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Mikrobielle Synthese und biotechnologische

Produktion von Polythioestern

Tina Liitke-FEversloh, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge

» Viele Mikroorganismen sind in der Lage,
wasserunlosliche Polyester als Speicherstof-
fe in den Zellen zu akkumulieren. Bei die-
sen Einschliissen handelt es sich um Poly-
hydroxyalkanoate (PHA), die thermoplas-
tisch verformbar sind und als ,,Bioplastik®
verschiedenartige technische Anwendungen
finden, beispielsweise als kompostierbares
Verpackungsmaterial. Auf der Suche nach
neuen interessanten Materialien wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit eine bisher un-
bekannte Klasse von Biopolymeren synthe-
tisiert: Polythioester (PTE). Die einzigen
bisher bekannten Biopolymere, die Schwe-
fel enthalten, sind Proteine und einige kom-
plexe Polysaccharide; sie enthalten Schwe-
fel jedoch nur in den Seitenketten, nicht im
Polymerriickgrat.

Basierend auf der Unspezifitit der kata-
lysierenden Enzyme wurde insbesondere
das PHA-akkumulierende Bakterium Ra/s-
tonia eutropha fir die Biosynthese von ver-
schiedenen Copolymeren untersucht, die
neben 3-Hydroxybutyrat (3HB) 3-Mercap-
topropionat (3MP), 3-Mercaptobutyrat
(3MB) oder 3-Mercaptovalerat (3MV) ent-
hielten. Je nach Substrat und Kultivie-
rungsbedingung, lag der P'I'E-Gehalt bei bis
zu 30 Prozent des Zelltrockengewichts, und
der Anteil des schwefelhaltigen Bausteins
konnte bis zu 70 mol% betragenl!-3l,

Die Biosynthese von Poly(3HB) kann in
R. eutropha nicht unterdriickt werden, da
3-Hydroxybutyryl-Coenzym A (3HB-CoA)
ausgehend von Acetyl-CoA synthetisiert
wird und somit stets zur Produktion von
3HB-haltigen PTEs fiihrte. So wurde ein
neues Verfahren zur Produktion von Homo-
polythioestern entwickelt. Dazu wurde ein
rekombinanter Stamm von Escherichia coli
eingesetzt, der durch die Expression von drei
Genen unterschiedlicher Herkunft zu einem
,Hkiinstlichen“ PHA-Biosyntheseweg befi-
higt ist, der so nicht in der Natur vorkommt.
Bei Zugabe der entsprechenden 3-Mercap-
tofettsiure wurde das Vorstufensubstrat in
die Zelle aufgenommen, durch eine Buty-
ratkinase (Buk) phosphoryliert und an-
schlieBend durch eine Phosphotransbutyry-
lase (Ptb) in den entsprechenden CoA-
Thioester iiberfiihrt, der dann durch die
PHA-Synthase (PhaEC) polymerisiert wur-
de (Abb. I). Elektronenmikroskopische

Untersuchungen von PTE-akkumulieren-
den Zellen zeigten zahlreiche diffuse PTE-
Grana im Cytoplasma mit einer Gréfe von
0,03-0,1 pm (Abb. 1). Die chemische Zu-
sammensetzung der gereinigten P'T'Es wur-
de durch verschiedene Analysen wie Gas-
chromatographie/Massenspektrometrie und
NMR Spektroskopie verifiziert. Die Ent-
wicklung dieses ,, BPEC“-Prozesses zur bio-
technologischen Produktion von P'T'Es wur-
de auch erfolgreich im 30 Liter-Maf3stab um-
gesetztl,

Um Informationen iiber die physikali-
schen Eigenschaften dieses neuen Materi-
als — und somit iiber potenzielle Anwen-
dungen — zu erhalten, wurden in Koopera-
tion mit kanadischen Polymerchemikern
verschiedene P'TEs, etwa mittels Differen-
tialkalorimetrie oder Rontgenbeugungsana-
lyse untersucht. Dabei zeigten die PTEs sig-
nifikante Unterschiede zu den bereits be-
kannten PHAs, wie beispielsweise hohere
Schmelztemperaturen und geringere Kris-
tallinitdcll,

Abb. 1: Biosynthese von Polythioestern in rekom-
binanten Zellen von Escherichia coli.
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