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Innerhalb dieses Forschungsvorhabens wurde der bisher industriell kaum verwendete Stamm Pseudomonas
putida DSM12264 untersucht und hinsichtlich seines Einsatzes in Bioprozessen mit toxischen Substraten und
Produkten optimiert.

Dazu wurden Molekularbiologische Tools, wie optimierte Expressionsplasmide mit verringertem metabolic
burden, kompatible Coexpressionsplasmide für die Expression von Cytochrom P450-Monooxygenasen und
Cofaktorregenerationssystem entwickelt. Es zeigte sich, dass P. putida DSM12264 im Vergleich zu P. putida
KT2440 bei der Expression der Cytochrom P450-Monooxygenasen P450cam und P450cin signifikant (bis 2,5-
fach) höhere P450-Expressionstiter erzeugt.

Außerdem wurden Protokolle für die Deletion genomisch kodierter Gene in P. putida DSM12264 erzeugt.
Dadurch entstanden Mutanten von P. putida DSM12264 mit deutlich erhöhter Toleranz gegen toxische
Substrate und Produkte. Untersuchungen zeigten, dass Transmembranproteine und Zell-Permeabilisierung zur
Erhöhung der Solvenztoleranz und zur Verbesserung der Verfügbarkeit des Substratves von Bedeutung sind.
Durch die Einführung von cofaktorregenerierenden Enzymen ließen sich die Substratumsätze optimieren.

Das cym-Operon und das Enzym P450cam waren für die Produktion von Perillaalkohol aus Limonen
ungeeignet. Perillaalkohol wurde daher durch eine Variante von P450 BM3 produziert und mit Hilfe eines
Cofaktorregenerationssystem optimiert.

Es wurden neue Varianten von P450 BM3 zur Oxidation von Pinen zu Verbenol und Verbenon erzeugt. Die
Produktion von Verbenol und Verbenon aus Pinen durch Varianten von P450 BM3 wurde durch
Transmembrantransporter und Co-Expression von cofaktorregenerierenden Enzymen optimiert.

Ferner konnten im Bioreaktor die bisher höchsten Prozesskennzahlen für die Biotransformation von Cineol zu
Hydroxycineol beschrieben werden.

Hinsichtlich P450-Expressionstiter und Solvenztoleranz ist P. putida DSM12264 dem üblicherweise
verwendeten und wissenschaftlich gut beschriebenen P. putida Stamm KT2440 überlegen. Diese Eigenschaften
wurden weiter ausgebaut. Damit ist der nächste Schritt zur industriellen Anwendung dieses neuen
Biokatalysators für Bioprozesse mit toxischen Substraten und Produkten vollzogen worden.
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