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A b str a ct

A p ol y(- 3- h y dr o x y b ut yr at e) ( P H B) d e gr a di n g b a ct eri u m, Str e pt o m y c e s  s p. S F B 5 A, w a s i s ol at e d fr o m h ar d w o o d
m ul c h. It s y nt h e si z e d a n e xtr a c ell ul ar p ol y( 3- h y dr o x y al k a n o at e) ( P H A) d e p ol y m er a s e d uri n g gr o wt h o n P H B, p ol y(- 3-
h y dr o x y v al er at e) ( P H V), P H B- P H V c o p ol y m er ( P H B V), or 3- h y dr o x y b ut yr at e. T h e p urifi e d e n z y m e h a d a s u b u nit
r el ati v e m ol e c ul ar w ei g ht of 4 7, 0 0 0 a n d a br o a d p H o pti m u m of 7. 0 t o 8. 5; w a s sti m ul at e d b y C a + 2  a n d M g+ 2 ; a n d
w a s i n hi bit e d b y et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d, dit hi ot hr eit ol, a n d n o n-i o ni c d et er g e nt s. T h e e n z y m e d e gr a d e d
P H B, P H V, a n d P H B V t o a mi xt ur e of m o n o m er s, di m er s, a n d tri m er s, wit h m o n o m er s pr e d o mi n ati n g. T h e l e v el of
tri m er s p e a k e d a n d t h e n d e cr e a s e d o v er ti m e, s u g g e sti n g t h at t h e y w er e pr o d u c e d e arl y a n d w er e s u b s e q u e ntl y
d e gr a d e d t o m o n o m er s a n d di m er s. T h e e n z y m e di d n ot d e gr a d e p ol y( 3- h y dr o x y o ct a n o at e), i n di c ati n g t h at it w a s a
s h ort- c h ai n-l e n gt h P H A d e p ol y m er a s e. T h e P H A d e p ol y m er a s e g e n e w a s cl o n e d a n d s e q u e n c e d. T h e d e d u c e d
a mi n o a ci d s e q u e n c e i n cl u d e d t hr e e f e at ur e s t y pi c al of e xtr a c ell ul ar P H A d e p ol y m er a s e s: a c at al yti c d o m ai n t y p e 1,
a fi br o n e cti n t y p e III li n k er d o m ai n, a n d a s u b str at e- bi n di n g d o m ai n. A m e c h a ni s m a c c o u nti n g f or t h e tr a n si e nt
pr o d u cti o n of P H A tri m er s w a s pr o p o s e d, b a s e d o n m o d eli n g of t h e e n z y m e’ s t erti ar y str u ct ur e a n d a mi n o a ci d
s e q u e n c e h o m ol o g y t o r el at e d P H A d e p ol y m er a s e s.

K e y w or d s: P H B; P H V; P ol y h y dr o x y al k a n o at es; P H A d e p ol y m er as e;
Str e pt o m y c es ; C at al yti c t y p e 1 d o m ai n; F nIII li n k er d o m ai n; S u bstr at e-
bi n di n g d o m ai n

I nt r o d u cti o n

P etr ol e u m- b as e d pl asti cs pr es e nt t w o m aj or pr o bl e ms: t h e y r e q uir e
a n o n-r e n e w a bl e f ossil f u el f or t h eir m a n uf a ct ur e a n d ar e r e c al citr a nt
t o d e gr a d ati o n u p o n dis p os al. P ol y( 3- h y dr o x y al k a n o at es) ( P H As) ar e
w at er-i ns ol u bl e p ol y m ers of R- 3- h y dr o x y al k a n oi c a ci d m o n o m ers i n
c h ai ns of 1 0 0 t o 3 0 0 0 pr o d u c e d b y m a n y b a ct eri a f or st or a g e of c ar b o n
a n d e n er g y [ 1]. Th e y  r e pr es e nt a bi o d e gr a d a bl e alt er n ati v e t o
p etr ol e u m- b as e d pl asti cs f or c ert ai n a p pli c ati o ns a n d h a v e b e e n
pr o d u c e d c o m m er ci all y o n a li mit e d s c al e. S h ort- c h ai n-l e n gt h P H As
( P H AS C L ) c o nsist of m o n o m ers wit h 3 t o 5 c ar b o n at o ms [ 2]. Th e  m ost
c o m m o n of t h es e is p ol y( R- 3- h y dr o x y b ut yr at e) ( P H B), c o m p os e d of
R- 3- h y dr o x y b ut a n oi c a ci d ( 3 H B) m o n o m ers [ 1]. A n ot h er c o m m o n
P H A S C L  is p ol y( R- 3- h y dr o x y v al er at e) ( P H V), c o m p os e d of R- 3-
h y dr o x y v al eri c a ci d ( 3 H V) m o n o m ers. S o m e b a ct eri a pr o d u c e
h et er o p ol y m ers ( P H B V) c o m p os e d of 3 H B a n d 3 H V m o n o m ers i n
v ari o us pr o p orti o ns [ 1]. M e di u m- c h ai n-l e n gt h P H As ( P H A M C L ), s u c h
as p ol y( R- 3- h y dr o x y o ct a n o at e) ( P H O), c o nsist of m o n o m ers
c o nt ai ni n g 6 or m or e c ar b o n at o ms [ 2]. N ati v e, i ntr a c ell ul ar P H As
( n P H As) fr o m P H A- pr o d u ci n g b a ct eri a h a v e a n a m or p h o us str u ct ur e,
w hi c h is us u all y alt er e d u p o n r e m o v al fr o m t h e c ell or c h e mi c al
tr e at m e nts, f or mi n g d e n at ur e d, i. e., p arti all y cr yst alli n e P H As ( d P H As)
[ 2]. A m or p h o us a n al o gs of n P H As, a b br e vi at e d a P H As, c a n b e

pr e p ar e d b y tr e at m e nt of c hl or of or m s ol uti o ns of d P H As wit h
d et er g e nts [ 3].

M a n y mi cr o or g a nis ms d e gr a d e d P H As, usi n g e xtr a c ell ul ar P H A
d e p ol y m er as es. Th es e  ar e s e cr et e d i nt o t h e s urr o u n di n g m e di u m a n d
h y dr ol y z e P H As t o t h eir m o n o m ers, w hi c h ar e tr a ns p ort e d i nt o t h e
c ells a n d c at a b oli z e d. N u m er o us P H A d e p ol y m er as es h a v e b e e n
p u ri fi e d  a n d c h ar a ct eri z e d (r e vi e w e d i n r ef er e n c es 2 a n d 4).
Bi os y n t h esis of P H A d e p ol y m er as es o c c urs d uri n g gr o wt h o n P H As or
t h eir m o n o m ers, b ut is r e pr ess e d b y s u g ars, or g a ni c a ci ds, a n d a mi n o
a ci ds [ 2, 5- 8].

Str e pt o m y c es  is a v er y br o a d g e n us of Gr a m p ositi v e, fi l a m e nt o us
b a ct eri a wit h hi g h % G + C ( ~ 7 0 %) t h at pr o d u c e a b u n d a nt r e pr o d u cti v e
s p or es a n d v ari o us a nti bi oti cs [ 9]. Th e y  d e gr a d e a v ari et y of p ol y m ers
i n clu di n g: a g ar, st ar c h, c ell ul os e, c hiti n, a n d x yl a n, wit h d e gr a d ati o n
c at al y z e d b y p o l y m e r-s p e ci fi c  h y dr ol as es [ 1 0]. I n sit u s oil st u di es s h o w
t h at n u m er o us Str e pt o m y c es  s p e ci es d e gr a d e P H B a n d P H B V as w ell
[ 1 1]. E xtr a c ell ul ar d P H A d e p ol y m er as es ar e r e p ort e d i n s e v er al
Str e pt o m y c es  s p e ci es, s o m e of w hi c h s p e ci fi c a l l y d e gr a d e P H AS C L

[ 7, 1 2- 1 5], w hil e ot h ers d e gr a d e P H AM C L  [ 1 6- 1 8].

D es pit e t h e t a x o n o mi c br e a dt h of Str e pt o m y c es , c o m p ar ati v el y f e w
e xtr a c ell ul ar P H A d e p ol y m er as es fr o m t his i m p ort a nt g e n us h a v e b e e n
d es cri b e d t o d at e. We r e p ort h er e t h e is ol ati o n of a P H B- d e gr a di n g
a cti n o m y c et e, Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A, t h e p u ri fi c ati o n  a n d
c h ar a c t eri z ati o n of a n e xtr a c ell ul ar d P H AS C L  d e p ol y m er as e fr o m t h e
or g a nis m, a n d t h e cl o ni n g of its ass o ci at e d g e n e. We s h o w t h at t h e
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e n z y m e pr o d u c es m ostl y m o n o m ers wit h s o m e di m ers a n d tri m ers
d uri n g P H A d e gr a d ati o n a n d pr o p os e a p ossi bl e m o d el t o e x pl ai n t his
r es ult, b as e d o n bi o c h e mi c al a n d str u ct ur al d at a.

M at e ri als a n d M et h o ds

C h e mi c als

P H B a n d t h e s o di u m s alts of R, S- 3- h y dr o x y b ut a n oi c a ci d ( R, S- 3 H B)  
a n d R-  3-  h y dr o x y b ut a n oi c a ci d ( R- 3 H B) w er e o bt ai n e d fr o m Si g m a-
Al dri c h, St. L o uis, M O, U S A. P H V w as pr e p ar e d b y c ult uri n g  
C hr o m o b act eri u m vi ol ac e u m  wit h s o di u m v al er at e as d es cri b e d [ 1 9]. A 
P H B V c o p ol y m er c o nt ai ni n g 1 7 m ol % 3 H V (tr a d e n a m e Bi o p ol® B X  
P 0 2 9) w as o bt ai n e d fr o m Z e n e c a, L o n d o n, U K. P H O w as pr e p ar e d b y  
c ult uri n g Ps e u d o m o n as ol e o v or a ns  wit h s o di u m o ct a n o at e as 
d es cri b e d [ 2 0]. H o m o g e n e o us s us p e nsi o ns of gr a n ul ar P H B a n d P H B V  
( 3 % t o 4 % w/ v) w er e pr e p ar e d b y s o ni c ati o n, a ut o cl a v e d, a n d st or e d at  
4° C. S o ni c at e d P H V s us p e nsi o ns r e a dil y a g gr e g at e d, r e q uiri n g  
c o nsi d er a bl e c ar e i n pi p etti n g. F or pr e p ar ati o n of P H A t hi n Th l ms ,  
P H As w er e m a d e t o 1 % w/ v i n c hl or of or m a n d h e at e d at 5 0° C u ntil  
diss ol v e d. A m or p h o us P H B ( a P H B) w as pr e p ar e d as d es cri b e d, wit h  
5 0 m M s o di u m c h ol at e as t h e d et er g e nt [ 3]. All ot h er c h e mi c als w er e  
of r e a g e nt gr a d e or b ett er.

C ult u r e m e di a a n d g r o wt h c o n diti o ns

A d e Th n e d  mi n er al s alts m e di u m ( S N C) [ 2 1] w as us e d f or
e x p eri m e nts o n P H A d e p ol y m er as e s y nt h esis. C ar b o n s o ur c es w er e
a d d e d s e p ar at el y as Th lt e r-st e ri li z e d or a ut o cl a v e d st o c ks. S N C
c o nt ai ni n g 0. 2 % w/ v P H B w as r ef err e d t o as S N C- P H B. N utri e nt br ot h
( N B), n utri e nt a g ar ( N A), tr y pti c s o y br ot h ( T S B), tr y pti c as e s o y a g ar
( T S A) ( B e ct o n Di c ki ns o n a n d C o m p a n y, Fr a n kli n P ar k, NJ, U S A) a n d
m a n nit ol s o y fi o u r  m e di u m ( M S F) [ 9] w er e us e d as c o m pl e x m e di a.
Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A w as m ai nt ai n e d o n S N C- P H B a g ar pl at es.
S p or e s us p e nsi o ns w er e pr e p ar e d fr o m S N C pl us 0. 5 % gl u c os e a g ar
c ult ur es as d es cri b e d [ 9]. All a g ar pl at e c ult ur es of Str e pt o m y c es  s p.
S F B 5 A w er e i n c u b at e d at 3 0° C. All br ot h c ult ur es w er e i n c u b at e d wit h
r ot ar y s h a ki n g ( 2 0 0 r p m) at 3 0° C f or ti m es i n di c at e d.

Is ol ati o n of st r ai n S F B 5 A

Well d e c a y e d h ar d w o o d m ul c h ( 1. 0 g) w as a d d e d t o 9 9. 0 m L of
st eril e 0. 8 5 % s ali n e s ol uti o n i n a dil uti o n b ottl e. fi e  mi xt ur e w as
s h a k e n vi g or o usl y f or 3 0 s e c a n d all o w e d t o s ettl e f or 1 mi n. S a m pl es
( 0. 1 m L) of t h e s u p er n at a nt li q ui d w er e s eri all y dil ut e d a n d pl at e d o nt o
S N C a g ar pl at es pr e vi o usl y o v erl ai d wit h 5 m L of S N C- P H B a g ar. Th e
pl at es w er e i n c u b at e d at 3 0° C f or 4 8 h. S el e ct e d c ol o ni es e x hi biti n g
l ar g e cl e ari n g z o n es i n t h e o p a q u e P H B o v erl a y w er e str e a k e d fi rst  f or
is ol ati o n o n fr es h S N C- P H B o v erl a y pl at es, a n d t h e n t wi c e o n N A
pl at es. O n e is ol at e, S F B 5 A, w as c h os e n f or f urt h er st u d y. It h as b e e n
d e p osit e d i n t h e A gri c ult ur al R es e ar c h S er vi c e ( A R S) O p e n C ult ur e
C oll e cti o n, P e ori a, I L, U S A as Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A, N R R L
B- 6 5 5 2 0.

Ta x o n o mi c c h a r a ct e ri z ati o n of st r ai n S F B 5 A

G e n o mi c D N A of str ai n S F B 5 A w as is ol at e d b y a s alti n g o ut  
m et h o d, as d es cri b e d [ 2 2]. A p orti o n of t h e 1 6 S-r R N A g e n e w as  
a m p li fi e d  fr o m t h e g e n o mi c D N A b y t h e p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n 
( P C R) wit h pri m er p airs Str e p B/ Str e p F [ 2 3] a n d p A/ p H [ 2 4]( T a bl e S 1). 
R e a cti o n mi xt ur es i n cl u d e d 1 0 0 n g of g e n o mi c D N A, 0. 5 µ M of e a c h  
pri m er, 5 % v/ v di m et h yls ulf o xi d e, a n d a n Ill ustr a ™ P u R e Ta q R e a d y- T o-

G o ™ P C R B e a d ( G E H e alt h c ar e, Pitts b ur g h, P A, U S A) i n a fi n a l  v ol u m e 
of 2 5 µ L. fi e  P C R s c h e d ul e i n cl u d e d a n i niti al d e n at ur ati o n at 9 4° C 
f or 1 0 mi n; 4 0 c y cl es of d e n at ur ati o n at 9 4° C f or 3 0 s e c, a n n e ali n g at 
5 4° C f or 3 0 s e c, a n d e xt e nsi o n at 7 2° C f or 1 mi n; f oll o w e d b y a fi n a l  
e xt e nsi o n at 7 2° C f or 1 0 mi n. 1 6 S-r D N A a m pli c o ns w er e p u ri fi e d  b y 

a g ar os e g el el e ctr o p h or esis a n d e xtr a ct e d usi n g a Z y m o cl e a n T M  G el 
D N A R e c o v er y Kit ( Z y m o R es e ar c h, Ir vi n e, C A, U S A). S e q u e n ci n g of  
t h e a m pli c o ns w as p erf or m e d b y E u r o fi ns  M W G O p er o n ( L o uis vill e, 
K Y). Th e  p A/ p H a m pli c o n w as s e q u e n c e d dir e ctl y usi n g t h e p A, p H, 
1 6 S I n L, a n d 1 6 S I n R pri m ers ( Ta bl e S 1). Th e  Str e p B/ Str e p F a m pli c o n 
w as fi rst  li g at e d i nt o a p C R ™ 4- T O P O® v e ct or a n d cl o n e d i nt o 

Es c h eri c hi a c oli  O n e S h otT M  T o p 1 0 c ells usi n g t h e T O P O® T A 
Cl o ni n g® Kit f or S e q u e n ci n g ( Lif e Te c h n ol o gi es, Gr a n d Isl a n d, N Y,  
U S A). Pl as mi d D N A fr o m p ositi v e tr a nsf or m a nts w as s e q u e n c e d usi n g  
T 3 a n d T 7 pri m ers ( T a bl e S 1). O v erl a p pi n g s e q u e n c es w er e ass e m bl e d  
i nt o a c o nti g wit h t h e C A P 3 S e q u e n c e Ass e m bl y Pr o gr a m [ 25 ], 
a v ail a bl e  at: htt p: / / d o u a . p r a bi . f r /s o ft w a r e / c a p 3 .  P h yl o g e n eti c  
h o m ol o gi es w er e d et er mi n e d b y p air wis e n u cl e oti d e s e q u e n c e  
ali g n m e nt of t h e c o nti g usi n g t h e E Z Bi o Cl o u d t o ol a v ail a bl e at: htt ps://
w w w. e z bi o cl o u d. n et/t o ols/ p air Ali g n. T h e  ass e m bl e d 1 6 S r D N A 
s e q u e n c e w as d e p osit e d i n G e n B a n k, wit h t h e a c c essi o n n u m b er  
M H 3 9 2 7 0 5. 2.

St u di es of P H A d e p ol y m e r as e s y nt h esis

D e gr a d ati o n of P H B or P H B V b y Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A w as
ass ess e d b y str e a ki n g it o n S N C a g ar pl at es ( 2 0 m L) o v erl ai d wit h 5 m L
of S N C a g ar c o nt ai ni n g 0. 2 % w/ v of t h e p ol y m er a n d o bs er vi n g t h e
f or m ati o n of cl e ari n g z o n es. T o vis u ali z e t h e d e gr a d ati o n of P H V
d uri n g gr o wt h, 2 0 m g of t h e p ol y m er w as diss ol v e d i n 1. 0 m L of
C H Cl 3  a n d p o ur e d o nt o t h e s urf a c e of a n S N C a g ar pl at e. Th e  C H Cl3
w as all o w e d t o e v a p or at e, f or mi n g a t hi n fi l m  of P H V, a n d 5 m L of
m olt e n S N C a g ar w as t h e n c ar ef ull y p o ur e d o v er t h e t hi n fi l m  t o
pr o vi d e a st a bl e s urf a c e f or str e a ki n g.

F or st u di es of P H A d e p ol y m er as e s y nt h esis i n br ot h, t h e or g a nis m
w as gr o w n f or 1 6 h wit h s h a ki n g i n N B. C ells w er e h ar v est e d b y
c e ntrif u g ati o n ( 5, 0 0 0 × g, 4° C, 1 0 mi n) a n d r es us p e n d e d i n o n e c ult ur e
v ol u m e of S N C br ot h c o nt ai ni n g 2 0 m M s ol u bl e c ar b o n s o ur c es
( R, S- 3 H B or R- 3 H B) or P H A s us p e nsi o ns at 0. 2 % w/ v. C ult ur es w er e
i n c u b at e d wit h s h a ki n g. S a m pl es ( 1. 0 t o 2. 0 m L) w er e wit h dr a w n at
s el e ct e d ti m es, a n d c l a ri fi e d  b y c e ntrif u g ati o n. S u p er n at a nts w er e
st or e d at - 8 0° C a n d a n al y z e d as s o o n as p ossi bl e.

P u rifi c ati o  of P H A d e p ol y m e r as e

A fl as k  of N B ( 5 0 m L) w as i n o c ul at e d wit h s e v er al c ol o ni es of
Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A fr o m a S N C- P H B a g ar pl at e c ult ur e a n d
i n c u b at e d wit h s h a ki n g f or 1 6 h. This  w as us e d t o i n o c ul at e t w o 1 L
b at c h es of N B c o nt ai n e d i n 4 L Erl e n m e y er fl as ks ,  f oll o w e d b y
i n c u b ati o n wit h s h a ki n g f or 1 6 h. C ells w er e h ar v est e d b y
c e ntrif u g ati o n, a n d t h e c ell p ell ets w er e r es us p e n d e d i n t w o 1 L b at c h es
of S N C- P H B br ot h c o nt ai n e d i n 4 L Erl e n m e y er fl as ks .  Th e  c ult ur es
w er e i n c u b at e d wit h s h a ki n g f or 4 8 h a n d t h e n c l a ri fi e d  b y
c e ntrif u g ati o n. Th e  s u p er n at a nt w as a dj ust e d t o p H 7. 4 b y a d di n g s oli d
tris( h y dr o x y m et h yl) a mi n o m et h a n e ( Tris) b as e, f oll o w e d b y s oli d
a m m o ni u m s ulf at e a d d e d t o 5 5 % s at ur ati o n ( 4° C). Pr e ci pit at e d pr ot ei n
w as p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n ( 2 5, 0 0 0 × g, 2 0 mi n, 4° C). Th e  pr ot ei n
p ell ets w er e diss ol v e d i n 2 0 m L of B u ff e r  A ( 2 5 m M Tris- Cl, 1 m M
C a Cl 2 , p H 7. 5) a n d c e ntrif u g e d t o r e m o v e p arti c ul at es ( 1 4, 0 0 0 × g, 1 0
mi n, 4° C), f oll o w e d b y a d diti o n of 1. 1 7 g of N a Cl. This  m at eri al w as
l o a d e d o nt o a 1. 5 × 1 0 c m c ol u m n of P h e n yl S e p h ar os e® C L- 4 B ( G E
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H e alt h c ar e, Wa u w at os a, Wis c o nsi n, U S A) pr e vi o usl y e q uili br at e d wit h
B u Th e r  A c o nt ai ni n g 1 M N a Cl. Th e  c ol u m n w as s e q u e nti all y w as h e d
wit h 5. 6 b e d v ol u m es of b u Th e r  A c o nt ai ni n g 1 M N a Cl, f oll o w e d b y 7. 3
b e d v ol u m es of a li n e ar N a Cl gr a di e nt fr o m 1. 0 t o 0 M i n B u fi e r  A, a n d
5. 6 b e d v ol u m es of B u fi e r  A ( Th o w  r at e 1. 2 m L/ mi n, 3. 6 m L fr a cti o ns).
A cti v e fr a cti o ns, el ut e d d uri n g t h e B u fi e r  A w as h, w er e p o ol e d,
c o n c e ntr at e d b y di al ysis a g ai nst s oli d s u cr os e, a n d a p pli e d t o a 1. 1 × 5 9
c m c ol u m n of S e p h a cr yl® S- 1 0 0- H R ( G E H e alt h c ar e) pr e vi o usl y
e q uili br at e d wit h B u fi e r  A. fi e  c ol u m n w as d e v el o p e d wit h B u fi e r  A
( fi o w  r at e 0. 1 m L/ mi n, 0. 4 m L fr a cti o ns). A cti v e fr a cti o ns s h o wi n g
el e ctr o p h or eti c p urit y w er e p o ol e d a n d st or e d at - 8 0° C. T o t est f or
e fi e cts  of i n hi bit ors a n d i o ni c c o m p o u n ds o n a cti vit y, t h e e n z y m e w as
Th rst  di al y z e d a g ai nst 2 0 v ol u m es of b u Th e r  A f or 1 5 h at 4° C wit h
stirri n g.

P H A d e p ol y m e r as e ass a ys

R o uti n e ass a ys of P H A d e p ol y m er as e a cti vit y w er e p erf or m e d  
t ur bi d o m etri c all y at 6 5 0 n m [ 26 , 27 ] at 3 7° C i n a 1. 0 m L r e a cti o n 
mi xt ur e c o nt ai ni n g 1 0 0 m M Tris- H Cl, p H 7. 9, 1 m M C a Cl 2 , 1 3 6 μ g of 
P H B s us p e nsi o n, a n d e n z y m e s a m pl e ( 4 0 t o 1 0 0 n g p u ri fi e d  e n z y m e or 
u p t o 2 0 0 µ L of c ult ur e s u p er n at a nts). I n hi bit ors a n d i o ni c c o m p o u n ds  
w er e a d d e d as d esir e d. A cti vit y w as c al c ul at e d usi n g a n e xti n cti o n  

c o e f fi ci e nt at 6 5 0 n m of 4. 3 µ L n g- 1c m - 1, wit h a u nit d e fi n e d  as 1 μ g of 
P H B d e gr a d e d p er mi n. U n d er t h es e c o n diti o ns, t h e ass a y w as li n e ar  
f or u p t o 3 0 mi n ut es, a n d t h e d et e cti o n li mit w as a b o ut 0. 4 u nits/ m L. 
T o t est f or a P H B d e gr a d ati o n, a v ol u m e of a P H B s us p e nsi o n w as  
s u bstit ut e d f or P H B i n t h e r e a cti o n mi xt ur e t o gi v e t h e s a m e i niti al  
A 6 5 0. T h e  e f f e ct of p H o n a cti vit y w as d et er mi n e d b y s u bstit uti n g 
b u f f e rs  of o v erl a p pi n g p H f or Tris- H Cl p H 7. 9 i n t h e ass a y: 1 0 0 m M 

citr at e ( p H 3- 6), pi p er a zi n e- N, N ′- bis( 2- et h a n es ulf o ni c a ci d) ( p H 
6- 7. 5), Tris- H Cl ( p H 7- 9. 5), or gl y ci n e- H Cl ( p H 8. 5- 1 0. 5).

Q u alit ati v e s p ot t ests f or P H A d e p ol y m er as e a cti vit y w er e d o n e as  
d es cri b e d [ 2 7 ] usi n g 0. 1 % w/ v P H A gr a n ul e s us p e nsi o ns i n 1. 0 % w/ v 
a g ar os e m a d e u p i n t ur bi d o m etri c ass a y b u f f e r . Li p as e a cti vit y w as 
ass ess e d b y t h e r h o d a mi n e B-tri ol e o yl gl y c er ol pl at e ass a y [ 2 8 ].

Pr o d u cts r es ulti n g fr o m d e gr a d ati o n of P H As w er e i d e nti fi e d  b y
el e ctr os pr a y i o ni z ati o n ti m e- o f- Thi g ht  m ass s p e ctr o m etr y ( E SI- T O F-
M S). fi e  r e a cti o n mi xt ur e c o nt ai n e d 1 8 0 µ g of P H A gr a n ul es or t hi n
fi l m ,  5 0 m M Tris- H Cl ( p H 7. 9), a n d 1 m M C a Cl2  i n a fi n a l  v ol u m e of
1. 0 m L. F or t hi n fl l ms ,  b ef or e a d diti o n of t h e ot h er i n gr e di e nts, 1 8 0 µ L
of P H A fr o m a 1 % w/ v st o c k i n C H Cl 3  w as pi p ett e d i nt o a pr e w ar m e d
1 3 × 1 0 0 m m gl ass s cr e w c a p t u b e, v ort e x e d u ntil t h e C H Cl 3

e v a p or at e d, a n d i n c u b at e d at 5 0° C f or 3 0 mi n t o dri v e o Th  r esi d u al
C H Cl 3 . P u ri fl e d  P H A d e p ol y m er as e ( 1 0 0 n g) w as a d d e d t o i niti at e t h e
r e a cti o ns, f oll o w e d b y i n c u b ati o n f or 4 h at 3 7° C. F or ti m e c o urs e
e x p eri m e nts, t h e r e a cti o n v ol u m e w as i n cr e as e d fr o m 1 m L t o 3 m L,
a n d a m o u nts of all r e a cti o n c o m p o n e nts w er e tri pl e d a c c or di n gl y. A fl e r
i n c u b ati o n, t h e r e a cti o n mi xt ur e w as a ci di Th e d  t o p H 2. 5 wit h H Cl.
P orti o ns ( 0. 5 m L) w er e r e m o v e d t o mi cr of u g e t u b es a n d c e ntrif u g e d.
fi e  s u p er n at a nt w as e xtr a ct e d t hr e e ti m es wit h 0. 5 m L of et h yl a c et at e,
a n d t h e or g a ni c l a y er dri e d u n d er a str e a m of air at 5 0° C. Th e
e xtr a cti o n r esi d u e w as r e diss ol v e d i n 5 0 µ L of 0. 1 % v/ v f or mi c a ci d a n d
i nj e ct e d at 6 µ L/ mi n wit h a H ar v ar d L a b or at ori es M o d el 2 2 s yri n g e
i nf usi o n p u m p i nt o a n A gil e nt Te c h n ol o gi es 6 2 2 4 E SI- T O F m ass
s p e ctr o m et er o p er at e d i n n e g ati v e i o ni z ati o n m o d e. Nitr o g e n w as us e d
as t h e d es ol v ati o n g as at a Th o w  r at e of 5 L/ h a n d 3 2 5° C, wit h n e b uli z er
pr ess ur e at 3 0 psi g. Fr a g m e nt or a n d s ki m m er v olt a g es w er e 1 7 5 V a n d
6 5 V, r es p e cti v el y. D e gr a d ati o n pr o d u cts w er e i d e nti ff e d  fr o m t h e
pr e di ct e d m/ z r ati os of t h e pri m ar y i o ns. A pl ot of 3 H B c o n c e ntr ati o n

v ers us s p e ctr al a b u n d a n c e w as li n e ar u p t o at l e ast 4 8 m M ( 6, 0 0 0 p p m)
a n d a b u n d a n c e l e v els of 2. 5 milli o n.

El e ct r o p h o r eti c a n al ys es

Pr ot ei n p urit y a n d s u b u nit M r w er e d et er mi n e d b y s o di u m d o d e c yl 
s ulf at e- p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esis ( S D S- P A G E) o n 1 2 %
p ol y a cr yl a mi d e g els a c c or di n g t o L a e m mli [ 2 9 ], wit h sil v er st ai ni n g as 
d es cri b e d [3 0 ]; Pr e cisi o n Pl us Pr ot ei n ™ U nst ai n e d St a n d ar ds ( Bi o- R a d 
L a b or at ori es, H er c ul es, C A, U S A) s er v e d as m ol e c ul ar m ass m ar k ers.  
N ati v e P A G E w as p erf or m e d usi n g t h e L a e m mli s yst e m [ 2 9 ] wit h o ut 
S D S or 2- m er c a pt o et h a n ol. T o pr e p ar e s a m pl es f or n ati v e P A G E, P H B-
gr o w n c ult ur es w er e c l a ri Th e d  b y c e ntrif u g ati o n a n d t h e s u p er n at a nts 
m a d e t o 5 5 % s at ur ati o n ( 0° C) a m m o ni u m s ulf at e. Pr e ci pit at e d pr ot ei ns  
w er e p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 2, 0 0 0 × g, 1 0 mi n, 4° C), a n d p ell ets  
w er e r e diss ol v e d i n b u f f e r  R B c o nt ai ni n g 1 X L a e m mli s a m pl e b u f f e r  
[ 29 ] wit h o ut S D S a n d 2- m er c a pt o et h a n ol. D u al z y m o gr a p h y v ers us  
P H B a n d P H V w as d o n e usi n g t h e s a m e n ati v e g el. A ft e r  
el e ctr o p h or esis of t h e s a m pl es, t h e g el w as o v erl ai d wit h a sl a b of 1 %
a g ar os e ( 0. 7 5 × 7 × 9 m m) c o nt ai ni n g 0. 1 % w/ v P H B i n t ur bi d o m etri c  
ass a y b u f f e r  (s e e a b o v e). It w as t h e n pl a c e d o n t o p of a t hi n fi l m  of 
P H V pr e vi o usl y c ast b y pi p etti n g 2. 5 m L of 1 % P H V i n C H Cl 3  e v e nl y 
o nt o a ( 7 × 9 m m) gl ass pl at e a n d all o wi n g t h e C H Cl 3  t o e v a p or at e. T h e  
g el- z y m o gr a m ass e m bl y w as t h e n i n c u b at e d at 3 7° C u ntil b a n ds of  
cl e ari n g a p p e ar e d, i n di c ati n g P H A d e p ol y m er as e a cti vit y.

Ot h e r ass a ys a n d d et e r mi n ati o ns

Pr ot ei n c o n c e ntr ati o ns w er e r o uti n el y esti m at e d usi n g t h e d y e-
bi n di n g ass a y [ 3 1 ] wit h b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) as t h e st a n d ar d. 
F or e x p eri m e nts o n gl u c os e r e pr essi o n of P H A d e p ol y m er as e s y nt h esis  
i n br ot h, gl u c os e c o n c e ntr ati o ns w er e m e as ur e d usi n g t h e 
di nitr os ali c yl at e ass a y f or r e d u ci n g s u g ars [ 3 2 ], wit h gl u c os e as t h e 
sta n d ar d. E xtr a ct a bl e c ell pr ot ei n w as d et er mi n e d b y p ell eti n g c ells  
fr o m 2. 0 ml of c ult ur e, w as hi n g wit h d ei o ni z e d w at er, r es us p e nsi o n i n 
2. 0 m L of 1. 0 N N a O H, a n d h e ati n g at 1 0 0° C f or 1 0 mi n. Th e  e xtr a cts 
w er e c l a ri fi e d  b y c e ntrif u g ati o n, a n d t h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o ns i n t h e 
s u p er n at a nts w er e d et er mi n e d usi n g a Bi ci n c h o ni ni c A ci d Pr ot ei n  
Ass a y Kit ( Si g m a- Al dri c h) wit h B S A as t h e st a n d ar d. This  ass a y w as 
dir e ctl y c o m p ati bl e wit h t h e N a O H us e d f or e xtr a cti o n.

Cl o ni n g a n d s e q u e n ci n g of t h e P H A d e p ol y m e r as e g e n e

R estri cti o n di g ests, a g ar os e g el el e ctr o p h or esis, c ult uri n g of E. c oli  , 
a n d ot h er r o uti n e D N A m a ni p ul ati o ns w er e d o n e as d es cri b e d [ 3 3 ]. 
Cl o ni n g of t h e P H A d e p ol y m er as e g e n e (p h a Z  ) w as d o n e usi n g P C R-
b as e d t e c h ni q u es; P C R a n d s e q u e n ci n g pri m ers us e d ar e s h o w n i n  
Ta bl e S 1. P u ri fi e d  P H A d e p ol y m er as e ( 9 0 p m ol) w as c o n c e ntr at e d b y 
tri c hl or o a c eti c a ci d pr e ci pit ati o n a n d s u bj e ct e d t o S D S- P A G E, f oll o w e d  
b y bl otti n g o nt o Mi ni Pr o Bl ott ™ p ol y vi n yli d e n e di fl u o ri d e  m e m br a n es 
( A p pli e d Bi os yst e ms, F ost er Cit y, C A), a n d st ai ni n g wit h P o n c e a u S 
a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Th e  P H A d e p ol y m er as e 
pr ot ei n b a n d w as e x cis e d, a n d t h e N-t er mi n al s e q u e n c e w as  
d et er mi n e d b y E d m a n d e gr a d ati o n at t h e U ni v ersit y of Te x as M e di c al  
Br a n c h Pr ot ei n C h e mistr y L a b or at or y, G al v est o n, T X, U S A. Th e  
s e q u e n c e o bt ai n e d w as:  
A G L T Q V T G F G S N P G N L T M H T Y V P D G L A A G. A n i nt er n al a mi n o  
a ci d s e q u e n c e w as si mil arl y o bt ai n e d b y o mitti n g t h e bl otti n g st e p a ft e r  
S D S- P A G E a n d p erf or mi n g i n- g el di g esti o n wit h tr y psi n b ef or e t h e  
s e q u e n ci n g pr o c e d ur e, yi el di n g t h e s e q u e n c e: S A A P V G T S S.
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D e g e n er at e P C R pri m ers P H A D- 8 (s e ns e) a n d P H A DI N- 3
( a ntis e ns e) w er e d esi g n e d usi n g r e v ers e tr a nsl ati o ns of t h e a mi n o a ci d
s e q u e n c es fr o m t h e N-t er mi n us a n d i nt er n al fr a g m e nt, r es p e cti v el y.
D e g e n er a c y i n t h e s e ns e pri m er w as mi ni mi z e d b y usi n g G or C i n t h e
W o b bl e p ositi o ns of t h e c o d o ns, si n c e t h e G + C c o nt e nt of
Str e pt o m y c es  s p e ci es is k n o w n t o b e a b o ut 7 0 % [ 9]. F or t h e a ntis e ns e
pri m er, a d e Th n e d  b as e c o m p ositi o n of 5 3. 2 % G, 3 8.l % C, 4. 6 % T, a n d
4. 1 % A w as i n c or p or at e d i nt o t h e w o b bl e p ositi o ns of t h e a mi n o a ci ds,
b as e d o n a c o d o n us a g e t a bl e f or Str e pt o m y c es  c o eli c ol or  a v ail a bl e at:
htt p:// w w w. k a z us a. or.j p/ c o d o n/ S. ht ml. Th es e  pri m ers w er e us e d t o
a m plif y a 5 0 0 b as e p air ( b p) s e g m e nt ( A 2 0 T G) of t h e P H A
d e p ol y m er as e g e n e. Th e  P C R r e a cti o n c o nt ai n e d a n Ill ustr a
P u R e Ta q ™ R e a d y- T o- G o ™ P C R b e a d ( G E H e alt h c ar e, Pis c at a w a y, NJ,
U S A), 1 1 8 n g of g e n o mi c D N A t e m pl at e, 2 5 p m ol of e a c h pri m er, a n d
5 % v/ v di m et h yls ulf o xi d e i n a fi n a l  v ol u m e of 2 5 µ L. fi e  P C R s c h e d ul e
i n cl u d e d 3 0 c y cl es of d e n at ur ati o n ( 9 4° C, 1 mi n), a n n e ali n g ( 6 2. 5° C,
3 0 s e c), a n d e xt e nsi o n ( 7 2° C, 1 mi n), f oll o w e d b y a n a d diti o n al
e xt e nsi o n at 7 2° C f or 1 0 mi n.

A c o m bi n ati o n of P C R- b as e d g e n e w al ki n g t e c h ni q u es w as us e d t o  
o bt ai n a d diti o n al s e q u e n c e wit hi n a n d o utsi d e of p h a Z  . T h es e  i n cl u d e d 
i n v ers e P C R [ 34 ]; si n gl e-str a n d e d (ss) D N A li g ati o n P C R [ 35 ]; a n d t h e 

m et h o d of Si e b ert et al. [ 3 6 ], usi n g t h e G e n o m e W al k erT M  U ni v ers al Kit 
( Cl o nt e c h, M o u nt ai n Vi e w, C A, U S A). All pr o c e d ur es w er e p erf or m e d 
ess e nti all y as d es cri b e d.

P C R pr o d u cts w er e p u ri Th e d  b y a g ar os e g el el e ctr o p h or esis a n d
e xtr a ct e d fr o m g els usi n g a G e n El ut e ™ G el E xtr a cti o n Kit ( Si g m a
Al dri c h) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. I n m ost c as es,
t h e pr o d u cts w er e fi rst  li g at e d i nt o a p C R® 2. 1 v e ct or or p C R 4® Bl u nt-
T O P O v e ct or ( Lif e Te c h n ol o gi es) a n d i ntr o d u c e d i nt o O n e S h ot ™
T O P 1 0 E. c oli  c ells. Pl as mi d D N A fr o m p ositi v e E. c oli  cl o n es w as
p u ri fi e d  usi n g a G e n El ut e ™ Pl as mi d Mi ni pr e p Kit ( Si g m a- Al dri c h), a n d
s e q u e n c e d wit h M 1 3 R e v ers e pri m er ( p C R® 2. 1 cl o n es) or T 3 a n d T 7
pri m ers ( p C R 4® Bl u nt- T O P O cl o n es) b y E u r o fi ns  M W G O p er o n,
L o uis vill e,  K Y,  U S A.  P C R  pr o d u cts  o bt ai n e d  wit h  t h e
G e n o m e Wal k er T M  U ni v ers al Kit w er e s e q u e n c e d dir e ctl y wit h pri m ers
G S P 2 a n d A P 2.

As a fi n a l  c h e c k, t h e e ntir e p h a Z  c o di n g s e q u e n c e w as a m p li fi e d  
fr o m g e n o mi c D N A b y P C R wit h pri m ers P H A Z F 9 a n d P H A Z R 9, 
w hi c h c o nt ai n e d e n gi n e er e d B a m HI a n d Hi n dIII r estri cti o n sit es,  
r es p e cti v el y. T h e  P C R pr o d u ct w as di g est e d wit h B a m HI a n d Hi n dIII 
a n d li g at e d wit h si mil arl y di g est e d pl as mi d p U C 1 8 [ 3 3 ]. T h e  r es ulti n g 
c o nstr u ct w as cl o n e d i nt o E. c oli  D H 5 α, a n d pl as mi d D N A e xtr a ct e d 
fr o m p ositi v e tr a nsf or m a nts w as s e q u e n c e d wit h M 1 3 f or w ar d a n d 
r e v ers e pri m ers pl us i nt er n al, p h a Z  -s p e ci fi c pri m ers ( P H A Z L 3, 
P H A ZI n F, P H A ZI n R, a n d P H A Z R 4). Th e  n u cl e oti d e s e q u e n c e of p h a Z  
w as d e p osit e d i n G e n B a n k, wit h t h e a c c essi o n n u m b er M H 7 4 6 9 3 4.

S e q u e n c e a n al ysis

S e q u e n c es fr o m p h a Z  w er e ass e m bl e d wit h t h e C A P 3 S e q u e n c e 
Ass e m bl y Pr o gr a m [ 2 5 ], a n d o p e n r e a di n g fr a m es i d e nti fi e d  wit h t h e 
E x P A S y Tr a nsl at e utilit y ( htt ps:// w e b. e x p as y. or g/tr a nsl at e/). I niti al  
h o m ol o g y s e ar c h es of t h e pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c e w er e d o n e  
wit h t h e Pr ot ei n B L A S T t o ol ( htt ps:// bl ast. n c bi. nl m. ni h. g o v/ Bl ast. c gi)  
a g ai nst t h e R ef S e q pr ot ei n d at a b as e. T o cr e at e a m ulti pl e s e q u e n c e  
ali g n m e nt, t h e pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c e w as Th rst  s e ar c h e d wit h 
Pr ot ei n B L A S T a g ai nst t h e P H A D e p ol y m er as e E n gi n e eri n g D at a b as e  
htt p:// w w w. d e d. u ni-st utt g art. d e/ [ 4]. Ei g ht s e q u e n c es wit h t h e b est  
h o m ol o g y s c or es w er e ali g n e d wit h t h e Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A 
d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e usi n g t h e T- C o fi e e  pr o gr a m ( htt p://

t c o f f e e . vit a l-it . c h / a p ps /t c o f f e e / d o: r e g u l a r ) [ 37 ]. A p ot e nti al si g n al 
p e pti d e w as l o c at e d usi n g Pr e disi ( htt p: // w w w. pr e disi. d e/) [ 38 ]. A 
m o d el of t h e t hr e e- di m e nsi o n al str u ct ur e of t h e P H A d e p ol y m er as e  
w as c o nstr u ct e d fr o m its d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e usi n g P H Y R E 2  
[ 39 ], a v ail a bl e at: htt p:// w w w. s b g. bi o.i c. a c. u k/ p h yr e 2/ ht ml/ p a g e. c gi?
i d =i n d e x.

R es ults

Is ol ati o n a n d c h a r a ct e ri z ati o n of St r e pt o m y c es  s p. S F B 5 A

Is ol at e S F B 5 A f or m e d Th l a m e nt o us ,  dr y, fi at ,  a n d o p a q u e c ol o ni es
a fi e r  5 d of i n c u b ati o n o n S N C- a g ar pl at es c o nt ai ni n g P H B, gl u c os e, or
ot h er c ar b o n s o ur c es, a n d e mitt e d t h e o d or of g e os mi ns c h ar a ct eristi c
of a cti n o m y c et es. A s u bstr at e m y c eli u m w as f or m e d d uri n g t h e fi rst  2 4
t o 3 6 h of i n c u b ati o n, f oll o w e d b y a p o w d er y w hit e a eri al m y c eli u m.
A fl e r  3 t o 5 d, c ol o ni es b e c a m e gr e y- br o w n, i n di c ati n g s p or ul ati o n,
wit h c ol or m or e pr o n o u n c e d at t h e p eri p h er y t h a n i n t h e c e nt er. Gr a m
st ai ns s h o w e d a mi xt ur e of Gr a m p ositi v e br a n c h e d Th l a m e nts ,  r o u n d e d
r o ds a p pr o xi m at el y 0. 5 × 1. 0 μ m, a n d s p or es i n ol d er c ult ur es. A
s ol u bl e, br o w n pi g m e nt w as f or m e d a fl e r  3 t o 5 d of gr o wt h o n T S A,
M S F, or S N C pl us gl u c os e a g ar, b ut n ot o n S N C- P H B a g ar. C ol o ni es o n
c o m pl e x a g ar m e di a s u c h as T S A a n d N A w er e m oist er a n d l ess
fl l a m e nt o us  t h a n o n S N C- P H B a g ar, wri n kl e d, o Th- w hit e ,  wit h
u n d ul at e m ar gi ns, a n d f ail e d t o e x hi bit s p or ul ati o n e v e n a fi e r
i n c u b ati o n f or o v er 3 w e e ks. Gr o wt h i n S N C br ot h m e di a w as v er y
Th o c c u l e nt ,  a n d c ells a d h er e d t o t h e si d es a n d b ott o m of s h a k e Th as ks .  I n
c o ntr ast, gr o wt h i n c o m pl e x m e di a s u c h as N B or T S B w as m u c h f ast er
a n d m or e dis p ers e d t h a n i n S N C br ot h. ff e  gr o wt h r at e a n d d o u bli n g
ti m e i n N B at 3 0° C, esti m at e d b y t ur bi d o m etr y, w er e 0. 7 5 h- 1 a n d 5 6
mi n, r es p e cti v el y. Th e  t e m p er at ur e r a n g e f or gr o wt h o n T S A pl at es w as
1 5- 3 9° C, wit h o pti m al gr o wt h b et w e e n 3 0 a n d 3 5° C.

B L A S T s e ar c h es of a 1 3 2 4 b p p orti o n of t h e 1 6 S r R N A g e n e  
a m p li fi e d  fr o m is ol at e S F B 5 A s h o w e d t h e hi g h est i d e ntit y t o 1 6 S r R N A 
fr o m Str e pt o m y c es  ci n er e or u b er  s u bs p. ci n er e or u b er  N B R C 1 2 7 5 6 
[ A c c essi o n # A B 1 8 4 1 2 1; 9 9. 6 2 % si mil arit y ( 1 3 1 9 b p), 9 9. 7 %
c o m pl et e n ess]. H o w e v er, pr eli mi n ar y r es ults of p h ysi ol o gi c al t ests a n d  
m or p h ol o gi c al c o m p aris o ns b et w e e n t h e t w o str ai ns s u g g est e d t h at  
t h e y m a y r e pr es e nt s e p ar at e s p e ci es, a n d f urt h er t a x o n o mi c 
i d e nti Th c ati o n  is i n pr o gr ess. fi e r e f o r e ,  t h e is ol at e w as d esi g n at e d as 
Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A.

D e g r a d ati o n of P H A i n c ult u r es

Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A gr e w o n S N C a g ar pl at e o v erl a ys c o nt ai ni n g
P H B or P H B V. Cl e ari n g z o n es a p p e ar e d a Th e r  a b o ut 3 0 t o 4 8 h, d uri n g
t h e tr a nsiti o n fr o m v e g et ati v e t o a eri al m y c eli u m, wit h f ull cl e ari n g
a fi e r  3 t o 5 d ( Fi g ur e 1). It als o gr e w sl o wl y o n S N C a g ar pl at es o v erl ai d
wit h P H V t hi n fl l ms ,  a n d f ull cl e ari n g of t h e P H V r e q uir e d u p t o 7 d
( Fi g ur e 1).

W h e n N B- gr o w n c ells w er e r es us p e n d e d i n S N C- P H B br ot h a n d
i n c u b at e d i n s h a k e c ult ur e, P H A d e p ol y m er as e a cti vit y w as d et e ct e d
a Th e r  a l a g of 1 2 t o 2 4 h, p e a ki n g at 3 6 t o 4 8 h, a n d d e cli ni n g r a pi dl y
t h e r e a Th e r ,  p ossi bl y b e c a us e of pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n ( Fi g ur e 2).
M a xi m al a cti vit y l e v els w er e o bt ai n e d wit h i n o c ul a c o nt ai ni n g 0. 4 t o
0. 7 m g of dr y c ell w ei g ht/ m L.
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Fi g ur e 1:Fi g ur e 1:  Gr o wt h of Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A o n P H As a n d
f or m ati o n of cl e ari n g z o n es. Th e  or g a nis m w as str e a k e d f or
is ol ati on o n S N C a g ar pl at es o v erl ai d wit h S N C a g ar c o nt ai ni n g
P H B gr a n ul es, P H B V gr a n ul es, or P H V t hi n Th l m .  P H B a n d P H B V
pl at es w er e p h ot o gr a p h e d a Th e r  3 d of i n c u b ati o n a n d t h e P H V pl at e
a fi e r  7 d.

fi e  l att er c orr es p o n d e d t o r es us p e nsi o n of p ell et e d N B- gr o w n c ells
i n a v ol u m e of S N C- P H B br ot h e q u al t o t h at of t h e ori gi n al c ult ur e, s o
t his i n o c ul u m l e v el w as us e d f or s u bs e q u e nt e x p eri m e nts o n P H A
d e p ol y m er as e pr o d u cti o n i n br ot h. Th e  l a g ti m e wit h i n o c ul a t h at w er e
w as h e d w as a b o ut 1 2 h l o n g er t h a n t h at f or u n w as h e d i n o c ul a,
alt h o u g h t h e m a xi m al P H A d e p ol y m er as e a cti viti es o bs er v e d w er e
si mil ar ( n ot s h o w n). Us e of l o g p h as e c ells v ers us st ati o n ar y p h as e c ells
as i n o c ul a d e cr e as e d t h e m a xi m al a cti vit y o bs er v e d b y a b o ut 3-f ol d b ut
di d n ot a fi e ct  t h e l a g ti m e ( n ot s h o w n).

Fi g ur e 2:Fi g ur e 2:  E f f e ct of i n o c ul u m si z e o n pr o d u cti o n of P H A 
d e p ol y m er as e i n li q ui d c ult ur es of Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A. 
N utri e nt br ot h- gr o w n i n o c ul a w er e w as h e d o n c e wit h S N C a n d  
r es us p e n d e d i n 1/ 6 v ol u m es of 2-f ol d S N C. V ar yi n g v ol u m es of t h e  
r es us p e n d e d c ells w er e c o m bi n e d wit h 2-f ol d S N C, st eril e w at er,  a n d 
P H B ( 0. 2 % w/ v fi n a l c o n c e ntr ati o n) t o gi v e t h e f oll o wi n g i niti al  c ell 

d e nsiti es ( g dr y c ell w ei g ht/ m L): ♦ , 0. 0 7; ■ , 0. 4 0; ▲ , 0. 7 0; - - - ○ ,

1. 4 0; - - - □ , 2. 1 0 wit h P H B i n c ult ur e; ● , 2. 1 0 wit h o ut P H B i n 
c ult ur e.  P H A d e p ol y m er as e t ur bi d o m etri c ass a ys w er e d o n e o n 
d u pli c at e 0. 1  m L s a m pl es of c ult ur e s u p er n at a nt at e a c h ti m e p oi nt.

A cti vit y w as als o o bt ai n e d i n S N C br ot h c ult ur es c o nt ai ni n g
R, S- 3 H B, R- 3 H B, or P H B V b ut l ess t h a n wit h P H B ( 2 6. 8 %, 1 4. 7 %, a n d
4. 9 % r es p e cti v el y of a cti vit y wit h P H B). A cti vit y fr o m br ot h c o nt ai ni n g

P H V or l a c ki n g a n y c ar b o n s o ur c e w as at or b el o w t h e d et e cti o n li mit
f or t he ass a y. P H A d e p ol y m er as e s y nt h esis i n br ot h c ult ur es w as
r e pr ess e d b y gl u c os e a n d r es u m e d a fi e r  e x h a usti o n of gl u c os e fr o m t h e
m e di u m ( Fi g ur e S 1). A si mil ar r e pr essi o n p h e n o m e n o n w as o bs er v e d
i n a g ar c ult ur es c o nt ai ni n g b ot h P H B a n d 0. 5 % gl u c os e, cl e ari n g z o n es
r e q uiri n g 4 t o 5 d t o a p p e ar i nst e a d of 2 d wit h P H B al o n e ( n ot s h o w n).
Us e of P H B pl us 1 % gl u c os e i n cr e as e d t his ti m e t o at l e ast 7 d.

D u al z y m o gr a p h y r e v e al e d t h at a P H A d e p ol y m er as e a cti v e a g ai nst
b ot h P H B a n d P H V w as pr o d u c e d d uri n g gr o wt h i n S N C- P H B br ot h
( Fi g ur e 3). I d e nti c al a cti vit y b a n ds of Rf 0. 3 4 a p p e ar e d o n b ot h t h e
P H B a n d P H V z y m o gr a ms. A f ai nt b a n d at R f 0. 1 8 als o a p p e ar e d o n
t h e P H B z y m o gr a m b ut n ot o n t h e P H V z y m o gr a m.

Fi g ur e 3:Fi g ur e 3:  D u al z y m o gr a p h y of a m m o ni u m s ulf at e pr e ci pit at es fr o m
c ult ur e s u p er n at a nt of Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A gr o w n i n S N C br ot h
c o nt ai ni n g 0. 2 % P H B f or 4 8 h. L a n es w er e l o a d e d wit h t h e a m o u nts
of P H A d e p ol y m er as e a cti vit y i n di c at e d (t ur bi d o m etri c ass a y): 1,
4. 6 m u nits; 2, 3. 7 m u nits; 3, 1. 8 m u nits. A b br e vi ati o ns: O, ori gi n;
D F, d y e fr o nt; Rf, r el ati v e el e ctr o p h or eti c m o bilit y.

P u rifi c ati o  a n d c h a r a ct e ri z ati o n of P H A d e p ol y m e r as e

P H A d e p o ly m er as e w as p u ri fi e d  1 8 6-f ol d t o a p pr o xi m at el y 9 7 %
el e ctr o p h or eti c h o m o g e n eit y fr o m P H B- gr o w n c ult ur e s u p er n at a nts of
Str e pt o m y c es  s p. 5 A, wit h a fi n a l  yi el d of 1 1 μ g pr ot ei n a n d 1 6 %
r e c o v er y of a cti vit y. Its s u b u nit M r w as a p pr o xi m at el y 4 7, 0 0 0 ( Fi g ur e
S 2). It w as st a bl e d uri n g st or a g e f or 4 d at 2 5° C, 7 d at 4° C, at l e ast 1 4 d
at - 2 0° C, a n d i n d e fi nit e l y  at - 8 0° C. It l ost o nl y 1 0 % of its ori gi n al
a cti vit y a fi e r  5 c y cl es of fr e e zi n g at - 8 0° C a n d t h a wi n g at 2 0° C.
O pti m al a cti vit y w as o bt ai n e d fr o m p H 7. 0 t o 8. 5, a n d at 4 5° C.

Th e  e Th e cts  of i o ni c c o m p o u n ds w er e t est e d ( Ta bl e 1). C a Cl2 , M g Cl2 ,
a n d K C l sti m ul at e d a cti vit y, pr o b a bl y b e c a us e of t h e c ati o ni c m oi eti es
si n c e N a Cl h a d n o e fi e ct  o n a cti vit y. N a N O3 , Z n Cl2 , N a2 S O 4 , a n d
N H 4 Cl str o n gl y i n hi bit e d a cti vit y, w hil e N a 2 C O 3  a n d N a2 H P O 4  w er e
sli g htl y i n hi bit or y. Th e  e fi e cts  of c o m m o n e n z y m e i n hi bit ors o n P H A
d e p ol y m er as e a cti vit y w er e als o t est e d ( Ta bl e 1). fi e  e n z y m e w as
hi g hl y i n hi b it e d b y t h e s u l fi y d r y l  r e d u ci n g a g e nt, dit hi ot hr eit ol ( D T T),
b ut o nl y w e a kl y b y t h e s u l fl y d r y l  al k yl ati o n r e a g e nt, i o d o a c et at e
(I A A). It w as n ot i n hi bit e d b y K C N. Th e  n o n-i o ni c d et er g e nts Trit o n
X- 1 0 0 a n d T w e e n- 2 0 c o m pl et el y i n hi bit e d a cti vit y. A cti vit y w as
str o n gl y  i n hi bit e d  b y  t h e  di v al e nt  i o n  c h el at or,
et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d ( E D T A), b ut w as r est or e d b y a d diti o n
of 5 m M C a Cl 2  t o t h e ass a y mi xt ur e, c o n fl r mi n g  t h e sti m ul at or y e fl e ct
of  C a Cl 2 . S u p e r Th ci a l l y ,  t h e  s eri n e  h y dr ol as e  i n hi bit or,
p h e n yl m et h yls ulf o n yl fi u o ri d e  ( P M S F) i n hi bit e d a cti vit y at 1 m M, b ut
et h a n ol u s e d t o pr e p ar e t h e P M S F st o c k s ol uti o n als o i n hi bit e d a cti vit y
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s o t h at t h e n et i n hi biti o n w as o nl y 2. 5 %. T h e  e n z y m e l a c k e d li p as e  
a cti vit y ( n ot s h o w n), as d et er mi n e d b y a s p e ci fi c pl at e ass a y [ 28 ].

I o ni c C o m p o u n d s

C o m p o u n d a Fi n al c o n c e ntr ati o n
( m M)

%  of
C o ntr ol e

D ei o ni z e d w at er ( n o C a Cl 2 ) --- 1 0 0

C a Cl 2 2 2 4 5

M g Cl 2 2 1 8 8

Z n Cl 2 2 3 3. 3

N a Cl 4 1 0 1

N a 2 C O 3 2 8 2. 3

N a 2 H P O 4 2 8 3. 3

N a 2 S O 4 2 4 5. 8

K Cl 4 1 1 7

N H 4 Cl 4 5 4. 2

N a N O 3 4 < 0

E n z y m e I n hi bit or s

D ei o ni z e d w at er ( pl u s C a Cl 2 ) --- 1 0 0

D T T 1 3 0. 4

E D T A 1 6. 1

E D T A pl u s 5 m M C a Cl 2
b 1 1 3 6

K C N 1 9 6. 6

P M S F c 1 6 6. 4

Et h a n ol c 8 5 6 6 8. 9

I A A 1 8 2. 6

Trit o n X- 1 0 0 ---d < 0

T w e e n 2 0 ---d < 0

Ta bl e 1:Ta bl e 1:  E Th e cts  of s el e ct e d i o ni c c o m p o u n ds a n d c o m m o n e n z y m e
i n hi bit ors o n a cti vit y of P h a Z Ss p 5 A . 

a Th e  st a n d ar d t ur bi d o m etri c ass a y
r e a cti o n mi xt ure w as s u p pl e m e nt e d wit h t h e t est c o m p o u n ds at t h e
c o n c e ntr ati o ns i n di c at e d. F or t esti n g of i o ni c c o m p o u n ds, C a Cl 2  w as
o mitt e d fr o m t h e st a n d ar d ass a y mi xt ur e. F or t esti n g of c o m m o n
e n z y m e i n hi bit ors, t h e st a n d ar d ass a y mi xt ur e (i. e., c o nt ai ni n g 1. 0 m M
C a Cl 2 ) w as us e d. b C a Cl 2  w as a d d e d t o a Th n a l  c o n c e ntr ati o n of 5. 0 m M
i n t his ass a y mi xt ur e. c  Si n c e t h e P M S F st o c k w as m a d e u p i n et h a n ol, a
c o ntr ol c o nt ai ni n g a n e q ui v al e nt v ol u m e of et h a n ol ( 5 0 μl p er m L of
ass a y mi xt ur e) w as d o n e. fi e  fi n a l  c o n c e ntr ati o n of et h a n ol w as t h us
~ 8 5 6 m M Th n a l  c o n c e ntr ati on. d fi e  c o n c e ntr ati o ns of Trit o n X- 1 0 0
a n d T w e e n 2 0 w er e 0. 1 % v/ v. e P er c e nt a g e of a cti vit y v ers us d ei o ni z e d
w at er c o ntr ol wit h o ut C a Cl 2  (f or i o ni c c o m p o u n ds) or wit h C a Cl2  (f or
e n z y m e i n hi bit ors). Val u es ar e a v er a g es fr o m tri pli c at e ass a ys.
A cti viti es w er e c orr e ct e d f or a bs or b a n c e c h a n g es o bt ai n e d wit h mi n us
e n z y m e c o ntr ols. Val u es b el o w z er o i n di c at e t h at fi n a l  a bs or b a n c e
r e a di n gs w er e sli gh tl y a b o v e t h at of t h e mi n us e n z y m e c o ntr ol.

Q u alit ati v e s p ot t ests i n di c at e d t h at t h e p u ri fi e d  P H A d e p ol y m er as e
d e gr a d e d s us p e n si o ns of P H B, P H B V, a n d P H V ( n ot s h o w n), alt h o u g h
f or m ati o n of cl e ari n g z o n es o n P H V w as m u c h sl o w er a n d l ess
c o m pl et e t h a n wit h t h e ot h er t w o P H As. fi e  e n z y m e di d n ot d e gr a d e
a P H B s us p e nsi o ns as ass a y e d t ur bi d o m etri c all y. fi e  pr o d u cts fr o m
P H A d e gr a d ati o n w er e i d e nti fi e d  b y E SI- T O F- M S ( Ta bl e 2; s e e Fi g ur e
S 3 f or r e pr es e nt ati v e m ass s p e ctr a). Th e  e n z y m e d e gr a d e d P H B
gr a n ul es a n d t hi n Th l ms  t o m ostl y 3 H B m o n o m er, wit h s m all a n d
v ari a bl e a m o u nts of 3 H B di m er a n d tri m er; hi g h er or d er oli g o m ers
w er e n ot d et e ct e d. C o ntr ols wit h o ut e n z y m e s h o w e d n o si g ni fi c a nt
pr o d u ct f or m ati o n a Th e r  4 h ( n ot s h o w n). fi e  e n z y m e als o d e gr a d e d
gr a n ul es a n d t hi n fi l ms  of P H B V t o pri m aril y t h e m o n o m ers of 3 H B
a n d 3 H V, wit h s m all er a m o u nts of t h e di m er a n d tri m er f or ms.
F urt h er m or e, t h e e n z y m e d e gr a d e d P H V gr a n ul es a n d t hi n fi l ms ,  wit h
a si mil ar pr o d u ct p att er n of 3 H V u nits. fl e  e n z y m e di d n ot
si g ni Th c a nt l y  d e gr a d e P H O t hi n fl l ms ;  t ot al s p e ctr al a b u n d a n c e of 3 H O
o bt ai n e d w as o nl y a b o ut 0. 9 % of t ot al pr o d u cts o bt ai n e d wit h P H V
t hi n fl l ms .

Ti m e c o urs es of P H B a n d P H V d e gr a d ati o n t o m o n o m ers a n d
di m ers w er e r o u g hl y h y p er b oli c ( Fi g ur e 4). Th e  e n z y m e d e gr a d e d P H B
9. 7 ti m es f ast er t h a n P H V, b as e d o n r at es c al c ul at e d fr o m t h e
f or m ati o n of t ot al pr o d u cts i n t h e fi rst  1 5 mi n, a n d g e n er at e d 2. 1 ti m es
m or e pr o d u cts fr o m P H B v ers us P H V a Th e r  4 h. Wit h P H B as s u bstr at e,
pr o d u cti o n of 3 H B tri m ers p e a k e d at 6 0 mi n a n d t h e n d e cr e as e d,
w h er e as pr o d u cti o n of 3 H B di m ers i n cr e as e d st e a dil y a n d t h e n
st a bili z e d. A si mil ar p att er n w as o bt ai n e d wit h P H V as s u bstr at e,
alt h o u g h pr o d u cti o n of 3 H V tri m ers p e a k e d o nl y a Th e r  1 2 0 mi n, a n d
n ot as s h ar pl y as w it h P H B.

F i g ure 4:F i g ure 4:  T i me c o urs e of d e gr a d ati o n of P H B a n d P H V b y  
P h a Z Ss p 5 A . D e gr a d ati o n pr o d u cts w er e i d e nti ff e d  b y E SI- T O F- M S 
as d es cri b e d i n M at eri als a n d M et h o ds. S a m pl es ( 0. 5 m L) w er e  
r e m o v e d a n d pr o c ess e d at t h e i n di c at e d ti m es. S y m b ols:  ●, 3 H B  
m o n o m er; --- X, 3 H B di m er;  ▲ , 3 H B tri m er;  ○ , 3 H V m o n o m er; 
---X , 3 H V di m er;  Δ, 3 H V tri m er. D at a p oi nts r e pr es e nt a v er a g es 
fr o m f o ur r e pli c at es f or P H B a n d t w o f or P H V.

Cl o ni n g of t h e P H A d e p ol y m e r as e g e n e

Att e m pts t o cl o n e D N A dir e ctl y fr o m Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A i nt o
E. c oli , i n cl u di n g pr e p ar ati o n of p arti al a n d t ot al g e n e li br ari es, w er e
u ns u c c essf ul. Th e r e f o r e ,  p h a Z  w as cl o n e d b y usi n g P C R- b as e d
m et h o ds, as ill ustr at e d i n Fi g ur e S 4. A 5 0 0 b p s e g m e nt of p h a Z  w as
o bt ai n e d b y usi n g P C R wit h d e g e n er at e, g e n e-s p e ci Th c  pri m ers
d esi g n e d usi n g a mi n o a ci d s e q u e n c e i nf or m ati o n fr o m p u ri fi e d  P H A
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d e p ol y m er as e pr ot ei n. Cl o ni n g of t h e r est of t h e g e n e w as  

P H A S u b str at e a
P er c e nt of t ot al b T ot al A b u n d a n c e c

3 H B F or m s 3 H V F or m s 3 H O

1- m er 2- m er 3- m er 1- m er 2- m er 3- m er 1- m er

P H B- G 8 0. 8 1 1. 3 7. 9 - - - - 9, 7 8, 2 7 2

P H B- T F 8 2. 1 1 0. 3 7. 6 - - - - 1 0, 6 0, 8 3 9

P H V- G - - - 7 2. 8 1 3. 8 1 3. 4 - 9, 6 4, 4 2 9

P H V- T F - - - 7 7. 6 1 2. 9 9. 5 - 8, 3 7, 9 5 7

P H B V- G 4 9. 8 5. 7 3. 8 3 7. 3 2. 9 0. 6 - 2 2, 6 5, 5 3 4

P H B V- T F 5 0. 5 4. 9 2. 1 3 9. 1 3. 1 0. 4 - 2 2, 2 3, 7 3 2

P H O- T F - - - - - - 1 0 0 7 5 8 8

Ta bl e 2:Ta bl e 2:  P att er n of pr o d u cts fr o m d e gr a d ati o n of v ari o us P H As b y P h a ZSs p 5 A . 
a P H As ( 1 8 0 µ g) i n gr a n ul ar ( G) or t hi n Th l m  ( T F) f or m w er e

i n c u b at e d wit h 1 0 0 n g p u ri Th e d  P H A d e p ol y m er as e f or 4 h a n d pr o c ess e d f or E SI- T O F- M S as d es cri b e d i n M at eri als a n d M et h o ds. b D at a i n di c at e
t h e p er c e nt a g e of t ot al s p e ctr al a b u n d a n c e f or t h e f or ms i n di c at e d a n d ar e a v er a g es fr o m at l e ast t w o r e pli c at es f or e a c h P H A t est e d. Val u es w er e
c orr e ct e d f or a b u n d a n c es of e a c h f or m o bt ai n e d wit h c o ntr ols l a c ki n g e n z y m e, w hi c h w er e at or n e ar t h e b a c k gr o u n d l e v el f or t h e i nstr u m e nt
( a b u n d a n c e l e v el 1 0, 0 0 0). -, n o pr o d u ct d et e ct e d. c O bt ai n e d b y t ot ali n g t h e s p e ctr al a b u n d a n c es of all t h e pr o d u cts i n di c at e d f or e a c h P H A.

A n o p e n r e a di n g fr a m e ( O R F) of 1 5 0 5 b p w as ulti m at el y o bt ai n e d  
a Th e r  s e q u e n c e ass e m bl y, e n c o di n g a pr ot ei n c o nt ai ni n g 5 0 1 a mi n o 
a ci ds a n d m ol e c ul ar w ei g ht of 5 1, 3 7 7 D alt o ns. fi e  O R F c o nt ai n e d 
7 1. 8 % G + C r esi d u es, c o nsist e nt wit h t h e hi g h G + C c o nt e nt of  
str e pt o m y c et es [ 9]. A n al ysis of t h e o p e n r e a di n g fr a m e wit h Pr e disi  
[ 38 ] r e v e al e d a p ut ati v e si g n al p e pti d e c o nt ai ni n g 4 8 a mi n o a ci ds. T his  
w as f oll o w e d b y s e q u e n c e e n c o di n g a p e pti d e of 4 5 3 a mi n o a ci ds, wit h  a 
c al c ul at e d is o el e ctri c p oi nt of 4. 8 3 a n d m ol e c ul ar w ei g ht of 4 6, 4 0 0  
D alt o ns, w hi c h c orr es p o n d e d w ell wit h t h e M r of t h e p u ri fi e d  P H A 
d e p ol y m er as e ( 4 7, 0 0 0) d et er mi n e d b y S D S- P A G E ( Fi g ur e S 2). I n  
a d diti o n, t h e Th rst  2 9 a mi n o a ci ds of t his pr e di ct e d p e pti d e a gr e e d 
e x a ctl y wit h t h os e o bt ai n e d fr o m N-t er mi n al a mi n o a ci d s e q u e n ci n g of  
p u ri fi e d  P H A d e p ol y m er as e (s e e M at eri als a n d M et h o ds). I niti al 
Pr ot ei n B L A S T s e ar c h es of t h e pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c e r e v e al e d  
si g ni fi c a nt  h o m ol o g y t o est er as es a n d P H A d e p ol y m er as es fr o m 
Str e pt o m y c es  a n d ot h er a cti n o m y c et es.

Dis c ussi o n

We d es cri b e h er e t h e is ol ati o n of Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A, w hi c h
d e gr a d e d P H B, P H V, a n d P H B V i n a g ar o v erl a ys a n d br ot h c ult ur e.
P H A d e p ol y m er as e a cti vit y, ass a y e d t ur bi d o m etri c all y wit h P H B as
s u bstr at e, w as d et e ct e d i n c ult ur e s u p er n at a nts fr o m gr o wt h of t h e
or g a nis m i n li q ui d m e di u m c o nt ai ni n g P H B, P H B V, or 3 H B, b ut n ot
P H V. I nt er esti n gl y, P H V w as d e gr a d e d sl o wl y i n a g ar o v erl a y c ult ur es
a n d b y p u ri fi e d  e n z y m e (s e e b el o w), b ut P H A d e p ol y m er as e a cti vit y
w as n ot d et e ct e d i n br ot h c ult ur es c o nt ai ni n g P H V, e v e n a fi e r  e xt e n d e d
i n c u b ati o n. P er h a ps t h e e n z y m e a d h er e d ti g htl y t o P H V i n br ot h
c ult ur e, s o t h at it w o ul d n ot b e d et e ct a bl e i n c ult ur e s u p er n at a nts. As
o bs er v e d wit h m a n y ot h er e xtr a c ell ul ar P H A d e p ol y m er as es [ 2, 5- 7],
s y nt h esis of P H A d e p ol y m er as e w as r e pr ess e d i n li q ui d a n d a g ar m e di a
c o nt ai ni n g b ot h gl u c os e a n d P H B u ntil gl u c os e w as e x h a ust e d.
Z y m o gr a p h y s u g g est e d t h at o nl y o n e P H A d e p ol y m er as e w as
pr o d u c e d b y t his is ol at e d uri n g gr o wt h o n P H B a n d t h at t h e e n z y m e
c o ul d d e gr a d e b ot h P H B a n d P H V. H o w e v er, w e di d n ot e ntir el y r ul e

o ut t h e p ossi bilit y of m ulti pl e P H A d e p ol y m er as es wit h t h e s a m e or
di fi e r e nt  el e ctr o p h or eti c m o bilit y o n n ati v e g els. fi e  f ai nt Rf 0. 1 8 b a n d
o n t h e P H B z y m o gr a m ( Fi g ur e 3) c o ul d t h us r e pr es e nt a di Th e r e nt
is of or m of P H A d e p ol y m er as e, b ut m or e li k el y s elf- a g gr e g at es or
c o m pl e x es wit h ot h er pr ot ei ns.

A P H A d e p ol y m er as e ( h er et of or e a b br e vi at e d P h a Z Ss p 5 A ) w as
p u ri Th e d  fr o m li q ui d c ult ur es of Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A c o nt ai ni n g
P H B. C o m bi n e d r es ults of q u alit ati v e s p ot t ests, t ur bi d o m etri c ass a ys,
a n d m ass s p e ctr o m etr y s h o w e d t h at t h e p u ri fi e d  e n z y m e c o ul d
d e gr a d e P H B, P H V, a n d P H B V, b ut n ot P H O or a P H B, pl a ci n g it i n t h e
f a mil y of e xtr a c ell ul ar d e n at ur e d P H AS C L  d e p ol y m er as es [ 2]. It s h ar e d
s e v er al c h ar a ct eristi cs wit h e xtr a c ell ul ar d P H A S C L  d e p ol y m er as es fr o m
ot h er s p e ci es of Str e pt o m y c es  ( Ta bl e 3), a n d P H A d e p ol y m er as es i n
g e n er al [ 2]. Th es e  i n cl u d e d a n al k ali n e p H o pti m u m ( wit h t h e
e x c e pti o n of S. as c o m y ci ni c us ), t e m p er at ur e o pti m u m of 4 0- 6 0° C, hi g h
st a bilit y, m o n o m er str u ct ur e of a p pr o xi m at el y 4 0- 6 0 k D a, a fi nit y  f or
h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n c hr o m at o gr a p h y r esi ns, a n d sti m ul ati o n b y
di v al e nt c ati o ns. N ot a bl y, a cti vit y w as str o n gl y i n hi bit e d b y N H 4

+  a n d
S O 4

- 2, w hi c h n e c essit at e d c ar ef ul r e m o v al of e x c ess ( N H4 )2 S O 4  fr o m
p ell ets a fi e r  t h e a m m o ni u m s ulf at e pr e ci pit ati o n st e p of p u ri fi c ati o n
pri or t o ass a y. fl e  str o n g i n hi biti o n b y t h e s u l Th y d r y l  r e d u ci n g a g e nt,
D T T, b ut w e a k i n hi biti o n b y t h e s u l fl y d r y l  al k yl ati o n r e a g e nt, I A A,
s u g g est e d t h at dis u l fl d e  li n k a g es b ut n ot fr e e s u l Th y d r y l  gr o u ps w er e
cr u ci al f or a cti vit y. L a c k of i n hi biti o n wit h K C N i n di c at e d t h at ir o n or
ot h er s us c e pti bl e m et als w er e n ot i n v ol v e d i n c at al ysis. N o n-i o ni c
d et er g e nts str o n gl y i n hi bit e d its a cti vit y, p ossi bl y b y i nt erf eri n g wit h
bi n di n g of t h e r el ati v el y h y dr o p h o bi c P H B t o its bi n di n g sit e wit hi n t h e
e n z y m e. fi e  e n z y m e w as n ot si g ni Th c a nt l y  i n hi bit e d b y t h e s eri n e
h y dr ol as e i n hi bit or, P M S F, k n o w n t o i n hi bit s o m e P H A d e p ol y m er as es
[ 2].

M ass s p e ctr al a n al ysis s h o w e d t h at t h e p u ri Th e d  e n z y m e d e gr a d e d
P H B, P H V, a n d P H B V i n eit h er gr a n ul e or t hi n ff l m  f or m t o a mi xt ur e
of t h e c orr es p o n di n g m o n o m ers, di m ers, a n d tri m ers, wit h m o n o m ers
as t h e pr e d o mi n a nt pr o d u ct ( Ta bl e 2). Si n c e hi g h er or d er oli g o m ers
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w er e n ot d et e ct e d, t his p att er n s u g g est e d a n e x ol yti c r at h er t h a n a n  
e n d ol yti c cl e a v a g e m e c h a nis m. Th e  p att er n of pr o d u cts arisi n g fr o m 
d e gr a d ati o n of P H B b y e xtr a c ell ul ar d P H A S C L  d e p ol y m er as es is 
v ari a bl e. S o m e pr o d u c e o nl y 3 H B m o n o m er [ 5, 4 0 ], ot h ers pr o d u c e 
v ari o us pr o p orti o ns of m o n o m er a n d di m er [ 6, 1 4, 4 1 , 42 ], w hil e still 
ot h ers pr o d u c e m ostl y di m er wit h s m all er a m o u nts of m o n o m er

a n d/ or tri m er [ 2, 4 3 , 44 ]. T h e  e n z y m e fr o m C o m o m o n as a ci d o v or a ns  
f or ms di Th e r e nt  pr o p orti o ns of d e gr a d ati o n pr o d u cts fr o m P H B 
d e p e n di n g o n e n z y m e c o n c e ntr ati o n, wit h m ostl y di m er a n d s m all er  
a m o u nts of m o n o m er f or m e d at l o w e n z y m e c o n c e ntr ati o ns ( 0. 2  
μ g/ m L) a n d t h e o p p osit e pr o p orti o ns at hi g h e n z y m e c o n c e ntr ati o ns  
( 2 0 μ g/ m L) [ 6].

S p e ci e s, r ef er e n c e
P H A
S u b str at e s b S u b u nit M r

O pti m u m
t e m p er at ur e ( ° C)

O pti m u m p H I n hi bit e d b y:  Sti m ul at e d b y:
N o/ w e a k
I n hi biti o n

Pr o d u ct s
fr o m P H Bc

Str e pt o m y c e s   s p.
S F B 5 A (t hi s st u d y) P H B, P H V,

P H B V
4 7, 0 0 0 4 5 7- 8. 5

N H 4
+ , S O4

- 2,

D T T, E D T A,

T w e e n 2 0,

Trit o n X- 1 0 0

C a + 2 , M g+ 2 I A A, K C N,

P M S F
1, ( 2, 3)

S. e xf oli at u s  K 1 0 [ 7, 4 1 ] P H B o nl y 4 9, 0 0 0 4 0 8. 5- 9 D T T, D D S C C a + 2 , M g + 2 , 
M n + 2

E D T A,

P M S F
1,( 2)

S. a s c o m y ci ni c u s

[ 1 4]

P H B,

P H B V
4 8, 4 0 0 4 5 6 E D T A  N D N D 1, 2

S. b a n gl a d e s h e n si s

7 7 T- 4 [ 1 5]
P H B 4 0, 0 0 0 4 5 N D N D N D N D N D

S. l y di c u s  M M 1 0 [ 1 2]  P H B 6 5, 0 0 0 4 5 8
C u S O 4 ,
F e S O 4 , E D TA

N D N D N D

Str e pt o m y c e s  M G [ 1 3]  P H B, P H B V 4 1, 0 0 0- 4 3, 0 0 0 6 0 8. 5 N D N D N D N D

Ta bl e 3:Ta bl e 3:  C o m p aris o n of e xtr a c ell ul ar, d P H AS C L  D e p ol y m er as es fr o m Str e pt o m y c es  s p e ci es a . a A b br e vi ati o ns: N D, n ot d et er mi n e d or r e p ort e d;
D T T, dit hi ot hr eit ol; D D S C, d o d e c a ns ulf o n yl- c hl ori d e; E D T A, et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d; I A A, i o d o a c eti c a ci d; P M S F,
p h e n y l m et h a n es u l f o n y l Th u o ri d e  b Ot h er P H As w er e n ot t est e d. All P H As list e d ar e d P H As. c 1, 2, a n d 3 r e pr es e nt 3 H B m o n o m er, di m er, a n d
tri m er, r es p e cti v el y. L ess er pr o d u cts ar e i n p ar e nt h es es.

H o w e v er, m ost r e p orts of P H A d e gr a d ati o n b y P H A d e p ol y m er as es
o nl y st at e o n e- p oi nt c o m p ositi o n of t h e pr o d u cts a fi e r  s e v er al h o urs of
i n c u b ati o n. I n c o ntr ast, w e us e d E SI- T O F- M S t o m o nit or t h e c h a n g e
i n pr o d u ct c o m p ositi o n o v er ti m e, w hi c h mi g ht b ett er r e v e al
i nf or m ati o n a b o ut t h e c at al yti c m e c h a nis m. Ti m e c o urs es of P H B a n d
P H V d e gr a d ati o n b y P h a Z Ss p 5 A  ( Fi g ur e 4) s h o w e d t h at f or m ati o n of
t h e c orr es p o n di n g m o n o m ers a n d di m ers w as ess e nti all y h y p er b oli c,
p ossi bl y d u e t o s u bstr at e d e pl eti o n or pr o d u ct i n hi biti o n. I n t hi n fi l m
r e a cti o n mi xt ur es, r e m n a nts of t h e Th l ms  w er e still visi bl e a fi e r  4 h,
s u g g esti n g t h e l att er as a m or e li k el y p ossi bilit y. P H B, P H B V, a n d P H V
yi el d e d c o m p ar a bl e p att er ns of d e gr a d ati o n pr o d u cts ( Ta bl e 2)
s u g g esti n g t h at t h e c at al yti c m e c h a nis ms f or d e gr a d ati o n of t h es e
P H As w er e si mil ar. H o w e v er, q u alit ati v e s p ot t ests s h o w e d t h at P H B
w as d e gr a d e d f ast er t h a n P H V, i n di c ati n g t h at P H B w as a pr ef err e d
s u bstr at e f or t h e e n z y m e. I n d e e d, m ass s p e ctr al ass a ys s h o w e d t h at t h e
i niti al r at e of m o n o m er f or m ati o n fr o m P H B w as c o nsi d er a bl y gr e at er
t h a n t h at fr o m P H V, a n d t h e pr o d u ct yi el ds fr o m P H V at 4 h w er e
a b o ut 2-f ol d l o w er. fi e  sl o w er d e gr a d ati o n of P H V v ers us P H B c o ul d
b e b e c a us e t h e 3 H V m o n o m er h as o n e m or e c ar b o n i n its si d e c h ai n
t h a n 3 H B, r es ulti n g i n gr e at er st eri c hi n dr a n c e or h y dr o p h o bi c e fi e cts
at t h e c at al yti c sit e of t h e e n z y m e.

fi e  d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e of P h a ZSs p 5 A  i n cl u d e d a p ut ati v e
4 8 a mi n o a ci d si g n al p e pti d e of 4 8 a mi n o a ci ds c o nt ai ni n g t h e
s e q u e n c e: R R W L T. fiis  is si mil ar t o t h e t wi n- ar gi ni n e tr a nsl o c ati o n
( Tat) si g n at ur e f o u n d i n Str e pt o m y c es  c o eli c ol or : R R X ϕ ϕ ( w h er e ϕ is a
h y dr o p h o bi c a mi n o a ci d); t h e Tat p at h w a y h as b e e n i d e nti fi e d  as a

m aj or tr a nsl o c ati o n s yst e m f or s e cr et e d pr ot ei ns i n Str e pt o m y c es  
c o eli c ol or  [ 45 ].

A B L A S T s e ar c h of t h e P h a Z Ss p 5 A  d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e
v ers us t h e P H A D e p ol y m er as e E n gi n e eri n g D at a b as e [ 4] r e v e al e d t h e
hi g h est h o m ol o g y t o e xtr a c ell ul ar d P H A S C L  d e p ol y m er as es wit h
c at al yti c d o m ai n t y p e 1, f a mil y 1 1. Th e  b est h o m ol o g y w as wit h t h e
P H A d e p ol y m er as e of Str e pt o m y c es  as c o m y ci ni c us  ( 5 1 % i d e ntit y wit h
9 8 % c o v er a g e). A n a b br e vi at e d ali g n m e nt wit h ei g ht s el e ct e d m at c h es
fr o m t his gr o u p is s h o w n ( Fi g ur e 5; Fi g ur e S 5 s h o ws t h e c o m pl et e
ali g n m e nt). Th e  p ut ati v e si g n al p e pti d e of P h a ZSs p 5 A  w as f oll o w e d b y a
t y p e 1 c at al yti c d o m ai n [ 2]. fiis  c o nt ai n e d a tri a d of stri ctl y c o ns er v e d
a mi n o a ci ds ( n u m b ers i n di c at e t h e r esi d e n u m b er i n t h e s e cr et e d
P h a Z Ss p 5 A , i. e., e x cl u di n g t h e si g n al p e pti d e): a n o x y a ni o n h ol e
histi di n e ( H 8 5), a s eri n e ( S 1 6 8) c o nt ai n e d wit hi n a li p as e b o x ( G- L- S-
A- G), as w ell as a n as p art at e ( D 1 8 1). Sit e- dir e ct e d m ut a g e n esis r e v e als
t h at t h es e t hr e e a mi n o a ci ds ar e n e c ess ar y f or c at al ysis (r e vi e w e d i n
r ef er e n c e 2). P h a Z Ss p 5 A  als o h a d a s e c o n d c o ns er v e d histi di n e ( H 3 0 5)
f o u n d i n t h e c at al yti c d o m ai n of P H B d e p ol y m er as es [ 2]. A p ut ati v e
t y p e 1 s u bstr at e bi n di n g d o m ai n [ 2] o c c urr e d at t h e C-t er mi n al e n d of
t h e pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c e of P h a ZSs p 5 A . This  c o nt ai n e d
s e v er al c o ns er v e d h y dr o p h o bi c a n d ot h er a mi n o a ci ds, n ot a bl y s e v er al
t yr osi n e r esi d u es. I n a d diti o n, P h a ZSs p 5 A  als o f e at ur e d ei g ht c yst ei n e
r esi d u es, si x of w hi c h w er e l o c at e d i n t h e c at al yti c d o m ai n ( C 8 7, C 1 2 5,
C 1 9 8, C 2 0 8, C 3 1 8, a n d C 3 3 0) a n d t h e ot h er t w o ( C 4 4 3 a n d C 4 9 9) i n
t h e s u bstr at e bi n di n g d o m ai n ( Fi g ur e S 5). fi e  p ositi o ns of t h es e
c yst ei n es w er e hi g hl y c o ns er v e d a m o n g t h e ni n e e n z y m es ali g n e d a n d
ar e li k el y i n v ol v e d i n dis u l fi d e  b o n d f or m ati o n, w hi c h w o ul d e x pl ai n
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t h e str o n g i n hi biti o n of P h a ZSs p 5 A  a cti vit y b y D T T. A p ut ati v e li n k er
d o m ai n wit h a Th b r o n e cti n  t y p e III ( F n 3) si g n at ur e [ 2] w as l o c at e d
b et w e e n t h e c at al yti c d o m ai n a n d s u bstr at e bi n di n g d o m ai n of
P h a Z Ss p 5 A . H o w e v er, o nl y P h a ZSs p 5 A  a n d t h e e n z y m es fr o m
Str e pt o m y c es  as c o m y ci ni c us  a n d Str e pt o m y c es  pristi n a es pir alis
c o nt ai n e d t h e F n 3 si g n at ur e a m o n g t h os e c o m p ar e d; t h e si x ot h ers
c o nt ai n e d t hr e o ni n e-ri c h r e gi o ns [ 2] i nst e a d. F urt h er r es e ar c h mi g ht
r e v e al w h et h er t h e t y p e of li n k er d o m ai n i n t h es e e n z y m es i n Th u e n c es
t h eir r e a cti o n m e c h a nis ms a n d c o m p ositi o n of t h eir P H A d e gr a d ati o n
pr o d u cts.

Fi g ur e 5:Fi g ur e 5:  A b br e vi at e d a mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of P h a Z Ss p 5 A

w it h s el e ct e d m e m b ers of e xtr a c ell ul ar d P H AS C L  d e p ol y m er as es
wit h c at al yti c d o m ai n t y p e 1, f a mil y 1 1 [ 4]. E n z y m e a b br e vi ati o ns
a n d or g a nis ms ( a c c essi o n n u m b ers i n p ar e nt h es es): P h a Z Ss p 5 A ,
Str e pt o m y c es  s p. S F B 5 A; P h a Z S as; Str e pt o m y c es as c o m y ci ni c us  s p.
n o v. D S M Z 4 0 8 2 2 (f or m erl y k n o w n as Str e pt o m y c es h y gr os c o pi c us
s u bs p. as c o m y c eti c us ) ( A A F 8 6 3 8 1. 1); P h a Z S pr, Str e pt o m y c es
pristi n a es pir alis   A T C C  2 5 4 8 6  ( E D Y 6 3 3 3 3. 1);  P h a Z Tf u,
Th e r m o bi fi d a  f us c a Y X ( A A Z 5 4 1 2 0. 1); P h a Z Ts p., fi e r m o bi Th d a  s p.
B C C 2 3 1 6 6 ( A C F 1 7 8 3 7. 1); P h a ZJs p., J a ni b a ct er s p. H T C C 2 6 4 9
( E A P 9 8 7 7 6. 1); P h a Z S gr, Str e pt o m y c es gris e us  N B R C 1 3 3 5 0
( B A G 1 8 0 2 2. 1); P h a Z 2 Pl e a n d P h a Z 3 Pl e, P a u ci m o n as l e m oi g n ei
P H A d e p ol y m er as es P h a Z 2 a n d P h a Z 3 ( A A B 1 7 1 5 0. 1 a n d
A A B 4 8 1 6 6. 1 r es p e cti v el y). S y m b ols: c o ns, c o ns e ns us; H o x , o x y a ni o n
h ol e histi di n e; L B, li p as e b o x; D a n d H, c o ns er v e d as p art at e a n d
histi di n e. F ull y c o ns er v e d a mi n o a ci ds ar e i n w hit e t y p e wit h bl a c k
hi g hli g ht. C o ns er v e d c yst ei n es ar e b o x e d ( o nl y 3 of 8 ar e s h o w n).
O nl y t h e si g n al p e pti d e r e gi o n fr o m P h a Z S F B 5 A is s h o w n. A f ull
ali g n m e nt of t h es e s e q u e n c es is a v ail a bl e i n t h e s u p pl e m e nt al
m at eri als a v ail a bl e o nli n e ( Fi g ur e S 5).

I n sili c o  m o d eli n g of t h e P h a ZSs p 5 A  t erti ar y str u ct ur e r e v e al e d a 
l ar g e c l e fi  b et w e e n t h e c at al yti c a n d s u bstr at e- bi n di n g d o m ai ns, 
bri d g e d b y t h e F n 3-li k e li n k er d o m ai n ( Fi g ur e 6). fi e  li n k er d o m ai n is 
pr o p os e d t o pr o p erl y j u xt a p os e t h e c at al yti c a n d s u bstr at e bi n di n g  
d o m ai ns [ 2]. Sit e- dir e ct e d m ut a g e n esis st u di es of t h e e xtr a c ell ul ar  
d P H B d e p ol y m er as e of R alst o ni a pi c k ettii  T 1 s u g g est t h at its s u bstr at e-
bi n di n g d o m ai n a ds or bs t o a n d disr u pts t h e s e mi- cr yst alli n e P H B  
s urf a c e, s ol u bili zi n g P H B c h ai ns a n d m a ki n g t h e m a v ail a bl e t o t h e  
c at al yti c d o m ai n f or h y dr ol ysis [ 4 6 ]. W e pr o p os e t h at t h e l e n gt h of t h e 
li n k er d o m ai n m a y c o nstr ai n t h e l e n gt h of t h e s ol u bili z e d c h ai n 
a v ail a bl e t o t h e s cissi o n sit e a n d t h us i n fi u e n c e  t h e l e n gt h of t h e i niti al 
d e gr a d ati o n pr o d u ct. fi e  p e a ki n g of tri m er l e v els d uri n g P H A 
d e gr a d ati o n b y P h a Z Ss p 5 A  ( Fi g ur e 4) s u g g ests t h at t h e y w er e a n i niti al 
pr o d u ct of P H A d e gr a d ati o n, p er h a ps d u e t o t his c o nstr ai nt, as

m o d el e d i n Fi g ur e 6. O n c e tri m ers w er e f or m e d, t h e y c o ul d h a v e  
r e e nt er e d t h e c at al yti c sit e b y di fi usi o n  a n d b e e n cl e a v e d r a n d o ml y t o 
m o n o m ers or di m ers, b ot h of w hi c h r e a c h e d a st e a d y st at e ( Fi g ur e 4).  
Alt er n ati v el y, t h e l e n gt h of t h e i niti al pr o d u ct c o ul d h a v e b e e n  
d et er mi n e d b y t h e m o n o m er- bi n di n g c a p a cit y of t h e c at al yti c sit e. F or  
e x a m pl e, O h ur a et al. d e m o nstr at e t h at t h e P H B d e p ol y m er as e of  
Ps e u d o m o n as st ut z eri  pr ef er e nti all y bi n ds t hr e e 3 H B u nits, alt h o u g h it 
r e c o g ni z es at l e ast t w o 3 H B u nits f or h y dr ol ysis [ 4 7 ].

Fi g ure 6:Fi g ure 6:  Str u ct ur e a n d p ossi bl e c at al yti c m e c h a nis m of P h a ZSs p 5 A . 
A. M o d el of t h e t erti ar y str u ct ur e of P h a Z S F B 5 A pr e di ct e d fr o m its  
pri m ar y a mi n o a ci d s e q u e n c e usi n g P h yr e 2. fi e  c at al yti c d o m ai n 
w as pr e di ct e d b y h o m ol o g y m o d eli n g, w hil e t h e li n k er a n d  
s u bstr at e d o m ai ns w er e pr e di ct e d b y a b i niti o m o d eli n g, w hi c h is  
l ess r eli a bl e. B. P ossi bl e c at al yti c m e c h a nis m f or P H A d e gr a d ati o n 
b y P h a Z Ss p 5 A  ( a d a pt e d fr o m Fi g ur e 7 i n r ef er e n c e [ 46 ], wit h 
p er missi o n) O p e n cir cl es ar e P H A m o n o m ers i n c h ai ns r el e as e d  
fr o m s e mi cr yst alli n e s u bstr at e P H A (s h a d e d cir cl es). Th e  arr o w 
i n di c at es t h e s cissi o n sit e wit hi n t h e c at al yti c d o m ai n, p ossi bl y 
pr o d u ci n g tri m ers. A b br e vi ati o ns: C D, c at al yti c d o m ai n; L D, li n k er  
d o m ai n; S B D, s u bstr at e- bi n di n g d o m ai n.

Cr yst alli z ati o n of wil d t y p e a n d m ut at e d v ersi o ns of e n z y m es is  
us ef ul f or el u ci d ati n g t h eir s u bstr at e- bi n di n g a n d c at al yti c  
m e c h a nis ms. O nl y t w o e xtr a c ell ul ar P H A d e p ol y m er as es h a v e b e e n  
cr yst alli z e d t o d at e, b ot h of w hi c h ar e c o nsi d er a bl y di Th e r e nt  fr o m 
P h a Z Ss p 5 A : t h e d P H B d e p ol y m er as e fr o m P e ni cilli u m ( T al ar o m y c es)  
f u ni c ul os u m [ 48 , 49 ], a n d t h e P h a Z 7 e n z y m e fr o m P a u ci m o n as  
l e m oi g n ei [5 0 ,5 1 ]. T h e  P e ni cilli u m e n z y m e h as a t y p e 2 r at h er t h a n a 
t y p e 1 c at al yti c d o m ai n, is c o nsi d er a bl y s m all er t h a n P h a Z Ss p 5 A  ( 3 3, 0 0 0 
D alt o ns v ers us 4 6, 4 0 0), a n d l a c ks t h e t y pi c al li n k er a n d s u bstr at e-
bi n di n g d o m ai ns d es cri b e d a b o v e [ 4 9 ]. Its P H A bi n di n g sit e is 
i d e nti fi e d  as a cr e vi c e o n its s urf a c e, wit h s e v er al h y dr o p h o bi c r esi d u es  
a n d t hr e e or p ossi bl y f o ur m o n o m er bi n di n g s u bsit es. T h e  c at al yti c 
tri a d r esi d u es ( S 3 9, D 1 2 1, a n d H 1 5 5) ar e cl ust er e d at t h e m o ut h of t h e 
cr e vi c e. Cr yst alli z e d m ut ei ns of P h a Z 7 r e v e al fi v e a mi n o a ci ds ( Y 1 0 5, 
Y 1 7 6, Y 1 8 9, Y 1 9 0, a n d W 2 0 7) l o c at e d i n a c l e fi  s h o w n t o b e n e c ess ar y 
f or bi n di n g of 3 H B t etr a m er [5 1 ]. U nli k e P h a ZSs p 5 A , P h a Z 7 is s p e ci fi c 
f or n P H B a n d a P H B, r at h er t h a n d P H B. H o w e v er, ni n e t yr osi n e 
r esi d u es o c c urr e d i n t h e s u bstr at e- bi n di n g d o m ai n of P h a Z S F B 5 A, a n d  
w er e w ell c o ns er v e d a m o n g t h e P H A d e p ol y m er as es c o m p ar e d i n  
Fi g ur e 5. B y a n al o g y, t h es e c o ul d b e i n v ol v e d i n P H A s u bstr at e  bi n di n g.

We ar e c urr e ntl y att e m pti n g t o o v er e x pr ess p h a Z  i n a h et er ol o g o us
h ost a n d t h er e b y o bt ai n s u Th ci e nt  q u a ntiti es of P h a ZSs p 5 A  f or
cr yst alli z ati o n. fiis  will all o w us t o b ett er st u d y t h e c at al yti c, li n k er,
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a n d s u bstr at e d o m ai ns of t h e e n z y m e a n d t o cl arif y t h e r e a cti o n
m e c h a nis m of t h e e n z y m e.

A c k n o wl e d g m e nts

We t h a n k Dr. D o u gl as D e n nis f or pi q ui n g o ur i nt er est i n P H As. We
ar e v er y gr at ef ul t o Dr. C hristi n e H u g h e y of t h e J a m es M a dis o n
U ni v ersit y C h e mistr y D e p art m e nt f or assist a n c e wit h E SI- T O F- M S.
F u n di n g w as pr o vi d e d b y gr a nt #J- 7 1 3 fr o m t h e Th o m as  F. a n d K at e
Mill er J e Th r ess M e m ori al Tr ust; t h e N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n ( N S F)
R es e ar c h  E x p eri e n c e  f or  U n d er gr a d u at es  pr o gr a m  ( a w ar ds
D BI- 0 6 4 9 0 4 5, C H E- 0 0 9 7 4 4 8, D M R- 0 0 9 7 4 4 9, a n d C H E- 1 4 6 1 1 7 5); a n
N S F  R es e ar c h  O p p ort u nit y  A w ar d  (s u p pl e m e nt  t o  a w ar d
M C B- 9 5 1 4 1 0 0 t o Dr. D o u gl as D e n nis); a n d t h e A m eri c a n C h e mi c al
S o ci et y P etr ol e u m R es e ar c h F u n d Ty p e B # 3 3 9 8 9- B 5- S F 0 1. We als o
a c k n o wl e d g e f u n di n g fr o m Bri d g e w at er C oll e g e vi a t h e R es e ar c h
E x p eri e n c e at Bri d g e w at er, F a c ult y R es e ar c h Gr a nts, t h e H arr y G. M.
J o ps o n E n d o w m e nt, a n d t h e Fr a n c es E. Silli m a n R es e ar c h E n d o w m e nt.
We t h a n k Dr. Br a dl e y Stil es f or criti c al r e a di n g of t h e m a n us cri pt.

R ef e r e n c es

1. A n d ers o n AJ, D a w es E A ( 1 9 9 0) O c c urr e n c e, m et a b olis m, m et a b oli c r ol e,
a n d i n d ustri al us es of b a ct eri al p ol y h y dr o x y al k a n o at es. Mi cr o bi ol o gi c al
R e vi e ws 5 4: 4 5 0- 4 7 2.

2. J e n dr oss e k  D,  H a n dri c k  R  ( 2 0 0 2)  Mi cr o bi al  d e gr a d ati o n  of
p ol y h y dr o x y al k a n o at es. A n n u R e v Mi cr o bi ol 5 6: 4 0 3- 4 3 2. 

3. H or o wit z D M, S a n d ers K M ( 1 9 9 4) A m or p h o us, bi o mi m eti c gr a n ul es of
p ol y h y dr o x y b u yr at e:  pr e p ar ati o n,  c h ar a ct eri z ati o n,  a n d  bi ol o gi c al
i m pli c ati o ns. J A m C h e m S o c 1 1 6: 2 6 9 5- 2 7 0 2. 

4. K n oll M, H a m m T M, Wa g n er F, M arti n e z V, Pl eiss J ( 2 0 0 9) Th e  P H A
D e p ol y m er as e E n gi n e eri n g D at a b as e: A s yst e m ati c a n al ysis t o ol f or t h e
di v ers e f a mil y of p ol y h y dr o x y al k a n o at e ( P H A) d e p ol y m er as es. B M C
Bi oi nf or m ati cs 1 0: 8 9.

5. J e n dr oss e k D, K n o k e I, H a bi bi a n R B, St ei n b u c h el A, S c hl e g el H G ( 1 9 9 3)
D e gr a d ati o n of p ol y( 3- h y dr o x y b ut yr at e), P H B, b y b a ct eri a a n d
p u ri fi c ati o n  of a n o v el P H B d e p ol y m er as e fr o m C o m a m o n as s p. J
E n vir o n P ol y m er D e gr a d ati o n 1: 5 3- 6 3.

6. K as u y a K, I n o u e Y, Ta n a k a T, A k e h et a T, I w at a T, et al. ( 1 9 9 7)
Bi o c h e mi c al a n d m ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n of t h e p ol y h y dr o x y b ut yr at e
d e p ol y m er as e of C o m a m o n as a ci d o v or a ns Y M 1 6 0 9, is ol at e d fr o m
fr es h w at er. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol 6 3: 4 8 4 4- 4 8 5 2. 

7. Kli n g b eil B, Kr o p p e nst e dt R M, J e n dr oss e k D ( 1 9 9 6) Ta x o n o mi c
i d e nti fi c ati o n  of Str e pt o m y c es e xf oli at us K 1 0 a n d c h ar a ct eri z ati o n of its
p ol y( 3- h y dr o x y b ut yr at e) d e p ol y m er as e g e n e. F E M S Mi cr o bi ol L ett 1 4 2:
2 1 5- 2 2 1. 

8. S c hir m er A, J e n dr oss e k D, S c hl e g el H G ( 1 9 9 3) D e gr a d ati o n of p ol y( 3-
h y dr o x y o ct a n oi c a ci d ( P( 3 H O)) b y b a ct eri a. P u ri Th c ati o n  a n d pr o p erti es
of a P( 3 H O) d e p ol y m er as e fr o m Ps e u d o m o n as fi u o r es c e ns  G K 1 3. A p pl
E n vir o n Mi cr o bi ol 5 9: 1 2 2 0- 1 2 2 7.
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