0
Ksyloosi ei lainkaan 4,1 3,7 7,7 7,3 4,9 5,9 7.2 7,0
Ksyloosi pLOT297 8,1 10,6 10,8 10,6 4,7 - 11,0 11,0
Ksyloosi pLOI308-11 10,0 6,8 11,4 8,5 - 11,4 10,6 12,0

vaakaviiva tarkoittaa, ettei tietoja ollut saatavilla

Esimerkki 11

Lisdkantojen geneettinen muuntelu

Koottiin standardimenetelmin (Maniatis, T., E.F. Fritsch, and
J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1982), kaksi
uutta plasmidia, jotka sisdlsivat ampisilliini- ja tetrasyk-
liiniresistenssigeenit selektiomarkkereina. Etanolituotto-ope-
roni (pet-operoni), joka sisédlsi kryptisen Z. mobilis -promoot-
torin, pyruvaattidekarboksylaasin, alkoholidehydrogenaasin ja
transkriptioterminaattorin otettiin 5,2 kb:n EcoRI-fragmenttina
pLOI308-10:std (Ingram and Conway, supra, 1988), insertoitiin
pBR322:n EcoRI-kohtaan ja saatiin pLOI308-11. Plasmidi pLOI297
koottiin insertoimalla 2,6 kb:n EcoRI-fragmentti tetrasykliini-
resistenssigeenin siséltdvastd pCOS2EMBL:sta (Poustka, A., H.R.
Rackwitz, A.-M. Firschauf, and H. Lehrach, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:4129-4133, 1984) pLOI295:n SalI-kohtaan (Ingram et
al, supra, 1987). Kohesiiviset pd&at poistettiin kdsittelylla
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E. coli -DNA-polymeraasin Klenow-fragmentilla (Maniatis et ail,

supra) ennen ligatointia.

Plasmidit vietiin eri E. coli -kantoihin transformoimalla Man-
delin Jja Higan kalsiumkloridimenetelmdlld (Mandel, M. and A.
Higa, J. Mol. Biol. 53:159-162, 1970). Selektiot tehtiin kiin-
teallsd vdliaineella, joka sisdlsi 2 % glukoosia Ja terasyklii-
nii. Plasmidistabiilisuus on ilmoitettu prosentteina soluja,
jotka sdilyttéavat antibioottimarkkerit 25 kasvusukupolven jdl-

keen ilman antibioottista selektiota.

Rekombinanttikannat, joissa oli etanolituottogeenit sisaltavat
plasmidit, kasvattivat epdtavallisen suuria pesékkeitd, jotka
muuttuivat fermentoitavaa sokeria sisédltédvissa kiinteissd vali-
aineissa keltaisiksi 24 - 48 tunnin kuluttua. Nestemdisissé
vdliaineissa ndiden rekombinanttien lopulliset solutiheydet
olivat kahdesta kolmeen kertaan suurempia kuin plasmidittomalla
verrokilla. Yhtaan transformaattia ei saatu usean yrityksen
jdlkeen ATCC 14948:1lla kdytettdessd pLOI297:88 eika ATCC
11775:114 kdytettdessd pLOI308-1:td. Kanta ATCC 11775 ei kayt-
tdnyt ksyloosia, eivédtkd tédmdn kannan rekombinantit kasvaneet
suurempiin solutiheyksiin kuin verrokit ksyloosi fermentoituva-
na sokerina, vaikka lisddntynyttd kasvua olikin havaittavissa

laktoosilla ja glukoosilla.

Plasmidistabiiliutta tarkasteltiin glukoosia sisdaltivassa vali-
aineessa 25 sukupolven ajan suoritetun kasvatuksen jalkeen
(taulukko 6). Molemmat plasmidit sisdlsivat samat replikonit
ja ne pysyivét hyvin kaikissa muissa kannoissa paitsi kannoissa

ATCC 8677 Jja ATCC 8739.
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Taulukko 6.
pLOI297:n ja pLOI308-11:n stabiilisuus glukoosia sisédltdvassa
valiaineessa 25 sukupolven ajan suoritetun kasvatuksen jéalkeen

ilman antibioottiselektiota

ATCC-kanta Plasmidin sdilyttévat solut (%)
pLOI297 pLOI308-11
8677 75 85
8739 44 47
9637 100 90
11303 98 98
11775 100 -
14948 - 97
15244 99 100
23227 21 100

vaakaviivat tarkoittavat, ettei tietoja ole saatavilla.

Esimerkki 12

Pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteetti geneettisesti muunnel-
luissa kannoissa

Pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteettia mitattiin edelld kuvat-
tuun tapaan (Conway et al, supra, 1987, Neale et al, supra,
1987) muutoin, mutta solut harvestoitiin OD 4,0:ssa noin puo-

lessa maksimaalisesta kasvusta.

7. mobilis —pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteetin ekspressiota
tarkasteltiin kasvun jdlkeen tetrasykliinin lésndollessa (tau-
lukko 7). pLOI297:114 Z. mobilis -geenit ekspressoituvat E.
coli -lac-promoottorin sédtelyssd, pLOI308-11 kayttdda kryptistd

7. mobilis -promoottoria pet-operonin ekspressioon. Kannat
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ATCC 11303(pLOI297), ATCC 11775(pLOI297) ja ATCC 15224 (pLOI297)

sisdlsivat suurimmat aktiviteettimdadrat.

Taulukko 7
7. mobilis -pyruvaattidekarboksylaasin ekspressio E. coli kan-
noissa, jotka sisdlsivdt pLOI297:n ja pLOI308-11l:n kasvussa

glukoosin kanssa

ATCC-kanta Pyruvaattidekarboksylaasiaktiviteetti ?)
pLOI297 pLOI308-11

8677 5,7 6,0

8739 0,8 1,4

9637 1,1 1,4

11303 16,7 2,1

11775 17,1 - ®)

14948 -®) 2,5

15244 16,3 1,8

23227 2,3 1,7

2) Aktiviteetti IU/mg soluproteiinia

®) Vaakaviivat tarkoittavat, ettei tietoja ollut saatavilla.

Esimerkki 13

Etanolituotto geneettisesti muunnelluissa kannoissa

Luria-lihalientd muutettiin fermentointikokeisiin lis&&mélla

kaliumfosfaattipuskuria (pH 7,0) lopulliseen pitoisuuteen 0,2

M. Fosfaattipuskuri, kompleksivdliainekomponentit ja sokerit

autoklavoitiin erikseen ja sekoitettiin jédhdyttédmisen jdlkeen.

Tetrasykliinid lis&éttiin pitoisuuteen 10 mg/1. Inokulaatteija

kasvatettiin juuri eristetyist&d kannoista 24 tuntia, pestiin

testattavassa fermentointivédliaineessa ja lisattiin 1&ht6-0OD:n

550 nm:ssa ollessa noin 1,0. Fermentoinnit toteutettiin

30°C:ssa tai 37°C:ssa 100 ml:n volumetrisissa pulloissa, jotka
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sisdlsivat 80 ml lihalientd, kumivdlikerrokset ja 25 neulaa
kaasun pois padsemiseksi. Fermentointipullot upotettiin lampd-

tilasdddeltyyn vesikylpyyn ja sekoittamiseen kdytettiin mag-

neettisekoitinta nopeudella 100 rpm.

Etanolipitoisuus mitattiin aiemmin kuvattuun tapaan kaasukroma-
tografian avulla (Dombek, K.M. and L.O. Ingram, Appl. Environ.
Microbiol. 51:197-200, 1985) ja on ilmoitettu tilavuusprosent-
teina. Konvertointitehokkuus laskettiin lisattyyn sokeriin
perustuen oletuksena, ettd 100 % tehokkuus saavutetaan tuotet-
taessa 12,75 ml etanolia (10,2 g) per 20 g glukoosia tai ksy-
loosia ja 13,5 ml etanolia (10,8 g) per 20 g laktoosia.

Kaikki geneettisesti kdsitellyt E. coli -kannat tuottivat huo-
mattavia midria etanolia sokereista (taulukko 8). Alustavissa
kokeissa kannalla ATCC 15244 (pLOI297) ilmeni, ettd suurempia
etanolimddris saatiin tuotettua elatusaineessa, joka sisélsi
0,2 M kaliumfosfaattipuskuria (pH 7,0). On oletettavissa, etta
samanlaisia tai parempia tuloksia saavutettaisiin kayttdmalléa
automaattista pH-saatelyd téman puskuriaineen asemesta. Kun
glukoosia oli 15 % suurempia etanolimddrid saatiin tuotettua
30°C:ssa kuin 37°C:ssa 48 tunnin kuluttua. Laktoosi- ja ksy-
loosifermentointeja tarkasteltiin vain alemmassa lampodtilassa,
30°C:ssa. VYleisesti ottaen saatiin tuotettua suurempia etano-
1imddria kannoilla, jotka sisdlsivdt pLOI297:n kuin kannoilla,
joissa oli pLOI308-11. Kannat ATCC 11303 (pLOI297), ATCC 11775-
(pLOI297) ja ATCC 15224(pL0I297) tuottivat suurimmat etanoli-
miirat 48 tunnin kuluttua 15 % glukoosista, 5,8 - 6,9 tila-
vuus%. Useimmat kannat sietivdt huonommin ksyloosia lé&htoko-
keissa, ja fermentointivertailut tehtiin kdyttémdlla 8 % ksy-
loosia. Kannat ATCC 9637 (pL0I297), ATCC 11303(pL0I297) ja
ATCC 15224 (pL0OI297) tuottivat suurimmat etanolimddrat (4,8 -
5,2 %) 8 prosenttista ksyloosia 72 tunnin jédlkeen. Kaikki kan-
nat kasvoivat hyvin 15-prosenttisessa laktoosissa. Kannat ATCC
11303 (pLOI297) ja ATCC 15224 (pLOI297) tuottivat suurimmat eta-
nolimdsarat laktoosista 48 tunnin kuluttua, 6,1% ja 5,6 %.
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Taulukko 8

Tuotettua etanolia erdfermentoinnissa glukoosista (48 tuntia),
ksyloosista (72 tuntia) Jja laktoosista (48 tuntia) E. coli -
kannoissa, jotka sisdlsivdt plasmidit pLOI297 ja pLOI308-11

Hiilihydraatti Plasmidi E. coll -kantojen tuottama etanoli (til/til%) {ATCC-numerot)

8677 8739 9637 11303 11775 14948 15244 23227
15% glukcosia pLOI297 x) 2,4 4,7 4,2 4,3 4,8 - 4,8 0,9
15 % glukcosia pLOI30E-11 X) 3,6 1,4 2,1 1,3 - 3,4 2,8 1,3
15 % glukoosia PLOXI2Y7  xxX) 3,2 4,7 4,1 5,8 6,9 - 6,1 3,1
15 % glukoosia pLOL30B-11 xx) 5,8 5,0 3,5 1,5 - 1,8 3,0 3,2
15 % laktoosia PLOL297 xx} 2,3 4,4 5,3 6,1 4,5 - 5,6 3,7
15 % laktoosia pLOI3CEB-11 Xx} 2,3 2,1 3,4 ©,s - 2,9 2,7 3,0
8 % ksyloosia PLOI297 xx) 0,9 4,1 4,8 5,2 - - 4,8 1,2
8 % ksyloosia pLOE368-21 xX) 2,0 2,8 2,8 1,2 - 2,0 3,5 1,0

vaakaviivat osoittavat, ettei tietoja cllut saatavilla
%) Inkubointi 37°C:ssa
xx) Inkubointi 30°C:ssa

Niissi vertailevissa kokeissa kannat ATCC 11303(pL0OI297) ja
ATCC 15224 (pLOI297) ndyttivdt olevan parhaat rakenteet etanoli-
tuottoon. Kasvuaikaa ja etanolituottoa tarkasteltiin kannoilla
12-prosenttisessa glukoosissa, l2-prosenttisessa laktoosissa Jja
g8-prosenttisessa ksyloosissa (kuvio 1). Solumassa lis&éantyi
noin 10-kertaiseksi ja ylsi lopulliseen tiheyteen 3,6 g kuilva-
paino/litra. Ksyloosilla solumassa lisddntyi puolet midédréstd,
joka havaittiin glukoosilla tai laktoosilla. Etanolituotto ja
kasvu olivat suurin piirtein lineaariset kaikilla kolmella so-

kerilla kunnes etanolipitoisuus nousi 5 prosenttiin.

Sokerin etanoliksi konvertoitumisen tehokkuuden laskemisessa
lopulliset etanolipitoisuudet 120 tunnin jé&lkeen laskettiin
kolmen koesarjan keskiarvo (taulukko 6). Etanolin lopullinen

pitoisuus viljelmisséd, jotka kasvatettiin 12-prosenttisessa
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glukoosissa oli 7,2 % (tilavuus¥), joka edustaa 94 prosenttia

teoreettisesta saannosta glukoosista. Kun glukoosia oli 12 %

<)

lopullinen etanolipitoisuus oli 6,5 %, 80 % teoreettisesta
saannosta laktoosista. Kun ksyloosia oli 8 % tuloksena oli
jatkuvasti 100-prosenttinen saanto tai sitd suurempi. N&ma
suuret saannot hitaamassa kasvussa ksyloosin kanssa saattavat
heijastaa pyruvaattikonversiota kompleksisten ravintoaineiden

kataboliasta glukoosin pyruvaatin lisdksi.

Etanolituoton nopeus laskettiin kuvion 1 graafisesta esitykses-
t4d ja ne on koottu taulukkoon 9. Etanolituoton volumetrinen
produktiviteetti vaihteli arvosta 1,4 g/litra per tunti glu-
koosilla arvoon 0,64 g/litra per tunti ksyloosilla. Etanolin
spesifinen produktiviteetti oli suurin kaikkien ndiden kolmen
sokerin lahtoékasvuvaiheen aikana. Suurin tuottavuus saavutet-
tiin glukoosilla, 2,1 g etanclia/g solun kuivapaino per tunti.
Suurin etanolisaanto per g sokeria saavutettiin ksyloosilla,

saanto oli suurempi kuin maksimaalinen teoreettinen saanto pel-

kidlle sokerille.
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Taulukko 9
Lasketut keskimddrdiset kineettiset parametrit etanolituotossa

ATCC 11303 (pL0I297):114 Jja ATCC 15224 (pLOI297):11la.

Sokeri Volumetrinen Spesifinen Saanto® Tehokkuus® Etanolic

tuotto® tuotto®
12 % glu- 1,4 2,1 0,48 95% 58
koosia
12% lak- 1,3 2,0 0,43 80% 52
toosia
8% ksy- 0,6 1,3 0,52 102% 42
loosia

a

grammaa etanolia/litra per tunti

®* grammaa etanolia/g solukuivapaino per tunti

¢ grammaa etanolia/g sokeria
¢  tuotettua etanolia/teoreettinen maksimiarvo sokerisubstraa-
tista x 100

¢ lopullinen etanolipitoisuus g/litra

Suoritettiin ATCC 11303 (pL0I297):114 kokeet, joissa tutkittiin
etanolituottoa arabinoosista, galaktoosista ja mannoosista.
Etanolituotot 3-4 % saatiin 48 tunnin jdlkeen 30°C:ssa, mutta
niitd ei tutkittu sen enempdd. Ndmd sokerit metaboloituivat
samanlaisissa reaktioreiteissd kuin glukoosi Jja ksyloosi, ja
niiden voidaan odottaa tuottavan vastaavat saannot (Lin,
E.C.C., "Dissimilatory pathways for sugars, polyols, and carbo-
xylates,", F.C. Neidhardt, J.L. Ingraham, K.B. Low, B. Ma-
gasanik, and M. Schaechter, eds., Escherichia coli and Salmo-
nella typhimurium, Vol 1, pp. 244-248, American Society for
Microbiology, Washington, D.C., 1987).
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Esimerkki 14

Etanolituotto muista isd@nnistd kuin E. coli

Suuri reaktioreittien samankaltaisuus eri organismien valilla
antoi aiheen olettaa, ettd monet isdnnd voidaan transformoida
geeneilld, jotka sitten antavat transformoidulle is&nndlle ky-
vyn tuottaa etanolia fermentointituotteena. Kun isdntid trans-
formoidaan kuvattuun tapaan adh- ja pdc-geeneilld on ilmeistd,
ettd sopivilla ekspressiovektoreilla voidaan saada aikaan il-
mentyminen. Xun ekspressio on saatu aikaan etanolituotto on
erittdin todenndkéinen, koska tdmd reaktioreitti on niin saman-

kaltainen erilaislla potentiaalisilla isdnnilla.

Esimerkki 15

Etanolituotto transformoidulla Klebsiellalla

Tdssd kokeessa kdytetty Klebsiella-kanta on aiemmin kuvattu
Klebsiella pneumoniae -kanta M5A1 (Mahl, M.C., Wilson, M.A.
Fife, W.H. Ewing, J. Bacteriol. 89:1482-1487, 1965). T&md kan-
ta, dityppikiinnittédvd organismi, identifioitiin alunperin la-
jiksi Aerobacter aerogenes, mutta se nimitettiin uudestaan an-
tigeenisten ominaisuuksiensa perusteella. Uudet taksonomiset
kriteerit Klebsiella penumoniaelle on identifioitu Bergey’s
Manual -teoksen 8. painoksessa, ja tdmdn uuden kannan lajinmuo-
dostusta tutkittiin tarkemmin. Kanta M5A1 kasvoi 10°C:ssa glu-
koosiminimaalielatusaineessa, muttei tuottanut kaasuja laktoo-
sista 44,5 °C:ssa. T&md kanta oli indolipositiivinen ja se
kdytti sekd m~hydroksibentsoaattia ettd gentisaattia ainoina
hiilil&hteind kasvua varten sekd 30°C:ssa ettd 37°C:ssa. N&di-
den kokeiden perusteella M5A1 oli nimitettiin K. oxytocaksi.
Kantoja subviljeltiin Luria-agaralustoilla, Jjoihin ei ollut
lisdtty sokeria elleivédt ne sisdlténeet Z. mobilis -geeneija
koodaavia plasmideja. AdhB:t&d ja pdc:td sisdltidviat rekombinan-
tit vaativat fermentoituvaa hiilihydraattia elossa pysymiseen,
ja niita yllépidettiin 2 % glukoosia tai ksyloosia sisdltéavilla
alustoilla. Antibioottipitoisuudet olivat: ampisilliini 50
ug/ml, kloramfenikoli 40 pl/ml ja tetrasykliini 12,5 ug/ml. Z.
mobiliksen adhII:n ekspressiota rekombinanteissa etsittiin j&r-
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jestemdllisesti kdyttdmdlld aldehydi-indikaattorialustoija.
Escherichia coli -kantaa TC4 kdytettiin isdntdnd kaikille plas-

midirakenteille.

Koska M5A1 on suhteellisen resistentti penisilliinille ja sen
johdannaisille olemme koonneet E. coli -sukkulavektoreita,
joissa on cat (Cm")- tai tet (Tc*)-geenit. Tet-geeni lis&ttiin
pLOI276:een, joka sisdlsi Z. mobilis -pdc:n, insertoimalla pa-
rin 2,6 Kb:n EcoRI-fragmentteja pcos2EMBL:std (Poustka, A. H.R.
Rackwitz, A.-M. Frischauf, B. Hohn, H. Lehrach, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:4129-4133, 1984) pLOI276:n SalI-kohtaan.
Kohesiiviset p&ddt poistettiin k&sittelemdlla E. colin DNA-poly-
meraasin Klenowin fragmentilla ennen ligatointia. Saatava ra-
kenne vahvistettiin restriktioanalyysilld ja nimitettiin
pLOI560:ksi.

Alustavat kokeet viittaavat siihen, ettd E. coli B (ATCC 11303)
sisdlsi kryptisid vdhdn kopioituvia plasmideja. Uusi ja kdyt-
tdkelpoinen vektori koottiin in vivo integroimalla Z. mobilis -
pdc ja -adhB cat:n kanssa ndihin plasmideihin. T&md tehtiin
eristémidlld 4,6 kb:n pari, promoottoriton PstI-fragmentti, joka
sisdlsi pdc:n, adhB:n ja cat:n pLOI510:std. Té4ssd fragmentissa
ei ole 1l4snd replikointifunktioita. Kierrdttdmisen jédlkeen
itseligaation avulla nd&md fragmentit transformoitiin E. coli
B:hen selektoimalla Cm* 24-% glukoosia sisdltédvilld Luria-agar-
alustoilla. Transformantit testattiin aldehydi-indikaatto-
rialustoilla ja tumman punaiset kloonit valittiin suuren adhB-
geenin ekspression perusteella. Plasmidivalmisteet ndistd kan-
noista testattiin tutkien niiden kykyéd siirtdd antibiootti-
resistenssid ja Z. mobilis -geenejd E. coli TC4:8&n transfor-
maation avulla. Kaikki rekombinantit olivat ampisilliiniherk-
kid, mikd osoitti, ettd niistd puuttui bla:ta ja colEl-repliko-
nin sisdltdva pUCl8-geeni-fragmentti. Eréds ndistd, pLOI555
(8,4 kb-pari), tuotti eniten punaisia pesdkkeitd aldehydi-indi-
kaattorilevyille, antoi E. colille erinomaisen etanolituottoky-

vyn ja ndytti olevan ldsnd vdhdisind kopioina suhteessa saan-
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toihin pienimittakaavaisista plasmidieristyksista. T&atd plas-
midia, samoin kuin pL0OI297:84 ja pLOIS560:tta kdytettiin trans-

formoimaan K. oxytoca M5A1 Cm":44 selektoiden.

Kolme PDC:td koodaavan Z. mobilis -geenin sisdltdvdd plasmidi-~
rakennetta transformoitiin M5Al:een (taulukko 10). PDC-tasot
olivat 8 kertaa korkeammat kahdella pUC-perustaisella raken-
teella (pL0OI297 ja pLOIS60) kuin pLOIS55:114. Oletettaessa
puhtaan PDC:n maksimaaliseksi spesifiseksi aktiviteetiksi 100 U
tdmd entsyymi sis&dltdd yli 25 % sytoplasmisesta proteiinista
M5A1(pL0OI297):ssd ja 3,6 % M5A1(pLOISS5):ssé.

Taulukko 10
Plasmidistabiilisuus ja pdc-ekspressio M5Al-rekombinanttikan-

noissa
Plasmidi PDS-aktiviteetti Pysyvyyspiirre%*?®

24 h kuluttua (sukupolvilukumddrd)

(U/mg proteiinia)
pLOI5S55 3,6 100(38,5) 98(68,5)
pLOI297 28 52(38,6) 10(68,6)
pLOI560 27 97(32,9) 0(62,9)

? Soluista otettiin ndytteet kaksi kertaa viljelyn aikana
®» Sekd aldehydipiirre ettd antibiocottiresistenssi havisivéat
konkurrentisti

Z. mobilis —geenien ekspressio M5Al:ssd vahvistettiin viela
SDS-PAGE-geeleilld. Vyohykkeet, jotka sisdlsivdt PDC:td ja
ADHII:ta saatiin tunnistettua helposti vertaamalla natiiviin
kantaan. PDC:td sisdltdvd vydhyke on paljon levedmpi pUC-pe-
rustaisissa rekombinanteissa kuin M5A1(pLOI555):ssd yhtdpita-

vidsti entsymaattisen aktiiviteetin mittausten kanssa. Vaikka
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ADHII:ta ei ole niin runsaasti kuin PDC:td t&m&n Z. mobilis -
geenin ekspressio on suurempaa myos M5A1(pL0I297):ssd kuin
MSALl(pLOISS5S):ssd. ADHII:ta vastaavaa vyOhykettd ei ollut ha-
vaittvissa M5A1(pLOI560):ssd, joka sisdltdd vain Z. mobilis -

pdc-geenin.

pLOI555:n kopioiden mddrdn arvoitiin olevan alle 1/10 kahdesta
muusta rakenteesta perustana saannot pienimuotoisista plasmidi-
valmisteista. Vaikka tdmd arvio on vain likimddrdinen on sel-
vdd, ettd suuret PDC-tasot pUC-perustaisissa rakenteissa johtu-

vat osittain suuresta kopiomddrédstda.

Solut, jotka sisdlsivdt pLOI555:n, pLOI297:n tai pLOI560:n sar-
jasiirrettiin Luria-liemeen, joka sisdlsi 10 % glukoosia ilman
antibiocotteja yli 60 sukupolven ajan 30°C:ssa. Sopvia viljely-
laimennoksia pantiin Luria-agaralustoille, jotka sisdlsivadt 2 %
glukoosia ilman antibiootteja. Pesdkkeistd testattiin aldehy-
di-indikaattorialustoilla kuinka hyvin ne olivat saaneet pysy-
méddn Z. mobilis -etanolituottogeenit ja minkdlainen oli niiden

antibioottiresistenssi.

Z. mobilis —-geenien ylenmiddrdinen epdstabiilisuus pBR322-perus-
taisissa vektoreissa on raportoitu aiemmin Klebsiella plantico-
lan kohdalla (Tolan, J.S., R.K. Finn, Appl. Environ. Microbiol.
53:2039-2044, 1987), se ei kelpaisi teollisiin prosesseihin.
pLOI555:n sisdltédvidt rekombinantit olivat erittdin stabiileja,
98% populaatiosta saivat pysymddn itsessddn sekd antibiootti-
resistenssigeenin ettd Z. mobiliksesta perdisin olevat geenit.
Vaikka vain adhB-ekspressio ndkyy aldehydi-indikaattorialus-
toilla ndmd rekombinantit s&ilyttivdt myds suuren pesdkkeen
fenotyypin, joka kertoo sekd pdc:n ettd adhB:n ekspressiosta.
Fermentoinneissa kdytettiin Luria-lientd, joka sisdlsi 10 %
(paino/tilavuus) glukoosia tai ksyloosia 30°C:ssa, pH 6,0, se-
koitusnopeus 100 rpm. Inokulaatteja kasvatettiin yli yoén

30°C:ssa eristetyistd pesdkkeistd pulloista, joita ei ravistel-
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tu. Fermentaatioinokuloinnissa 1dhto ODsso s 01i 1,0 (330 mg
solukuivapaino/litra). Kasvua seurattiin Bausch & Lomb Spect-

ronic 70 -spektrofotometrilli.

Etanolipitoisuus mddritettiin kaasu-nestekromatografian avulla.
Konvertoitumistehokkuudet korjattiin emédslisdyksen aiheuttama
tilavuusmuutos huomioonottaen ja olettaen, ettd kaikki sokerit
olivat metaboloituneet. Maksimaalisen teoreettisen etanoli-
saannon ksyloosista ja glukoosista laskettiin olevan 0,51 g
etanolia per grammaa sokeria balanssi hiilidioksina. Volumet-
riset tuottavuudet arvioitiin aktiivisimmista jaksoista ja ne
edustavat maksimiarvoja. Kaikki femrentointitiedot taulukoissa

ja kuvioissa ovat keskiarvoja kahdesta tai useammasta erédfer-—

mentoinnista.

Taulukko 11 tuo esiin Z. mobilis PDC+ADHII-etanolituoton glu-
koosista ja ksyloosista vaikutuksia suhteessa natiiviin MS5Al1-
kantaan. M5A1(pL0OI555) oli selvdsti paras rakenne etanoli-
tuoton kannalta maksimaalisella volumetrisella tuotolla 2,1
g/litra per tunti sekd glukoosista etdd ksyloosista. Kummalla-
kKin sokerilla tdmd rekombinantti tuotti noin 37 g etanolia/lit-
ra 30 tunnissa. N&iden sokereiden fermentoituminen oli olen-

naisesti tdydellistd 48 tunnin kuluttua, 45 g etanolia/litra.
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Kuten etanolituotossa M5AL(pLOI555):n kasvu oli selvdsti suu-
rinta. Témin rekombinantin kasvu oli l&dhes samaa tasoa kuin
emokannalla. Kuitenkin toisin kuin emokannassa solutiheys pie-
neni asteittain saavutettuaan maksimin 15 tunnissa. T&md va-
hentyminen saattaa heijastaa refraktiliteetin vdhenemistéd, kos-
ka etanoliakkumuloitui sen j&lkeen kun hajoamista ei endd il-
mennyt. Jos ei lisatty emdsta pH:n sidatelemiseksi pdct+adhB:n
sisdltdvd rekombinantit kasvoivat yli kaksinkertaiseen ti-
heyteen emo-organismiin n&hden vdhentyneen happotuoton ansiosta
(suurempi osuus neutraaleja kdymistuotteita) kuten aiemmin on

havaittu E. colilla.

Maksimaaliset volumetriset tuotot (2,1 g etanolia/litra per h)
ovat ladhes kaksinkertaiset E. coli -rekombinantteihin verrattu-
na suuren tehokkuuden ja lopullisten etanolipitoisuuksien sdi-
lyessd samanlaisina. Toisin kuin E. coli M5A1 (pLOI555) fermen-
toi ksyloosia ja glukoosia vastaavilla nopeuksilla. Plasmidi
pLOI555 pysyi stabiilisti M5Al:ssd ilman antibioottiselektiota.
Koska M5A1:n substraattivalikoima on samanlainen kuin E. colil-
la MSAl-rekombinantit tarjoavat erikoisen ja odottamattoman

edullisen etanolituottotavan.

Esimerkki 16

Sellobioosin fermentointi etanoliksi etanologeenisilla Erwinia-
ja Klebsiella-rekombinanteilla

Tamid esimerkki kuvaa erddn oligosakkaridin, sellobioosin fer-
mentointia etanologeenisten Erwinia- ja Klebsiella-rekombinant-

tien avulla.

Tissd esimerkissid kaytetty Erwinia oli tyypillinen Erwinia ca-
rotovora —-kanta. Erwinia transformoitiin k&ytt&m&lld plasmidia
pLOI555 esimerkissd 15 kuvattuun tapaan. Plasmidi pLOI555 in-
sertoitiin Erwiniaan k&ytt&m&lld Biorad- elektroporaatiolaitet-
ta ja menetelmdd, jota ovat kuvanneet Ito et al, Ag. and Biol.
Chem. 52(1):293-4, 1988 (Jjannite = 2,0 kV, kapasitanssi = 25 uF



10

15

20

79

ja resistanssi = 100 ohmia). Saatiin koottua suuri transfor-

manttimdsrd, yli 100 000 per ug plasmidi-DNA:ta.

Tdssd esimerkissid kdytetty Klebsiella oli Klebsiella oxytoca
M5Al-kanta P2, joka saatiin myShemmin esimerkissd 18 kuvatta-
valla tavalla.

Fermentoinnit suoritettiin esimerkin 15 tapaan kdyttédmdlla 10 3
sellobioosia Luria-liemessd (pH 6, 30°C) ja sekoitusnopeutta
100 rpm. Etanolipitoisuudet, jotka Erwinialla ja Klebsiella
oxytocalla saatiin olivat 1,113 molaarista ja 1.065 molaarista.
Tulokset on koottu kuvioon 6, yksikkénd g/L tuotettua etanolia.
Ssymbolit: B = Erwinia, [0 = Klebsiella.

Esimerkki 17

Polymeeristen lihtdaineiden fermentointi etanoliksi yhdella
geneettisesti kdsitellylla mikro-organismilla

Esimerkin lyhenelmd: Témd esimerkki kuvaa kaksivaiheista mene-
telmidd fermentoida polymeerisisd ldhtdaineita etanoliksi yhdelld
ainoalla mikro-organismilla, jota on geneettisesti késitelty
tuottamaan etanolia primaarisena fermentointituotteenaan ja
tuottamaan ksylanaasia intrasellulaarisesti. Tarkemmin sanoen
katkaistu ksylanaasigeeni (xynZ) termofiilisesta bakteerista C.
thermocellum yhdistettiin lacZ:n N-terminaaliin erityssignaali-
en poistamiseksi. T&md hybridigeeni ekspressoitui runsain md&-
rin E. coli KOll:ssd ja K. oxytoca M5A1(pLOI555):sséd, Jjosta
edelld puhuttiin. Suuria ksylanaasimddrid akkumuloitui intra-
sellulaarituotteena etanolituoton aikana. Ksylanaasia sisédl-
tivat solut harvestoitiin fermentoinnin lopuksi ja lisattiin
ksylaaniliuokseen korkeassa lémpotilassa vapauttamalla ndin
ksylanaasin sakkarifiointia varten. J&&hdyttémisen jdlkeen
hydrolysaatti fermentoitiin etanoliksi samalla organismilla ja

lisdttiin ksylanaasivarastoa mydhempéén sakkarifiointiin.

Organismit ja kasvuolosuhteet: Tédsséd esimerkiss&d kdytetyt bak-
teerikannat ja plasmidit on lueteltu taulukossa 12.
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Taulukko 12
Kadytety bakteerikannat ja plasmidit

Bakteeri/ Ominaispiirteet Referenssildhde
plasmidi

E. coli DH5«w lacZM15,recA Bethesida Rsrch Lab
E. coli KO1l1l frd,Cm", Ipet® Ohta et al °

K. oxytoca M5Al

(pLOI555) Cm", pet® Esimerkki 15, supra
pCT1202 Ap*,xXynzZ* Grepinet et al ¢
pLOI1001 Ap®,xy1lB" Utt et al ©

pLOI2000 Ap~,xy1lB* tédmd esimerkki
pLOI2001 Ap*,lacZ: :xynZ” tdmd esimerkki
pLOI2002 Ap*,lacZ::xynZ" tédmd esimerkki
pLOI2003 Ap*,lacZ::xynZ",xylB" tdmd esimerkki

® Ipet tarkoittaa Z. mobilis pdc- ja adhB-geenien integrointia
kromosomiin

* pet tarkoittaa Z. mobilis pdc- ja adhB-geenien ldsndoloa plas-
midissa pLOI5S5

¢ Ohta et el, Appl. Environ. Microbiol. 57:893-900

¢ Grepinet et al, J. Bacteriol. 170:4582-4588

® Utt et al, Appl. Environ. Microbiol. 57:1227-1234

Kantoja kasvatettiin Luria-liemessd, johon oli lisatty 50 g
ksyloosia/litra. E. coli -transformaatit valikoitiin Luria-
agaralustoilta, Jjotka sisdlsivdt 50 mg ampisilliinia/litra tai
40 mg kloramfenikolia/litra. K. oxytoca M5A1 -transformantit
valikoitiin Luria-agaralustoilta, Jjotka sisdlsivdt 1000 mg am-

pisilliinia/litra tai 40 mg kloramfenikolia/litra.
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Rekombinanttikloonit tutkittiin ksylanaasiaktiviteettia hakien
kdyttimdlld mikrotitterialustoja, jotka sisdlsivéat 4-metyylium-
belliferyyli-B-D-sellobiopyranosidia (100 mg/litra) (Millet,
FEMS Microbiol. Lett. 29:145-149 1985). Samaan tapaan etsit-
tiin sekd ksylosidaasi- ettd arabinosidaasiaktiviteettia koo-
daavan Butyruvibrio fibrisolvens xylB -geenin ekspressoitumista
1isdamdlla kiinteddn elatusaineeseen 4-metyyliumbelliferyyli-a-
L-arabinofuranosidia (20 mg/litra) (Utt et al, Appl. Environ.
Microbiol. 57: 1227-1234, 1991). N&iden substraattien hydro-
lyysi positiivisilla klooneilla tuotti fluoresoivaa tuotetta
(umbelliferoni), joka voitiin helposti havaita 340 nm:n ultra-

violettivalossa.

Geneettiset menetelmdt ja yhdistelmdtekniikat: Plasmidien val-
mistaminen, hajotus restriktioentsyymeilld, ligaatio, transfor-
mointi ja geelielektroforeesi suoritettiin standardimenetelmin.
E. coli -kantaa DH5a kdytettiin is&nté@néd kaikissa plasmidira-
kenteissa. Polymeraasiketjureaktioissa védlineind olivat Temp-
Ccycler Model 50 (Coy Laboratory Product. Inc., Ann Arbor, MI1)
ja GeneAmp -pakkaus (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT), joka
sisdlsi Tag-polymeraasia. Monistusreaktioissa kdytettiin 2 mM
jokaista ANTP:t&, 100 pmol jokaista aluketta, 20 ng templaattia
ja 2,5 U Tag-polymeraasia 100 ul:n kokonaistilavuudessa. Tuot-
teet eristettiin 30 monistussyklin jdlkeen (1 minuutti 94°C:
ssa, 2 minuuttia 47°C:ssa ja 1 minuutti 72°C:ssa, lopuksi viela

3 minuuttia 72°C:ssa).

Entsymaattisten aktiviteettien maadrittaminen: Ksylanaasi-,
ksylanopyranosidaasi- ja arabinofuranosidaasiaktiviteetit mi-
tattiin rekombinanteista, joita oli kasvatettu yli y&n
30°C:ssa. Solut harvestoitiin sentrifugoimalla (7000 x g, 10
minuuttia) ja pestiin kahdesti fosfositraattipuskurilla (50 mM
kaliumfosfaattia ja 12,5 mM sitruunahappoa, pH 6,3) ksy-
lanaasiaktiviteetin madrittédmiseksi tai fosfaattipuskurilla
(5mM natriumfosfaattipuskuria, joka sisdlt&a 10 mM 2-merkap-
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toetanolia, pH 6,8) ksylosidaasi- Ja arabinosidaasiaktiviteet-

tien mdidrittimiseksi.

Solut hajotettiin saattamalla ne kahdesti lépi painepuristimen
(French pressure cell), 20 000 psi. Saatua lysaattia sentrifu-
goitiin (13 000 x g 30 minuutin ajan, 4°C) solujédtteiden pois-

tamiseksi.

Ksylosidaasi- Jja arabinofuranosidaasiaktiviteetteja tutkittiin
aiemmin kuvattuun tapaan (Utt, supra). Ksylanaasi mitattiin
samalla menetelmdlls, mutta kayttém&lld substraattina p-nitro-
B-D-sellobiosidia. Ksylanaasiaktiviteetti arvicitiin my®s mit-
taamalla pelkistédvien sokereden vapautumista (Bergmeyer (ed),
Methods of enzymatic analysis, Vol. II, 3rd edition, p. 151-2,
Verlag Chemie, Weinheim. Germany, 1983) koivuksylaanista hydro-
lysoimalla (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Kaikki
aktiviteetit on ilmoitettu millimikromooleina vapautunutta tuo-
tetta per minuutti. Proteiinipitoisuus maaritettiin Bradfordin
menetelmdlld (Bradford, Anal. Biochem. 72:248-254, 1976).

Ksylo-oligosakkaridien erottaminen ohutkerroskromatografian
avulla: Valmistettiin ksylo-oligosakkaridien seos 0,5 % koi-
vuksylaanin osittaisella hydrolysoimisella trifluorietikkaha-
polla (Domer, Meth. Enzymol. 160:176-180, 1988). Liuos véke-
véitiin 10-kertaiseksi tyhji®éssd huoneen l&mmoéssd 1 plitran
niaytteet vertailukohteena. Ksylo-oligosakkaridit erotettiin
huoneen lamméssd yhtend kehityksend aktivoimattomilla Whatmanin
silikageeli 150 A -alustoilla (Whatman Inc., clifton, New Jer-
sey) liuottimena asetonia, etyyliasetaattia ja etikkahappoa
(2:1:1). Kuivattamisen Jjalkeen oligosakkarit visualisoitiin
naftyylietyleenidiamiinireagenssilla tavalla, jota on kuvannut
Bounias (Bounias, Anal. Biochem. 106:291-295, 1980).

Fermentointikokeet: Fermentointi-inokulaatit valmistettiin juu-
ri eristetyistd pesdkkeistd yli ydn kasvatuksella ravistelemat-

tomissa pulloissa (30°C). Fermentaatteja inokuloitiin 1&hté6-
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OD:n 550 nm:ssa ollessa joko 0,1 tai 0,3, Jja inkuboitiin
30°C:ssa sekoitetuissa pH-staateissa (350 ml tyodskentelytila-
vuus, pH 6,0). (Beall et al, Biotechnol. Bioengin. 38:296-303,
1991, Ohta et al, Appl. Environ. Microbiol. 57:893-900, 1991,
ja Ohta et al, Appl. Environ. Microbiol. 57:2810-2815, 1991.)
Kloramfenikoli tai kloramfenikoli ja ampisilliin lis&ttiin fer-

mentointiliemiin.

Ksylaani fermentoitiin kaksivaiheisella menetelmdlld, jossa
ksylaani hajotettiin korkeassa lampotilassa ja fermentoitiin
sitten 30°C:ssa. Ksylaanihajotuksessasolut 350 ml:n fermentaa-
teista harvestoitiin sentrifugoimalla (7000 x g, 10 minuuttia)
48 tunnin jédlkeen, uudelleensuspensointi vastaavaan tilavuuteen
tuoretta Luria-lientd, joka sisdlsi 4 % ksylaania (pH 6,0), ja
inkuboimalla 60°C:ssa 65 tuntia. Kun hydrolysaatit oli jd&hdy-
tetty 30°C:een ne inokuloitiin rekombinanttiorganismien kanssa

13ht6-0D:11la 0,3 550 nm:ssa.

Niytteitd otettiin eri aikoina tutkittaessa ksylo-oligosakkari-
deja (chutkerroskomatografia), solukasvua (OD 5350 nm:ssa) ja
etanolia. Etanoli mitattiin kaasunestekromatografian avulla
(Dombek et al, Appl. Environ. Microbiol. 51:197-200, 1985).

Rekombinanttiplasmidien kokoaminen ksylaanihydrolyysia varten:
Substituoimattoman ksylaanin hydrolyysiin tarvitaan v&hint&&n
kahta aktiviteettia, endolyyttistd ksylanaasia ja ksylosidaa-
sia. Koottiin kolme plasmidia ksylaanifermentointia varten,
xynZ-geeni (ksylanaasi) termofiilisestd Clostridium thermocel-
lumista (Grepinet et al, J. Bacteriol. 170:4582-4588, 1988), ja
xylB-geeni (ksylosidaasi ja arabinosidaasi) Butyrivibrio fib-
risolvensista (Utt, supra) ekspressoituna erikseen ja yhdessa

operonina (kuviot 7A, 7Bja 7C).

Kuviot 7A, 7B ja 7C kuvaavat kuinka kootaan rekombinanttiplas-
midit, jotka sisdltdvdt xynZ:n ja xylB:n. Koodausalueet on
rajattu. C. thermocellum ja B. fibrisolvens DNA:t on esitetty
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ohuin viivoin. Paksu viiva tarkocittaa vektori-DNA:ta. Tasa-
pddligaatiokohdat on merkitty "x":1148. "F" tarkoittaa koo-

dausaluetta kehyksen sisdisessd lacZ::xynZ-fuusiossa.

XylB-geeni subkloonattiin polylinkKkeriin pUCl18:aan XbaIl:n ja
PstI:n vdliselle alueelle insertoimalla kaksi fragmenttia
pLOI1001:std, 0,3 kb-parin (kbp) XbaI-PstI-fragmentti, joka
sisdlsi ribosomaalisen sitoutumiskohdan sis&ltdvdn aminoter-
minaalin, Jja 2,4 kbp:n PstI-fragmentti, joka sisdlsi loput koo-
dausalueesta Jja translaatioterminaattorin. Saatu plasmidi,

pLOI2000 ekspressoi xylB-geenid lac-promoottorista.

Aikaisemmissa kokeissa (Grepinet et al, supra), on osoitettu,
ettd Kksylanaasiekspressio oli kohonnut lacZ-fuusioissa, joissa
oli deletoitu suuri segmentti, joka koodaa prosessoidun ksy-
lanaasin signaanisekvenssieritystd ja aminoterminaalia. Hyvin
samantapainen lacZ::xynZ-fuusio koottiin tasapéddligatoimalla
Klenow-kdsiteltyd pCT1202:n 2,4 kbp:n StyI-fragmentista, joka
sisédlsi aminokatkaistun xynZ-geenin, Klenow-kédsiteltyyn PstI-
kohtaan pUCl8:aan. Molemmat lukukehykset reunustettiin saadul-
la plasmidilla pLOI2001.

Oli tarpeen poistaa otaksuttu transkriptionaaliterminaattori 30
emdsparia alavirtaan lacZ::xynZ:n koodausalueelta ja lis&dta
uusi SstI-kohta fuusiogeenin 3/-pddhdn ennen kuin koottiin
plasmidi, josta sek&d ksylanaasia ettd ksylosidaasia koodavat
geenit ekspressoituivat. Modifioinneissa kdytettiin polyme-
raasiketjureaktiota (PCR). Plasmidia pLOI2001 kdytettiin temp-
laattina 5’-GAATTCGACGTCGGTAC-3’ alukkeena 5’-padlle ja 57—
GGGAGCTCCGGCATCATTATCTG-3’ alukkeena 3-pddlle (sisdltdd uuden
SstI-kohdan). SstI-hajotuksen jdlkeen t&mid fragmentti inser-
toitiin SstI-polylinkkerikohtiin pUCl8:ssa ja pOLI2000:ssa ja
saatiin kootuksi pL0I2001 ja pLOI2003.

Ksylaanihajotukseen osallistuvien entsyymien ekspressio: Ksy-
lanaasi-, ksylosidaasi- ja arabinosidaasiaktiviteetit tutkit-
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tiin alun perin kokoamiseen kdytettdvdn iséntdorganismin sta-
tionaarifaasisoluissa, kanta DH5a (taulukko 13). Ksylanaasi-
aktiviteetti (xynZ) vaheni 60 % klooneissa, jotka sisdlsivat
xylB:n alavirtaan sisédltédvén pLOI2003:n verrattuna pLOI2001:
een, joka sisdlsi pelkdn xynZ:n. Ksylosidaasi- ja arabinosi-
daasiaktiviteetit (xylB) olivat kuitenkin samanlaiset klooneis-
sa, jotka sisdlsivdt joko xylB:n yksin sisdltévan pLOI2000:n

tal xynZ-geenin ylavirtaan sisdltdvédn pLOI2003:n.

Taulukko 13
Rekombinanttientsyymien spesifiset aktiviteetit ksylaanihajo-

tuksessa
Spesifinen aktiviteetti (nU/ng)

Kanta ja plasmidi ksylosidaasi  arabinosidaasi ksylanaasi? ksylanaasib

E. coli DH5x 0 0 0 0
pLOI2000 1,2 2,2 0 0
pLOI2001 0 0 1,4 124
pLOI2003 1,5 2,5 0,5 48

E. coli Koll 0 0 0 0
pLOI2001 0 0 0,4 38
pLOI2003 1,3 2,4 0,3 25
pLO12003° 1,1 1,9 0,3 47
pL012003¢ ¢ nd nd 0,8 93

K. oxytoca M5A1{pLOI555) 53 0 0 0
& pLOI2001 49 0 0,4 39
pLOI2003 56 2,6 0,2 24
pL012001° 30 0 0,7 0
pLo120015/4 nd nd 1,8 144
pL012003° 38 2,9 0,4 58
pLO12003% nd nd 0,8 144
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Ellei muuta mainita: solut kasvatettiin ravistuspulloissa, jotka sisdlsivat Luria-lihalientd, jossa oli 5
% ksyloosia, ja harvestoitiin 20 tunnin kuluttua (stationaarifaasi); ksylosidaasi- ja arabinosidaasiakti-

viteetit nddritettiin 30°C:ssa; ksylanaasiaktiviteetit mitattiin 45°C:ssa.

% ksylanaasiaktiviteetit mitattiin p-nitrofenyyli-B-D-sellobiosidi substraattina.

b ksylanaasiaktiviteetit mitattiin 0,5-prosenttinen koivuksylaani substraattina.

®Solut harvestoitiin pH-staateista (8% ksyloosia Luria-lihaliemessd, pH 6,0) fenrentoinnin lopuksi

d ksylanaasiaktiviteetit mitattiin 60°C:ssa.

Plasmidit pLOI2001 ja pLOI2003 transformoitiin etanologeeniseen
E. coli K011l -kantaan, jossa etanolituottogeenit on insertoitu
kromosomiin. Ekspressiota verrattiin stationaarifaasin solui-
hin ravistuspulloista ja soluista pH-staatissa fermentoinnin
lopuksi (taulukko 13). Ksylosidaasi-, arabinosidaasi- ja ksy~
lanaasiaktiviteetiti olivat samanlaiset kuin havaittiin DHS5a:
lla. Taaskin ksylanaasiaktiviteetti vdheni pLOI2003:ssa, jossa

xXylB oli 1&snd alavirtaan.

Ekspressiota tutkittiin mydés K. oxytoca kannalla M5A1, jossa
oli geenejd Z. mobilis —-etanolireaktioreitistd sisdltava
pLOI555. Vaikka pLOI555:ssd ldsnd oleva replikonityyppi on
tuntematon se ndyttdad melko stabiililta kun ldsnd on toinen
pUCl18:sta koottu plasmidi. Arabinosidaasi- ja ksylosidaasiak-
tiviteettien ekspressio oli karkeasti ottaen samanlainen kuin
E. colissa havaittu. M5Al:ssd havaittiin runsaasti natiivia
ksylosidaasia. Ksylosidaasiaktiviteetit olivat jonkin verran
suuremmat ravistuspullosoluissa verrattuina pH-staattien solui-
hin ksylanaasiaktiviteettien seuraillessa vastakkaista suun-

tausta.

Kiytetyissd koeolosuhteissa arabinosidaasiaktiviteetti oli

1,5 - 1,7 kertaa suurempi kuin aiemmin raportoitu ksylosi-
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daasiaktiviteetti (Utt et al, supra). 47 C:ssa mitattu ksy-
lanaasiaktiviteetti oli noin puolet 60°C:ssa mitatusta (natii-
vin entsyymin optimilsmpétila) (Grepinet et al, supra). Esi-
tettyjen tietojen perusteella ksylanaasifuusion pelkistyvén
sokerin kokeista lasketut spesifiset aktiviteetit olivat noin
100 kertaa suuremmat kuin estimaatit, jotka perustuivat p-nit-
rofenyyli-B-D-sellobiosidihydrolyysiin, Jjoka indikoi suurta

natiivin substraatin preferenssié.

Rekombinanttikloonien ksylaanihydrolyysi korkeissa lampotilois-—
sa: Kantaa KO11l(pLOI2003) kasvatettiin pH-staatissa, joka si-
silsi 8 % ksyloosia, ja testattiin entsyymildhteend ksylaani-
hydrolyysille. Solut uudellensuspensoitiin vastaavaan mddraan
tuoretta Luria-lientd, joka sisdlsi 4 % ksylaania, Jja inkuboi-
tiin 45°C.ssa, maksimilampétilassa, jossa B. fibrisolvens -ksy-
losidaasi on stabiilia, ja 60°C:ssa, C. thermocellum -ksylanaa-
sin optimilampétilassa. Vaikka ksylanaasia ja ksylosidaasia
muodostui intrasellulaarisina tuotteina, alustavat kokeet viit-
tasivat siihen, ettd nditd entsyymejd vapautui helposti véliai-
neeseen inukuboinnissa 45°C:ssa ja 60°C:ssa. Naytteet otetttin
eri aikoina, ja hajoamistuotteita analysoitiin ohutkerroskroma-

tografian avulla (kuviot 8A Jja 8B).

Kuvioissa 8A ja 8B ndhdd&dn ohutkerroskromatografia-analyysi

ksylaanihydrolyysistd E. coli -kannalla KO11(pLOI2003) inkuboi-
tuna 45°C:ssa (kuvio 8A) tai 60°C:ssa (kuvio 8B) Luria-liemessa
(pH 6,0), joka sisdlsi 4 % koivuksylaania. Jokaisessa raidassa
on kdytetty 1 plitran ndytteitd. Inkubointiaika on ilmoitettu
tunteina jokaisen raidan alapuolella. Vertailukohteena ensim-

miisessd raidassa (S) on kdytetty ksylaanihappohydrolystaattia.

Ksyloosi, ksylobioosi, ksylotrioosi Jja ksylotetroosi erottuivat
selvidsti ksylobioosi pddtuotteena. Monomeerinen ksyloosi akku-
muloitui hitaasti. Kun vertaillaan hajoamismaddrda 24 ja 48

tunnin v&lillad ndhd&édn selvidsti, ettd 45°C:ssa hydrolysoitumi-
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nen oli vahdisempdd kuin 60°C:ssa huolimatta ksylosidaasin epé-

stabiiliudesta 60°C:ssa.

Vaikka ksylaanihajotus oli epédtdydellistéd vield 65 tunnin ku-
luttua 60°C:ssa ksylanaasi pysyi melko aktiivisena ja oli hel-
posti havaittavissa 4-metyyliumbelliferyyli-B-D-sellobiosidi
substraattina. Ksylosidaasi inaktivoitui nopeasti tdssé@ lampd-
tilassa. Enempdd muutoksia ksylaanihydrolysaattien ohutkerros-
profiileissa ei ollut havaittavissa sen jalkeen kun lis&ttiin
solulysaattia, joka sis&élsi molempia entsyymejd, ja inkuboita-
essa vield 24 tuntia. Ksylo-oligosakkaridituotteet nayttavat
siis olevan ldhelld Sigma-koivuksylaanin hajotusrajaa. Oksi-
daatiotuotteet tai substituutiot voivat est&déd t&man kaupallisen

valmisteen tdydellisen hajoamisen.

Ksylaanihydrolyysituotteiden kdyttdminen E. colin ja K. oxyto-
can rekombinanttikannoilla: Suoritettiin pienimuotoisia kokei-
ta arvioitaessa missd mddrin E. coli KO11(pLOI2003) ja K. oxy-
toca kanta MS5A1(pLOI555) pystyivdt metaboloimaan ksylo-oligo-
sakkarideja. N&itd kantoja inokuloitiin 1ml:ssa ksylaanihyd-
rolysaattia (60°C 65 tuntia, supernatantti solujdtteen sentri-
fugipoiston jdlkeen) ja inkuboitiin 48 tuntia 30°C:ssa sekoit-
tamatta. Otettiin ndytteet ja analysoitiin ohutkerroskromato-

grafian avulla (kuviot 9A ja 9B).

Kuvioissa 9A ja 9B nidhdddn ksylo-oligosakkaridien kayttdéa kas-
vatettaessa E. coli KOll:n (kuvio 9A) ja K. oxytoca M5Al:n (ku-
vio 9B) rekombinantteja. Ksylaania (4%) hydrolysoitiin 65 tun-
tia inkuboimalla E. coli -kantaa KO11(pLOI2003) Luria-liemessa
(pH 6,0), sentrifugoitiin ja suodatussteriloitiin. Naytteet
inokuloitiin ja inkuboitiin 30°C:ssa kasvatusta varten. Nayt-
teet otettiin 24 tunnin vidlein kuten raitojen alapuolella osoi-
tetaan ja analysoitiin ohutkerroskromatografian avulla. Ver-
tailukohteena kdytettiin ensimmiisen raidan (S) ksylo-oligosak-

karidien seosta.
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Vain ksyloosi metaboloitui rekombinantilla E. colilla, vaikka
l4snd oli aktiivista B. fibrisolvens -ksylosidaasia. Ksayloo-
si, ksylobioosi ja ksylotrioosi kuluivat kaikki tédydellisesti
etnologeenisella K. oxytocalla. N&diden tulosten perusteella K.
oxytoca valittiin parempana vaihtoehtona jatkotutkimuksiin ksy-

laanin konvertoimiseksi etanoliksi.

Ksyloosin ja ksylaanin fermentointi K. oxytoca kannan M5A1 joh-
dannaisilla: Ksylaanin fermentointi suoritettiin kaksivaihei-
sessa prosessissa, jossa aiemmista fermentaatioista harves-
toidut solut uudelleensuspensoitiin Luria-liemeen, joka sisdlsi
4 % ksylaania sakkarifikaatiota varten (60°C 65 tunnin ajan).
sakkarifioitunut ksylaani inokuloitiin ja fermentoitiin
30°C:ssa (pH 6,0). Tehtiin rinnakkaiskokeet, joissa solujate
oli sentrifugoimalla poistettu ennen inokulointia. Vertailun
vuoksi suoritettiin myés fermentoinnit kayttédmélla 4,47 % Kksy-
loosia (vastaa ksyloosin 4 % ksylaania) (kuviot 10A jalOB).
Ndiden fermentaatioiden tiedot ilmenevdt seuraavasta taulukosta

14.

Kuvioissa 10A ja 10B n&hdddn ksyloosin ja ksylaanihydrolysaatin
konvertoituminen etanoliksi rekombinantilla K. oxytoca
M5A1:114. Ksylaania hydrolysoitiin 65 tuntia 60°C:ssa kéytta-
mdllad entsyymildhteend soluja aiemmista fermentaatioista. Kuvio
10A tuo esiin solumassan kasvun ja kuvio 10B etanolituoton.
Symbolit: a : 4,47 % ksyloosin fermentointi M5A1(pL0OI555):114,
O : 4,47 % Kksyloosin fermentointi M5A1(pLOI555 ja pLOI2001):1-
14, BM: sakkarifioinnista muodostunutta solujidtettd sis&ltédvén
4 % ksylaanihydrolysaatin fermentointi M5A1(pLOI555 ja
pLOI2001):114, O : fermentointi 4 % ksylaanihydrolysaatilla kun
solujdte oli poistettu sentrifugoimalla kdyttaméalla

MS5A1 (pLOI555 ja pLOI2001):4&.
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Taulukko 14
Etanolituotto ksyloosista ja ksylaanista K. oxytoca
MS5A1 (pLOI555) :n rekombinanttikannoilla®

Substraatti ja  Emas (mM/g  Aika® Etanolisaanto Teoreettinen VP Solusaanto
toinen plasmidi sokeria)b (h) g/litra g/g saanto (%)d (g/1/0)®  (g/g
substraattia sokeria)

Ksyloosi (4,47 %)

pLOI5S5 yksin 1,2 36 22,6 0,51 99 1,29 0,07
pLOI2001:n kanssa 1,5 18 21,7 0,49 95 1,02 0,08
pLOI2003:n kanssa 1,3 36 20,6 0,47 9 0,83 0,07

Ksylaani (4,0 %)

pLOI2001:n kanssaf 0,7 24 7,7 0,19 34 0,37 0,04
pLOI2003:n kanssaf 1,3 36 7,7 0,19 34 0,31 0,04
pLOI2001:n kanssa? 1,3 60 7,8 0,20 34 0,28 nd
pLOI2003:n kamssa 1,1 60 7,9 0,20 35 0,30 nd
4 Laskelmat perustuvat lisityn substraatin kokonaismiaraan

b

Kulunut endsmadra pH:n pitamiseksi 6,0:ssa fermentoinnin aikana

Maksinaaliseen etanolipitoisuuten padsemiseen tarvittu aika

o ¢

Teoreettinen saanto painon perusteella on ksyloosilla 0,51 ja ksylaanilla 0,56

[

VP, maksimaalinen volumetrinen tuottavuus erafermentoinnin aikana
f Hydrolysaatti kun solujate sakkarifikaatiosta oli poistettu sentrifugoimalla
9 sakkarifikaatiojatetta sisaltava hydrolysaatti

Ndhdddn, ettd M5A1(pLOI555) tuotti etanolia erittdin tehokkaas-
ti. Ksyloosifermentointi oli olennaisesti tdydellistd 24 tun-
nin jdlkeen, 93 % maksimaalisesta teoreettisesta saannosta.
Sekd kasvu ettd etanolituotto ksyloosista vdhenivdt samanaikai-
sesti kun 1ldsnd oli toinen plasmidi, joko pLOI2001 tai
pLOI2003. Vaaditut fermentointiajat pLOI2001:118 lis&&ntyivat
noin 36 tuntiin, 91 % teoreettisesta saannosta. Tadma etanoli-
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tuoton vidheneminen monomeerisessa sokerissa heijastaa lisadtaak-

kaa, jonka rekombinanttientsyymit aiheuttavat.

Ksylaanihydrolyysi (60°C 65 tuntia) toteutettiin

M5A1 (pLOI555):114, joka sisdlsi joko hybridiksylanaasigeenin
(pLOI2001) tai ksylosidaasi- ja hydridiksylanaasigeenin
(pLOI2003). Ndiden hydrolysaattien ohutkerrosprofiilit naytti-
vat identtisiltd KO11(pLOI2003):n vastaavien kanssa, kuviot 9A
ja 9B. Nédiden kahden M5Al1-johdannaisen ksylaanihydrolyysissa

ei ollut havaittavissa eroja.

Kasvu ja etanclituotto mitattiin ndissa hydrolysaateissa inoku-
loinnin jdlkeen vastaavalla sakkarifioinnissa kdytetylla or-
ganismilla (kuviot 10A ja 10B). Kasvu kirkastetussa hydro-
lysaatissa oli vain puolet siitd, mité havaittiin vastaavilla
midrilla ksyloosimonomeerid. Kdyminen oli olennaisesti taydel-
1istd 24 tunnin kuluttua ja ndytti olevan hieman nopeampaa kir-
kastetuissa hydrolysaateissa. Etanolisaannot ksylaanista oli-
vat noin 1/3 maksimaalisista teoreettisista arvoista, 7,7 - 7,9

g/litra.

Kdymisliemen ksylo-oligosakkarideja tarksteltiin ohutkerros-

kromatografian avulla. Profiilit fermentoinnin lopuksi olivat
samanlaisia kuin kuviossa 9B (48 tuntia). Ksyloosi, ksylobioo-
si ja ksylotrioosi metaboloituivat téydelliseti ksylotetroosin

ja4ddessd jédljelle pitempien oligomeerien kanssa.

Pohdintaa: Tdssd on nyt tullut esiin, ettd pitkdlle kasiteltyja
K. oxytoca M5Al-kantoja voidaan kdyttda seké polymeerihydrolyy-
sin entsyymildhteensd ettd etanolituottoon ksylaanista. Natii-
vin intrasellulaarisen ksylosidaasin ldsndoloa ja kykyd kuljet-
taa ja metaboloida ksylo-oligosakkarideja ei ole tédhén asti
raportoitu t&mén organismin yhteydessa. Aiemmin on kuvattu
luonnon E. coli -isolaatteja, jotka kdyttavdt fosfotransfe-
raasisysteemid sellobioosiin ja intrasellulaariseen fosfosello-
biaasiin (Hall et al, J. Bacteriol. 169:2713-2717, 1987,



92

Kricker et al, Genetics 115:419-429. 1987). Analogiset sys-—
teemit voivat toimia K. oxytoca M5Al:ssd ksylobioosi- ja ksy-
lotriocosimetaboliassa. Kuljetussysteemien ja ksyloosimonomo-
meerien, -dimeerien ja -trimeerien metaboliaentsyymien lé&sn&dolo
K. oxytoca M5Al:ssd tarjoaa huomattavan edun E. coli -perustai-
sen tai S. cervisiae-perustaisiin systeemeihin biomassan edel-

leenkdsittelyyn etanoliprosesseissa.

Monet aiemmin yhden organismin geneettiseen ochjailuun polymee-
rihajotusta ja etanolituottoa varten liittyneet ongelmat on
saatu eliminoitua kayttdmdlla kaksivaiheista prosessia, jossa
lampdstabiileja entsyymejd tuotetaan intrasellulaarisina tuot-
teina fermentoinnin aikana. Suurina mddrind erittyvidksi tar-
koitettujen proteiinien syntetointi vaikuttaa usein epdedulli-
sesti normaaleihin soluprosesseihin. T&4md ongelma téytyisi
minimoida kdyttam&ll4 N-katkaistuja entsyymej&d, joissa eritys-
signaali on deletoitu intrasellulaarista ekspressiota varten.
Koska hydrolyysi on rajoittava tekija konvertoitumisessa suuret
hydrolyyttisten entsyymien mddrdt olisivat erittdin edullisia
heti konvertointiprosessin alussa maksimoimaan sokereiden ai-
kaista vapautumista nopeaan fermentointiin. Eritysperustaisis-
sa prosesseissa entsyymitasot ovat aluksi pienet ja akkumuloi-
tuvat sitten maksimaalisiin tasoihin fermentoinnin lopulla.
Mutta kdyttdmidlld soluja aiemmista fermentoinneista enstyymi-
ldhteend péddstddn lidhes maksimaalisiin arvoihin valittomésti.
Vaikka lampostabiilien entsyymien kdyttdé hydrolyysissad tarjoaa
1lisdd prosessietuja kontaminoitumisen minimoimiseen ja silld
voidaan padstd suurempiin hydrolyysinopeuksiin té&rkein etu on
se, kuinka yksinkertaista on intrasellulaaristen entsyymien

vapauttaminen harvestoiduista soluista.

Etanolitoleranssion usein ongelma natiiveissa organismeissa,
jotka hajottavat selluloosaa Jja ksylaania. Téllaiset organis-
mit tuottavat tavallisesti alle 20 grammaa etanolia per litra.
(Katso Taillez et al, Appl. Environ. Microbiol. 55:203-06,
1989). Vaikka suuria etanolituottomddriad ksylaanista ei t&hé&n
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asti ole saatu, M5A1(pLOI555) pystyy tuottamaan vadhint&an 48 g
etanolia/litra 100g/litra ksyloosista (noin 95 % maksimaalises-

ta teoreettisesta saannosta).

Kokonaisetanolisaanto koivuksylaanista oli pienempi kuin odo-
tettiin, ja sen uskotaan johtuvan ennen kaikkea epdtédydellises-
td ksylaanihydrolyysistd. Hajoamattomia ksylo-oligosakkarideija
jai vield 65 tunnin sakkarifikaatiojakson jdlkeen. Vaikka mei-
ddn rakenteillamme tuotetut ksylanaasitasot olivat pienemmidt
kuin optimaalisilla ksylanaasifuusiorakenteilla, Jjoista ovat
raportoineet Grepinet et al, supra, entsyymimddr& per se ei
tuntunut olevan rajoittava tekijid. Ksylaanin (40 g/litra, noin
0,3 mol anhydroksyloosia) tédytyisi hajota tédydellisesti ksylo-
biocosiekvivalenteiksi 24 tunnin hydrolyysin jédlkeen nopeudella
105 pumol/min, kokonaisaktiviteetti 648 pmol/min. Solusaannot
fermentaatiosta olivat noin 4,5 g soluproteiinia/litra ksy-
lanaasiaktiviteetilla 144 umol/min. Ksylo-oligosakkarideja jéai
kuitenkin vield 65 tunnin jdlkeenkin aktiivin ksylanaasin sit-
keydestd huolimatta. N&md ksylo-oligosakkaridimédarat pysyivéat
muuttumattomina tuoreen entsyymin lisdyksen ja ylimddrédisen 24
tunnin fermentoinnin jdlkeen. Ksylo-oligosakkaridien kompeti-
tiivinen hydrolyysi-inhibitio saattaa johtua epdtdydellisesti
hajoamisesta, ja sitd testattiin, osittain, hydrolyysillé
45°C:ssa, lampdtilassa, jossa ksylanaasi pysyi aktiivisena ku-
ten natiivit entsyymit M5Al:sséd, joka metaboloi ksyloosia, ksy-
lobiocosia ja ksylotrioosia. Nidissd olosuhteissa oligosakkari-
diprofiili oli samanlainen kuin oli havaittu fermentoinnin j&l-
keen MS5Al~kannoilla, Jjoilla oli vastaavat ksylotetroosimidarat
ja pitempid oligosakkarideja Jjdi hajottamatta (tuloksia ei esi-
tetty). N&md oligosakkaridit nayttdvdt olevan rajahajoitus-
tuotteita, vaikka hajotusta rajoittavien substituenttien luonne

jda tuntemattomaksi.

Valmistajan mukaan koivuksylaani on 99-prosenttisesti ksyloo-
sia. Haluamatta sitoutua mihink&dn erityiseen teoriaan t&mén

keksinnén tekijét arvelevat, ettd tdmd tuote saattaa sisdltaa
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hapettuneita jd&mid, jotka ovat muodostuneet varastoinnin aika-
na tai substituutioista, jotka ovat sdilyneet emdsuuton ja puh-
distamisen jdlkeenkin (Chesson et al, J. Sci. Food Agric. 34:
1330~1340, 1983).

Fermentatiivinen etanolituotto on Yhdysvalloissa noin 3,8 mil-
jardia litraa vuodessa (Lynd et al, Science 251:1318-1323).
Sellaisia mikro-organismeja kuin geneettisesti muunnellut K.
oxytoca, E. coli, S. cerevisiae tai Z. mobilis voitaisiin kiyt-
tdd tuottamaan monenlaisia entsyymejd sivutuotteina etanolin
kanssa. Minimaalisella solusaannolla 2 grammaa proteiini/lit-
raa olutta 5% soluproteiinimuutos tuottaisi v&hint&&n 3 800 000
kg entsyymejd sivutuotteena. Niiden entsyymien ei tarvitse
rajoittua substraattien depolymerointiin fermentointia varten,
vaan ne voisivat olla muita laajoille markkinoille suuntautuvia
entsyymejd, esimerkiksi pesuaineteollisuudelle, ruokateollisuu-
delle, puun sulppuamiseen ja uusien kemikaalien kehittédmiseen
uusilla biokatalysaattoriperustaisilla aloilla. Suurilla ke-
hittyvilla markkinoilla t&llaisten entsyymien arvo kohoaisi

selvidsti etanolin itsensd tdmdnhetkisid arvoja suuremmiksi.

Esimerkki 18

Etanolituotto sellobioosista, amorfisesta selluloosasta ja ki-
teisestd selluloosasta rekombinantilla Klebsiella oxytocalla,
joka sisdltdda kromosomaalisesti integroituja Z. mobilis —-geene-
ja etanolituottoa varten ja plasmideja, jotka ekspressoivat

lampdstabiileja sellulaasigeeneja Clostridium thermocellumista

Esimerkin lyhennelmid: Tdssd kokeessa etanolituoton Z. mobilis -
geenit oli integroitu Klebsielle oxytoca kannan M5A1 kromoso-
miin. Paras ndistd rakenteista, kanta P2, tuotti etanolia te-
hokkaasti sellobioosista monomeeristen sokereiden liséksi.
Tédmadn kannan sellobiocosi- ja sellotrioosikdyttd poistivat eks-
ternaalisen B-glukosidaasin tarpeen ja vdhensivdt kaupallisen
sellulaasin mddrdda, joka tarvittiin fermentoimaan SOLKA FLOC

SW40:44 (primaarisesti kiteinen selluloosa). Kun lisdttiin
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plasmideja, jotka koodaavat endoglukanaaseja Clostridium ther-
mocellumista alkoi intrasellulaarinen l&émpdstabiilien entsyymi-
en akkumuloituminen sivutuotteina etanolin kanssa fermentoinnin
aikana. Parasta ndistd, kantaa P2(pCT603T), joka sisdlsi
celD:n, kdytettiin hydrolysoimaan amorfista selluloosaa sello-
bioosiksi ja tuottamaan etanolia kaksivaiheisessa prosessissa.
Kantaa P2(pCT603T) kokeiltiin myds yhdessd kaupallisten sellu-
laasien kanssa. Kun SOLKA FLOC SW40:44 esikésiteltiin 60°C:ssa
endoglukanaasi D:114 SOLCA FLOCin fermentoimiseen tarvittava
kaupallisen sellulaasin m&d&rd vdheni jopa 80 %. Endoglukanaa-
si-D-esikédsittelyn stimuloiva vaikutus saattaa johtua amorfis-
ten alueiden hydrolyysistd, joka saa paljastumaan sienisellu-
laasien hydkkidykselle alttiita lisdalueita. Koska endoglu-
kanaasi D toimii osana kompleksia C. thermocellumissa on mah-
dollista, ettd tamad entsyymi voi kompleksoitua sienientsyymien
kanssa tai sitoa selluloosaa ja muodostaa avoimemman rakenteen

hydrolyysiin.

Esimerkki 17 osoitti edut, joita saadaan kun Clostridium ther-
mocellum -ksylanaasi akkumuloituu intrasellulaarisesti K. oxy-
toca M5Al:ssé etanolin sivutuotteena. Tédsséd esimerkissd témén
keksinndn tekijat ovat integroineet etanolituottogeenejd K.
oxytoca kantaan M5A1 ja osoittaneet, ettd saatava organismi
tehokkaasti konvertoi sellobiocosia etanoliksi. Té&md organsimi
ndyttdd kykenevidn kuljettamaan ja metaboloimaan sekd sellobioo-
sia ettd sellotrioosia, jolloin heterologista B-glukosidaasia
ei tarvita. T&hdn integroituun rakenteeseen lisdtyt plasmidit
mahdollistivat ldmpéstabiilien endoglukanaasien tuoton sivu-
tuotteena etanolin kanssa, jolloin tarve kdytt&dd kaupallisia

sellulaaseja selluloosan fermentoinnissa véheni.

Oorganismit ja kasvuolosuhteet: Taulukko 15 luettelee uudet or-
ganismit ja plasmidit, joita tdsséd kokeessa kdytettiin. Etano-
logeenisid kantoja sisdltévédt geenit pidettiin Luria-agarissa,
joka sisdlsi 2 % glukoosia (3), muut kannat pidettiin Luria-

agarissa, johon ei ollut lisdtty sokeria. Ellei muuta mainita,
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selektoinnissa kdytettiin kloramfenikolia (20 pg/ml), tetrasyk-
1iinid (6 pg/ml) ja ampisilliinia (50 wpg/ml). Tavalliseseen
tapaan E. coli -kantoja kasvatettiin 37°C:ssa ja K. oxytoca -
kantoja 30°C:ssa. %. mobiliksen etanologeenisen operonin eks-
5 pressiota seurattiin vdrimuodostuksen nopeudesta aldehydi-indi-
kaattorialustalla (Conway et al, J. Bacteriol. 169:2591-2597,
1987). Pesdkkeistd etsittiin sellulaasiaktiviteettia inkuboi-
malla 1-2 tuntia 55°C:ssa Luria-agarilla, joka sisdlsi karbok-
simetyyliselluloosaa ja vdrjddmilléd sitten Congo Red -varilld
10 (Wood et al, Meth. Enzymol. 160:59-74, 1988).
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Taulukko 15

Tdssd kokeessa kdytetyt bakteerikannat ja plasmidit

Bakteerikanta/ Ominaispiirteet Referenssilédhde

plasmidi

kannat

K. Oxytoca M5A1l

(pLOI555) Cm*, pet® Esimerkki 15
S1 Cm*, Ipet® tédmd esimerkki
S2 Cm*, Ipet® tdmd esimerkki
S3 Cnm*, Ipet® tdmd esimerkki
Pl Cm*, Ipet® tdmd esimerkki
P2 Cm*, Ipet® tdmd esimerkki
P3 Cm*, Ipet? tdmd esimerkki

plasmidit

pCOS2EMBL Tc* Poustka et al®

pLOIS10 Cm"pet” Ohta et al®

PCT105 Ap® celA’ Cornet et al®

pCT207 Ap® celB' Jeffries®

pCT301 Ap® Tc® celC’ Petre et al®

pCT603 Ap® Tc* celD' Joliff et al®

pCT105T Apr Tc™ celA’ tamd esimerkki

pCT207T Apr Tc" celB' tdmd esimerkki

pCT603T Apr Tc* celD* tamd esimerkki
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2 Ipet tarkoittaa Z. mobilis pdc- Jja adhB-geenien integrointia
kromosomiin

* pet tarkoittaa Z. mobilis pdc- ja adhB-geenien ldsndoloa plas-
midissa pLOI555

¢ poustka et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:4129-4133, 1984

¢ ohta et al, Appl. Environ. Microbiol. 57:2810-2815, 1991

¢ Cornet et al, Bio/Technology 1:589-594

f Jeffries: J. F. Kennedy et al, (ed), Wood and Cellulosics:
Industrial utilization, biotechnology, structure and proper-
ties. John Wiley & Sons, New York, 1988

9 Petre et al, Biochimie 68:687-695, 1986

* Joliff et al, Bio/Technology 4:896-900, 1983

Geneettiset menetelmdt ja plasmidin kokoaminen:

Kidytettiin standardinomaisia geneettisid menetelmid. Pet-gee-
nien integrointi kantaan M5A1 tehtiin transformoimalla soluja
rengasmaiseksi tehdylld DNA:1la (jossa ei ollut lainkaan repli-
kaatiofunktioita), joka sis&dlsi kolme pddelementtia: 1) E. coli
pfl -geeni tai M5A1-DNA, 2) Z. mobilis -pet-geenit, 3) cat-gee-
nin selektiota varten. Rekombinantit valittiin alunperin kayt-
t&dmdlld 20 ug kloramfenikolia/ml ja ne ekspressoivat pieniéd
madrid Z. mobilis -entsyymejd. Kuten E. colilla (Ohta et al,
Appl. Environ. Microbiol. 57:893-900, 1991) ekspressoitumista
kiihdytettiin selektoimalla suoraan mutantteja, joiden resis-
tenssi oli 600 ug kloramfenikolia/ml. Jokaista erillistd in-
tegrointitapahtumaa varten sdilytettiin yksi suurta resistens-

sitasoa ilment&avid klooni.

Lisdttiin tetrasykliiniresistenssi plasmideille, jotka sisélsi-
vdt celA:n (pCT105), celB:n (pCT207) ja celD:n (pCT603). Plas-
midit pCT105 ja pCT207 hajotettiin BamHI:1lla ja kdsiteltiin
sitten E. colin DNA-polymeraasin Klenowin fragmentilla tasais-

ten pdiden aikaan saamiseksi. Plasmidi pBR322 hajotettiin Eco-~-
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RI:1lla Jja kdsiteltiin samaan tapaan tasaisten padiden aikaan
saamiseksi. Sitten kaikki kolme plasmidia hajotettiin SalI:-
114. Saatu pieni fragmentti pBR322:sta, joka sisdlsi tet:n 5'/-
pddn ligatoitiin suurempiin fragmentteihin pCT105:stéd ja
pCT207:std funktionaalisen tet-geenin reformoimiseksi (aiemmin
inaktivoitu insertoimalla C. thermocellum -DNA), nimitykset
pCT105T ja pCT207T. Taydellisen geenin sisdltédva 2,5 kbp:n
EcoRI-fragmentti pCOS2EMBL:std (Poustka et al, supra) insertoi-
tiin uniikkiin EcoRI:iin pCT603:ssa ja saatiin pCT603T.
pCT301:td ei jouduttu modifioimaan, koska tdmd plasmidi sisé&lsi
funktionaaliset tet-geenin celC:n lisdksi. Kaikki sellulaasin
sisdltdvat plasmidit transformoitiin rekombinanttiin K. oxyto-

caan tetrasykliiniresistenssid selektoiden.

Sellulaasiaktiviteetti: Endoglukanaasiaktiviteetti médritettiin
soluista plus liemenstéd sekd liemestd yksin 60 °C:ssa p-nitro-
fenyyli-B-D-sellobiosidi substraattina (Petre et al, supra).
Arvioitiin myds endoglukanaasi D —aktiviteetti amorfisesta sel-
luloosasta vapautuvina pelkistyvind sokereina. Amorfinen sel-
luloosa (happoturvonnut Jja emdsturvonnut) valmistettiin SOLKA
FPLOC SW40:std kuten aiemmin on kuvannut Avicel (Wood, Meth.
Enzymol. 160:19-25, 1988). Pelkistyneet sokerit mitattiin Nel-
son-Somogyi -menetelmdlld (Bergmeyer et al, pp. 151-152, Berg-
meyer H.U. (ed), Methods of enzymatic analysis, vol. II, 3rd
edition, Verlag Chemie, Weinheim, Germany, 1983). Amorfisen
selluloosan lahtépitoisuudet arvioitiin kokonaishiilihydraatti-
na fenolirikkihappomenetelmdlld (Wood, Meth. Enzymol. 160:87-
116, 1988).

Endoglukanaasiaktiviteetteja verrattiin mydés etanologeenisten
cel*~rekombinanttien kesken panemalla 18 mm X 150 mm viljely-
koeputkiin, jotka sisdlsivédt noin 15 ml Luria-lientd vahvistet-
tuna 10 % matalaviskoottista karboksimetyyliselluloosaa (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Mo.) 2 ml stationaarifaasiviljel-
md&d. Kun oli inkuboitu 48 tuntia 55 °C:ssa nesteytymistid ar-

vioitiin inversiolla.
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Selluloosaha’jotustuotteita analysoitiin ohutkerroskromatografi-
an avulla aiemmin Ksylosidien ja ksylaanin hajotuksen yhteydes-
s kuvattuun tapaan (Domer et al, Meth. Enzymol. 160:355-362,

1988). Glukoosi, sellobioosi ja sellotrioosi erotettiin oligo-

meereistd. Sellobicosi ja glukoosi toimivat vertailukohteina.

Fermentointikokeet: Fermentoinnit toteutettiin 500 ml:n Flea-
ker-astioissa, jotka toimivat pH-staatteina (350 ml tydskente-
lytilavuus), olennaisesti tavalla, Jjota on aiemmin kuvattu
(Beall et al, supra). Luria-lientd, Jjoka sisdlsi 10 % glukoo-
sia tai 10 % sellobioosia testattiin 30 °C:ssa, pH 6,0, 100
rpm. Fermentoini-inokulaatteja kasvatettiin 30°C:ssa raviste-
lemattomissa 250 ml:n pulloissa, jotka sisdlsivdt 50 ml Luria-
lientd (4 % glukoosia). Sekoittamisen jadlkeen solutiheydet
mitattiin 550 nm:ssa ja kdytettiin laskettaessa tilavuus, joka
tarvittiin ldhtétiheyteen 0,32 mg solukuivapaino/ml (OD 550
nm:ssa 1,0). Solut harvestoitiin tédstd tilavuudesta sentrifu-
goimalla ja uudelleensuspensoitiin osaan lientd jokaisesta pH-

staatista fermentoinnin aloittamiseksi.

2 Selluloosafermentoinnit sisdlsivédt 50 g/litra SOLKA FLOC
SW40:44 (James River Corporation, Saddle Brook, NJ) ja ne suo-
ritettiin 35°C:ssa. Selluloosa steriloitiin autoklavoimalla
kuivana jauheena. Tutkittaessa selluloosafermentointia kaupal-
lisilla entsyymeilld inokulointiaikaan lis&dttiin SYTOLASEa tai
MULTIFECTia.

Ndytteet otettiin solumassan (OD 550 nm) Jja etanolin (kaasunes-
tekromatografia, Beall et al, supra) mdaritté&miseksi. Etanoli-
pitoisuudet on ilmoitettu g/litra. Etanolisaannot korjattiin
fermentoinnin aikana lisdtyn emdksen laimennoksella ja lasket-
tiin alunperin l4snd olleen sokerin tai selluloosan kokonais-
médrén perusteella. J&&mdhiilihydraattien vuoksi ei korjauksia
tehty. Maksimaaliset teoreettiset saannot glykolyysistd ja
fermentoinnista ovat 0,51 g etanolia/g glukoosia, 0,536 g eta-

nolia/g sellobioosia ja 0,56 g etanolia/ g selluloosaa. Ellei
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muuta mainita, tulokset on ilmoitettu keskimddrdnd 2 tai useam-

masta fermentoinnista.

Kaupalliset sellulaasit:

Tutkittiin kahta kaupallista sellulaasia, CYTOPLASE M104 ja
MULTIFECT CL (Genecor International, Rolling Meadows, IL).
Molemmat toimitetaan nesteind, oletettavasti ominaisuuksiltaan
parannetun Trichoderma longibranchiatum -mutantin lihaliemisté&.
Molemmat kuvataan seokseksi, joka sisdltdd pektinaaseja, sellu-
laaseja ja hemisellulaaseja. N&itd entsyymivalmisteita opti-

moidaan yleisesti ruoan prosessointiin.

%. mobiliksen pet—geenien kromosomaalinen integrointi M5Al:een:
Pet~geenien kromosomaalisessa integroinnissa M5Al:een kédytet-
tiin kolmea ldhestymistapaa (Orsov, p. 461-465 teoksessa N.R.
Kreig and J.G. Holt (ed.), Bergey’s manual of systematic bacte-
riology, vol 1, 1984) Koska K. oxytoca ja E. coli ovat l&hei-
sesti sukua toisilleen E. colin pfl-geenid k&dytettiin potenti-
aalisena homologisen DNA:n lihteend edistadmdédn rekombinaatiota,
joka suoritettiin samaan tapaan kuin E. colilla (Ohta et al,
Appl. Environ. Microbiol. 57:893-900). Puhdistettiin 8,6 kbp:n
Sall-fragmentit pLOI510:std, joka sisdlsi pet-geenit ja cat:n
E. colin pfl-geenissd. Tamd fragmentti (jossa ei ollut repli-
kointiin osallistuvia geenejd) muovattiin renkaaksi ligatoimal-
la ja transformoitiin M5Al:een suoran integrointiselektion mah-
dollistamiseksi. Lyhyempdd 5 kbp:n PstI-fragmenttia, Jjoka si-
sdlsi vain pienen médrdn sivuavaa E. coli pfl:&d4 kaytettiin
samaan tapaan. Kolmannessa ldhestymistavassa homologinen K.
oxytoca M5A1 DNA (2 kbp:n satunnais-Sau3a-fragmentit) ligatoi-
tiin 4,6 kbp:n BamHI-fragmenttiin, joka sisdlsi vain pet-geenit
cat:ssa (ei E. coli -DNA:ta) ja kaytettiin transformointiin.
Integroituja kantoja otettiin kaikista kolmesta ldhestymista-
vasta selektoimalla Luria-liemialustoille, Jjotka sisdlsivat 2 %
glukoosia ja 20 ug Cm/ml. Kolme integroitua kloonia otettiin
talteen Sall-fragmentilla, kaksi PStI-fragmentilla ja yksi Bam-
HI-fragmentilla.
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Y1li yén jatkuneen kasvatuksen Jjdlkeen nestevijelyssa lisattiin
0,1 ml stationaarifaasisoluja alustoille, jotka sis&lsivat 600
ug Cm/ml ja 2 % glukoosia selektoimaan korkean tason ekspres-—
soitumista. S&dilytettiin yksittdisid suuria pesédkkeitd jokai-
sesta itsendisestd integraatiotapahtumasta ja nimitettiin koko-
amiseen kdytetyn restriktiokohdan mukaisesti: S1, S2, S3, P1,
P2, P3. Nidistd pesdkkeistd tutkittiin plasmidien l&snédoloa
miniseulonta-DNA-transformaatiolla ja pet—geenien ekspressiota
aldehydi-indikaattorialustoilla (taulukko 16). Otaksutut in-
tegroidut kannat, joiden havaittiin sis&ltévén plasmidisyntyi-
sii cat-geeneja heitettiin pois miniseulonta-DNA-hajotuksen
jélkeen, jolla vahvistettiin pLOI510:n l&sndolo (oletettavasti
geelipuhdistettujen fragmenttien matalan tason kontaminantti)
Emo-organismi ja M5A1(pLOI555), erinomainen etanolituottaja,
lisdttiin negatiivisina ja positiivisina verrokkeina. Kaksi
klooneista ekspressoi etanoligeeneji tasolla, joka oli ldhes

sama kuin MSA1l(pLOI555):114, kannat Bl Jja P2.
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Taulukko 16
Fermentointi 10 % glukoosilla (48 tuntia) M5Al-kannoilla, jotka

sisdlsivdt integroitulja pet-geeneji

Kanta?® Emds Solumassa® Etanoli Aldehydi- Plasmidi¢
(mM/1) (g/1) (g/1) alustat®
MSAlL 108 3,2 15 - -
M5A1 (pLOI555) 91 5,1 45 ++++ +
s1 120 2,9 37 + -
S2 171 3,2 44 ++ -
S3 97 2,4 37 ++ -
P1 120 2,0 38 ++ -
P2 91 3,7 44 +++ -
Bl 63 4,0 47 ++++ -

aI1moitetut arvot ovat yhdestid kokeesta, vaikka monet suoritet-
tiin uudestaan ja arvioitiin keskimddrin myShemmissd tutkimuk-
sissa

vsolumassa laskettiin maksimaalisesta OD:sta 550 nm:ssa (noin
0,32 g kuivapaino/litraa per OD-yksikkd)

“Pet-operonin ekspression suhteellisena mittana kaytettiin kom-
paratiivista véarikehitystéa aldehydi-indikaattorialustoilla
30°C:ssa

spjenimuotisia DNA-preparaatteja tutkittiin agaroosiuppogeeleil-
14 ja testattiin niiden kykyd siirtéa antibioottiresetenssid E.
coli DHa:aan transformoinnin aikana
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Glukoosifermentoinnin vertailu M5A1(pLOI555):een integroiduilla
kannoilla: 48 tunnin kuluttua suuria md&dri& etanoliekvivalent-
tia M5A1(pLOI555):1le tuotettiin 4 kannalla, joissa oli pet-
integroinnit (taulukko 16). Ne kaksi, jotka tuottivat pienim-
midt mddridt happamia sivutuotteita kasvoivat myds suurimpaan ti-
heyteen. N&md kannat, P2 ja Bl, valittiin edelleen tutkitta-

viksi.

Glukoosi- ja sellobiocosifermentointi kannoilla P2 ja Bl:
Kannoista P2 ja Bl tutkittiin niiden kykya fermentoida 10 %
glukoosia ja 10 % sellobioosia (taulukko 17). Glukoosifermen-
toinnin aikana (kuvio 11A) molemmat integroidut kannat tuotti-
vat 3 kertaa enemmdn etanolia kuin emo-organismi, M5A1, mutta
saanto ja volumetrinen tuottavuus olivat hieman pienemmdt kuin
M5A1(pLOI555):11d4 (plasmidisyntyiset pet-geenit). Odottamatto-
masti integrointia ja korkean tason pet-geeniekspressiota kan-
nassa Bl seurasi sellobioosifermentointikyvyn menetys. Kanta
P2 kasvoi kuitenkin hyvin ja tuotti etnolia sellobioosista (ku-
vio 11B) 96 % maksimaalisesta teoreettisesta saannosta. Kanta

P2 talletettiin 11.3.1992 numerolla ATCC 55307.

Kuviot 11A ja 11B kuvaavat siis etanolituottoa K. oxytoca

MS5Al1l -rekombinanttikannoilla. Kuvio 11A kuvaa tuottoa glukoo-
sista (100 g/1). Symbolit: ® kanta M5A1(pLOI555), a integroi-
tuja pet-geenejid sisdltdvd kanta P2, B integroituja pet-geeneja
sisdltdvd kanta B1l, © M5Al-verrokki. Kuvio 11B kuvaa tuottoa
sellobioosista (100 g/l1) fermentaatiosta kannalla P2. Symbo-
lit: a etanoli, A solumassa.



105

Taulukko 17
Etanolituotto K. oxytoca M5A1- ja E. coli KOll- rekombinantti-

10

kannoilla.
Orqanismia Substraatti Lisaaineetb Volumetrinen | Maks EtOH | Saanto % teoreett,
tuotto (g/litra) | (g/q S) saannosta
(g/litra/h)

M5A1 10% qlukoosia | ei lainkaan 0,72 16,2 0,17 33

M5A1(pLOISSS) | " " 2,1 13,0 0,50 99

P2 " 1,6 46,4 0,46 90

Bl " " 1,5 47,6 0,49 96

P2 10% sellobi- " 1,5 15,2 0,49 96
oosia

Bl " " 0,1 1,2 0,01 2

P2{pCT1057) 10% qlukoosia " 0,13 16,0 0,17 3

P2(pCT301) " " 0,58 19,4 0,20 40

P2(pCT603T) " " 0,83 30,0 0,32 62

P2 ei lainkaan " 0,04 1,0 - -

P2 ei lainkaan 10% CYTOLASE 0,12 4,7 - -

P2 ei lainkaan 10% MULTIFECT 0,06 5,2 - -

P2 5% SOLKA FLOC | ei entsyymid 0,05 2,0 0,04 8
SW40

P2(pct6031)! " 1,0% CYTOLASE [ 0,09 17,4 0,36 65

p2(peT6031)E “ 1,0% MULTIF. 0,16 17,4 0,36 65

P2 5% SOLKA FLOC | 0,1% CYTOLASE | 0,08 2,3 0,07 12
SW40

P2 " 0,5% CYTOLASE | 0,13 7,0 0,14 26
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P2 v 1,0% CYTOLASE | 0,18 8,7 0,18 32
P2 " 5,05 CYTOLASE | 0,52 16,9 0,36 64
2 " 10% CYTOLASE 0,50 16,3 0,35 62
P2 5% SOLKA FLOC | 0,1% MULTIF. 0,08 3,3 0,07 12
SH40
17 " 0,5% MULTIF. 0,18 5,9 0,13 23
P2 " 1,0% MULTIE. 0,36 10,4 0,23 11
P2 " 5,0 MULTIF. 0,76 23,8 0,51 92
P2 " 10% MULTIFECT | 0,86 32,5 0,69 123
Kol 5% SOLKA FLOC | 0,1% CYTOLASE | 0,05 1,8 0,04 7
SW40
Ko11 " 0,5% CYTOLASE | 0,08 5,1 0,11 19
K011 " 1,05 CYTOLASE | 0,13 6,2 0,13 23
Ko11 " 5,05 CYTOLASE | 0,51 14,7 0,31 56
K11 " 10% CYTOLASE 0,32 8,0 0,17 30
K11 5% SOLKA FLOC | 0,1% MULTIE. 0,06 2,2 0,05 8
SW40
Ko11 " 0,5% MULTIE. 0,08 2,7 0,06 10
KO11 " 1,03 MULTIF. 0,18 5,6 0,12 21
K011 " 5,0% MULTIE. 0,43 20,6 0,43 76
K011 " 10% MULTIF. 0,84 30,7 0,63 112

%)ukoosi- ja sellobioosifermentointi suoritettiin 30°C:ssa, muut fermentoinnit 35°C:ssa.

bEntsyymit lisattiin inokuloinnin aikaan.

CLaskettu aikavalille 6-24 tuntia.
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dKorjattu laimennusta varten emdslisiyksella fermentoimnin aikama. S (substraatti) tarkoittaa glukoosia,
seloobioosia tai SOLKA FLOC SWi0:aa.

eperustuu maksimaaliseen teoreettiseen saantoon 51 ¢ etanolia/100 g glukoosia, 53,5 ¢ etanolia/100 g sel-
lobioosia ja 28 g etanolia/50 g selluloosaa. Arvoja ei korjattu jadmasubstraatin suhteen.

£ sorka FLoc Swao hajotettiin etukiteen 60°C:ssa 12 h soluilla, jotka oli harvestoitu aiemmista fermen-
toinneista 1ihteend C. thermocellum celD. Kun liemi oli jadhdytetty 35°C:een se inokuloitiin ja fermen-

toinnin aloittamiseksi lisittiin 1 ml kaupallista sellulaasia/100 ml fermentaatiotilavuus.

Kiteisen selluloosan fermentoinnin (SOLKA FLOC SW40) rekom-
binantilla K. oxytoca M5Al1:11a vertaaminen E. coliin kun l&sna
on erilaisia pitoisuuksia kaupallisia sellulaaseja:

Toisin kuin etanologeeninen E. coli, joka kdyttdd vain glukoo-
sia, rekombinantti K. oxytoca P2 pystyy fermentoimaan sellobi-
oosia, eikd se tarvitse eksogeenistd B-glukosidaasia sellu-
loosafermentoinnin aikana. Tutkittaessa missd mddrin sellobi-
oosin kdytté parantaa etanolituotta selluloosasta kaupallisten
entsyymien avulla fermentoinnit suoritettiin kayttam&lld 50 g
SOLKA FLOC SW40:43 substraattina kun l&dsnd oli joko CYTOLASEa
tai MULTIFECTia pitoisuuksilla 0-10 % (kuvio 12, taulukko 17).
N&mi valmisteet sisdltdviat seoksen sienientsyymejé, endoglu-

kanaaseja, eksoglukanaaseja ja B-glukosidaaseja.

Kuvio 12 kuvaa siis kaupallisten sellulaasien lisédyksen vaiku-
tusta etanolisaantoon kdytettdessd 50 g SOLKA FLOC SW40:4&4, 120
tunnin kuluttua. Katkoviiva osoittaa maksimimidrdd etanolia,
joka voidaan saada vain lisdtystd selluloosasta. Suuremmat
etanolimddrdt johtuvat ldhinnd lisdsubstraatista, jota lisét-
tiin MULTIFECT CIL -preparaatin ominaisuuksia parantamaan. Sym-
polit: a fermentoitu K. oxytoca P2:1la ja MULTIFECTilla, B fer-
mentoitu kannalla E. coli K011l ja MULTIFECTilla, a fermentoitu
K. oxytoca P2:1la ja CYTOLASElla, O fermentoitu E. coli
KO11:114 ja CYTOLASElla.

Pienilld pitoisuuksilla CYTOLASE naytti tehokkaammalta, vaikka

tamién entsyymivalmisteen suurempiin pitoisuuksiin liittyikin
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jonkin verran toksisuutta. Kaikissa tapauksissa oli inter-
goidun K. oxytoca -kannan suoritus parempi kuin E. coli
KO11:114 huolimatta B-glukosidaasin ldsndolosta kaupallisissa
sellullaasivalmismisteissa. Yhdessd ndmd tulokset viittaavat
siihen, ettd 225-glukosidaasiaktiviteetti kaupallisissa sellu-
laasivalmisteissa ei ehkd ole tyydyttdvd suhteessa muihin sel-

lulaasiaktiviteetteihin.

Suurimmilla MULTIFECT-pitoisuuksissa oli havaittavissa teo-
reettista maksimiarvoa 50 g selluloosaa/l suurempia saantoija.
Tdmd lisdetanolin lidhde tutkittiin suorittamalla fermentointeija
Luria-lihaliemessé ilman lisdttyd hiilihydraattia tai entsyy-
mejd sekd Luria-lihaliemessd, joka sisdlsi 10 % CYTOLASEa tai
10 % MULTIFECTia, mutta ei lisdttyd hiilihydraattia. Noin 1 g
etanolia/litra muodostui pelkdstd Luria-liemestd ja 5 g etano-
lia/litra Luria-liemestd, joka sisdlsi 10 % lisattyéd sellulaa-
sia. Nidin ollen 10 % MULTIFECTia sisdltdvistd fermentaatioista
noin 4 g etanolia/litra voidaan katsoa Jjohtuvan kaupallisten
lisdaineiden tali entsyymid stabiloivien aineiden fermentaa-
tiosta. On todenndkdistd, ettd suhteellisia etanolimddrid muo-
dostui myds pienemmistd sellulaasipitoisuuksista. Kun on tehty
korjaukset etanolista, joka saattaa olla syntynyt Luria-liemen
aineosista ja 10 % MULTIFECTista etanolisaannot selluloosasta

ovat noin 94 % teoreettisesta maksimista.

C. thermocellum -sellulaasien ekspressio kannassa P2: Sellobi-
oosia voidaan fermentoida kannalla P2 ja se on dominoiva tuote
selluloosahajotuksesta endoglukanaaseilla ja eksoglukanaaseil-
la. Vaikka kumpaakaan entsyymid ei muodostu meid&n organismis-
samme pet-geenien integraatio kromosomiin edesauttaa heterolo-
gisia geenejd koodaavien plasmidien integrointia n&diden entsyy-
mien tuottamiseksi sivutuotteina fermentoinnin aikana. Neljén
endoglukanaasin ekspressiota termofiilisessa Clostridium ther-
mocelumissa tutkittiin kun oli lisdtty tetrasykliiniresistenssi
selektiota varten (taulukko 18). CelD-geeni oli ekpressoitunut

erittdin korkealla tasolla E. colissa ja korkealla tasolla kan-
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nassa P2. Suurin osa ndissd geeneissd tuotetuista
endoglukanaasiaktiviteeteista pysyivat ndissd soluissa, vaikka
Klebsiella-kannoissa tiedetddn olevan proteiinierityssysteeme]ja

ja mahdollisuus osittaiseen erittymiseen ei ollut eliminoitu.

Kvalitatiivinen tehokkuusvertailu CMC-nesteytyksessd suoritet-
tiin viljelykoeputkissa 48 tunnin inkuboinnilla 55°C:ssa. Sa-
moin kuin aktiviteettimittauksissa tehokkaimpia olivat rekom-
binantit solut, joissa oli celD (pCT603T), sitten sellaiset,
joissa oli celC (pCT301). Kanta P2, jossa oli celB (pCT207T),
kasvoi erittdin huonosti eikd sitd testattu enempdd. CelA
(pCT105T) -rekombinantit saivat vahan nesteyttidmistd aikaan.

Tutkittiin myds heterologisten geenituotteiden tuottamisen vai-
kutusta fermentointikykyyn. Kun lisédttiin plasmideja, jotka
ekspressoivat mitd tahansa cel-geenid védhensivat lopullinen so-
lutiheys l1l0-prosenttiseissa gluykoosifermentoinneissa véheni
10-30 % ja etanolisaato pieneni (taulukko 18). CelD-geenin
ekspressio oli vdhiten vahingollinen kun etanolisaanto oli 0,32
g etanolia per g glukoosia, 62 % teoreettisesta maksimista.
Koeet suoritettiin 60°C:ssa p-nitrofenyyli-B-D-sellobiosidi
substraattina. Yksikét ovat hydrolysoituneita pmooleja per min
per ml fermentointilientd, joka sisdlt&a soluja tai lientd,

josta solut on poistettu sentrifugoimalla.
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Taulukko 18
C. thermocellum -endoglukanaasigeenien ekspressio kannassa P2

Geeni Plasmidi aktiviteetti (U/ml)

solut+liemi liemi % soluliitt.
verrokki ei 0,2 - -
celA pCT105T 2,3 0,4 83
celB pCT207T 17 0,8 95
celC pCT301 41 6,2 85
celD pPCT603T 49 13 73

Amorfisen selluloosan hydrolyysi ja fermentointi celD:ta eks-
pressoivalla kannalla P2: Vaikka celD-geenituote el hydro-
lysoidu kiteisessd selluloosassa, témdn entsyymin on aiemmin
osoitettu hydrolysoivan amorfista selluloosaa (Béguin et, Jo-
1iff et al, supra). T&td geenid ekspressoivasta kannasta

P2 (pCT603T) tutkittiin kuinka se konvertoi amorfista sellu-
loosaa etanoliksi. Fosforihappo- ja emdsturvonnutta (natrium-
hydroksidi) SOLKA FLOC SW42:484 testattiin kaksivaiheisella eréa-
prosesilla kdyttdmdlld P2(pCT603T)-soluja aiemmista fermentoin-
neista endoglukanaasi D -l&hteend ja samaa organimsia etanoli-

tuottoon.

Ensimmidisessd vaiheessa inkuboitiin 3 ml Luria-lientd, joka si-
sdlsi 76 mg/ml happoturvonnutta selluloosaa tai 32 mg/ml emds-
turvonnutta sellulcosaa 60°C:ssa (pH 6,0) 72 tuntia soluija,
jotka oli harvestoitu ekvivalentista tilavuudesta aiemmasta
glukoosifermentoinnista. Kuumennus 60°C:een inaktivoi solut
vapauttamaan endoglukanaasia D ja saa aikaan léhes optimaalisen
lampétilan aktiviteettia ajatellen. Pelkistyvien sokereiden
vapautumista mitattiin hydrolyysin aikana. Vaikka substraat-
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tipitoisuudet olivat erilaiset happoturvonnut selluloosaa hyd-
rolysoitui kaksinkertaisella nopeudella emdsturvonneeseen sel-
luloosaan verrattuna, 240 umolaarista ja 60 umolaarista sello-
bioosiekvivalenttia 24 tunnin kuluttua. Happoturvonnut sellu-
loosa tuli melko viskoottiseksi, mikd vaikeutti ndytteiden ot-
toa. 72 tunnin kuluttua l&dsnd oli 110 umolaarista sellobioosi-
ekvivalenttia emdsturvonneen selluloosan hajotukseksessa. Nama
saannot kertovat ldhes tdydellisestd hydrolyysistd sekd happo-

ettd emidsturvonneessa sellluloosassa.

Kuvioissa 13A, B ja C verrataan ohutkerroskromatografia-ana-
lyysien tuloksia selluloosahydrolyysistd ja fermentaatiosta
P2(pCT603T):114. Testattiin happoturvonnutta selluloosaa
(13A), emdsturvonnutta selluloosaa (kuvio 13B) Jja kiteistd sel-
luloosaa (kuvio 13C ; SOLKA FLOC SW40). Sellobioosia ja glu-
koosia kdytettiin vertailukohteena kromatogrammien vydhykkeilla
1. Kuvioissa 13A ja B vyShykkeet 2-6 edustavat ndytteitd,
jotka on otettu eri aikoina amorfisen selluloosan hydrolyysin
aikana (0, 6, 12, 24, 48 ja 72 tuntia). Vydhyke 7 on vydhyk-
keessd 6 analysoitu liemi 24 tunnin fermentoinnin jélkeen

30°C:ssa kannalla P2(pCT603T).

Kuviossa 13C on ohutkerroskromatografia-analyysi kiteisen sel-
luloosan (SOLKA FLOC SW40) fermentoinnista 1 % MULTIFECTin ja
C. thermocellum celD:td ekspressoivan P2(pCT603T):n kanssa.
vydhykkeiden koostumukset ovat: 2, SOLKA FLOC -suspensio juuri
ennen hajottamista, 3, liemi 24 tuntia hajotuksen jélkeen
60°C:ssa endoglukanaasi D:11&, johon oli lisdtty P2(pCT603T)
aiemmasta fermentoinnista, 4, vydhykkeen 3 liemi 24 tunnin fer-
mentoinnin jélkeen 35°C:ssa P2(pCT603T):114, 5, vield 24 tunnin
fermentoinnin jédlkeen P2(pCT603T):11& 35°C:ssa (kokonaisfermen-
tointi 48 tuntia).

Vyohykkeet 2-6 kuvioissa 13A ja 13B kertovat selluloosahajo-
tustuotteista eri aikoina happoturvonneesta Jja emdsturvonneesta

selluloosasta. Sellobioosi on pddtuote molemmissa, glukoosi-
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mdsrd oli pieni. Happoturvoneen selluloosan hajotuksissa oli
1isnd myds pienid mddrisd sellotrioosia. Kun oli suoritettu
jaahdytys 35°C:een liemid inokuloitiin 50 plitralla P2-
(pCT603T):td ja annettiin fermentoitua sekoittamatta ja ilman
pH-sddtelyd 24 tuntia. T&mén jakson aikana glukoosi, sellobi-
oosi ja sellotrioosi poistuivat tédydellisesti (kuvio 13A & B,
vydhyke 7) tuoton ollessa noin 5 g etanolia/litra. Emdsturvo-
neesta selluloosasta saatiin 0,16 g etanolia/g selluloosaa.
Vaikka pH:n aleneminen todenndkoisesti rajoitti etanolituotto-
midrdsd tamd etanolisaanto on 27 % teoreettisesta maksimista.

Kaupallisen sellulaasin osittainen korvaaminen endogeenisella
C. thermocellum -endoglukanaasin tuottamisella: Vaikka P2-
(pCT603T) ei tarvitse eksternaalisesti lisdttyd B-glukosidaasia
ja se pystyy saamaan aikaan endoglukanaasi D:td, joka hydro-
lysoi amorfista selluloosaa, kiteisen selluloosan hydrolysoin-
tiin tarvitaan lisdaktiviteetteja. T&mén kannan kykyd ositain
korvata kaupallisen sellulaasin tarvetta kokeiltiin kaksivai-
heisella fermentointiprosessilla. Aiemmista glukoosifermen-
toinneista harvestoituja soluja uudelleensuspensoitiin ekviva-
lenttiin tilavuuteen Luria-lientd, joka sisdlsi 50 g SOLKA FLOC
SW40/1itra ja inkuboitiin 60°C:ssa 24 tuntia. Xun oli suori-
tettu jdidhdytys 35°C:een fermentaatiot inokuloitiin samalla or-
ganismilla 1-prosenttisen kaupallisen sellulaasin kanssa. Sa-
manlaisia tuloksia saatiin sekd CYTOLASElla ettd MULTIFECTil-
14, 17,4 g etanolia/litra, 65 % maksimaalisesta teoreettisesta

saannosta (taulukko 17).

Kuten kuvio 14 kuvaa CYTOLASEn kohdalla esikdsittely celD-gee-
nituotteella paransi huomattavasti etanolituottoa kdytettdessa
l1-prosenttista sellulaasia etanolisaannon ollessa vastaava Kkuin
5-prosenttisella CYTOLASElla. Kuviossa 14 selluloosa (50 g
SOLKA FLOC SW40/litra) sakkarifioitui epatédydellisesti CYTOLA-
SElla ja endoglukaanasilla D ja fermentoituna kannoilla P2 ja
P2(pCT603T). Symbolit: a 5 ml CYTOLASEa lisétty per 100 ml
lientd inokuloinnin ja P2-fermentoinnin aikana, 0 1 ml CYTO-
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LASEa lisdtty per 100 ml lientd inokuloinnin ja P2-fermentoin-
nin aikana, ¢ 0,1 ml CYTOLASEa lisdtty per 100 ml lientd ino-
kuloinnin ja P2-fermentoinnin aikana, B SOLKA FLOC esihajotettu
60°C:ssa 12 tuntia aiemmasta fermentoinnista saadut P2-
(pCT603T)-solut C. thermocellum -endoglukanaasi D -ldhteend ja
fermentoitu. Kun liemi oli jd&hdytetty 35°C:een se inoku-
loitiin ja fermentcinnin aloittamiseksi lis&dttiin 1 ml kaupal-
lista sellulaasia/100 ml fermentaatiolientd ja P2(pCT603T):ta.

Kuviossa 13 ndhdddn ohutkerroskromatografiandytteet eri vai-
heissa rinnakkaisesta kaksivaiheisesta fermentoinnista MULTI-
FECTilld. Taaskin glukoosi, sellobiocosi ja sellotrioosi meta-
boloituivat tdydellisesti. N&in sakkarifikaatioon tarvittavan
kaupallisen sellulaasin mddrad vdheni 80 % kun oli suoritettu
esikdsittely rekombinantilla endoglukanaasi D:114, joka oli
muodostunut sivutuctteena etanolin kanssa aiemmassa fermen-

toinnissa.

Pohdintaa: On tunnettua, ettd sellobioosin hydrolyysi monomee-
riseksi sokeriksi R-glukosidaasilla usein rajoittaa sellu-
loosahajotusta sieniliemilld. B-glukosidaasin aktiviteetti on
tavallisesti mddr&dltd4n vahdisintd ja vadhiten stabiilia tehok-
kaaseen selluloosahydrolyysiin tarvittavista entsyymeista.
Sellobioosin akkumuloituminen sellulaasivaikutuksen tuotteena
toimii Kompetitiivisena mydhemmdn depolymeroinnin inhibiitto-
rina (Eriksson et al, Microbial and enzymatic degradation of
wood and wood components, Springer-Verlag, New York, 1990,
Jeffries, supra). K. oxytoca P2 on ensimmdinen organismi,
jonka on raportoitu nopeasti ja tehokkaasti konvertoivan sel-
lobioosia suuriksi etanolimddriksi.

Tdmd organismi ndyttdd kykenevdn aktiivisesti kuljettamaan sel-
lobiocosia ja sellotrioosia, minimoimaan sellobioosiakkumuloi-
tumisen ja poistamaan tarpeen kdyttdd eksternaalisia entsyymeijéa
mydhemmédssd depolymeroinnissa. Vaikka sellobioosin kuljetus-
systeemejd K. oxytocassa ei ole tutkittu (Al, J. Biotechnol.
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12:79-86, 1989) sille léheistd sukua oleva E. coli sisdltéasa
geenejid, jotka koodaavat fosfotransferaasikomponentteja ja fos-
foglukosidaaseja sellobioosimetaboliaa varten, jotka ovat tun-
temattomia useimmissa laboratoriokannoissa, mutta toimivat
luonnossa (Hall et al, J. Bacteriol. 169:2713-2717, Kricker et
al, Genetics 115:419-429, 1987). On todenndkdistd, ettd sa-

mantapaiset geenit toimivat K. oxytocassa (Al, supra).

Pet—-geenien integrointi etanolituottoa varten kromosomiin
edisti plasmidisyntyisten rekombinanttien proteiinien tuottoa
etanolin sivutuotteena. Vaikka C. thermocellumin sellulaasi-
geenejd kdytettiin esimerkkind, on mahdollista valmistaa muita
arvokkaampiakin rekombinanttituotteita kuten lipaaseja, pro-
teinaaseja, glykohydrolaaseja, eldinhormoneija ja biol&&ke-
tuotteita. C. thermocellum -sellulaasien tuottamiseen sivu-
tuotteena Kannalla P2 liittyi odottamatonta fermentointitehok-
kuuden vdhenemistd. Tamdn vdhentyneen tehokkuuden syy on tun-
tematon, vaikka t&mdn keksinndn tekijat ovat tehneet samanta-
paisia huomioita etanologeenisesta E. colista, joka sisdltéaa
Thermoanaerobium brockiin pullulanaasigeenin, sekd moniplasmi-
disista C. thermocellum -ksylanaasigeenid ekspressoivista
etanologeenisista K. oxytocan rakenteista.

Edelld esiin tuotu esimerkki K. oxytocasta on siis perusta en-
tistd paremmalle menetelmidlle konvertoida selluloosaa etanolik-
si. On tunnettua, ettd sellobioosi ja sellotricosi ovat endo-
glukanaasin ja ekscglukanaasin inhibiittoreita, ja ettd B-glu-
kosidaasi vastaa ndiden oligomeerien konvertoimisesta glukoosi-
monomeereiksi. Etanologeeniset rekombinantit kuten kanta P2
eivdt kuitenkaan vaadi sokerien depolymerointia metaboliaa var-
ten, jolloin tarvetta B-glukosidaasille ei ole ja sellulaasien
lopputuoteinhibitic sellobioosilla ja sellotrioosilla véhenee.
Vield erds etu on potentiaalisten kontaminanttien vdheneminen,
s$illd harvemmat organismit pystyvédt metaboloimaan sellobioosia
tai sellotrioosia verrattuna monomeerisiin glukooseihin. Ver-

tailukohteena E. coli KO11l, jolla ei ole sellobioosikéyttdd K.
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oxytoca P2:n sellobiocosin kuljetus ja metabolointi védhensi kau-

pallisten entsyymien tarvetta selluloosafermentoinnin aikana.

Kaupallisten sellulaasien tarve vdheni vield kédytettédessd 1li-
sdendoglukanaaseja, joita muodostuu sivutuotteena fermentoinnin
aikana. T&ssd suhteessa lampdstabiilit entsyymit nayttévat
erityisen kayttdkelpoisilta, silld ne voidaan helposti harves-
toida soluista fermentoinnin jidlkeen ja vapauttaa aktiivisessa
muodossa yksinkertaisesti nostamalla lampdtila sellaiseen as-
temddrdan, jossa ne toimivat parhaiten. SOLKA FLOC SW40:n esi-
kdsittely endoglukanaasi D:114 aiemmasta fermentoinnista va-
hensi erittdin huomattavasti Genecor-sellulaasien tehokkuutta.
Koska endoglukanaasi D on aktiivinen vain selluloosan amorfi-
silla alueilla (Béguin et al, supra) témdn esikédsittelyn edul-
linen vaikutus saattaa johtua siitd, ettd muodostuu uusia hydk-
kdyskohteita kaupallisille sellulaaseille. C. thermocellumissa
endoglukanaasi D on osa sellulaasikompleksia (Béguin et al,
supra). On mahdollista, ettd t&dm&n entsyymi kompleksoituu myos
sienientsyymien kanssa tai sitoo selluloosaa ja edesauttaa sel-

luloosarakenteen avautumista hydrolyysisséa.

Paras rakenne selluloosan fermentoinnissa etanoliksi,
p2(pCT603T), ei ole yhtd tehokas kuin natiivi C. thermocellum
(Tailliez et al, Appl. Environ. Microbiol. 55:203-211, 1989).
Toisin kuin C. thermocellumilla K. oxytoca p2(pCT603T):1la ei
ole tdydellistd sellulaasisysteemid. Kuitenkin yhdess&d l-pro-
senttisen kaupallisen CYTOLASEn tai MULTIFECTin kanssa p2-
(pCT603T) antoi paremmat saannot ja lopulliset etanolipitoi-
suudet 35°C:ssa kuin etanolitolerantit C. thermocellum -mutan-
tit 65°C:ssa. Geneettiset parantelut tai prosessien parannuk-
set saattavat olla toivottuija.

Esimerkki 19
Etanolin tuottaminen tédrkkelyksestd rekombinantilla Escherichia

colilla, joka sisaltaa kromosomaalisesti integroituja Z. mobi-



116

lis -geeneja etanolituottoa varten ja lédmpostabiileja geeneja

ekspressoivia plasmideja sakkarfifikaatiota varten

Esimerkin tiivistelmd: On kehitetty E. colin etanologeenisié
kantoja, jotka pystyvidt ekspressoimaan ladmpdstabiileja entsyy-
mejd tdrkkelyksen sakkarifioimiseksi intrasellulaarisina tuot-
teina. N&md entsyymit voidaan harvestoida soluista fermen-
toinnin lopuksi ja vapauttaa kuumentamalla lé&mpdtilaan, Jjossa
ne osoittavat maksimaalista aktiviteettia (60-70°C). T&dllaisia
organismeja voitaisiin kdyttdd tuottamaan entsyymejd hiivape-
rustaisiin fermentoiteihin samalla kun saadaan tuotettua pienié&

middrid etanolia sivutuotteena.

Tdssd esimerkissd kdytetddn hyvdksi proteiinierityssysteemin
puuttumista E. colissa kehitett&dessd etanologeenisia kantoja,
jotka ekspressoivat geeneji, Jjotka koodaavat lampdstabiilia a-
amylaasia ja pullulanaasia intrasellulaarisina tuotteina. Lé&m-
postabiilit entsyymit harvestoidaan soluista fermentoinnin lo-
puksi ja ne vapautetaan tdrkkelyksen sakkarifiointiin yksin-
kertaisesti kuumennuksella ldmpodtilaan, jossa ndiden entsyymien

aktiviteetti on 1ldhinnd optimaalinen.

Organismit ja kasvuolosuhteet: Kaikki etanolifermentoinnit
suoritettiin Luria-lihaliemessd, johon oli lisdtty hiilihyd-
raatteja, E. coli -kannalla KOl11 (Ohta et al, 1991). Plasmidit
lisdttiin t&hdn kantaan esiin tuodulla tavalla.

Plasmidirakenteet: Koottiin kaksi plasmidia, pL0I140 ja pLOI141
(kuviot 15A ja B), jotka sisdlsivdt a—-amylaasigeenin Bacillus
stearothermophiluksesta (Mielenz et al, US-patentti 4493893,
1985) ja pullulanaasigeenin Thermoanaerobium brockiista (Cole-
man et al, US-patentti 4612287, 1986, Coleman et al, J. Bacte-
riol. 169:4302-4307, 1987) standardimenetelmin. Insertoitiin
5,4 Kiloemdsparin HindIII-fragmentti amylaasigeenin sis&dlté-
vdstd pWL625Amy:std (ATCC 31791) (Coleman et al, supra, 1986)
insertoitiin pCPC902:n HindIII-kohtaan osittaisen hajottamisen
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jdlkeen. Vertailtaessa rakenteita Luria-agarilla, joka sisélsi
tdrkkelystd ja pullulaanipunaista voitiin huomata, ettd vain
yhteen kohtaan tehty insertio sai aikaan molempien geenien
korkean tason ekspressoitumisen pysymisen, pLOI568. pLOI568:~
aan lisdttiin tetrasykliinigeenin sisdltévd 2,5 kbp:n ECORI-
fragmentti pCOS2EMBL:std (Poustka et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:4129-4133, 1984) kun oli suoritettu osittainen hajotus
EcoRI:1la pLOI140:n ja pLOIl14l:n luomiseksi. Lopulliset plas-
midit sisdlsivat pBR322-replikonin ja olivat melko stabiileja
kannassa KOl11l, ne sdilyivdt 96 % soluista 48 sukupolvea ilman

antibioottiselekticta.
Kuviossa 15A ja 15B on seuraavia lyhenteita:

amy: Bacillus stearothermophiluksen a-amylaasia koodaava geeni
pul: Thermoanaerobium brockiin pullulanaasia koodaava geeni
tet: tetrasykliiniresistenssigeeni

amp: ampisilliiniresistenssigeeni

ori: colEl-replikoni.

Fermentointi ja analyysit: Fermentoinnit tehtiin 500 ml:n Flea-
kers—astioissa, jotka toimivat pH-staatteina (350 ml:n tydsken-
telytilavuus) olennaisesti jo aiemmin kuvatulla tavalla (Beall
et al, supra). Fermentoinneissa kaytettiin Luria-lientd, Jjoka
sisdlsi 10 % glukoosia, 5 % glukoosia, 10 % maltoosia, 5 %
maltoosia tai 4,5 ¢ tédrkkelysta (30°C, pH 6,0, 100 rpm). Fer-
mentaatit inokuloitiin 1&htésolutiheydelld 0,03 mg kuivapai-
no/ml. Sokerit steriloitiin erikseen suodattamalla. Tarkke-

lystéd ei steriloitu.

Solumassa mitattiin optisessa tiheydessd 550 nm (noin 0,32 so-
lukuivapainoa/litra OD-arvossa 1). Sakkarifiointikokonaisak-
tiviteetti mitattiin 60°C:ssa pelkistyniden sokereiden vapau-
tumisena (Bergmeyer et al, supra). Etanoli mdaritettiin kaa-
sunestekromatografian avulla (Dombek et al, supra). Etanoli-
pitoisuudet on ilmoitettu g/litra. Etanolisaannot korjattiin
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emdslisdyslaimennosta ajatellen fermentointien aikana ja las-
kettiin kokonaissokerina tai -tdrkkelyksend tekeméttd korjausta
kdyttamattémistd hiilihydraateista. Maksimaaliset teoreettiset
saannot fermentaatiosta ovat noin 0,51 g etanolia/g glukoosia,
0,53 g etanolia/g maltoosia ja 0,56 g etanolia/g tédrkkelysta.
Tulokset perustuvat keskiarvoon 2 tai useammasta fermentaa-

tiosta.

Tarkkelysfermentointi: Tdrkkelysfermentointia varten harvestoi-
tiin KO11(Ploil40)- ja KO11l(pLOIl41l)-solut aiemmasta 10 % glu-
koosifermentoinnista 72 tunnin kuluttua ja varastoitiin j&d&dy-
tettyind. Solut uudelleensuspensoitiin 25 ml:aan Luria-lientd,
jonka pH oli s&&ddetty 6,0:aan. Tiarkkelys (15,75 g) suspensoi-
tiin 325 ml:aan Luria-lientd, jonka pH oli sdadetty 6,0:aan.
Puolet solususpensiosta lis&ttiin tdrkkelyssuspensioon, inku-
boitiin kiehuvassa vesikylvyssi samalla sekoittaen kunnes saa-
vutettiin 70°C ja pidettiin 70°C:ssa 5 minuuttia. T&md seos
jaidhdytettiin 60°C.een. Jdljelle ja&vat solut lisattiin ja
inkubointia jatkettiin 24 tuntia 60°C:ssa. Kuumuus inaktivoi
rekombinantin E. colin Jja vapautti l&mpdstabiilit entsyymit
tarkkelyshydrolyysid varten. Sakkarifioitu tdrkkelys jdahdy-
tettiin 30°C:een ja sdddettiin 350 ml:n tilavuuteen steriililla
tislatulla vedelld.

Inokulaattia kasvatettiin yli yén 5-prosenttisessa glukoosissa,
harvestoitiin sentrifugoimalla ja kdytettiin aloittamaan fer-
mentointi (0,03 g solukuivapaino eldvid soluja/litra). Otet-
tiin naytteet etanolimddritystd ja ohutkerroskromatografia-ana-

lyysid varten.

Glukoosi, maltoosi, maltotriocosi ja maltotetroosi erotettiin
kdyttdmdlld aktivoimatonta Whatman silikageelid 150 A -alus-
toilla (Whatman Inc. Clifton, New Jersey). Otettiin 1 ul:n
naytteet, jotka sisdlsisvdt 5-50 pg sakkaridia ja erotettiin
huoneen lammdéssd yksinkertaisella kehitykselld asetonissa,

etyyliasetaatissa ja etikkahapossa (2:1:1), Jjohon oli lisétty
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2 % vettd juuri ennen kdyttdd. Kuivatut alustat vérjattiin ta-
valla, jota on kuvannut Bounias, Anal. Biochem. 106:291-295,
1980. Tarkkelys Jja sokerit saatiin Sigma Chemical Company -yh-
tisltd, St. Louis MO.

Glukoosin ja maltoosin fermentointi E. colin -rekombinantti-
kannoilla: Tutkittiin glukoosin ja maltoosin fermentointia
KO11:114. Tulokset on koottu graafisesti kuvioihin 16A ja B,
jotka kuvaavat etanolituottoa ja solumassaa. Kuvioissa kayte-
tyt symbolit ovat: ® kanta KO11l + 10 % glukoosia, A Kkanta
KO11(pLOI140) + 10 % glukoosia, [0 kanta KO11l(pLOI1l41l) + 10
glukoosia, © kanta KO11l + 5 % maltoosia (tulokset 5 % ja 10 %

o

maltoosia olivat identtiset).

Vaikka E. colin maltoosinkdyttdéd on tutkittu aerobisissa vil-
jelmissd paljonkin kasvu ja etanolituotto maltoosista olivat
paljon hitaammat kuin glukoosilla, ne saavuttivat vain 25 %
maksimaalisesta teoreettisesta saannosta (53,5 g etanolia/lit-
ra) 10 % maltoosilla ja 50 % maksimaalisesta teoreettisesta
saannosta (26,8 g etanolia/litra) 5 % maltoosilla. Koska sa-
mankaltaisia tuloksia oli havaittavissa molemmilla maltoosipi-
toisuuksilla on epédtodennikdistd, ettd hitaampi kasvu ja fer-
mentoituminen johtuisivat suoraan maltoositoksisuudesta. Hi-
taampi maltoosifermentaatio glukoosiin verrattuna saattaa joh-
tua muista rajoituksista kuten sakkridikuljetuksesta, glukoosi-
koosifosforylaatiosta jne.

Kuten kuvioista 16A ja B n&dhddin a-amylaasia ja pullulanaasia
koodaavien plasmidien pLOI140 ja pLOIl4l lisd&minen E. coli
kantaan K011l vdhensi kasvunopeutta ja etanolintuottonopeutta
glukoosista. Lopulliset solusaannot ja etanclisaannot 72 tun-
nin kuluttua vdhenivdt noin 1/3.

Entsyymien ekspressio sakkarifikaatiota varten: KO11l(pLOI140):n
ja KO11(pL0OIl41l):n tuottamat kokonaissakkarifikaatioaktivitee-
tit mitattiin fermentoinnin lopuksi (72 tuntia) pelkistyvien
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sokereiden vapautumisena perunatdrkkelyssuspensio Luria-liemes-
sd (pH 6,0) substraattina (70°C). Samanlaista aktiviteettia
oli havaittavissa molemmilla kannoilla, 30 umoolia pelkistévaa
sokeria/ml viljelmd per minuutti. Y1i 90 % t&std aktivitee-
tista oli intrasellulaarista, mutta vapautui helposti kuumen-

nuksella 70°C:een.

Tarkkelysfermentointi: KO11(pLOI140) ja KO11(pLOIl4l) testat-
tiin kaksivaiheisella prosessilla, jossa entsyymit sakkarifi-
ointia ja etanolituottoa varten olivat yhdessd ainoassa or-

oe

ganismissa. Solut harvestoitiin aiemmasta fermentaatiosta 10
glukoosia, uudelleensuspensoitiin ja kédytettiin entsyymilédh-
teend hydrolyysille vastaavassa madrdssd kylmdd 4,5 3 térkke-
lyssuspensiota (Luria-liemi, pH 6,0). Puolet harvestoiduista
soluista lisattiin ja seos kuumennettiin nopeasti 70°C:een ve-
sihauteessa noin 5 minuutiksi. T&mi seos muutettiin 60°C:een
ja loput solut lisattiin edist&misn hydrolyysid. Testattiin
maissi-, peruna-, riisi- ja vehnétdrkkelystd ja kaikki kayt-
tdytyivdat samalla tavalla. Tédrkkelyssupensio pysyi neste-
mdisend koko kuumennuksen ja hydrolyysin ajan toisin kuin té&rk-
kelysgeenis sisdltédméttémit KOll-verrokit, jotka muuttuivat

tdysin kiinteiksi 3 minuutin kuumennuksen jdlkeen.

Kun oli inkuboitu 24 h 60 °C:ssa hydrolysoidun tédrkkelyksen si-
sdltdvd Luria-liemi jddhdytettiin 30°C:een ja inokuloitiin
fermentoinnin aloittamiseksi (pH 6,0, 100 rpm, siirroste 0,03 g
solukuivapaino/litra) tavalla, jota on aiemmin kuvattu (Beall
et al, supra, 1991). Etanolia muodostui yhtd nopeasti kaikista
tiarkkelystyypeistd, 0,26 - 0,28 g etanolia/litra ensimmdisten
24 tunnin aikana. Lopulliset saannot olivat 0,35 - 0,37 g eta-
nolia/grammaa tdrkkelystd verrattuna teoreettiseen maksimiin
0,56 g etanolia/g tdrkkelystd. Tulokset tédrkkelysfermentoin-

nista on koottu kuvioon 17.

Koska tiedot sekd KO11(pLOI140):std ja KO11l(pLOIl4l):std olivat
samanlaiset vain tiedot KO11(pLOIl41l):std on ndytetty kuviossa
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17. Kuviossa 17 kdytetyt symbolit ovat: a maissitdrkkelys (S-
4126), 00 perunatdrkkelys (S-2004), © riisitérkkelys (5-7260),
A vehnatarkkelys (S-5127), B maissitérkkelys + 2 mM CaCl,, @

K011l + 5% glukoosia verrokkina.

Ndytteet otettiin t&mdn tarkkelykselld suoritetun kaksivaihei-
sen prosessin eri aikoina ja analysoitiin ohutkerroskromato-
grafian avulla (kuvio 18). 24 tunnin kuluttua glukoosi, mal-
toosi, maltotrioosi, maltotetroosi ja pidemmdt oligosakkaridit
erottuvat selvinad hydrolyysituotteina. Glukoosia, maltoosia ja
maltotrioosia kdytettiin KO11(pLOI141):114 fermentointiin (72

tuntia).

Kuviossa 18 ndhdadn tulokset maissitédrkkelysfermentaation

ohutkerroskromatografia-analyysistd. Vertailukohteina kaytet-
tiin maltoosia ja glukoosia. Glukoosi - maltotetroosi on mer-
kitty G1 - G4. Vydhykkeet ovat: 1, glukoosi ja maltoosi ver-
rokkeina, 2, liemi 24 sakkarifioinnin 7j&lkeen 60°C:ssa, 3, vyd-

hykkeen 2 liemi 72 tunnin fermentoinnin jdlkeen.

T4rkkelystd hajottavat entsyymit stabiloidaan usein kalsiumio-
nien lisndololla. Fermentointikokeissa, joissa kaytettiin
maissitdrkkelystd Luria-liemessd, joka sisdlsi 2 mM kalsium-
kloridia, pddstiin hieman nopeampaan fermentaatioon ja suurem-
paan saantoon, 0,29 g etanolia/litra per tunti ja 0,40 eta-
nolia/g térkkelystd. Verrattuna perinteisiin tdrkkelysfermen-
tointeihin hiivoilla ja entsyymeilld E. coli -rekombinantti oli
hitaampi ja tuotti pienemm&n etanolipitoisuuden. Kokonaiseta-
nolisaanto tdrkkelyksestd tdlld Kaksivaiheisella prosessilla
yhdelld ainoalla organismilla oli 85 % siitd, mihin pddstéan
nyt kdytdssid olevilla Kaupallisilla menetelmilld, joissa kédy-
tetddn hiivoja ja lisdentsyymejd (noin 0,47 g etanolia/g tark-
kelystd).
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Paatelmdt: Edelleen kehittelyn ollessa ehkd tarpeen téméd esi-
merkki osoittaa kuitenkin, ettd etanologeenisia fermentointeja
rekombinantilla E. colilla on mahdollista kéyttdd osana ent-
syymejd, jotka tarvitaan tdrkkelyksen sakkarifiointiin. Ent-
syymien tuottaminen olisi melko yksinkertaista, koska ilmas-
tusta ei tarvita. Lémpdstabiilit bakteerientsyymit toimivat
optimaalisesti samalla pH:lla (noin 6,0) kuin E. coli -perus-
tainen fermentointi. N&illd organismeilla jaddmdtdrkkelystad va-
hidarvoisista materiaaleista kuten maissinkuorista voitaisiin
kdyttdsd substraattina ja maissiliotusnestettd kompleksisten ra-
vinteiden ldhtein&d. Téamdnkaltainen menetelmd voi védhentda sak-
kKarifioinnin entsyymikustannuksia Ja lis&dtd etanolisaantoa

maissista.



10

15

20

25

30

123

Patenttivaatimukset

1. Rekombinantti-isdntd, joka sis&ltdd heterologista DNA:ta,

joka koodaa:

(a) alkoholidehydrogenaasia; ja

(b) pyruvaattidehydrogenaasia; ja
(c) polysakkaraasia tai erilaisten polysakkaraasien yhdis-
telmé&s;

jolloin mainittu isdntd ilmentdd mainittua heterologista
DNA:ta riittdvdlla tasolla niin, ettd etanolin tuottaminen
mainitun is&nndn primddrisend fermentointituotteena helpot-

tuu.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen rekombinantti-is&ntd, joka
lisdksi sisdltdd proteiineja koodaavaa heterologista DNA:ta,
jotka proteiinit ovat osallisena mono- ja/tai oligosakkari-

dien kuljetuksessa isantaén.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen rekombinantti-isdn-
td, joka lisdksi sisdltdd proteiineja koodaavaa heterologista
DNA:ta, jotka proteiinit sallivat is&nndn kuljettaa ja meta-

boloida oligosakkaridia.

4. Mink& tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen
is&ntd, joka mainittu isdntd on valittu bakteereista, sienis-

td ja eukaryoottisista soluista.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen is&ntd, Jjoka on bakteeri

ja valittu mistd tahansa seuraavista:

(a) Gram-negatiivisista bakteerit;
(b) enteeriset bakteerit;

(c) Erwinia spp.;

(d) Kle@siella Spp.;

(e) Xanthomonas spp.

6. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen
isdntd, jossa polysakkaraasi(t) on valittu mistd tahansa seu-

raavista:
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(a) sellulolyyttisistd entsyymeistd (esim. endoglukanaasi,
sellobiohydrolaasi tai B-glukosidaasi);

(b) hemisellulyyttisistd entsyymeistd;

(c) ksylanolyyttisistd entsyymeist& (esim. endo-1,4-B-ksy-
lanaasi, P-ksylosidaasi, a-glukoronidaasi, o-L-arabino-

furanosidaasi, asetyyliesteraasi tai asetyyliksylaani-

esteraasi) ;

(d) tarkkelystd hajottavista entsyymeistd (esim. a-amylaasi
(johdettu esim. Bacillus stearothermophilusista), B-
amylaasi, glukoamylaasi tal pullulanaasi (johdettu

esim. Thermoanaerobium brockiista));

(e) B-glukanaasista, arabinosidaasista, mannanaasista, pek-
tiinihydrolaasista tai pektaattilyaasista;

(f) celD:std (johdettu esim. Clostridium thermocellumista),
xynz:std (johdettu esim. Clostridium thermocellumista),
xylB:std (johdettu esim. Butyrivibrio fibrosolvensista)
ja Cellulomonas fimi:n sellulaasigeenistd valitun gee-

nin ilmentymistuotteesta.

7. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen

isd&ntd, jossa polysakkaraasi(t) on (ovat):

(a) lampostabiileja, ja/tai
(b) ainakin osittain eritettyjd is&nndstd tai olennaisesti

akkumuloitunut mainittuun isantédan.

8. Mink& tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen
isdntd, jossa alkoholidehydrogenaasia ja pyruvaattidehydroge-
naasia koodaava heterologinen DNA sisdltdd alkoholidehydro-
genaasia ja pyruvaattidehydrogenaasia koodaavat Zymomonas mo-
bilis~-geenit.

9. Menetelmd etanolin tuottamiseksi, Jjoka sis&ltédd fermen-
taation soluviljelmé&n avulla, jossa menetelmdssd isdntéd on
minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen niin,

ettd isé&ntd tuottaa etanolia primdérisend kdymistuotteenaan.
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10. Plasmidi, joka sisdaltdd geenit:

(a) alkoholidehydrogenaasin; ja
(b) pyruvaattidehydrogenaasin; ja
(c) polysakkaraasin tai erilaisten polysakkaraasien yhdis-

telméan;

koodaamiseen, jolloin mainittu plasmidi on kykenevd ohjaamaan
isédntdd tuottamaan alkoholidehydrogenaasia, pyruvaattidehyd-
rogenaasia ja polysakkaraasia riittavalld tasolla mainitun
isdnnén etanolin tuottamisen helpottamiseksi primddrisena

kdymistuotteena.

11. Menetelmd oligosakkaridien syotteen kédsittelemiseksi, jo-

hon menetelmddn sisdltyy vaiheet:

(a) ldhtooligosakkaridin sisdltavdn sydtteen saaminen;

(b) mainitun sybtteen saattaminen kontaktiin entsyymin
kanssa (esim. missd tahansa patenttivaatimuksessa 1-8
madritetty polysakkaraasi), joka entsyymi on kehittynyt
minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-8 mukaisen rekombi-
nantti-isdnndn soluissa niin, ettd mainittu entsyymi

vaikuttaa mainittuun l&htooligosakkaridiin.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, Jjossa mainittu

lahtooligosakkaridi fermentoituu etanoliksi.

13. Patenttivaatimuksen 11 tal 12 mukainen menetelmd, jossa

mainittu ldhtéoligosakkaridi:

(a) sisdltédd disakkaridin tai trisakkaridin;
(b) on liukenematon oligosakkaridi, joka on valittu sellu-
loosasta, hemiselluloosasta ja tdrkkelyksesti.

14. Mink& tahansa patenttivaatimusten 11-13 mukainen mene-
telmd, jossa vaihe (b) sisdlt&d mainittujen solujen lé&mmit-
tdmisen lyysin aikaansaamiseksi ja mainitun entsyymin (esim.

polysakkaraasin) vapauttamiseksi.
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Patentkrav

1. Rekombinant vdrd omfattande heterologt DNA som kodar for:

(a) alkoholdehydrogenas; och
(b) pyruvatdehydrogenas; och
(c) ett polysackaras eller en kombination av olika poly-

sackaraser;

vari ndmnda vidrd uttrycker ndmnda heterologa DNA pd& en till-
riacklig niva fo6r att underlétta produktionen av etanol som en

primdr fermenteringsprodukt av né&mnda vard.

2. Rekombinant vard enligt patentkrav 1, vilken vidare om-
fattar heterologt DNA som kodar for proteiner som &r inbe-
gripna i transporten av mono- och/eller oligosackarider in i

vdrden.

3. Rekombinant vdrd enligt patentkrav 1 eller 2, vilken vi-
dare omfattar heterologt DNA som kodar for proteiner som gor
det mdéjligt fé6r varden att transportera och metabolisera en

oligosackarid.

4. vard enligt nagot av de foéregdende patentkraven, vari
ndmnda vard &r vald bland bakterier, svampar och eukaryota

celler.

5. Vvard enligt patentkrav 4, vilken &r en bakterie vald

bland ndgon av:

(a) gram-negativa bakterier;
(b) enteriska bakterier;

(C) Erwinia spp.;

(d) Klebsiella spp.;

(e) Xanthomonas spp. .

6. Vard enligt ndagot av de féregdende patentkraven, vari po-
lysackaraset (polysackaraserna) &r valda bland ndgot av:

(a) cellulolytiska enzymer (t. ex. endoglukanas, cellobio-

hydrolas eller B-glukosidas);



10

15

20

25

30

127

(b) hemicellulytiska enzymer;

(c) xylanolytiska enzymer (t. ex. endo-1,4- p-xylanas,
B-xylosidas, a-glukoronidas, a-L-arabinofuranosidas,
acetylesteras eller acetylxylanesteras);

(d) starkelsenedbrytande enzymer (t. ex. a-amylas (t.ex.
fran Bacillus stearothermophilus), p-amylas , glukoamy-
las eller pullulanas (t. ex. fran Thermoanaerobium
brockii));

(e) p-glukanas, arabinosidas, mannanas, pektinhydrolas el-
ler pektatlyas;

(£) expressionsproduktion av en gen vald bland celD (t.ex.
fran Clostridium thermocellum), xynZ (t. ex. fran
Clostridium thermocellum), xylB (t. ex. frén Butyrivib-
rio fibrosolvens) och en cellulasgen fran Cellulomonas

fimi.

7. vard enligt ndgot av de fdregdende patentkraven, vari po-

lysackaraset (polysackaraserna) ar:

(a) termostabila och/eller
(b) dtminstone partiellt utséndrade frén vérden eller hu-

vudsakligen ackumulerade i ndmnda vard.

8. vard enligt nadgot av de foregdende patentkraven, vari det
heterologa DNA:t som kodar for alkoholdehydrogenaset och py-
ruvatdehydrogenaset omfattar Zymomonas mobilis -generna som
kodar f&r alkoholdehydrogenas och pyruvatdehydrogenas.

9. Forfarande fd6r produktion av etanol omfattande fermente-
ring med en kultur av celler som omfattar vérden enligt néagot
av de féregédende kraven, sd att etanol produceras av varden

som den primdra fermenteringsproduktion.
10. Plasmid omfattande gener som kodar for:

(a) alkoholdehydrogenas; och
(b) pyruvatdehydrogenas; och
(c) ett polysackaras eller en kombination av olika poly-

sackaraser;
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varvid nidmnda plasmid kan styra en vérd till att producera
alkoholdehydrogenas, pyruvatdehydrogenas och polysackaras(er)
pd en tillracklig niva for att underlédtta produktionen av

etanol som den primdra fermenteringsprodukten av ndmnda vérd.

11. rForfarande £6r behandling av ett oligosackaridrdmaterial,

omfattande stegen:

(a) Astadkommande av ett ramaterial som innehdller en start-

oligosackarid;

(b) bringande av nadmnda ramaterial i kontakt med ett enzym
(t. ex. ett polysackaras sdsom definieras i ndgot av kra-
ven 1-8) utvecklat av celler av en rekombinant vérd en-
ligt ndgot av kraven 1-8, sd& att nédmnda enzym verkar pa

ndmnda start oligosackarid.

12. Forfarande enligt patentkrav 11, varvid namnda startoli-

gosackarid fermenteras till etanol.

13. Forfarande enligt patentkrav 11 eller 12, varvid némnda

startoligosackarid:

(a) omfattar en disackarid eller trisackarid;
(b) dr en 0l6slig oligosackarid vald bland cellulosa, hemi-

cellulosa och stédrkelse.

14. Forfarande enligt ndagot av patentkraven 11-13, wvarvid
steg (b) omfattar varmning av ndmnda celler fo6r att inducera

lys och frisdttning av ndmnda enzym (t. ex. polysackaras).
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