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ZUSAMMENFASSUNG

Die nicht-konventionelle, dimorphe, asexuelle und hemiascomycetale Hefe Blastobotrys
(Arxula) adeninivorans wurde in den letzten Jahren in vielfaltiger Weise eingesetzt und
zahlreichen interessanten biotechnologischen Anwendungen unterzogen. Ein herausragendes
Merkmal dieser Hefe ist das breite Substratspektrum, welches eine Vielzahl an Zuckern,
Alkoholen sowie Purinen und Alkanen umfasst.

In Folge der Genomsequenzierung des Stammes A. adeninivorans LS3 wurden drei putative
Cutinase-Gene identifiziert. Cutinasen sind Serinhydrolasen, die in der Lage sind, Cutin der
pflanzlichen Cuticula abzubauen. Dies ermdglicht es beispielsweise pflanzenpathogenen Pilzen
wie Fusarium solani f. sp. pisi, die durch Cutin geschitzten Bereiche zu penetrieren, um in die
Wirtspflanze einzudringen. Trotz der Isolation von A. adeninivorans Stdmmen aus
Holzhydrolysat in Sibirien sowie humusreichen Boden wurde diese Hefe bisher nicht als
pflanzenpathogen beschrieben. Auch das Vorhandensein von Cutinasen oder Cutinase-
ahnlichen Enzymen blieb bisher ganzlich unbemerkt. Cutinasen sind fiir ein breites Spektrum an
technischen Anwendungen zum Beispiel im Bereich des Abbaus und des Recyclings von
bioabbaubaren Kunststoffen interessant. Aus diesem Grund wurden die drei Gene ACUTL,
ACUT2 und ACUT3 aus dem Genom von A. adeninivorans LS3 isoliert. Mittels Homologie-
Modellierung und Sequenzvergleich mit bekannten und charakterisierten Cutinasen konnten die
a/B-Hydrolase Struktur, die katalytisch aktive S-D-H Triade mit dem in das G-Y-S-Q-G Motiv
eingebetteten nucleophilen Serin, die Substratbindeschleife sowie die sogenannte ,,Flap-Helix*
identifiziert werden. Auflerdem wies Acut3p eine einzigartige C-terminale Glycin-Threonin-
Serin reiche Sequenz (GTS-Sequenz) auf, die unabhédngig von der katalytisch aktiven Domane
gefaltet ist. Unter Verwendung des Xplor®2 Transformations/Expressionssystems wurden
rekombinante Varianten der drei putativen Cutinasen Acutl-6hp, Acut2-6hp und Acut3-6hp mit
A. adeninivorans G1212 synthetisiert, im Kulturiiberstand lokalisiert sowie (iber den 6xHistidin-
Tag gereinigt. Die anschlieRende biochemische Charakterisierung ergab ein nahezu uniformes
Verhalten beziiglich pH-Optimum (pH 5,0 — 5,5) und Temperatur-Optimum (20 — 30 °C).
Dartiber hinaus wurde eine Instabilitdt der drei Cutinasen unter optimalen pH Bedingungen
festgestellt. Diese konnte jedoch durch Zugabe von Osmolyten wie PEG200 vollsténdig
behoben werden. Das Substratspektrum wurde als entscheidender Parameter flr die Einordnung
der putativen Arxula-Cutinasen untersucht. Die hochste Aktivitat bei Substraten mit vier bis
acht C-Atomen in der Acylkette entsprach dem Verhalten bereits bekannter Cutinasen.
Weiterhin konnte der Abbau des Modellpolyesters Polycaprolacton sowie die Degradation von
Apfelcutin erfolgreich durchgefiihrt werden, womit A. adeninivorans LS3 die erste
ascomycetale Hefe mit nachgewiesenen cutinolytischen Enzymen ist. Zusétzlich konnte die im

Vergleich zu Acutl-6hp und Acut2-6hp erhthte Temperaturstabilitdt von Acut3-6hp auf die

Vil



GTS-Sequenz zurtickgefuhrt werden. Als mdgliche Ursache fiir diesen Effekt wurde eine starke
Glykosylierung der GTS-Sequenz angenommen. Durch Ubertragung der GTS-Sequenz auf
Acut1-6hp konnte die Temperaturstabilitit dieses Enzyms erhoht werden. Eine Ubertragung auf
die bereits stark glykosylierte Tannase 1 fuhrte dagegen nicht zu einer Erhéhung der Stabilitét
gegenuber der Temperatur. Weiterhin wurden in zwei verschiedenen Fermentationsverfahren
mit Fed-Batch-Betriebsweise bis zu 1.000.000 U L (Acut2-6hp) im Medium akkumuliert. Dies
stellte bereits einen ersten Hinweis auf das Potenzial fiir eine Anwendung im technischen
Bereich dar. Dieses Potenzial konnte durch den erfolgreichen Abbau von Polyestern wie
Polycaprolacton, Polybutylensuccinat, Polylactid, Poly[3-Hydroxybutyrat]  sowie
Poly[3-Hydroxybutyrat-Co-3-Hydroxyvalerat] verstérkt werden. In weiteren Schritten missen
nun konkrete Anwendungsfelder fir die in dieser Arbeit untersuchten Arxula-Cutinasen
erschlossen werden. Der Abbau von real anfallenden Kunststoffabfallen aus bioabbaubaren und
nicht-abbaubaren Folien oder Behdltern sowie die Riickgewinnung der aus der Hydrolyse
erhaltenen Monomere sollten dabei Uberprift werden. Auf der anderen Seite wére eine
Anpassung der Kultivierungsmedien fir die Gewinnung der Cutinasen im Pilot-Mal3stab

angebracht, um eine Produktionskostenreduktion zu erreichen.
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SUMMARY

In recent years, the non-conventional, dimorphic, asexual and hemiascomycetous yeast
Blastobotrys (Arxula) adeninivorans has been exploited in many ways for interesting
biotechnological applications. One extraordinary property of this organism is its wide substrate
spectrum including besides different sugars and alcohols even purines as well as alkanes.
However, the existence of cutinases in A. adeninivorans remained undiscovered until the
identification of three genes encoding for putative cutinases in a genome sequencing approach.
Cutinases are extracellular esterases which are enabling the penetration of the plant cuticle by
plant pathogenic fungi. Furthermore, they are of interest for a wide range of industrial
applications including the recycling of biodegradable polyesters. For this reason, in this work,
the three genes ACUT1, ACUT2 and ACUT3 were isolated from genomic DNA of A.
adeninivorans LS3. Important amino acid residues like the catalytic S-D-H triade, the substrate
binding loop and the “flap-helix” as well as the a/B-hydrolase fold were identified by amino
acid sequence alignment and homology modeling. Acut3p was found to contain a unique C-
terminal serine, threonine and glycine rich peptide sequence (GTS-sequence).

The recombinant, His-tagged versions Acutl-6hp, Acut2-6hp and Acut3-6hp were synthesized
with A. adeninivorans as host system, subsequently purified and biochemically characterized.
The optima for temperature (20 — 30 °C) and pH (5.0 — 5.5) as well as the instability in this pH
range were found to be similar between all three Arxula cutinases. Also, their substrate spectra
were comparable with other already known cutinases. An optimum for four to eight carbon
atoms in the acyl-chain of fatty acid esters and the ability to hydrolyze the model polyester PCL
as well as cutin isolated from apple peals finally confirmed that Acutlp, Acut2p and Acut3p are
cutinases or cutinase-like enzymes. The well-known cutinase from Fusarium solani f. sp. pisi
was used as a positive control for comparison. Additionally, it was shown that Acut3-6hp is
more stable at higher temperatures than Acutl-6hp and Acut2-6hp possibly due to the
glycosylation of the GTS-region as suggested previously. Therefore, this region was
successfully transferred to Acutlp as well as tannase 1 from A. adeninivorans to increase their
temperature stability. This approach was only advantageous for Acutlp since the original
tannase 1 is already glycosylated. Finally, the ability for the degradation of polyester
nanoparticles  from  polycaprolactone, poly[butylene succinate], poly[lactic acid],
poly[3-hydroxybutyrate] and poly[3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate] as well as the high
enzyme activity which could be achieved in fed-batch fermentations (1,000,000 U L*
Acut2-6hp) shows a great potential of the A. adeninivorans three cutinases for industrial

applications.






Kapitel 1 — Einleitung

KAPITEL 1 — EINLEITUNG
1.1 Plastik in der Umwelt

Plastik, oder Kunststoff im Allgemeinen, wird heute als Garant fir Fortschritt in
Technologie und Wissenschaft angesehen. Auf Grund ihrer Gberragenden und flexibel
generierbaren Eigenschaften wurden herkdommliche Materialien wie Glas, Beton, Holz
oder Metall seit den 1950er Jahren kontinuierlich durch Kunststoffe ersetzt (1). Dabei
bezeichnet der Begriff Plastik im eigentlichen Sinn nur den Teil der
Kunststoffmaterialien, der unter Einwirkung von Warme plastisch verformbar ist, ohne
eine Zerstorung der Polymerkette zu verursachen. Neben diesen sogenannten
Thermoplasten existieren auch Duroplasten, die nicht thermisch verformbar sind (2, 3).
Insgesamt wurden im Jahr 2014 weltweit ca. 311 Mio. Tonnen Kunststoff produziert,
wobei der Hauptanteil auf die Thermoplasten Polyethylen (PE — 73 Mio. Tonnen),
Polyethylenterephthalat (PET — 53 Mio. Tonnen), Polypropylen (PP — 50 Mio. Tonnen)
und Polyvinylchlorid (PVVC — 35 Mio. Tonnen) fallt. Zu den Duroplasten gehdren die
Polyurethane, Phenol- und Epoxidharze. Die Produktion sowie die Nutzung und der
Verbrauch von Kunststoffen werden sich in Zukunft noch weiter erhéhen. Laut einer
Prognose wird die jahrliche Produktion bis zur Mitte dieses Jahrhunderts auf 2.000 Mio.
Tonnen erhoht (4).

Durch die Verwendung von Additiven koénnen Kunststoffe mit den Eigenschaften
erzeugt werden, die fur die spatere Anwendung benétigt werden (5). Diese Flexibilitat
macht Kunststoff als Werkstoff sehr attraktiv und ermdglicht seine Anwendung in
vielen verschiedenen Bereichen wie Nahrungsmittelverpackungen, Medizin, Bauwesen,
Automobilindustrie, Elektronik und Landwirtschaft. Dabei werden als Zusatzstoffe
verschiedene Weichmacher, Pigmente sowie UV- und Flammschutzmittel eingesetzt.
Die fiir die Anwendung beste Eigenschaft der Kunststoffe ist ihre enorme Bestandigkeit.
Diese ermdglicht die sehr langen Lebenszeiten der Produkte. Auf der anderen Seite
jedoch stellt sich diese Eigenschaft als fatal fir die Umwelt heraus, da die lange
Lebenszeit der Produkte, speziell bei Verpackungsmaterial, einer teilweise sehr kurzen
Verwendungszeit gegenibersteht. Dies fiihrte Uber Jahrzehnte zu einer hohen
Akkumulation von Kunststoffabfallen auf Deponien und in der Umwelt.
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Vor allem in der Umwelt ergeben sich durch die Exposition mit Kunststoff-Partikeln
und -Fetzen sehr groRe Probleme fir die Flora und Fauna. Deutlich wird dies u. a. in der
marinen Umwelt (6). Es sind vielzahlige Falle beschrieben bei denen Meeresséuger,
Fische und Voégel durch Plastikteile sowie Mikro- bzw. Nanopartikel geschédigt
wurden. Die Verstrickung in Plastikteile oder dessen Aufnahme in den Verdauungstrakt
enden oft letal (7-9). Mikroplastik fihrt dabei zu Entziindungsprozessen. Auch der
Lebensraum kann durch Plastikteile zerstort werden. Dies wurde fur Korallenriffe und
Mangroven bereits nachgewiesen (10). Mangroven stellen dabei eine Art Sammelort flr
den Plastikmall dar, da dieser auf Grund der Struktur der Mangroven zuriickgehalten
wird. Das sogenannte ,Rafting“ von Organismen auf Plastikteilen kann ebenso
problematisch sein, da hier Arten weit ber die Grenzen ihrer naturlichen Lebensraume
hinaus transportiert werden und in neue Bereiche eindringen (11, 12). Hierdurch kann es
auch zur Verbreitung von Pathogenen kommen (13). Uber aus dem Meer gewonnene
Tiere, die als Nahrungsmittel verwendet werden, gelangen Mikro- und
Nanokunststoffpartikel auch in den Menschen. Die tatsdchlichen Auswirkungen dieser

Problematik sind noch nicht ausreichend untersucht worden.

Die beispielhaft genannten Umweltprobleme und die Frage nach Nachhaltigkeit und
Einsparung fossiler Rohstoffe fuhrten zur Idee und der Entwicklung sogenannter
Biokunststoffe. Dieser Begriff umfasst zwei Kategorien. Zu Kategorie eins gehoren die
biobasierten Kunststoffe wie u.a. PE, PLA, PHB, Starke und Cellulose, die aus
nachwachsenden Rohstoffen erzeugt werden koénnen. Kategorie zwei setzt sich aus
bioabbaubaren Kunststoffen wie PBSu, PES und PCL zusammen, die vollstandig oder
zum Teil aus fossilen Rohstoffen erzeugt werden (14). Die Einteilung ist jedoch
komplex, da auch biobasierte Kunststoffe bioabbaubar sein konnen. Biobasierte
Kunststoffe werden entweder direkt aus Biomasse erzeugt (15) oder Biomasse wird als
Substrat zur fermentativen Erzeugung der Polymere (PHA) oder deren Monomere
(Milchséure fur PLA) verwendet (16-18). Die Ausgangsstoffe fiir die Synthese von
PBSu konnen auch bereits auf fermentativen Weg erzeugt werden (19). Der Begriff der
Bioabbaubarkeit (ultimative Bioabbaubarkeit) ist definiert als Eigenschaft eines
Materials, durch  biologische  Prozesse teilweise oder vollstindig in
Kohlenstoffdioxid/Methan, Wasser, Energie und Biomasse abgebaut werden zu kénnen
(20). In verschiedenen Studien wurde die Akkumulation von Kunststoffen in der
Umwelt und vor allem im Meer nachgewiesen (21-25).
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Da die fir den biologischen Abbau notwendigen Bedingungen (Mikroorganismen,
Temperatur, UV-Strahlung u.v.m.) nicht in jedem Fall vorhanden sind, akkumulieren

auch die eigentlich abbaubaren Kunststoffe (26).

Damit wird eines der Ziele des Einsatzes von bioabbaubaren Kunststoffen nicht erreicht,
namlich die Minderung der Belastung von Flora und Fauna im Fall einer Entsorgung in
die Umwelt. Auch die Kompostierung erfullt nur das Ziel der Minimierung von
Deponievolumen. Eine Schonung von Rohstoffen kann nur durch die Etablierung von
Kreislaufwirtschaft erfolgen. Dabei spielt es keine Rolle, ob es sich um fossile oder
nachwachsende Rohstoffe handelt. Aus diesem Grund hat das Umweltprogramm der
vereinten Nationen (UNEP) eine Richtlinie fir die Verwirklichung der echten

Kreislaufwirtschaft herausgegeben. In dieser werden folgende Ziele beschrieben.

I.  Die Reduktion des Rohstoffeinsatzes
Il.  Re-Design von Produkten, um eine erneute Nutzung oder ein verbessertes
Recycling zu ermdglichen
I1l.  Einweg-Produkte nach Mdglichkeit vermeiden
IV.  Wiederaufarbeitung
V.  Vermeidung von Abféllen
VI.  Rickgewinnung von Rohstoffen oder Energie (27).

1.2 Riickgewinnung von Kunststoffen

Die Rickgewinnung und Wiederverwendung von Kunststoffmaterialien (Abb. 1) wird
auf der Basis der verwendeten Technologie und dem Level der Wiedereinfiihrung in den
Produktionsprozess in vier Wege unterteilt (28, 29). Dabei entspricht die vierte Route
der Verbrennung des Kunststoffs als Heizmaterial. Auf diesen Weg wird im Folgenden

nicht weiter eingegangen.
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Abb. 1: Die vier Routen des Plastik Recyclings und deren Reintegration in den Produktionsprozess. Erweitert nach
(29). Die prozentualen Anteile entsprechen den Verhaltnissen in Europa von 2015 (4).

Die direkte Wiederverwendung von Kunststoffmaterialien stellt die 6konomisch und
Okologisch sinnvollste Variante dar. Ein Beispiel hierfir ist die Verwendung von
Mehrwegflaschen aus PET, die nach dem Sammeln gespult und flr den gleichen Zweck
wiederverwendet werden. Hierdurch werden vor allem die bei anderen
Konversionstechnologien auftretenden Emissionen von u. a. Kohlenstoffdioxid,
Stickoxiden und Schwefeldioxid vermieden (29, 30). Die direkte Wiederverwendung ist
jedoch nur durchfiihrbar, wenn das jeweilige Produkt wahrend seiner Verwendung nicht
beschéadigt oder in seiner Form veréndert wird. Ist dies der Fall missen verschiedene

Technologien eingesetzt werden, um die Wiederverwendung zu ermdoglichen.

Beim sogenannten Primér-Recycling, auch Re-Extrusion genannt, wird hauptséchlich
der in der industriellen Produktion von Kunststoffteilen anfallende Abfall erneut in den
Produktionsprozess eingefiihrt (31). Da diese Teile keine Beanspruchung durch
Benutzung erfahren haben, weist das aus ihnen erzeugte Produkt keine verminderte
Quialitat auf. Ein Priméar-Recycling der vom Endanwender generierten Kunststoffabfalle
ist im Regelfall nur schwer méglich, da eine selektive Sammlung erfolgen muss und das
Material wahrend der Nutzung beansprucht wurde, wodurch es i.d.R. qualitativ
schlechter wurde. Diese Probleme sind auch die Herausforderung des mechanischen
bzw. Sekundér-Recyclings. Hierbei werden mechanische Verfahren eingesetzt, um neue
4
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Teile aus Kunststoffabfdllen zu generieren. Abhé&ngig von der Homogenitit des
Abfallmaterials sowie dessen Grad der Beanspruchung entstehen neue Produkte von
meist minderer Qualitat wie zum Beispiel Einkaufstiiten, Rohre und Regenrinnen, oder
auch Tir- und Fensterprofiele. Fir eine Reintegration der Kunststoffabfélle in einen
neuen Produktionsprozess erfolgt im ersten Schritt eine Reduktion der PartikelgroRe
mittels Zweiwalzen-, Kryomihlen oder Prézisionsmesser auf <0,2 mm. Auch die Form
wird dabei verdndert, sodass entweder Pellets, Flakes oder Pulver fur eine Extrusion
bereitstehen. Vor dieser findet ein Waschschritt sowie, abhangig vom spéteren Produkt,
die Beimischung von Pigmenten oder weiteren Zusatzen statt. Dabei kann es sich
beispielsweise um sogenannte kompatibilitdtserhéhende Substanzen handeln, die eine
Phasentrennung zwischen zwei unterschiedlichen Kunststoffen im Gemisch verhindern
sollen (32, 33). Dies fiihrt zu einer VergrofRerung des Anwendungsbereiches des
Sekundar-Recyclings.  Weitere  Additive  werden mit dem  Ziel der
Eigenschaftsverbesserung des entstehenden Materials hinzugeflgt. Ein Beispiel hierfr
sind sogenannte Weichmacher. Dem mechanischen Recycling sind jedoch Grenzen
bezlglich der Qualitdt des zu erzeugenden Produktes gesetzt. Durch die
Gebrauchsbeanspruchung der Kunststoffpolymere wahrend der Nutzung sowie die
mechanische Belastung wéhrend der Aufbereitung kann es zu Verénderungen und zur
Degradation der Polymerketten kommen. Das Wirken von Temperatur, mechanischem
sowie oxydativem Stress flhrt zu einer stetigen Abnahme der Materialbelastbarkeit und
damit auch der Qualitatsanspriiche des resultierenden Produktes, sodass diese Form des
Recyclings nicht unendlich oft wiederholt werden kann und der Kreislauf damit
unterbrochen wird. In diesem Zusammenhang wird von einem Downgrading

gesprochen (34).

Eine Madglichkeit einen geschlossenen Kreislauf zu erhalten stellt das chemische oder
Tertiar-Recycling dar. Hierbei handelt es sich um eine rohstoffliche Nutzung des
Kunststoffmaterials mit dem Ziel der Rickgewinnung von Monomeren und
niedermolekularen Ausgangsstoffen fir die Neusynthese von Kunststoffen (35-39).
Da die Polymerketten abgebaut und neu synthetisiert werden, kann tber diesen Weg ein
Produkt mit gleicher oder sogar hoherer Qualitat im Vergleich zum Ausgangsprodukt
erzeugt werden. Es steht eine Vielzahl verschiedener Verfahren zur Verfligung, deren

Anwendbarkeit stark vom Ausgangsmaterial abhéngt.
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Das Cracken ist ein Verfahren, welches bereits aus der Erddlverarbeitung bekannt ist
und bei welchem die Polymere durch Anwendung hoher Temperaturen, Wasserstoff
spezieller Katalysatoren bzw. einer Kombination aus diesen aufgespalten werden. Beim
thermischen Cracken, der Pyrolyse, erfolgt eine Behandlung der Materialien bei sehr
hohen Temperaturen zwischen 350 °C und 900 °C unter Ausschluss von Sauerstoff
(1, 40, 41). Dabei entsteht, neben einem kohleartigen Rickstand, ein gasférmiges
Gemisch aus kettenformigen sowie zyklischen Kohlenwasserstoffen. Auf Grund des
hohen Energiegehaltes dieses Gases von etwa 22-30 MJ m™ wird dies zur Erzeugung
von Elektrizitat oder Dampf eingesetzt. Als Nebenprodukt entsteht ebenfalls eine an
Aromaten angereicherte fliissige Fraktion aus einem komplexen Gemisch von
organischen Verbindungen mit einer Kettenlange von finf bis zwanzig
Kohlenstoffatomen. Diese Fraktion kann nach Aufbereitung in Olraffinerien verwendet
werden. Die Aufarbeitung kann durch sogenanntes Hydrocracken erfolgen (42-44).
Dabei wird das Ausgangsmaterial unter erhéhtem Druck einer Wasserstoffatmosphare
bei Temperaturen zwischen 200 °C und 400 °C und Anwesenheit eines Katalysators
(Pt, Ni, Fe) gespalten, wobei im Gegensatz zur Pyrolyse kein fester Rlckstand Gbrig
bleibt (1). Das sogenannte katalytische Cracken ist eine Methode bei der ein spezieller
Katalysator zur Polymerspaltung verwendet wird (45, 46). Integriert in den Prozess der
Pyrolyse soll dieser die notige Reaktionstemperatur senken und zur Erzeugung eines

definierten Produktgemisches beitragen.

Neben dem Cracken wird auch die partielle Oxidation zur Polymerspaltung eingesetzt.
Bei diesem Verfahren wird Sauerstoff und Dampf verwendet, um Synthesegase und

verschiedene Kohlenwasserstoffe zu erzeugen (47).

Ein in seiner Einsatzmaglichkeit begrenztes Verfahren stellt die Depolymerisation dar.
Eine Anwendung kann nur bei der Verwertung von Kondensationspolymeren wie unter
anderen Polyestern erfolgen. Dabei werden diese zur Umkehrreaktion gezwungen,
welche in  Abhédngigkeit vom  Ausgangsmaterial oder der verwendeten
Aktivierungsmethode z.B. als Alkoholyse, Hydrolyse oder Glykolyse bezeichnet
werden kann (36, 48-50).

Im weitesteten Sinn kann auch die enzymatische Depolymerisation in diese Kategorie
eingeordnet werden. Dabei macht eine Rickgewinnung von Monomeren vor allem bei
den Polyestern Sinn, die zur Gruppe der bioabbaubaren Kunststoffe gehéren. Diese
unterliegen bei der Biodegradation folgendem Mechanismus (51-53). Mikroorganismen
6
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sind im Allgemeinen nicht in der Lage die hoch molekularen Polymere aufzunehmen.
Zur Freisetzung von wasserloslichen und damit assimilierbaren Monomeren werden
hydrolytische Enzyme sezerniert, die zur Hydrolyse der Bindung zwischen den
Monomeren befahigt sind. Auf Grund der GréRRe der Enzyme sind diese jedoch nicht in
der Lage in die Polymermatrix einzudringen, d. h. sie kdnnen nur an der Oberflache des
Polymers wirken. Dieser Prozess wird als Oberflachenerosion bezeichnet und
unterscheidet sich daher von der Massenerosion (Bulkerosion), die eine
Polymerspaltung tief in der Polymermatrix darstellt (54). Die freigesetzten Monomere
werden von den Mikroorganismen aufgenommen und anschlieRend fiir den Aufbau von
Biomasse und die Bildung von Energie verwendet, wobei unter aeroben Bedingungen

Kohlenstoffdioxid und unter anaeroben Bedingungen Methan entstehen.

Um die Rickgewinnung von Monomeren zu ermdglichen missen diese sezernierten
Enzyme isoliert von den Mikroorganismen eingesetzt werden. Dies bietet die gleichen
Vorteile, die auch mit dem rein katalytischen Cracken erlangt werden koénnen. Die
Degradation soll unter moderaten Bedingungen, also zwischen Raumtemperatur und
70 °C bei Umgebungsdruck, ermdglicht werden. Im Allgemeinen sind die Abbauraten
im Vergleich zur Pyrolyse deutlich geringer, jedoch wird durch hohere

Umweltfreundlichkeit auch eine héhere Akzeptanz erreicht (55).

Die Geschwindigkeit, mit der ein Polymer durch Enzyme abgebaut wird, héngt
malgeblich von abiotischen Faktoren und vor allem von den Polymereigenschaften ab.
Da es sich bei der enzymatischen Degradation um eine Oberflachenerosion handelt,
erfolgt diese deutlich schneller je hoher die spezifische Oberflaiche der
Kunststoffpartikel ist (56). Weiterhin verringert eine hohe Hydrophobizitdt der
Polymeroberflache die Anbindungsfahigkeit vieler sezernierter und damit eher
hydrophiler Enzyme, wodurch auch die Abbaurate verringert werden kann. Auch die
molekulare Masse des Polymers kann einen Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit
haben. Hohermolekulare Polymere werden langsamer abgebaut als niedermolekulare
(57). Kristalline Bereiche in Polymeren sind fir Enzyme schlechter zuganglich und
werden daher mit deutlich verringerter Geschwindigkeit abgebaut (58, 59). Polymere
mit hoher Schmelztemperatur werden mit geringerer Geschwindigkeit abgebaut
(57, 60, 61). Die Schmelztemperatur eines Polymers ist die Temperatur, bei der die
kristallinen Bereiche aufschmelzen und in einen flissigen Zustand tbergehen. In einer

umfangreichen kinetischen Analyse des Abbaus von aliphatischen-aromatischen

7
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Polyestern durch Lipasen konnte die Temperaturdifferenz zwischen Schmelz- und
Abbautemperatur als der bedeutendste Faktor identifiziert werden (62, 63). Dabei
konnte kein Abbau bei einer Temperaturdifferenz unter 30 °C nachgewiesen werden. Je
néher die Reaktionstemperatur an die Schmelztemperatur heran kommt, umso héher ist
die Kettenmobilitdt des Polymers. Eine hohe Mobilitat begiinstigt den Eintritt der
Polymerkette in das aktive Zentrum der Enzyme. Amorphe Bereiche eines Polymers
sind fir Enzyme besser zugénglich, solange die Reaktionstemperatur (ber der
Glasuibergangstemperatur liegt bzw. diese niedrig genug ist, sodass eine ausreichende
Kettenmobilitat gewahrleistet ist. Die Glastibergangstemperatur ist die Temperatur bei
der amorphe Polymerbereiche vom Zustand eines Glases in den zahflussigen Zustand
ubergehen. Die Hohe der Schmelz- und Glastibergangstemperatur wird durch die
chemische Struktur der Polymerkette, dem Vorhandensein und der Art der Seitenketten,
sowie den  Wechselwirkungen  zwischen den  Polymerketten  bestimmt.
Die Polymerketten aliphatischer Polyester zeichnen sich durch eine hohe Flexibilitét
aus, wodurch diese auch anfalliger fiur den enzymatischen Abbau sind. Das
Vorhandensein von aromatischen Bestandteilen flhrt zu einer Verringerung der
Flexibilitat und damit einer Erhthung der Schmelztemperatur, wodurch die Abbaurate
verringert wird. Beispielsweise weist PET eine Schmelztemperatur von ca. 200 °C auf.
Kristallines PET ist aus diesem Grund sehr resistent gegentiber enzymatischem Abbau.
Amorphes PET weist ebenfalls noch eine geringe Abbaubarkeit auf, da seine
Glasuibergangstemperatur bei etwa 70 °C liegt. Nur bei Temperaturen nahe 70 °C kann
ein gewisses Mal} an Kettenmobilitat und damit eine Erhéhung der Abbaurate erreicht

werden.

Auch die biochemischen Eigenschaften der Enzyme beeinflussen die Abbaurate von
Polymeren. Ein breites Spektrum an Enzymen aus der Klasse der Hydrolasen wurde mit
der Fahigkeit zum Abbau verschiedener Polyester in Mikroorganismen detektiert. Fur
den Abbau von PHB oder allgemein PHA’s wurden sowohl intra- als auch
extrazellulare Enzyme aus der Gruppe der Serin-Hydrolasen beschrieben, die von einer
Vielzahl verschiedener Bakterien u. a. der Gattungen Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Acidivorax und Alcaligenes synthetisiert werden. Die hohe Verbreitung
von Organismen, die zum Abbau von PHA beféhigt sind, kann mit dem Vorkommen
dieser Polymere als natirliches Speicherpolymer der Bakterien erklért werden (14, 64).

Extrazelluldare PHB-Depolymerasen weisen neben der Lipase-ahnlichen katalytisch
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aktiven Domane noch eine Substratbindedomane auf, die Uiber einen Threonin-reichen

Linker miteinander verbunden sind (65-67).

Am Abbau des Milchsaurepolymers PLA sind dagegen sowohl proteolytische als auch
lipolytische Serin-hydrolasen beteiligt. Die Proteasen erkennen PLA dabei
wahrscheinlich als Proteinanalogon und spalten daher bevorzugt bzw. ausschliellich die
L-Form dieses Polymers. Nur wenige Vertreter der klassischen Lipasen sind in der Lage
PLA abzubauen, jedoch konnte diese Fahigkeit bei sogenannten Cutinasen
nachgewiesen werden. Dies sind lipolytische Enzyme mit Eigenschaften der klassischen
Lipasen und der unspezifischen Esterasen. Cutinasen und Cutinase-ahnliche Enzyme
unterscheiden auch nicht zwischen der D- und L-Form des PLA (68). PLA abbauende
Mikroorganismen sind weniger verbreitet als PHB oder PCL abbauende. Eine Induktion
der abbauenden Enzyme wird durch Protein basierte Stoffe wie Seidenfibroin, Elastin
und Gelatine hervorgerufen (68-70).

Verschiedene Lipasen und Cutinasen sind auch in der Lage die Polymere PCL und
PBSu abzubauen. PBSu abbauende Enzyme wurden hé&ufig aus thermophilen
Actinomyceten wie Amycolatopsis sp. HT-6, Microbispora rosea oder Excellospora
japonica isoliert. Der PCL-Abbau ist jedoch haufiger bei Mikroorganismen zu finden.
Vertreter der cutinolytischen Enzyme wie PaCLE1l weisen ein sehr breites
Substratspektrum auf und sind in der Lage die Polymere PCL, PLA, PBSu und PBSA
abzubauen (71).

Der Abbau von aromatisch-aliphatischen Polyestern mit hohen Schmelztemperaturen
wie PET wurde ebenfalls fir lipolytische und cutinolytische Enzyme beschrieben.
Dabei ist vor allem TfH hervorzuheben. Diese cutinolytische Esterase ist in der Lage
niedrig-kristallines PET aus Flaschen abzubauen. Dies wird durch eine hohe
Temperaturstabilitdt und Aktivitat bei 55 °C ermdglicht (51, 72, 73).

Aufgrund ihres Potenzials zum Abbau verschiedener Polyester stellen Cutinasen und
cutinolytische Enzyme sehr interessante Zielproteine fir industrielle Anwendungen dar.
Wie stark die Fahigkeit zum Polymerabbau ausgepragt ist, hangt allerdings von den
konkreten Enzymeigenschaften ab und muss daher fir den jeweils konkreten Fall

untersucht werden.
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1.3 Cutinasen

Cutinasen (EC 3.1.1.74) gehoren zu den Hydrolasen, die mit Ester Bindungen
wechselwirken und diese spalten. Obwohl sie nicht primér an Reaktionen mit Zuckern
beteiligt sind, werden sie gemeinsam mit Acetylxylanesterase (EC. 3.1.1.72) zu den
Kohlenhydratesterasen der Familie 5 gezédhlt (74). Die ersten Cutinasen wurden aus
pflanzenpathogenen Pilzen isoliert (75-79). So wurde die Cutinase aus F. solani f. sp.
pisi bereits in den 1970er Jahren im Detail beschrieben und charakterisiert. Sie ist die
bis heute am besten untersuchte Cutinase und dient als Modellenzym fur diese

Enzymklasse.

Die erste Rontgenkristallstruktur der Fusarium solani f. sp. pisi Cutinase wurde 1992
durch Martinez et al. (80) veroffentlicht. Demnach wurden Cutinasen in die Gruppe der
Serinhydrolasen mit der fur viele Hydrolasen typischen ao/p-Struktur eingeteilt. Auch
Lipasen und Serin-Proteasen sind typische Vertreter der o/B-Hydrolasen, die sich zwar
deutlich in ihrer Aminosauresequenz unterscheiden jedoch strukturell stark konserviert
sind (81). Allen ist die katalytisch aktive Triade, bestehend aus einem nucleophilen
Serin, Histidin und einer sauren Aminoséaure, gemein. Im Fall der Cutinasen nimmt
Asparaginsaure diesen Platz ein. Diese drei Aminoséaurereste sind auf Loops zwischen
den B-Faltblattern und a-Helices positioniert, sodass eine raumliche Nahe gewéhrleistet
ist. Diese Struktur wird bei den Cutinasen durch mindestens eine Disulfidbriicke
stabilisiert. Es sind auch Cutinasen mit zwei bzw. drei Disulfidbriicken beschrieben.
Weitere wichtige Merkmale der Struktur der Cutinasen sind die Bindeschleife (,,Binding
Loop*) und die Helix Klappe (,,Flap-Helix*) (82—-84). Die genannten Strukturmerkmale
sind zusammen mit der allgemeinen Struktur der a/B-Hydrolasen in Abb. 2 dargestellt.
Die Cutinase von F. solani f. sp. pisi besitzt im Vergleich zum allgemeinen Aufbau der
a/B-Hydrolasen nur finf der acht dargestellten Faltblatter. Es fehlen 1 und 2 sowie
die beiden Helices a4 und a5 (ist stark verkleinert).

10
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Abb. 2: Allgemeine Struktur der o/B-Hydrolasen. Schematische Darstellung (A) nach Ollis et al. (81) mit acht -
Faltblattern (rote Pfeile) und sechs a-Helices (blaue Zylinder). Die Auspragung (gestrichelte Linie) sowie die genaue
Anzahl dieser Elemente kdnnen variieren. Die an der katalytischen Triade beteiligten Aminosdurereste sind orange
dargestellt. Im Fall der F. solani f. sp. pisi Cutinase dient Serin als Nucleophil und Asparaginséure als Séure. In (B)
ist die dreidimensionale Struktur der F. solani f. sp. pisi Cutinase mit den wichtigen Strukturelementen dargestellt
(85, 86).

Die Bindeschleife und die Helixklappe sind fiir die Substratbindung und damit auch fir
die Substratspezifitdt verantwortlich (80). Im Gegensatz zu den Lipasen kdnnen
Cutinasen sowohl wasserlosliche, kurz- und mittellange Ester als auch langkettige
emulgierte Triacylglyceride effektiv hydrolysieren. Dabei ist keine Lipid-Wasser
Phasengrenze notwendig. Es tritt somit keine Grenzfldchenaktivierung analog zu den
Lipasen auf. Dies wird auf das Fehlen eines groferen hydrophoben ,,Deckels® in Form
einer Helix zurtickgefuhrt, wie sie bei Lipasen ublich ist (87—90). Bei diesem wird die
katalytische Aktivitat erst durch eine Konformationsédnderung dieser Helix ermdglicht.
An gleicher Stelle befindet sich bei den Cutinasen die deutlich geringer ausgeprégte

Helixklappe, die zwar ebenfalls eine Konformationsédnderung erféhrt, jedoch auch im
11
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Normalzustand nicht in der Lage ist, das nucleophile Serin abzudecken. Dadurch ist
dieses zugénglich fir das umgebene Losungsmittel. Unspezifische Esterasen weisen
keine Helixklappe auf und hydrolysieren bevorzugt kurzkettige Ester. lhre Aktivitat

nimmt sehr schnell mit zunehmender Kettenlédnge ab.

Der mehrschrittige Reaktionsmechanismus ist fur alle Serinhydrolasen identisch und in
Abb. 3 dargestellt. Im substratlosen Ausgangszustand befinden sich die
Aminosaurereste der katalytischen S-D-H Triade in enger radumlicher Nahe zueinander
und stabilisieren sich gegenseitig. Beim Eintritt des Esters in den Bereich des aktiven
Zentrums erfolgt ein nucleophiler Angriff des Serin auf den Carbonyl Kohlenstoff,
wobei ein tetraedraler Ubergangszustand eingenommen wird. Dieser wird durch
Ausbildung von Wasserstoffbriicken mit den Amid Gruppen der Aminosduren des
Oxyanionen-Loches stabilisiert. Im Fall der Cutinasen von F. solani f. sp. pisi sind das
ein Serin in Position 42 und ein Glutamin in Position 121 (91). Das bei diesem Prozess
freigewordene Proton wird mit Unterstiitzung der Asparaginsaure vom Histidin
aufgenommen. Im Folgeschritt wird der Alkohol unter Bildung eines Acyl-Enzym-
Komplexes abgespalten. Dieser wird anschlieBend durch ein Wassermolekdl nucleophil
attackiert, wodurch ein zweiter tetraedraler Ubergangszustand ausgebildet wird. Auch
bei diesem erfolgt eine Stabilisierung durch die Aminoséuren des Oxyanionen-Loches.
Im finalen Schritt wird die Sdure aus dem Acyl-Enzym-Komplex abgespalten und aus
dem aktiven Zentrum freigesetzt. Die Aminoséuren der katalytischen Triade erreichen
wieder einen stabilen Ausgangszustand. Fur diesen Mechanismus werden keine
Co-Faktoren bendtigt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Freisetzung der

Saure aus dem Acyl-Enzym-Komplex (92, 93).
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Abb. 3: Reaktionsmechanismus der Serinhydrolasen nach Holmquist (92). Die Hydrolyse von p-Nitrophenylbutyrat
in p-Nitrophenol und Butterséure dient als Beispielreaktion. Die Funktion der sauren Aminosaure wird von
Asparaginsaure libernommen.

Die naturliche Funktion der Cutinasen besteht im Abbau des natiirlichen Polyesters
Cutin, welches neben dem inerten Cutan und Wachsen Bestandteil der Cuticula auf der
Epidermis hoherer Pflanzen ist. Es befindet sich unter anderem auf Blattern, Sténgeln,
Frichten und Samenschalen von Land- und Wasserpflanzen, wobei die jeweilige
Schichtdicke zwischen der Lokalisation, der Art der Pflanze und dessen
Entwicklungsphase variiert. Typischerweise betragt die Cutinschicht 0,5 — 14 pum und
enthalt ca. 20 — 600 pg Cutin cm™. Auf Friichten hoherer Pflanzen kann der Cutingehalt
sogar 1,5 mg cm? betragen. Bei niedrig entwickelten Pflanzen, wie zum Beispiel

Moosen, ist die Cutinschicht weniger stark ausgepragt (94).
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Auch die Monomeren-Zusammensetzung des Cutins variiert sehr stark zwischen den
pflanzlichen Spezies, den verschiedenen Organen sowie der Entwicklungsphase
(95, 96). Im Allgemeinen kénnen mit den C16- und C18-Fettsduren zwei Hauptfamilien
der Monomere unterschieden werden. Diese kénnen in nicht-, einfach- oder mehrfach-
hydroxylierter Form vorliegen. Auch ungesattigte und funktionalisierte C16- bzw.
C18-Fettsauren wurden identifiziert (97-99). Eine Zusammenfassung ist in Abb. 4

gezeigt.

/\/\/\/\/\/\/\i Fettalkohole
HiC oH 1-25%
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/U\/\/\/\/\/\/\/\/t a,w-Alkandiole und a,0-Alkendiole [C18:1, C22:0]
HO' oH  <5%

a,w-Dicarbonsiduren [C16:0, C18:0, C18:1, C18:2]

Funkti te M e
\/\/\/\/&\/\/\/\/ﬁ\ i\
C.
Hy oH  0-34% “°\/K/°” 1-14%

Epoxy-Fettsduren [C18:0 (9,10-Epoxy)] Glycerol
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o
HOWOH e H30/
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OH Phenole [Ferulasiure]
Polyhydroxy a,»-Dicarbonséduren [C18:0 (9,10-Dihydroxy)]

Abb. 4: Allgemeine Zusammensetzung der Cutin-Monomere nach Pollard et al. (99). Gezeigt ist jeweils ein
Strukturbeispiel fur jede Monomerengruppe. In eckigen Klammern sind die in der jeweiligen Gruppe enthaltenen
Varianten angegeben. Neben jeder Gruppe ist der prozentuale Anteil am gesamten Cutin aufgefiihrt. Die starke
Variation deutet die Heterogenitdt des Cutins verschiedener Pflanzen bzw. Pflanzenteile an. Unterstrichene
Bestandteile sind bevorzugt im Suberin zu finden.

Das Cutin ist gemeinsam mit den nahezu inerten Cutan sowie intracuticularen Wachsen
in der Cuticula eingebettet und mit den sogenannten epicuticularen Wachsen
Uberschichtet (98, 100). Es sind drei mdgliche Modelle der Struktur des Cutins bekannt.
Im ersten Modell werden die Polymerketten des Cutin aus den priméren Ester
Bindungen zwischen den endstandigen Hydroxylgruppen und den Carboxylgruppen der
o-Hydroxyfettsduren gebildet. Dies fihrt zu einer in Form eines Dendrimer
vorliegenden Polymerstruktur. Dies wird auch erreicht, wenn Glycerol und
a,o-Dicarbonsduren durch  Veresterung polymerisieren, wobei jeweils eine
Hydroxylgruppe des Glycerol frei bleiben muss. Werden alle drei Hydroxylgruppen
14
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besetzt, entsteht ein stark vernetztes Polymer. Die letztgenannten Strukturen sind
vermehrt im Suberin zu finden, da a,o-Dicarbonsduren im Cutin nur in geringem Malie
vorhanden sind. Dessen ungeachtet ist die genaue rdumliche Struktur unbekannt. Dabei
ist vor allem unklar, ob eine Organisation von dendrischen und vernetzten
Polymerabschnitten in Domanen erfolgt, oder ob beide Varianten im Gemisch vorliegen
(99).

Aus dem beschriebenen Aufbau und der Lokalisation dieses Lipidpolymers folgt auch
dessen Funktion. Die Cutinschicht schlieBt zusammen mit den cuticularen Wachsen die
Epidermis nach auBen ab und bildet somit einen Schutz fir Landpflanzen. Cutin ist
damit am Austausch von Gasen, Wasser und darin gel6sten Substanzen beteiligt.
Dariiber hinaus vermittelt Cutin einen grofRen Teil der Resistenz gegentiber Pathogenen
(101, 102). Daher ist die Erstentdeckung dieser Enzyme in pflanzenpathogenen Pilzen
nicht Gberraschend. Wahrend intensiver Forschung, begriindet durch ein grofRes
Potenzial fir industrielle Anwendungen (86, 103-105), wurden Cutinasen und
Cutinase-ahnliche Enzyme auch bei verschiedenen Bakterien und zwei Hefen aus der
Gruppe der Basidiomyceten nachgewiesen. In phylogenetischen Studien von Skamnioti
et al. (106, 107) uber pilzliche Cutinasen wurde eine Einteilung in zwei Urtypen
vorgenommen, die sich bereits vor der Trennung von Basidio- und Ascomyceten
entwickelt haben, wobei ein Gentransfer von Bakterien ausgeschlossen wurde. Bei einer
weiteren Untersuchung wurde zundchst eine Einteilung in prokaryotische und
eukaryotische Cutinasen vorgenommen, wobei nur Cutinasen mit experimentell
nachgewiesener cutinolytischer Aktivitat einbezogen wurden (103). Zu den
prokaryotischen Enzymen gehoren Cutinasen aus Bakterien der Gattung Thermobifida
(fusca; alba und cellulosilytica) (108-111). Die Cutinasen des eukaryotischen Typs
wurden in drei Gruppen untergliedert. Zwei Gruppen bestehen nur aus pilzlichen
Cutinasen mit einer Homologie von 30 %. Die dritte Gruppe beinhaltet Cutinase-
ahnliche Enzyme aus den zu den Basidiomyceten gehérenden Hefen Cryptococcus sp.
(112) und Pseudozyma antarctica (71). Sie besitzen eine Homologie von nur 19 %
gegeniiber den eukaryotischen Cutinasen pilzlichen Ursprungs. Chen et al. (103)
deuteten in diesem Zusammenhang auf die Problematik der Gen-Annotation infolge der
zunehmenden Anzahl sequenzierter Genome hin. Durch die Ahnlichkeit der Cutinasen
und Cutinase &hnlicher Enzyme mit anderen Serinhydrolasen kann es bei der

Annotation von Cutinasen auf Basis von Sequenzhomologie zu Fehlern kommen. Daher
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sollte immer eine experimentelle Uberprifung des Cutin-Abbaus durch das
entsprechende, isolierte Enzym durchgefihrt werden.

1.4 Die Hefe A. adeninivorans

Hefen sind einfach organisierte, anpassungsféahige, einzellige Eukaryoten mit attraktiven
Wachstumseigenschaften und interessanten biochemischen Charakteristika. Die Hefe A.
adeninivorans ist neben Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Yarrowia lypolytica und
Hansenula polymorpha eine viel verwendete nicht-konventionelle Hefe fur die
Forschung und fur biotechnologische Anwendungen (113-116). Im Jahr 1984 wurden
erste Stamme, damals als Trichosporon adeninovorans bezeichnet, durch Middlehoven
isoliert und charakterisiert. Bei Stamm CBS 8244T konnte dabei die Assimilation von
Aminen, Adenin und anderen Purinen als Kohlenstoffquelle nachgewiesen werden
(117). Neben weiteren sieben Stdmmen, isoliert von Maissilage in den Niederlanden,
sowie vier Stdammen aus humusreichen Bdden in Stdafrika, wurde der Stamm LS3 mit
vergleichbaren Eigenschaften zu CBS 8244T aus Holzhydrolysaten in Sibirien isoliert
(118, 119). Van der Walt et al. (118) fuhrten den Genus Arxula mit den beiden
Vertretern A. adeninivorans und A. terrestris, die als anamorphe, arthroconidiale,
xerotolerante und zur Nitratassimilation befdhigte ascomycetale Hefen beschrieben
wurden. Kurtzman und Robnett (120) fiihrten eine phylogenetische Analyse der Kladen
Trichomonascus, Wickerhamiella und Zygoascus und die damit assoziierten
anamorphen Gattungen Arxula, Blastobotrys, Sympodiomyces und Trigonopsis durch.
Dabei wurden die Sequenzen der rDNA der groRen Ribosomen-Untereinheit, der
mitochondrialen kleinen Ribosomen-Untereinheit und der Gene der Cytochromoxidase
Il verglichen. Als Resultat wurden Arxula, Blastobotrys und Sympodiomyces der
Trichomonascus-Klade zugeordent und der Gattung Blastobotrys taxonomische Prioritat

erteilt.

Der Stamm A. adeninivorans LS3 weist einige, flr biotechnologische Anwendungen
wichtige Eigenschaften, wie Thermotoleranz und einen unter anderem von der
Temperatur abhangigen Dimorphismus auf (121). Ein Wachstum kann dabei bis 48 °C
beobachtet werden. Ein Uberleben ist darlber hinaus bis 55 °C flr einige Stunden
moglich. Bei Temperaturen (ber 42 °C erfolgt eine Anderung der Morphologie von
knospenden, rundlichen Zellen hin zu myecelartigen, langlichen Zellen. Bei erneuter

Unterschreitung von 42 °C wachsen mycelartige Zellen als knospende Zellen weiter.
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Dieser Dimorphismus wird jedoch auch durch Cd?* und Tocopherol ausgeldst. Auf der
anderen Seite begiinstigen NaCl, anaerobe Bedingungen und Tunicamycin die runde
Zellform. Der Einfluss der Zellform auf die physiologischen Eigenschaften von
A. adeninivorans wurde im Detail untersucht (122, 123).

Neben dem Dimorphismus weist A. adeninivorans eine hohe Toleranz gegenuber
osmotischem Stress auf. Ein Wachstum findet dabei bis zu einer Osmolaritat von
3,32 osmol kg! H,O statt. Eine Toleranz gegeniiber hohen Salzkonzentrationen ist
ebenfalls vorhanden. Allerdings tritt ab einer Konzentration von 3,4 M NaCl eine
Verringerung der spezifischen Wachstumsrate auf. Die Toleranz wird durch
Intermediate des High Osmolarity Glycerol (HOG)-Pathways verursacht (124).

Die genetischen Eigenschaften von A. adeninivorans wurden seit den 1990er Jahren
intensiv untersucht. Es handelt sich um einen haploiden Organismus mit einem mit
anderen ascomycetalen Hefen vergleichbaren DNA-Gehalt von ca 25 fg pro Zelle,
dessen Genom mit 11,8 Mb in vier Chromosomen letztlich 2014 vollstandig sequenziert

und publiziert wurde (125).

Als besondere biochemische Merkmale kdnnen die nun vollstandig analysierten Purin-
und n-Butanol-Abbauwege genannt werden. Diese sind Beispiele fur das sehr breite
Substratspektrum  dieser Hefe. (126-129). Auch die beiden beschriebenen
extrazellularen Tannasen Atanlp und Atan2p tragen durch die Ermdéglichung des
Tannin-Abbaus zum Substratspektrum bei (125, 130, 131).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe verschiedener interessanter Anwendungsgebiete
fur A. adeninivorans aufgezeigt. So wird die Hefe als biologische Komponente in
Biosensoren zur Detektion der Aktivitdten von 6strogen-, androgen-, progesteron-,
glucocorticoid- und pharmazeutisch wirksamen Substanzen verwendet (132-138).
Darlber hinaus wurden die Enzyme des Purin-Abbauweges charakterisiert und
bezuglich Eignung zum Abbau von Purinen in Lebensmitteln getestet (139). Aufl3erdem
konnte A. adeninivorans erfolgreich als Ganzzellkatalysator zur Synthese von
enantiomerenreinen Alkoholen eingesetzt werden (140-143). Diese Hefe ist damit von
groRBem Interesse sowohl als Wirt fur die rekombinante Synthese von Proteinen als auch

als Donor fur industriell anwendbare Enzyme.
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Obwohl A. adeninivorans gelegentlich auf Pflanzenmaterial und aus humusreichen
Boden isoliert wurde, ist diese Hefe nicht als Pflanzenpathogen beschrieben (144).
Trotzdem wurden in Folge der Genomsequenzierung und Genannotation drei Gene als
sogenannte Familie 5 ,,Kohlenhydratesterasen, mit den Enzymklassen EC 3.1.1.72
(Acetylxylanesterase) und EC 3.1.1.74 (Cutinase), annotiert. Das Vorhandensein von
Cutinase-Genen birgt das Potenzial die Bedeutung von A. adeninivorans um weitere
industrielle Anwendungen zu erweitern. Dartiber hinaus ware dies der erste Nachweis
fiir Cutinasen bzw. Cutinase-dhnliche Enzymen in Hefen der Gruppe der Ascomyceten

auf Proteinebene und nicht nur durch Genannotation.

1.5 Zielstellung der Arbeit

Die Hefe A. adeninivorans stellt ein interessantes und vielschichtiges Forschungsobjekt
dar. Vor allem der Stamm LS3 erwies sich in den letzten zehn Jahren als vielseitig
einsetzbarer Organismus mit groflem Potenzial fir technologische Anwendungen.
So war die Selektion putativer Cutinase-Gene in Folge der Genomsequenzierung dieses
Stammes ein weiterer Beweis flr dieses Potenzial. Aufgrund des groRen Interesses an
Cutinasen fir vielféltige industrielle Anwendungen, wie der Abbau von Kunststoffen,

ist eine detaillierte Untersuchung dieser putativen Cutinasen von grof3er Bedeutung.

Im Rahmen der Arbeiten zu dieser Dissertation sollte herausgestellt werden, ob die als
Familie 5 ,Kohlenhydratesterasen annotierten Gene fur cutinolytische Enzyme
codieren. Daruber hinaus sollten diese drei Enzyme beziglich Ihrer biochemischen
Parameter charakterisiert werden, um Unterscheidungsmerkmale festzustellen an Hand
derer ihre biologische Funktion fir die Hefe identifiziert werden kann. Abschlieend
war das Potenzial dieser Enzyme fir biotechnologische Anwendungen im Bereich des
Kunststoffabbaus zu untersuchen.

Um diese Ziele zu erreichen wurden zun&chst rekombinante, mit einem C-terminalen
His-Tag ausgestattete Varianten der drei putativen Cutinasen synthetisiert und mittels
Metallaffinitdtschromatografie gereinigt. Dabei wurde A. adeninivorans G1212 als
homologes Expressionssystem verwendet. AnschlieBend wurden die biochemischen
Eigenschaften beziiglich pH- und Temperatur-Optimum, pH- und Temperatur Stabilitat,
Einfluss von Metallionen sowie Losungsmitteln untersucht. Als wichtigster Parameter
wurde das Substratspektrum hinsichtlich der Hydrolyse von p-Nitrophenylestern, dem
Modellsubstrat Polycaprolacton sowie dem natirlichen Polyester Cutin, welcher zu

diesem Zweck aus Apfelschalen isoliert wurde, betrachtet.
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Zusétzlich wurde der Abbau weiterer synthetischer Polyester in Form von
Kunststoffnanopartikeln  Uberprift, um das Potenzial fur eine diesbezigliche

Anwendung zu ermitteln.

Voraussetzung fir einen Einsatz von Enzymen in industriellen Anwendungen ist, dass
diese in ausreichenden Mengen bereitgestellt werden. Dazu wurde untersucht in
welchen Medien und unter welchen Bedingungen die hochste Akkumulation der
putativen  rekombinanten  Cutinasen  auftritt.  AnschlieBend  wurden  zwei
Fermentationsstrategien bezuglich Produktivitat, Ertrag, Reinheit der akkumulierten
Enzyme und Automatisierungsgrad verglichen.

Die hier vorliegende Arbeit unterstreicht und erhoht die Bedeutung von
A. adeninivorans als Hefe mit groflem Potenzial fur biotechnologische Anwendungen
und liefert gleichzeitig einen Nachweis fur das Vorhandensein von Cutinasen bzw.

Cutinase-ahnlichen Enzymen in ascomycetalen Hefen.
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KAPITEL 2 — MATERIAL UND METHODEN

2.1 Medien und Kultivierungsbedingungen

2.1.1 Verwendete Kulturmedien
Die verwendeten Kulturmedien sind im folgenden Abschnitt zusammengefasst.

HMM-NOs3:
e NaNO; 43,5 mmol I
e KHyPO; 49,6 mmol I
e K;HPO, 10,0 mmol I
e MgS0O4-7H,0 4,1 mmol I
e Spurenelemente 0,1 % (VIV)
e Ca(NOs)2-4H20 (20 g I'* St-Isg.) 84,7 umol I
e FeCl3-6H20 (2 g I St-Isg.) 7.4 umol I

HMM-NHa:
o NHsH2PO4 43,5 mmol I
e KH2PO4 12,9 mmol I
e K;HPO, 10,0 mmol I
e MgSO4-7H20 4,1 mmol I
e Spurenelemente 0,1 % (V/V)
e Ca(NOs)2-4H20 (20 g It St-Isg.) 84,7 pumol I
e FeCl3-6H20 (2 g I St-Isg.) 7.4 pumol I

Spurenelemente:

e H3BO3 8,1 mmol I
e CuSO4-5H.0 0,4 mmol I
o Ki 0,6 mmol I
e MnS04-4H0 1,8 mmol I
e 7ZnS04-7H0 1,4 mmol I
e NaxMo004-2H,0 0,8 mmol I
e CoCly-6H,0 0,4 mmol I
Vitaminmix
e Biotin 16,4 umol I
e Ca-D-Pantothenat 1,7 mmol I
e Inosit 22,2 mmol I
e Nikotinsaure 0,8 mmol I
e Pyridoxin 2,4 mmol I
e Thiamindichlorid 1,2 mmol I
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LB-Medium:
e Bacto-Trypton 10,0 gLt
e Hefeextrakt 5,0 gLt
o NaCl 100 gL?
HVM (YPD):
e Pepton 20,0 gLt
e Hefeextrakt 10,0 gLt
e Glucose 20,0 gLt
SOB-Medium:
e Trypton 20,0 gLt
e Hefeextrakt 50 gLt
e MgSO4 2,4 gLt
e NaCl 0,5 gLt
e KCI 0,186 gL

2.1.2 Kaultivierung E. coli XL1-blue

Die Kultivierung von E. coli XL1-blue wurde in LB-Medium mit den Antibiotika
Ampicillin (100 mg L) oder Kanamycin (50 mg L) zur Selektion transformierter
Zellen bei 37 °C durchgefihrt. Zur Kultivierung auf Festmedium wurden 1,6 % (w/v)
Agar (Sigma-Aldrich, Deutschland) zum LB-Medium hinzugefugt.

2.1.3 Kultivierung von A. adeninivorans

Die Kultivierung von A. adeninivorans wurde in HMM-NO3, HMM-NH4 oder HVM
bei 30 °C im Schttelinkubator durchgefiihrt. Den beiden Minimalmedien wurden dabei
2% (w/v) Glucose als C-Quelle und 0,5 % (v/v) Vitaminmix beigemischt. Zur
Induktion von extrazellularen Esterasen wurden verschiedene Substrate (Olivendl,
Tributyrin,  Tripalmitin,  Glycerol, Hexadecanol, 16-Hydroxyhexadecansaure,
hydrolysiertes Cutin) in einer Konzentration von 5 mM als zusatzliche C-Quelle
hinzugefiigt (Fir Olivendl wurde zur Berechnung die molekulare Masse der Olsdure
verwendet). Zur besseren Vermischung wurden diese fur 5 min mit einem
ULTRA-TURRAX bei 10.000 rpm homogenisiert.
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2.1.4 Untersuchung der Reporterstamme

Die zur Analyse der Promotoraktivitdit von ACUT1p, ACUT2p und ACUT3p (p -
Promotor) generierten Reportergen-Stamme (vgl. Tab. 1 und Tab. 2) wurden unter
variierenden Bedingungen kultiviert. Um den Einfluss unterschiedlicher Zucker als C-
Quelle auf die Promotoraktivitat zu testen, wurden die Reporterstamme in HMM-NOs3
mit 0,5 % Vitaminmix und jeweils 2 % Glucose, Fructose, Saccharose, Galaktose,
Maltose, Laktose, Xylose oder Arabinose bei 30 °C und einer Schittelfrequenz von 180
rpm kultiviert. Im zweiten Schritt wurden verschiedene Induktoren getestet. Hierflr
wurden zunéchst VVorkulturen der Reporterstdamme in HMM-NOz mit 0,5 % Vitaminmix
und jeweils 1% fir 24 h bei 30 °C kultiviert und dann auf HMM-NOz mit 0,5 %
Vitaminmix, 1% Glucose und 5 mM Olivendl, Tributyrin, Tripalmitin, Glycerol,
Hexadecanol oder 16-Hydroxyhexadecansadure umgesetzt. Hierfir wurden die Zellen
mittels Zentrifugation (5.000xg, 10 min, 20 °C) vom Medium getrennt und im neuen
Medium aufgenommen. Im dritten Schritt wurden die Kultivierungsbedingungen
variiert. Hierbei erfolgte die Kultivierung der Reporterstimme in HMM-NOz mit 0,5 %
Vitaminmix und variierenden Glucosekonzentrationen (2%, 4%, 8 %), NaCl
Konzentrationen (0 %, 5 %, 15 %) sowie Temperaturen von 30 °C bzw. 45 °C bei einer
Schittelfrequenz von 180 rpm. Als Indikator fir die Promotoraktivitat wurde die
relative Fluoreszenz bzw. Phytaseaktivitat Uber den jeweiligen Versuchszeitraum

kontrolliert.

2.1.5 Fermentationsstrategien

Zwei Fed-Batch Strategien wurden fir die Kultivierung von A. adeninivorans

e G1212/YRC102-TEF1-ACUT1-6H;

e G1212/YRC102-TEF1-ACUT2-6H;

e (G1212/YRC102-TEF1-ACUT3-6H;

e (G1212/YRC102-TEF1-FSCUT-6H und
e G1212/YRC102

im Bioreaktor (BIOSTAT Aplus oder BIOSTAT Bplus Twin, Sartorius Deutschland)
angewendet. Die dabei verwendeten Medien sind im Folgenden dargestellt. Temperatur

und pH-Wert wurden bei beiden Strategien bei 30 °C und pH 6,0 konstant gehalten.

22



Kapitel 2 — Material und Methoden

Startmedium:

e Glucose-H20 0,2 mollL?
e Pepton 40,0 gLt

e Hefeextrakt 200 gLt

e NHsH2PO4 86,9 mmol L*
o K;HPO, 20,1  mmol L*
e KH;PO4 25,7  mmol L
e MgSO4-7H20 8,1 mmolL*
e Spurenelemente 0,1 % (viv)

e Ca(NOs3)2-4H,0 (20 g It St-Isg.) 84,7  pmol L*
e FeCl3-6H20 (2 g It St-Isg.) 74 umol L1

Feed-Medien:

e Strategie A:
o 70 % Glucose
o 59 L!NHsHPO,
e Strategie B:
o 50 % Glucose (Feed 1)

o Feed2:
e NH4H2PO4 1,4 mol L
e MgSO4-7H20 0,2 mollL?
e Spurenelemente 6,0 % (v/v)
e Ca(NO3)2:4H,0 (20 g Lt St-Isg.) 5,1  mmol L?
e FeCl3-6H20 (2 g L™ St-lsg.) 0,4 mmolL?

Korrekturmedien:

12,5 % NHs (Strategie A)
40 % H3PO4 (Strategie A)
10 % H2SO4 (Strategie B)
10 % NaOH (Strategie B)
Struktol (Antischaummittel)

In Strategie A wurde die Batch-Phase mit einem Reaktionsvolumen von 3 L begonnen
und nach Unterschreiten einer Glucosekonzentration von 1,5 g L7 beendet.
AnschlieRend begann die Fed-Batch-Phase mit einer Fiitterungsrate von 15 mL h', was
einer durchschnittlichen Glucosezufuhr von 3,5 g L?*h! (bezogen auf das sich
vergroRernde Reaktorvolumen) entsprach. Die Futterungsrate wurde nach 60 h auf
30mL h? (58 g Lth?) und nach 80 h auf 60 mL h? (7,5 g Lh?) erhoht. Die
Stickstoff- und Phosphatversorgung wurde an die pH-Regelung gekoppelt und erfolgte

uber die Zufuhr von Ammoniak und Phosphorséure.
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Bei Strategie B wurde die Fitterungsrate automatisiert an das Wachstum angepasst.
Hierfir wurde Gber das BioPAT® MFCS/win 3.0 Rezeptierungsmodul (S88; Sartorius
Stedim Biotech, Gottingen, Deutschland) ein Protokoll erstellt. Als Indikator fur
Wachstum und Substratverbrauch wurde die Sauerstoffaufnahmerate der Kultur
verwendet. Bei Vorhandensein von Glucose ist der Sauerstoffverbrauch sehr hoch und
die pO2-Regelung erhoht die Ruhrdrehzahl auf den eingestellten Maximalwert von
1500 rpm. Nachdem die Glucose vollstandig verbraucht war, sanken der
Sauerstoffverbrauch und damit auch die Ruhrdrehzahl. Bei Unterschreiten der
Rihrdrehzahl von 800 rpm wurden Feedl und Feed2 zum Reaktor hinzugeflgt. Dies

erfolgte unter Konstanthaltung des C:N-Verhaltnisses.

2.1.6 Bestimmung von Biotrockenmasse

Fiur die Bestimmung der Biotrockenmasse wurden die zu analysierenden Proben bei
5.000xg fir 10 min zentrifugiert (Heraeus Fresco 17 Microcentrifuge oder Sorvall RC6
plus Superspeed Zentrifuge, Thermo Fischer Scientific), um die Zellen vom
Kulturiiberstand zu trennen. Bei Schittelkolbenkultivierungen wurden 5 mL und bei
Fermentationen 50 mL Probe verwendet. Das gewonnene Zellpellet wurde zweimalig
mit dest. Wasser gewaschen, anschlieend in fllissigem Stickstoff eingefroren und bis
zur Gewichtskonstanz lyophilisiert. Die Leermasse des Eppendorfgefales bzw. des
Falcon-Tubes wurde von der jeweilig erhaltenen Masse subtrahiert und die Differenz

auf das Probenvolumen bezogen.

2.1.7 Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgte Uber die Reaktion der Glucose mit
Dinitrosalizylsdure (DNSS) bei Temperaturen Gber 90 °C (145). Hierfir wurden die
Kulturiiberstande zunéchst auf eine Konzentration von ca. 0,5 g/L Glucose verdinnt.
AnschlieBend wurden 100 pL dieser Verdinnung mit 100 uL DNSS versetzt und fir
10 min bei 95 °C in einem Dampftopf erhitzt. Die Rotfarbung wurde am Microplate
Reader (TECANinfinite M200, Osterreich) bei 530 nm gegen 600 nm gemessen. Die

Quantifizierung erfolgte iber eine mitgefiihrte Glucose-Standardreihe.

24



Kapitel 2 — Material und Methoden

2.1.8 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dicht