Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung und ZielSEtZUNG........cccervvueriiriinrrecsssnnicssssnnrscsssassssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2 Theoretische Grundlagen ..........ccceeicererccssercsssencsssersssersssessssssssssssssssssssssssssssasssssases 3
2.1 ISOMAItU0SE (PALAtNOSE ™) ¢ 3
2.1.1 Chemische Struktur und physikalische Daten............cccceeiiiieiiiieiiiieieecieeeees 3
2.1.2 Besondere Eigenschaften der Isomaltulose..........cccueeeiiieeiiiiiiiicciiccieccee e 4
2.1.3 Einsatzmoglichkeiten von ISomaltulose..........cceeeeviieeiieeiiieeiieeeceee e 5
2.1.3.1 Isomaltulose im Nahrungsmittelbereich.............cccooiiiiiniiiiiiiiiicceceeeee, 5
2.1.3.2 Isomaltulose als Ausgangsmaterial fiir die chemische Industrie.............ccccee. 6
2.1.4 Industrielle Herstellung von Isomaltulose............ccoevveeiierieeeiiienieeiieieeeeeve e 7
2.1.4.1 Entdeckung und Etablierung der Isomaltulose............cccccvveeviieeiiieniiieciieeeieene 7
2.1.4.2 Industrielle Herstellungsverfahren von Palatinose™ ............ccoccocooovuevreevreennn. 8
2.2 Charakterisierung des Enzyms Isomaltulose-Synthase...........c.cocccoeviiiiiiiiinnnnennne. 11
2.2.1 Nomenklatur und Klassifizierung der Isomaltulose-Synthase ...............cccccvennenne 11
2.2.2 Isomaltulose-Synthase bildende Mikroorganismen ...........cccccccveeeciveenieeenneeennnn. 11
223 Reaktion der Isomaltulose-Synthase ............cccccveeviiieiiiieiiieeeece e 12
23 FremdgeneXpression i E. COLi......ooiuuiiiiiiiiiiiiiieiie ettt 14
2.3.1 Grundlagen der rekombinanten Genexpression in E. €Oli..........cccuvvevercueneenncnnee. 14
2.3.2 KUltiVIETUNG VON E. COLi vonviiiiieiiecii ettt eve e 15
2.3.2.1 Satzverfahren (BatCh)........oooviieiiiieiece e 15
2322 Kontinuierliches Verfahren .............coocoiiiiiiiiiieeeee e, 18
2323 Zulaufverfahren (Fed-Batch)..........coooiiiiiiiiiiie e, 18
233 Einflussfaktoren auf die Fremdgenexpression .............occveeeveerieeiienieeieienieeieene 19
2.33.1 INAUKLION. ... 20
2332 Kultivierungstemperatur und Medienzusammensetzung ..............ccccvveeeveeennenn. 21
2333 Spezifische Wachstumsgeschwindigkeit...........cccoeeviiiiniiiiniiniiiieccne 22
2.4 Immobilisierung von BiokatalySatoren............ccceeveeeiierieeiiienieeiieie e 23
2.4.1 Grundlagen der IMmODIlISIEIUNG ......ccveeevieriiiiiieieeie et 23



ii Inhaltsverzeichnis
242 Quervernetzung mit Glutardialdehyd.............coocooiiiii 25
243 Immobilisierung durch Matrixeinschluss...........cocceeeiieiiiiiiiniiiiiie e 26
2.43.1 Matrixeinschluss mit Polyvinylalkohol.............ccccooiiiiiiiiiiiiiieceec, 27
2432 LENHKALS™ ...ttt 29
244 Immobilisierung der Isomaltulose-Synthase..........cccceccvveeviieeiiieeciieecie e, 31
3 Material und Methoden .........eeneeiiiinsinneenseennninsninnennsnecsensssenseesseesesssessesssse 33
3.1 Verwendete E.-COli-STAMIME ..........coouiiiiiiiiiiiiieiteie e 33
3.2 Kultivierungsbedin@UnZen .........cocueeiuiiiiiiiieiieeie et 35
3.2.1 Verwendete MEdIen ........coeovuiiiiiiiiiiieneee et 35
322 Stammbhaltung und Herstellung von Arbeitskulturen............cccooeveeiieiiieniennennnn. 36
3221 KryostoCKKUITUIEN ... e 36
3222 ATDEISKUITUTEN ... 36
323 Kultivierung in SchiittelKolben ...........ccooieviiiiiiiiiieeee, 36
3.2.3.1 Herstellung einer VOrkKultur.............oooiiiiioiiiiiieiececeeeee e 37
3232 Herstellung einer Hauptkultur ...........c.oocviiiiiiiiiiiiiiiccceeee e 37
3233 Versuche in Schiittelkolben mit und ohne Schikanen .............coccooiiiniininnic, 38
324 Kultivierung im 10-L-FermentationsmaBstab .............cccccoeiiiniiiiiiniiiniiiiee 38
3.2.4.1 Aufbau des FermentersyStems. ........cccueeruieriieniieniieiieeie ettt ens 38
3242 Durchfiihrung der Fermentationen .............cccoecveevuieriieriieniieiieeie e 40
32421 Vorbereitung des Fermenters und Herstellung der Vorkultur ..................... 40
32422 Start und Verlauf der Kultivierung ...........cccccvveevieieciieecieecieeeee e 41
32423 Abbruch der KultiVIerung ..........c.ccocveiiiiiriiniiiiiiciecceceeeeseee e 41
3243 Scale up der Uberexpression des rekombinanten Pall-Enzyms ......................... 41
33 ANALYEIK ettt ae s 44
3.3.1 IMIKTOSKOPIC. ..ot ettt ettt e e e et e e esbae e sseeessaeennseens 44
332 Bestimmung der Biomassekonzentration............c.coeoeeiiiiiiinicencenieeiecee 45
3.3.2.1 Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM)........ccccooiiiiiiiniiiiiienieeiieieeieee 45
3322 Bestimmung der optischen Dichte (ODg00) vveovveeveerieeriienieeiieiieeieesie e 45
3.3.23 Korrelation unterschiedlicher Biomassebestimmungen der E.-co/i-Stamme..... 46
333 High performance liquid chromatography (HPLC).........cccoovevviiviiiiniiiiieies 47
334 Bestimmung der PIasmid-DNA-Menge .........ccccveeviieeiieeeiiieeiee e 50
335 Bestimmung der 16slichen Proteinkonzentration .............ccccoeeveviiniiiiiiiineenne, 51
3.3.6 SDS-PAGE ...ttt 51
34 Zellaufschluss und Herstellung der ZelleXtrakte .........ccoocveevvieriiieniieniieiiecieeieeeens 53



Inhaltsverzeichnis iii

34.1
342
3.5
3.5.1
352
353
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2
3.8
3.9

4.1
4.1.1
4.1.2

413
4.1.3.1
4.13.2
4.13.3
4.14
4.2

4.2.1
422
4221
4222
4223
42.23.1
42232
42233
423

Zellaufschluss per Ultraschallsonde............cccooevviieiiiiiiiieeciie e 53
Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator .............cccccooeeeviiiiiiniiiiienene 54
Standard-EnzymaktivItAtStESt........cveruiiriieriieeiieiie ettt 54
Freies und quervernetztes ENzym..........ccccoooviieiiiiiiiieciiicceeeeceeee e 54
LENtIKALS™ ...ooorveooeeeeseeesseees ettt 55
Berechnung der Enzymaktivitit der [somaltulose-Synthase.........c..ccccceoeriinnenne. 55
Analyse des Produktspektrums der Isomaltulose-Synthase...........cccccoceeveiiinicnnenne. 56
Immobilisierung der Isomaltulose-Synthase............ccccoeviiiiiiiiiniiiiiiiieee e 57
Einfluss von Glutardialdehyd auf die Pall-AKtivitat..........cccooovevviieiienieiiieeee. 57
Immobilisierungsverfahren ..........coccviieiiiiiiiiiecie e 57
Mehrfachverwendung des immobilisierten Biokatalysators............cccceveevvveennvennnee. 58
Chemikalien]iSte. .....cc.uiiiieiiieiieie et e 59
Ergebnisse und DisKuUSSION ....ccccceivveiercsercsrnicssnisssanesssanssssasessssssssssssssssssssssssssssssnns 61
Charakterisierung der Pall-Expression in E. COli.......cccccccoevienieecieniiaiieiieeieeeenn, 61
Wachstumsverhalten und Morphologie der Zellen ............cccoovveviiveeiieiienieennns 61
Substratverbrauch, Produktion organischer Sduren und Bildung 16slicher Proteine
.......................................................................................................................... 63
Untersuchung der Pall-EXPression..........cocveevieiieiiienieeiieriie e 64
PlasmidStabilitat ........cccoevuieiiiiiiieie e 64
Semiquantitative Erfassung der Pall-EXpression ..........ccccoecvevviieeiieeniieenieeens 66
Pall-Aktivitét der 16slichen Zellfraktionen............ccceevieiiiiiiiniiiiiieiceic, 68
Zusammenfassung: Charakterisierung der Pall-Expression in E. coli.................. 69

Vergleichende Analyse der Stimme XMS und JMS — Auswahl des besten

ProduktionSStAMIMES ........cc.eeitieiiiiieiieieetiee ettt 70
Ermittlung der optimalen Kultivierungstemperatur ............ccccocveeveiveeecveencnieennnen. 71
Kultivierung in Schiittelkolben mit und ohne Schikanen..............cc.ccocceninine 72

Wachstumsverhalten der Staimme XMS und JMS ..........cccooiiiiiiiiiiiiei, 72
Substratverbrauch und Bildung organischer Sauren ............ccccoevvveveiienienieenen. 74
Untersuchung der Pall-Expression von XMS und IMS ..........ccoooiiiiiiiniieennen. 76
Plasmidstabilitit..........c.cooiiiiiiiiiiiie e 76
Semiquantitative Erfassung der Pall-Expression.........ccccceeeieevciveenciieennnenn. 77
Pall-Aktivitat der 16slichen Zellfraktionen .............ccooeeeviiiiiniienenieeen. 80



iv Inhaltsverzeichnis
424 Zusammenfassung: Vergleichende Analyse der Stimme XMS und JMS -
Auswahl des besten Produktionsstammes............coeecverienenienienenienecieseceeee. 85
4.3 Scale up der Uberexpression des rekombinanten Pall-Enzyms.............cccocoevevnnn... 88
43.1 Einfluss der Sauerstoffzufuhr auf die Fermentation von IMS ....................o 88
432 Entwicklung einer neuen Fermentationsstrategie.........c.c.eevvveevveeerveeenreeneneeennnen. 91
433 Zwei-Phasen-Fermentationsstrategie und thre Optimierung.........c..ccoceeeveevennenee. 94
434 Gesamtergebnis der Fermentationsoptimierung.........coc.eeeevverveneeneeieneenenuennnes 96
43.4.1 Zufuhr von Sauerstoff und NAhrstoffen ..., 97
4342 Bildung organiSCher SAUTEN ........ccc.eeviiiiieiiieie et 98
4343 Untersuchung der Pall-Expression der optimierten Fermentation ..................... 99
4.4 Zusammenfassung der Prozessoptimierung zur Uberproduktion des Pall-Enzyms 101
4.5 Charakterisierung und Immobilisierung des Enzyms Isomaltulose-Synthase......... 102
4.5.1 Charakterisierung der freien Isomaltulose-Synthase..............cccoeeieviiiiiiiniennn. 102
45.1.1 Aktivitdt des freien Pall-Enzyms........cccooovviieiiiiiiiiiiceeeeeeee e 102
45.1.2 Selektivitét des freien Pall-Enzyms mit 25 % und 40 % Saccharose als
SubstratstartkOnZentration .............cocieriieiieiie e 102
4.5.2 Immobilisierung der Isomaltulose-Synthase............ccooeviiiniiiiiiiniiiiieieee 105
4521 Einfluss von Glutardialdehyd auf die Pall-Aktivitat...........cccooeveevienienieennnnn. 105
4522 Einfluss von Glutardialdehyd auf die Enzymaktivitét bei Zusatz von Saccharose
und Palatinose ™M-MElasse ............o.ovewrveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 107
4523 Enzymimmobilisierung in LentiKats® .............ccoccooviovivvireeeroeeereeseseesenens 108
4524 Einfluss der Immobilisierungsprozedur auf die Enzymselektivitit.................. 110
4525 Prifung der Stabilitdt des immobilisierten Biokatalysators bei
Mehrfachverwendung...........cccvieiiiiiiiieceece e 112
453 Zusammenfassung: Charakterisierung und Immobilisierung des Enzyms
[somaltulose-Synthase...........c.cooiiiiiiiiiiiieiee e 115
5 Schlussfolgerungen und AUSDIICK....ccccceereiciruricssarcsseicssnrcssnnscsssnssssanssssanssssassssnns 117
6 ANNANG c.conurrriiiiinniiiniinnniisiisnnicsssssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 119
6.1 Scale up der KUIIVICIUNE .....ooviriiiiiiiiiieicceetee e 119
6.1.1 Einfluss der Begasungsrate auf die Fermentationen von IMS............ccceeeenee 119
6.1.2 Strategie der Zwei-Phasen-Fermentation ............cccccveveiieniieciienieeieeieciee 120
6.2 Mehrfachverwendung des immobilisierten Biokatalysators..........c.ccceceeevvieennnnnns 122
7 LiteraturverzeiChmiS.. ... o eeieeiieeinecnseensnennseecsensecssnesssessssessecsssesssnssssesssesssssssaases 123



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1:
Abbildung 2.2:
Abbildung 2.3:
Abbildung 2.4:

Abbildung 2.5:
Abbildung 2.6:
Abbildung 3.1:

Abbildung 3.2:
Abbildung 3.3:
Abbildung 3.4:
Abbildung 3.5:
Abbildung 3.6:
Abbildung 3.7:
Abbildung 4.1:
Abbildung 4.2:
Abbildung 4.3:

Abbildung 4.4:
Abbildung 4.5:
Abbildung 4.6:
Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:

Abbildung 4.9:

Abbildung 4.10:

Abbildung 4.11:

Chemische Struktur der Isomaltulose (PalatinoseTM) ........................................................ 3
Enzymatische Reaktion der Isomaltulose-Synthase nach Park (Park et al., 2007).......... 13
Wachstumskurve des Batch-Verfahrens nach Chmiel (Chmiel, 1991) ..........ccceeeuveeneen. 16
Einteilung der Immobilisierungsmethoden, zusammengefasst nach Klein et al., 1985 und
Hartmeier, 1986 .....c..veeeeeeeeeeeeeeeeee e et 24
Chemische Struktur eines PVAL-Hydrogels..........ccocevviiviiiiiiienieieieeeeeeieee 28
Schematische Ansicht eines LentiKats™ ..............oo.oveeeereeeeeeeereeeereeeeesseeeeeeeeesseeseeeeeeseeae 29

Genkarten des pal/l-Expressionsplasmids pMSpal127 (links) und des Basisplasmids

PUCTO (TECHLS ).ttt ettt ettt ettt ettt e e esbeenbeenbeenbeesseensesnsennns 34
Schematischer Aufbau des erweiterten Fermentersystems Biostat E ............ccccccoeeeeie 38
Schemazeichnung des KulturgefiBes vom Fermentersystem Biostat E .......................... 39
OD/BTM- und OD/Zellzahl-Korrelation der Stimme PUC und XMS ...........cccceernenne. 46
Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Biotrockenmasse von IMS .................. 47
Prozedur zur Immobilisierung des Pall-Enzyms ...........ccccooieierenininieieecceee 57
Zeitlicher Verlauf des Versuchs zur Mehrfachverwendbarkeit der LentiKats® ............. 58
Wachstumskurven der Stimme XMS und PUC .........ccooiiiiiiieeeee 62
Zellmorphologie der Stamme XMS und PUC nach 16 h Fermentationsdauer ................ 63

Substratverbrauch, Produktion organischer Sauren und Bildung 16slicher Proteine der
Stamme XMS und PUC im Vergleich.........cooovveiiiiiiieiieeeeeee e 64
Restriktionskarte des linearisierten Plasmids pMSpal127 (pall-Plasmid) und Foto des
Agarosegels mit den Restriktionsfragmenten Eco RI/Hind 1] von XMS und PUC......... 65
Agarosegel mit Restriktionsfragmenten Eco RI/Hind 1] der Plasmid-DNA von XMS .. 66

Vergleichende SDS-PAGE-Analyse der Zellextrakte von XMS und PUC ..................... 67
Zeitlicher Verlauf der spezifischen Pall-Aktivitdten von XMS und PUC....................... 69
Zellspezifische Pall-Aktivitidten und ODggo-Werte von XMS und JMS nach Kultivierung
bei 30, 33,5 UNA 37 PC oo 72

Wachstumskurven von XMS und JMS in Schiittelkolben mit und ohne Schikanen ....... 73
Substratverbrauch und Bildung organischer Sduren wihrend der Kultivierung von XMS
und JMS in Schiittelkolben mit (S) und ohne (O) Schikanen...........ccccccooeeevienieneennennne. 74
Restriktionskarte des linearisierten Plasmids pMSpall127 (pall-Plasmid) und Foto der
Agarosegele mit den Restriktionsfragmenten Eco RI/Hind III von XMS und JIMS ........ 76

v



