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Zusammenfassung

Das Zuckerkonsumverhalten der Verbraucher hat sich durch die neuen Erndhrungstrends
Functional und Wellness Food deutlich gewandelt. Die Nachfrage nach Zuckeraustausch-
stoffen ist in den letzten Jahren extrem gestiegen. Isomaltulose, ein Isomer der Saccharose, ist
ein zahnfreundlicher Zucker mit niedrigem Glykdmischen Index, aus dem im industriellen
MaBstab der kalorienreduzierte Zuckeralkohol Palatinit™ hergestellt wird. Dariiber hinaus
kann Isomaltulose als regenerativer Ausgangsstoff fiir die chemische Industrie verwendet
werden. Isomaltulose wird durch enzymatische Konversion aus Saccharose gewonnen. Das
fiir die Isomerisierung verantwortliche Enzym ist die Isomaltulose-Synthase (Pall-Enzym).
Ziel dieser Arbeit war die Bioprozessoptimierung zur Herstellung von Isomaltulose mittels
rekombinanter Isomaltulose-Synthase von der fermentativen Enzymproduktion bis zum
industriell einsetzbaren Enzymimmobilisat. Zur Optimierung der heterologen Enzymbildung
wurde ein fiir den industriellen Prozess geeigneter robuster Expressionsstamm ausgewéhlt
und anschlieBend das Scale up der Kultivierung vom Schiittelkolben- in den 10-L-Fermenta-
tionsmaf3stab durchgefiihrt. Da eine konventionelle Prozessfithrung zu keiner ausreichenden
Enzymexpression fiihrte, wurde ein neues, erfolgreiches Zwei-Phasen-Fermentations-
verfahren entwickelt, das durch Steuerung der Sauerstoffversorgung der Zellen eine hohe
Biomassebildung und heterologe Enzymproduktion ermoglichte. Mit Hilfe dieser Zwei-
Phasen-Fermentationsstrategie wurden 12 g/l Biotrockenmasse und 1,6 g/L hoch aktive
Isomaltulose-Synthase produziert.

Zur Stabilisierung des Enzyms fiir den industriellen Einsatz wurde die Isomaltulose-Synthase
durch Quervernetzung und Matrixeinschluss in LentiKats® immobilisiert. In den LentiKats®
wurden iiber 50 % der eingesetzten Pall-Aktivitit bzw. 65 EU/g Katalysatorfeuchtmasse
wiedergefunden. Die Selektivitdt der immobilisierten Isomaltulose-Synthase blieb auch beim
Mehrfacheinsatz auf hochstem Niveau erhalten (maximale Isomaltulose-Ausbeute von 87 %).
Zusitzlich zeigten die Immobilisate eine gute physikalische und katalytische Stabilitét.

Durch die Uberexpression der Isomaltulose-Synthase konnte erstmals eine fiir die industrielle
Anwendung profitable Enzymimmobilisierung ohne kostenintensive Aufkonzentrierungs- und
Aufreinigungsstufen realisiert werden. Durch den 6-maligen Einsatz von LentiKats®”, die aus
einem Liter Enzymlosung mit 1,6 g Pall-Enzym hergestellt werden, konnen ca. 33 kg Isomal-

tulose produziert werden.
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Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

Symbol

BTM

CPal

Ts00

v/vm

Abkiirzung

Amp
ampR
BGS
Bp
BSA
BTM
Dal
deion.
Diff.
DO

Einheit

[¢/L]

[g/L]

[g/L]
[wmol/min]
[-]

[¢/L]

(2]
[g/mol]

[h]

[h]

[-]

[¢/L]

[min], [h], [d]
[°C]

[-]

[L]
[L/(L+min)]
[¢/L]

Bezeichnung

Ampicillin

Bezeichnung

Biotrockenmasse
Konzentration

Palatinose-Konzentration

Enzymeinheit (engl. enzyme unit)
Verdiinnungsfaktor

Séttigungs- oder Affinitdtskonstante des Substrates
Masse

molare Masse

spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
optische Dichte

Substratkonzentration

Zeit

Temperatur

Transmission bei einer Wellenlédnge von 600 nm
Volumen

Begasungsrate

Biomassekonzentration

Amp-Resistenzgen

Begasungsstufe

Basenpaare

Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)

Biotrockenmasse

Dalton
deionisiert
Differenz

Gelostsauerstoff (engl. diluted oxygen)

xi



xii Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis
Abkiirzung Bezeichnung
ee Enantiomereniiberschuss (engl. enantiomeric excess)
Ferm Fermentation
Fru Fructose
GDA Glutardialdehyd
GI Glykadmischer Index
Glu Glucose
Gly Glycerin
GRAS engl. generally recognized as save
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Isomal Isomaltose
Isomel Isomelezitose
IMS Produktionsstamm, Wirt: E. coli IM105
Kat Katalysatorfeuchtmasse
konvent. konventionell
Konz. Konzentration
LB Medium f. Vorkulturen, Stammhaltung (engl. lysogeny broth)
16sl. 16slich
MCS multiple Restriktionsschnittstelle (engl. multiple cloning site)
MO Mikroorganismus
0O Schiittelkolben ohne Schikanen
OD Optische Dichte
P(LAC) lac-Promotor
Pal Palatinose (Isomaltulose)
pall Isomaltulose-Synthase codierendes Gen
Pall Isomaltulose-Synthase
Pal,ax maximale Palatinose-Ausbeute
PEG Polyethylenglykol
PO, prozentualer Partialdruck des Gelostsauerstoffs
PUC Kontrollstamm ohne pall-Gen
PVAL Polyvinylalkohol
RI Brechungsindex (engl. refractive index)
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
S Schiittelkolben mit Schikanen
Sacc Saccharose
SDS Natriumdodecylsulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulfate)
spez. spezifisch
uv ultraviolett
XMS Produktionsstamm, Wirt: E. coli XL1-Blue
YE Hefeextrakt (engl. yeast extract)
YeGly Produktionsmedium mit Hefeextrakt und Glycerin

zellspez.

zellspezifisch



