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Ligniinin haijottamisgeeni

Tam& keksintd liittyy ligniinin hajottamiseen.
Tarkemmin sanottuna keksintd liittyy menetelmiin, joilla
valitaan ja eristetdfdn luonnosta sellaisia mikro-organis-
meja, jotka pystyvdt ligniinin hajoitukseen, sellaisen
organismin geenisegmentin kloonaamiseen, ja menetelmiin,
joissa kdytetddn tdmdn geenisegmentin tuottamaa entsyy-—
mituotetta arvokkaiden kemiallisten raaka-aineiden, me-
tanolin ja senkaltaisten vhdisteiden tuottamiseen lignii-
nipitoisesta ldhtdaineesta.

Ligniini on yleinen fenolinen biopolymeeri, joka
vastaa noin neljdnnestd puun kuiva-aineesta. Ligniinin
rakenne on melko monimutkainen ja sen rakenteesta on vas-
ta viime vuosina pddsty syvemmin selville. Toisin kuin
muilla biopolymeereilld, kuten tédrkkelys, selluloosa,
proteiinit, nukleiinihapot ja muut sellaiset, ei lignii-
nilld ole toistuvia rakenneyksik&itd eikd sen kemialli-
sia sidoksia ole kovin helppo hydrolysoida. Eetterisidok-
set, jotka antavat mahdollisuudet monenlaisiin sidok-
siin aromaattisiin ryhmiin, ovat usein vallitsevia. Osa
tyypillisestd rakenteesta on esitetty kuviossa 1.

Ligniini syntetisoidaan ei-entsymaattisesti yh-
distdmdlld kolmenlaisia fenyylipropaaniyksikéitd (kuma-
ryylialkoholi, koniferyylialkoholi ja sinapyylialkoholi)
dilignoleiksi, trilignoleiksi ja oligonoleiksi, jotka
edelleen jatkavat yhdistymistd sattumanvaraisesti keske-
nddn ja muiden monomeerivksikdiden kanssa. Ligniinituote
on kopolykondensaatti, joka ei ole vesiliukoinen ja jon-
ka molekyylipaino on kymmenid tuhansia.

Vaikkakin ligniini yleisesti pystyy vastustamaan
mikrobien hyotkkdyksida, on sen osoitettu hajoavan joiden-
kin lahotussienten toimesta, erityisesti ns. valkolahot-
tajat ovat tdstd tunnettuja. Yksi erityisesti tutkittu

sienilaji on Phanerochaete chrysosporium (katso esimer=
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kiksi: D. Ulmer et al., Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol.
18:153-157 (1983) ja M. Leisola, et al. Arch. of Microbiol
137: 171-175 (1984)). Lisdksi erdiden Streptomyces spp.
ryvhmddn kuuluvien kantojen on osoitettu hajottavan lignii-
nid (T. Pettey et al., Appl. Environ. Microbiol. 47 (2):
439-440 (1984)) samoinkuin alustavasti Arthrobacter sukuun
luokiteltujen bakteerien, jotka oli eristetty hajoavista
maapdhkindnkuorista (T. Kerr et al. Appl. Environ.
Microbiol. 46 (5): 1201-71206 (1983)).

Viime aikoina 13CNMR tekniikka on antanut mahdol-
lisuudet selvittdd valkolahottajien ligniinin hajotusme-
kanismia (M. Chua et al. Holzforschung 36:165-172 (1982)).
Ndiden tutkimusten perusteella ndyttdd siltd, ettd poly-
meeriin integroidut aromaattiset ytimet lohkeavat sielta
ensin oksidatiivisesti, jonka jdlkeen aromaattiset osat
edelleen hajcoavat alifaattisiksi rakenteiksi.

On toivottavaa identifioida uusia ligniinid hajot-
tavia mikrobikantoja kdytettdvdksi selluloosatuotteiden
valmistukseen lignoselluloosasta "biologisen kuiduttamisen”
avulla, kuten on kuvattu US-patenttijulkaisussa 3 962 033,
ligniinijdtteiden, kuten Kraft-menetelmdlli valmistetun
selluloosan valkaisulaitoksen effluentin (Kirk, T. et al.
Biotechnol., Lett. 1: 347-352 (1979)) kdsittelyn tai ruoan
tai polttoaineen tuotantoon (Lindenfelser, L. et al. Dev.
Ind. Microbiol. 20:541-551 (1979)). Myds ligniinid osit-
tain hajottavien organismien eristd@minen on toivottavaa
arvokkaiden kemiallisten raaka-aineiden ldhteeksi hieno-
kemikaalien valmistukseen.

Taman keksinndn mukaan voidaan tuottaa bioclogises-
ti puhdas ligniinii hajottava Erwinia sukuun kuuluva
mikro-organismivilijelmd, jolla on ATCC 39873:n tunnista-
miseen kdytetyt ominaisuudet.

Yksi keksinnén suoritusmuoto koskee menetelmdi,
jolla voidaan eristdd ligniinid hajottavat mikro-orga-
nismit ndytteetd, jossa on sekd ligniinid hajottavia ettd

ei-hajottavia mikro-organismeja, sSeuraavasti:
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Ndvte rikastetaan ligniinid& hajottavilla mikro-
organismeilla inkuboimalla ndytettd rikastusvdliaineessa,
joka sisdltdd metanolia ja jonka pH on emdksinen:

rikastettua ndytettd inkuboidaan selektiivisessd
vidliaineessa, jossa on hiivauuteligniinid hiilenldhteend

emiksisessd pH:ssa;

ligniinid hajottava mikro-organismi eristetddn otta-

malla talteen pesidkkeitd muodostavat mikro-organismit
kiintedaltd alustalta.

Vield yhden t8midn keksinnodn suoritusmuodon mukaan
voidaan tuottaa DNA-segmentti, joka koodaa aryylieette-
raasiproteiinia, ja joka segmentti on niin suunnattu mai-
nitussa vektorissa, ettd se ekspressoituu tuottaen ei-na-
tiivia aryylieetteraasiproteiinia.

Vield yhden tdmdn keksinndn suoritusmuodon mukaan
voidaan tuottaa isdntdorganismi, joka on transformoitu
vektorilla, joka sisdltdd DNA-segmentin, joka koodaa
aryylieetteraasiproteiinia.

Yksi tamdn keksinnon suoritusmuoto koskee lignii-
nin hajotusprosessia, jonka mukaan hajotettava lignii-
nindyte saatetaan kosketukseen ligniinin hajoitukseen
sopivissa oloissa, isédntdorganismin kanssa, joka on
transformoitu vektorilla, joka sisdltid DNA-segmentin,
joka koodaa aryylieetteraasiproteiinia, segmentin olles-
sa niin orientoitunut mainitussa vektorissa, etti se
ekspressoituu tuottaen mainittua aryylieetteraasia.

Yksi tdmdn keksinndn suoritusmuoto koskee proses-
sia, Jjonka mukaan voidaan tuottaa metanolia ligniinistd
viljelemalla isdntdorganismia, joka on transformoitu
vektorilla, joka koostuu DNA-segmentistd, joka koodaa
aryylieetteraasiproteiinia mainitun segmentin ollessa
niin orientoituneena mainitussa vektorissa, ettd mainit-
tu segmentti ekspressoituu tuottaen aryylieetteraasi-

proteiinia, metanolin tuotantoon sopivissa olosuhteissa.
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Tamdn keksinndn viimeinen suoritusmuoto koskee
prosessia kemiallisten raaka-aineiden tuottamiseksi
ligniinistd viljelemdlld isdntdorganismia, joka on trans-
formoitu vektorilla, joka koostuu DNA-segmentistd, joka
koodaa aryylieetteraasiproteiinia mainitun segmentin ol-
lessa orientoituneena mainitussa vektorissa siten, ettd
se ekspressoituu tuottaen mainittua aryylieetteraasia
kemiallisen raaka-aineen tuotanto-olosuhteissa.

Tarkka kuvaus piirustuksista:

Kuviossa 1 on esitetty selitysosassa mainittujen
yhdisteiden molekyylirakenteet.

Kuvio 2a kuvaa plasmidi pNCl:n restriktiokarttaa.

Kuvio 2b esittdid Erwinian genomisen DNAn hybri-
disaatiota 32P:lla merkityn pNCl:std perdisin olevan
DNA-koettimen kanssa. Kaista 1, pNCL 810 emdsparin Bam
HI fragmentti (0.1 ug); kaistat 2-6, Erwinian DNA, jo-
ka on hajotettu Bam HI:1lla + Hind III:1la, EcoRI:1lla,
Sal I:1la, Hind III:1la, Pst. I:lla.

Kuvio 3 osoittaa kloonatun aryylieetteraasin ak-
tiivisuutta Kraft-menetelmdn lingiiniin analysoituna
ohutkerroskromatografialla. Kaista 1, E. Coli Cs412
{kontrolli); kaista 2, Cs412 pNCl:113 transformoituna:
kaista 3, Cs412 pNC2:1lla transformoituna; kaista 4,
Kraft-menetelmdn ligniinistandardi.

Kuvio 4 osoittaa ligniinin metaboliittien erottu-
misen 2, 4, 8, ja 20 tunnin inkubaation jdlkeen eriste-
tylld bakteerilla, ohutkerroskromatografisesti.

Liuotin: Bentseeni, 2-propanoli, NH4OH (4:1:1). L=lig-
niini, C=kontrolli (soluja inkuboitu 20 tuntia), L.st.
(20)=1ligniinid inkuboitu keitettyjen solujen kanssa

20 tuntia, L.st=ligniinistandardi. Tuotteet todettiin
lyhytaaltoisen ultraviolettilampun alla (UVS.12, Ultra-
violet Products INC.).

Ligniinilld on suuri potentiaali uudistuvana
luonnonvarana kemiallisten raaka-aineiden tuotannossa;

mutta, se on suhteellisen resistentti mikrobiologiselle
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hajotukselle. Ligniini edustaa my®ds pddkomponenttia kui-
tu- ja paperiteollisuuden kdytetyssd sulfiittiliuoksessa
ja Kraft-menetelmdn mustalipedssd. Ligniinin biohajotuk-
seen liittyvdt tutkimukset ovat ekonomis-ekologisesti
tdrkeitd té&médn ilmeisen hankalan heteropolymeerin te-
hokkaiden hajotusprosessien kehittelyssd.

Kuvio 2b esittdd Erwinian genomisen DNAn hybridi-
saatiota 32P:lléi merkityn pNCl:std perdisin olevan koe-
tin-DNAn kanssa. Viitaten kuviocon 2b kaistaan 1, pNCl:n
810 emdsparin Bam HI fragmentti (0.1 g); kaistoihin 2-6,
Erwinia DNA, joka on hajotettu Bam HI:1lla + Hind III:lla,
EcoRI:1la, Sal T:1lla, Hind III:lla, Pst I:1lla.

Kuten aikaisemmin mainittiin, joukon erilaisia
mikro-organismeja on osoitettu hajottavan ligniiniid ja
sen sukuisia mallivhdisteitd. Hiljattain Kirk ja Tien
(Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 81: 2280-84 (1984)) eristi-

vat ja puhdistivat valkolahottajasienilajista Phanerochaete

chrysosporium-entsyymin, joka pystyy depolymeroimaan lig-
niinid.

Tdmd keksintd sisdltdd menetelmdn ligniinid hajot-
tavien mikro-organismien eristdmiseksi ja menetelmdn gee-
nin, joka koodaa entsyymid, joka pystyy rikkomaan aryyli-
eetterisidokset, kloonaamiseksi E. Colin plasmidin pBR322.
Kloonattu aryylieetteraasi hajottaa Kraft-menetelmdn mus-—
talipedn ligniinid samoin kuin useita ligniinin malliyh-
disteitd.

Yksi tdmdn keksinndn suoritusmuoto koskee menetel-~
mdéd, jolla voidaan valita ligniinid hajottavat mikro-or-
ganismit. Historiallisesti on kdytetty kahta perusmene-
telmdd haluttujen mikrobivariattien talteenottamiseksi,
nimittdin skriinausta ja selektiota.

Skriinaussysteemissd kaikki kannat kasvavat lu-
kuunottamatta niitd, jotka kuolevat heti, kuten kdvisi
esimerkiksi mutageenikdsittelyssid; tdten jokainen iso-
laatti tdytyy tutkia erikseen haluttujen ominaisuuksien

toteamiseksi. Koska kymmenid miljoonia isolaatteja pi-
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t33 tutkia, tdmd menetelmd saattaa olla hyvin ty8lds.
Tdmd pitdd erityisesti paikkansa silloin kun haluttu omi-
naisuus on solunsisdinen. Tdllaisessa tilanteessa, kos-
ka solut tdytyy rikkoa halutun ominaisuuden tutkimiseksi,
on viljelmistd ylldpidettdvd varaviljelmid ja ndin vil-
jelmien lukumd&ri vdlttdmdttd nousee ainakin kaksinker-
taiseksi.

Selektiosysteemissid valitaan koeolosuhteet siten,
ettd niiden harvojen kantojen, joilla on haluttu omi-
naisuus, sekd muiden kantojen, joilla sitd ei ole, vdlil-
le kehittyy kasvuero. Tietyissd tapauksissa valittu kan-
ta el kasva koeolosuhteissa, kun taas ei-valitut kannat
kasvavat. Tdlldin poistamalla kasvavat kannat joko suo-
dattamalla tai jeollain muulla tavalla tutkittavan jdljel-
le jddvdn solupopulaation koko dramaattisesti pienenee.
Vaihtoehtoisesti olosuhteet voidaan jdrjestdd sellaisik=-
si, ettd valittu kanta kasvaa, kun taas ei-valittujen
kantojen kasvu on inhiboitu, ja ndin taas tutkittava po-
pulaatio tehokkaasti pienenee ja rikastuu kiinnostuksen
kohteena olevalla variantilla. On aivan ilmeistd, ettd
hytdyllinen valintasysteemi perustuu valinta-agentin ja
eristettdvdn mikro-organismin luonteen vdlisen suhteen
ymmartdmiseen. Tdmidn keksinndn rikastamissysteemi perus-
tuu siihen toteamukseen, ettd metanoli on todennidkdinen
ligniinimetabolian hajotustuote ja siten mikrobit, jotka
pystyvidt hajottamaan ligniinid, todenndkdisesti kestdvit
metanolia. Edelleen ligniinid hajottavien mikro-organis-
mien Kykyvd kdyttdd ligniinid hiilen ldhteend voidaan
kdyttdd tdssd sovelletun valintasysteemin rationaalise-
na pohjana,

Vaikka, kuten edelld on tarkoin kuvattu, valinta-
systeemid kdytettiin ligniinii hajottavien mikro-organis-
mien eristdmiseksi luonnosta, tdtd menetelmdd voidaan
kdayttad valinnassa riippumatta varianttikannan lihteestd.

Valittava kanta saattaa olla luonnossa esiintyvd, indu-
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soitu mutantti, tai seksuaalisen, aseksuaalisen tai gee-
niteknologisen prosessin tuottama rekombinantti. Tidssad
kuvatun valintamenetelmdn erityisend etuna on se, ettd
sen avulla tutkija saattaa erottaa halutun kannan niis-
td kannoista, jotka eivdt hajota ligniinid, mutta jois-
ta haluttu kanta kehittyi.

Erityisen hy&dyllinen ligniinid hajottava bakteeri,
joka on alustavasti luokiteltu Erwinia sp.:ksi eristet-~
tiin jatevedestd.

Naytettd rikastettiin aluksi potentiaalisilla 1lig-
niinin hajottajilla viljelemdllid sitd vdliaineessa, jos-
sa oli 0.2% - 5% v/v metanolia, edullisen konsentraation
ollessa 1%. Koska monien ligniinid hajottavien kantojen
on osoitettu olevan emdshakuisia, pidetddn rikastuksen
suorittamista emdksisessd pH:ssa parempana; noin pH 9 on
havaittu hyddylliseksi. 2-3 pdivan rikastuksen, joka
suoritettiin 30-37°C:ssa vksiprosenttisessa metanolissa,
jaleen nadyte altistettiin valintaprosessille, jossa
rikastettua ndytettd viljeltiin 2-3 pdivdd viliaineessa,
joka koostui minimisuoloista (kuten on kuvannut R. Summers
et al. (Appl. Environ. Microbiol. 38:(1) 66-71 (1979)),
hiivaekstraktista ja Kraft-menetelmin ligniinistd pH:ssa
92,0. Glukoosialustalta toiselle suoritetun siirtosarjan
jdlkeen otettiin talteen prototrofi, joka pystyi kas-
vamaan kdyttdmdlld ligniinii ainocana hiilenlidhteenian.
Kuten on jo aiemmin mainittu, yksi tdllainen isolaatti
on alustavasti luockiteltu Erwinia sp.:ksi, Tdmdn iso-
laatin ja ligniinin inkubaation tuloksena saadut meta-
boliatuotteet erotettiin kerroskromatografialla (kuvio 4).
Ndyte tdstd viljelmdstd on tallennettu American Type
Culture kokoelmaan ja sille on annettu talletusnumero
39873,
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Aryylieetteraasin karakterisointi

Organismin kyky kasvaa metanolin l&dsndollessa
ja kdyttdd ligniiniid hiilen lahteend viittasi siihen,
ettd ligniinin hajotuksesta ehkd vastaavat aromaattiset
eetteraasit. p-nitrofenyyli-f-D-glykopyranosidia (PNPG,
kuvio 1), jossa on pseudoeetterisidos aromaattisen yti-
men ja sokeriosan vdlilld, kdytettiin kromageenisena
substraattina isclaatin aryylieetteraasiaktiivisuuden
analysoimiseksi. Soluviljelmien (tai osittain puhdiste-
tun entsyymin) inkubaatio PNPGn kanssa aiheutti keltai-
sen p-nitrofenolin vapautumisen. Koska tdmid organismi
el pysty kdyttdmddn sellobiocosia tai laktoosia hiilen-
ldhteenddn, PNPG:n hajoamisesta vastaava entsyymi el
todenndkdisesti ole f-glukosidaasi tai ﬁ—galaktosidaasi.
Edelleen sekd 5-bromi-4-kloori-3-indolyyli-f3-D-galakto-
sidin (x-gal) ja.ﬂ—D—glukosididerivaatin (x-glu) lisdd-
minen soluviljelmddn aiheuttivat sinisen indolyyliyvhdis-
teen kehittymisen. Namd@ tulokset viittaavat siihen, ettd
entsyymin spesifisyys perustuu kdytettyjen substraattien
aromaattisen komponentin tunnistamiseen.

Entsyymi puhdistettiin osittain sonikeoidusta so-
luvapaista uutteista polyetyleeni-imiinikdsittelylld,
ammoniumsulfaattifraktioinnilla ja DEAE~selluloosa-ionin-—
vaihtokromatografialla, milld saavutettiin 33 %:n saanto.
Entsyymi on aktiivinen laajalla pH alueella (4,5 - 9,5)
optimin ollessa pH 6,0 - 7,0. Limmdn aiheuttamat inakti~
vaatiokokeet osoittivat, ettd entsyymiaktiivisuus hdvisi
yli SOOC:een lémpotiloissa.

Aryylieetteraasigeenin kloonaus

Aryylieetteraasigeenin kloonaamiseksi Bam HI:1lla

hajotettu Erwinian DNA liitettiin pBR322:n Bam HI leik-

kauskohtaan, jonka jdlkeen silld tranformoitiin E. Coli

kanta Cs412 (McLaughlin, J.R., et al., Nucleic Acid Res 10:

3905-3919 (1982) Hanahanin kuvaamien menetelmien mukaan
(J. Mol. Biol., 166: 447-580 (1983)). Transformantit mal-

joitettiin M9 minimialustalle (Maniatis, T. et al. In:
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"Molecular Cloning" Cold Spring Harbour Laboratory pp.
68~69 (1982)), johon oli lis&dtty salisiinia ainoaksi
hiilenldhteeksi ja ampisilliinia (40 ug/ml) toiseksi
valintavhdisteeksi. Erwinia-isolaatti pystyi, mutta

E. Coli-isdntdkanta Cs412 ei pystynyt kasvamaan sali-
siinilla (kuvio 1), joka sisdltdd pseudoeetterisidoksen
glukoosin ja aromaattisen ytimen vd1illd. Saadulsta useis-
ta sadoista transformaateista 30 tutkittiin asyylieet-
teraasin aktiivisuuden suhteen kdyttdmdlld PNPG:td kro-
mogeenisena substraattina. Tdmdn tuloksena saatiin kol-
me isolaattia, joilla oli kyky vapauttaa keltaista p-nit-
rofenolia PNPG:std. 2 isclaatin (pNCl ja pNC2) rekombi-
naatioplasmidit pystyivdt siirtdmiddn salisiininkdytto-
kyvyn E. Colin kantaan Cs412 seuranneissa transformaa-
tiokokeissa.

Bam HIiI-hajotuksen avulla osoltettiin plasmidi pNCl:n
sisaltdvan B10 emédsparin kokoisen DNA insertin. Kartoi-
tus muilla restriktioendonukleaasientsyymeilld on esi-
tetty kuviossa 2a. Insertti sisdltdd vhden restriktio-
kohdan Sal I:lle, Pst I:1lle ja Pvu II:lle, mutta ei

yhtdédn sisdistd leikkauskohtaa EcoRI:1lle, Hind II:lle,’
Ava I:lle tai Cla I:1lle. 32 p~Nick=~transloitua (Rigby,

P. W. J. et al. J. Mol. Biol.113: 237-251 (1977)) pNCl:da
kdytettiin koettimena osoittamaan Erwinian genomisen

DNAn ja kloonatun DNAn vdlinen sekvenssihomologia
(Southern, E. M., J. Mcl., Biol. 98: 503-517 (1975)).
Genominen DNA (5 ug) eristettiin Saiton ja Mivran mene-
telmdn mukaan (Biochem. Biophys. Acta. 72: 619-269 (1963)),
jonka jdlkeen se hajotettiin tdydellisesti kidyttiamalla
40 U jokaista restriktiocendonukleaasia (BRL), ajettiin

2

elektroforeesi 0,8 3% agaroosigeelilld ja siirrettiin

nitroselluloosasuocdattimelle. 32P:llél merkitty pNCl val-

. CL 6 . e .
mistettiin ja 10" cpm koetinta hybridisoitiin suodatti-

men kanssa hybridisaatioliuoksessa, joka sisdlsi 50 %

formamidia, 4 X §sC:td, 1 X Denhardtin liuosta, joka si-
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10

sdlsi 20 ug/ml sonikoitua, denaturoitua vasikan kateen-
korvan DNAta inkubaaticajan ollessa 24 tuntia ja lampoti-
lan 42°C. Suodatin pestiin sen jilkeen kolme kertaa tun-
nin kuluessa liucksella, jossa oli 1 X S8C:td, 0,1 %
SDS:4 ja sen j&lkeen kaksi kertaa tunnin kuluessa
1 X §8C:114d, 0,1 % SDS ennen réntgenfilmikuvausta. Koska
geenissd ei ole yhtddn sisdistd Hind III leikkauskohtaa,
hajotettiin Erwinian genominen DNA Hind III:1la ja Bam
HI:11l4 ennen agaroosigeelielektroforeesia saadun signaa-
lin vahvistamiseksi (kuvio 2b, kaista 3). Yksi Bam HI
fragmentti, joka liikkui samalla nopeudella kuin 810 eméds-
parin fragmentti, joka sisilsi asetyylieetteraasigeenin,
todettiin tdssd kokeessa. Koettimella oli myds homolo-
giaa yhden Hind III ja Pst I fragmentin ja kahden Sal I
fragmentin kanssa. Aryylieetteraasigeenin restriktiokart-
taa tutkittaessa ndmd tulokset viittaavat siihen, ettd
tdtd geenid on yksi kopio Erwinia sp:n kromosomissa.
Kloonatun aryylieetteraasin ekspressio E. Colissa
Isolaatin kyky hajottaa ligniinid ja useita mal-
liyhdisteitd osoitettiin ohutkerroskromatografialla (TLC)
sen jalkeen kun sitd oli inkuboitu kokonaisten solujen
kanssa. Vanilliinin tdydellinen hajoaminen sen initiaa-
lioksidaation jdlkeen vanilliinihapoksi viittaa siihen,
ettd Erwinia isolaatti tuottaa useita entsyymejd kuten
hydroksylaasia ja oksygenaasia, jotka ovat osallisina
aromaattisten renkaiden fissioprosesseissa.
Asyylieetteraasigeenin kloonaaminen pBR322:een
antol mahdollisuuden sen tutkimiseen muiden rengasfis-
siota aiheuttavien entsyymien puuttuessa. E. coli
Cs412 ekspressol aryylieetteraasia ja transformantit
tuottivat yhden, tunnistamattoman aromaattisen yhdis-
teen 2 tunnin inkubaation jdleen ligniinin kanssa
(kuviq 3). E. coli Cs412 soluja tai pNCl:114 tai pNC2:1lla
transformoituja soluja viljeltiin 10 ml:n panosviljel-
mand, pelletoitiin 12 000 x g nopeudella ja suspendoi-

tiin uwudelleen 1 ml:aan 0,1% Kraft-menetelmdn ligniinii,
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joka oli 10 mM MgCl,:ssa, 10 mM tris HCl:ssd, pH 7,8.
Inkubaatio suoritetgiin 32°C:ssa 2 tunnin ajan. Liuotin-
systeemi oli bentseeni, 2-propanoli, HN4OH {4:1:1). Tuo-

te ja standardi todettiin lyhyt-aaltoisella ultravioletti-
valolla. On olemassa mahdollisuus, ettd tuloksena tuli mui-
takin ligniinin hajotustuotteita, Jjotka eivdt erottuneet
kdytetyssd liuotinsysteemisds. Vanilliini ja vanilliinihap-
po demetyloituivat katekoliksi transformoitujen kantojen
inkubaation tulcksena. Katekoli tunnistettiin ohutkerros-
kromatografialla vertaamalla sitd standardeihin useissa

eri liuotinsysteemeissd. Ohutkerroskromatografia-analyysi
myds osoitti, ettd kloonattu aryylieetteraasi pystyi hajot-
tamaan p-fencksifenolia, syringaldehydid ja syringiini-
happoa (kuvio 1). p-fenoksifenolin hajottamistuote tunnis-
tettiin hydroksikinoniksi ohutkerroskromatografialla.
Tuotteen NMR-analyysi osoitti sen olevan p-bentsoguinoni,
joka on todenndkdisesti hydroksikinonin oksidaation tulos.

Esitetyt tulokset osocittavat, ettd kloonattu aryy-
lieetteraasi pystyy rikkomaan aryylieetterisidokset samoin
kuin aromaattisten ligniinimallivhdisteiden metoksyyliryh-
mit. Entsymologian alalla on tavallista, ettd entsyymiin
viitataan useilla eri nimilld, joista jokainen ilmentdd
ko. entsyymin tiettyd substraattispesifisyyttd. Kdsilla
olevassa tapauksessa suositetaan nimed aryylieetteraasi,
mutta entsyymid voidaan myds kutsua demetylaasiksi, deme-
toksylaasiksik aryyli-, alkyylieetterihydrolaasiksi tai
diaryylieetteraasiksi, joista jokainen viittaa entsyy-
min toiminnalliseen ominaisuuteen.

Ligniinid hajottavan bakteerin, alustavasti luo-
kiteltu Erwiniaksi, biologisesti puhdas viljelmd sekd
plasmidi pNC1l, joka sisdltdd kloonatun aryylieetteraasi-
geenin, ja jolla E. coli on transformoitu luovutettiin
American Type Culture Collectioniin, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland syyskuun 20., 1984, ja niille on an-
nettu tunnistuskoodit ATCC 39873 ja ATCC 39874 ja vaadi-
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tut maksut on suoritettu. Patenttihakemuksen hakemisaian
aikana on mainittuihin viljelmiin oikeus niilld henki-
16i1l3, jotka Commissioner kelvollisiksi toteaa seuraa-
vien pykdlien mukaisesti 37 C.F.R. §1.14 ja 35 U.S5.C. §122.
Kaikki mainitun viljelmdn saanticikeutta koskevat rajoi-
tukset poistuvat pysyvadsti tdhédn hakemukseen perustuvan
patenttioikeuden mydntémisen jdlkeen ja viljelmdt ovat
pysyvdsti saatavilla mainitun patenttioikeuden ajan; ja
jos viljelmdt kuolevat tai tuhoutuvat, ne korvataan elid-
villd viljelmilld, jotka ovat saman taksonomisen kuvauk-
sen mukaisia.

Isdntidorganismi, joka on transformoitu vektorilla,
joka sisdltdd ekspressoituvan aryylieetteraasigeenin, on
erittdin hyddyllinen aryylieetteraasiproteiinin tuotan-
toa ajatellen. Toisaalta, transformoitua isdntdid sopivis-
sa olosuhteissa voidaan kdayttdd ligniinin hajotusproses-
sissa. Edelleen, voidaan aryylieetteraasi eristdd isdn-
ndstd ja kdyttdd sitd joko immobilisoituna tai vapaana
ligniinin hajotuksen katalyyttind. Lopuksi, transformoi-
tua isdntdd voidaan kdyttdd metanolin samoin kuin kemial-

listen raaka-aineiden tuotannossa.
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Patenttivaatinmukset:

1. Erwinia-sukuun kuuluvan ligniinid hajotta-
van mikro-organismin biologisesti puhdas viljelmd,
tunnet¢ttu siitd, ettd silld on ATCC 39873:n omi-
naisuudet.

2. Menetelmd ligniinid hajottavien mikro-orga-
nismien eristdmiseksi ndytteestd, joka sisdltdd lignii-
nid hajottavia ja ei-hajottavia mikro-organismeja,
tunnettu siitd, ettad

ndyte rikastetaan ligniinid hajottavilla mikro-
organismeilla inkuboimalla ndytettd rikastusvaliainces-
sa, joka sisdltdd metanolia ja jonka pH on emdksinen;

rikastettu ndyte inkuboidaan selektiivisessd
vdliaineessa, joka sisdltdd hiivauuteligniinid hiilen-
lihteend emdksisessd pH:ssa;

ligniinid hajottavat mikro-organismit eriste-—
tddn poimimalla pesdkkeitd muodostavat mikro-organis-
mit kiintedltd alustalta.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd mainittu pH on noin 9.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunmnettu siitd, ettd mainitun metanolin kon-
sentraatio on rajoissa 0,2% -~ 5% v/v.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainitun metanolin kon-
sentraatio on 1% v/v.

6. DNA-segmentti, t unnettu siitd,
ettd se koodaa aryylieetteraasiproteiinia tai sen
yksittdistd tai useampaa emdssubstituutiota, deleetio~
ta, insertiota tai inversiota, jossa mainittu DNA seg-
mentti on saatu ligniinid hajottavasta mikro-organis-
mista, ja joka oikein yhdistettynd leikatun vektorin
kanssa pystyy ekspressoimaan ei-natiivia proteiinia,
jolla on aryylieetteraasientsyymiaktiivisuutta trans-

formoitaessa 1isdntd mainitulla vektorilla.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen DNA-segmentti,
tunnettu siitd, ettd mainittu ligniinid hajotta-
va mikro-organismi kuuluu sukuun Erwinia.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen DNA-segmentti,
tunnettu siitd, ettd mainitulla Erwinialla on
ATCC 39873:n mukaiset tuntomerkit.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen DNA-segmentti,
tunnettu siitd, ettd segmentti on noin 810 emds-
paria pitkada, ja sen pddt ovat Bam HI restriktiokohtia ja
jossa mainitussa segmentissd on yksi sisdinen restriktio-
kohta Sal I:1lle, Pst I:1le ja Pvu II:lle.

10. Aryylieetteraasiproteiinia koodaavan DNA-
segmentin sisdltdva vektori, t unne t t u siitd, ettd
segmentti on suunnattu mainitussa vektorissa niin, ettd
se isdntdsolussa ekspressol ei-natiivia aryylieetteraasi-
proteiinia.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen vektori,
tunne¢ttu siitd, ettd isidntdorganismi on E., coli.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd mainittu vektori on plas-
midi.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen plasmidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu plasmidi on pBR322.
14, Patenttivaatimuksen 10 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd mainittu DNA-segmentti on

noin 810 emdsparia pitkd, sen pdiden ollessa Bam HI
restriktiokohtia ja mainitun segmentin sisdltdessi
sisdiset restriktiokohdat Sal I:lle, Pst I:1lle ja Pwvu
IT:lle.

15. Patenttivaatimuksen 10 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd mainittu vektori on pNCl.

16. Isdntdorganismi, t unne t tu siitd, ettid
se on transformoitu patenttivaatimuksen 10 mukaisella

vektorilla.
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17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen isid@ntd, t un

nettu siitd, ettd mainittu isdntd on E. coli.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen isdntd, t u n -

nettu siitd, ettd mainittu E. coli on kanta Csdi2.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen isdntd, t u n
nettu sgiitd, ettd mainitulla isdntdvdelld on ATCC
39874 :n tuntomerkit.

20. Aryylieetteraasin tuotantoprosessi, t u n -
nettu siitd, ettd se kdsittdd patenttivaatimuksen 16
tai 19 mukaisen isdnndn viljelyn.

21. Ligniinin hajotusprosessi, t unne t tu
siitd, ettd hajotettava ligniinindyte saatetaan koske-
tukseen ligniinin hajotusolosuhteissa isdntdorganismin
kanssa, Jjoka on transformoitu vektorilla, joka sisdltdd
DNA segmentin, joka koodaa aryylieetteraasiproteiinia,
segmentin ollessa suunnattuna mainitussa vektorissa
niin, ettd se ekspressoituu tuottaen aryylieetteraasia.

22, Patenttivaatimuksen 2171 mukainen prosessi,
tunnettu siitd, ettd mainittu aryylieetteraasi
uutetaan mainitusta isdnndstd ennen kosketusta hajotet-
tavan ligniinin kanssa.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen prosessi,
tunnettu siitd, ettd mainittu aryylieetteraasi
on immobilisoitu.

24, Menetelmd metanolin valmistamiseksi lignii-
nistd, tunnettu siitd, ettd isdntiorganismia
viljellddn metanolia muodostavissa olosuhteissa lignii-—
nin ldsndollessa isdnndn ollessa transformoitu vekto-
rilla, joka kdsittdd DNA-segmentin, joka koodaa aryyli-
eetteraasiproteiinia mainitun segmentin ollessa suunnat-
tuna mainitussa vektorissa niin, ettd mainittu segment-
ti ekspressoituu muodostaen mainittua aryylieetteraasia.

25. Menetelma kemiallisten raaka-aineiden valmis-
tamiseksi ligniinistd, t unne t t u siitd, etti

isdntdorganismia viljelld&n ligniinin l&sn#iollessa, isian-
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tiorganismin ollessa tran
sd1tdd DNA-segmentin, joka koodaa aryylieetteraasiprote-
iinia mainitun segmentin ollessa suunnattuna mainitussa
organismissa siten, ettd se ekspressoituu tuottaen aryy-
lieetteraasia kemiallisten raaka-aineiden muodostusolo-
suhteissa.
26. Jonkin patenttivaatimuksen 21-25 mukainen

prosessi, t unn et £t u siitd, ettd mainitulla isdn-

ndlld on ATCC 39874:n mukaiset tuntomerkit.
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Patentkrav:

1. En mikrobiologiskt ren kultur av en lignin-
nedbrytande mikroorganism av sldktet Erwinia med identi-
fieringskdnnetecknan f£&6r ATCC 39873.

2, Sdtt for isolering av ligninnedbrytande mikro-
organismer ur ett prov innehdllande ligninnedbrytande
och icke ligninnedbrytande mikroorganismer innefattande:
berikning av provet f&r ligninnedbrytande mikroorganis-
mer genom inkubering av provet i ett berikningsmedium in-
nefattande metanol vid alkaliskt pH;
inkubation av det berikade provet i ett selektionsmedium
innefattande jdstextraktlignin som kolk&dlla vid alkaliskt
PH;
isolering av ligninnedbrytande mikroorganismer genom ater-
vinning av de mikroorganismer som har f&rmaga att bilda
kolonier pd ett fast medium.

3. Sdttet enligt patentkravet 2, k & nneteck-
n at darav, att ndmnda pH &r ungefar 9.

4., Sattet enligt patentkravet 2, k & nneteck=--
nat dirav, att metanol dr nédrvarande i en koncentration
mellan ungefdr 0,2 % till ungefdr 5 % volym/volym.

5, S&dttet enligt patentkravet 4, k 8 nne t e c k-
n a t ddarav, att metanol &r ndrvarande i en koncentration
av ungefdr 1 % volym/volym.

6. Ett DNA~-segment som kodar fér ett aryleteraspro-
tein eller dess singel- eller multippelbassubstitutioner,
deletioner, insertioner eller inversioner, k 8 n n e -
tecknat diarav, att ndmnda DNA-segment hirletts frin
en ligninnedbrytande mikroorganism och har f&rmaga att,
ndr den korrekt kombineras med en spjdlkande vektor, ut-
trycka ett icke-nativt protein med aryleterasenzymaktivi-
tet vid transformation av en vdrd genom ndmnda vektor.

7. DNA-segmentet enligt patentkravet 6, k @ nn e -
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tecknat av, att den ligninnedbrytande mikrocorga-
nismen dr en medlem av sldktet Erwinia.

8. DNA-segmentet enligt patentkravet 7, kK & n n e-
t ecknat ddrav, att Erwinia har identifieringskédn-
netecknen f£or ATCC 39873.

9. DNA-segmentet enligt patentkravet 6, k & n n e-
t ecknat dirav, att ndmnda segment dr ungefar 810
baspar langt, att termini av ndmnda segment dr Bam HI-res-
triktionssiten och att ndmnda segment innefattar enkla
interna restriktionssiten f&r Sal I, Pst I och Pvu IT.

10. En vektor innefattande ett DNA-segment som ko-
dar fdr ett aryleterasprotein, varvid segmentet oriente-
ras inom ndmnda vektor sa att i1 en vd3rd ndmnda segment ut-
trycks att producera ett icke-nativt aryleterasprotein.

11. Vektorn enligt patentkravet 10, k d n n e -

t ecknad dirav, att ndmnda vard dr E. coli.

12. Vektorn enligt patentkravet 10, k @ nne -
tecknad didrav, att ndmnda vektor dr en plasmid.

13. Vektorn enligt patentkravet 12, k & n n e -

t ecknad ddrav, att ndmnda plasmid &r pBR322.

14. Vektorn enligt patentkravet 10, k d n n e -
tecknad dirav, att nidmnda DNA~segment dr ungefdr
810 baspar langt, att termini av ndmnda segment &r Bam
Hi-restriktionssiten och att ndmnda segment innefattar
interna restriktionssiten f6r Sal I, Pst T och Pvu II.

15. Vektorn enligt patentkravet 10, k @8 nn e -

t e cknad ddrav, att namnda vektor &r pNCl.

16. En vadrdorganism transformerad av vektorn
enligt patentkravet 10.

17. vVdrden enligt patentkravet 16, k d n n e -

t ecknad dirav, att ndmnda vdrd dr E.coli.

18. varden enligt patentkravet 17, k 4 n n e —

t e cknad ddrav, att ndmnda E.coli-stam dr Cs41l2.

19. Vdrden enligt patentkravet 18, k d n n e -

tecknad ddrav, att ndmnda vdrd har identifierings-
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kdnnetecknen f&r ATCC 39874.

20. Ett forfarande f8r framstdllning av aryle-
teras vilket innefattar odling av vdrden enligt patent-
kravet 16 eller patentkravet 19,

21l. Ett férfarande for nedbrytning av lignin inne-
fattande kontakt mellan ett prov av ligninet som skall
nedbrytas under ligninnedbrytande betingelser med en vdrd-
organism transformerad av en vektor innefattande ett DNA-
segment som kodar f&r ett aryleterasprotein, varvid segmen-
tet dr orienterat inom ndmnda vektor s& att ndmnda segment
uttrycks att producera ndmnda aryleteras.

22. Fdrfarande enligt patentkravet 21, k d nn e -
tecknat dirav, att nadmnda aryleteras extraheras med
namnda vdrd innan kontakt med ligninet som skall nedbrytas.

23. Fdorfarande enligt patentkravet 22, k a nn e -
tecknat ddrav, att ndmnda aryleteras dr immobili-
serat.

24. Ett forfarande f6r framstdllning av metanol
fran lignin innefattande odling i ndrvaro av lignin under
metanolbildande odlingsbetingelser av en vdrdorganism trans-
formerad med en vektor innefattande ett DNA-segment som
kodar f&6r ett aryleterasprotein, varvid ndmnda segment
dr orienterat inom ndmnda vektor sa att ndmnda segment
uttrycks att producera ndmnda aryleteras.

25. Btt forfarande fo6r framstdllning av kemiska
basrivaror frdn ligning innefattande odling i ndrvaro av
lignin av en vdrdorganism transformerad med en vektor
innefattande ett DNA~-segment som kodar for ett arylete-~
rasprotein varvid ndmnda segment dr orienterat inom ndAmn=-
da vektor sd att ndmnda segment uttrycks att producera
aryleteras under kemiska basravarubildande betingelser.

26. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 21 till
25, k@annetecknat didrav, att ndmnda vdrd har

identifieringskédnnetecknen f&r ATCC 39874.
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